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La mitocondria es un organulo intracelular que esta involucrado en diferentes
vias metabdlicas, pero su principal funcién es la produccién de la mayor parte de la
energia que requiere la célula para su funcionamiento mediante la fosforilacién
oxidativa (OXPHOS). Trece de las proteinas que forman parte de los complejos
mitocondriales son codificadas por el DNA mitocondrial. La mitocondria posee

magquinaria de transcripcion y traduccion propias.

Una de las familias de proteinas mitocondriales descubiertas recientemente, ha
sido la familia FAST (Fas-activated Serine/Threonine phosphoprotein), que incluye
cinco miembros (FASTKD 1-5), ademéas de FAST, el miembro fundador. Todos ellos
poseen un dominio RAP, mediante el cual se unen al RNA. Muy recientemente se ha
descrito la importancia de FAST, FASTKD2, FASTKD4 y FASTKD5 en la regulacién
del metabolismo del RNA mitocondrial y traduccibn mediante ensayos de
silenciamiento y en modelos KO, con importantes consecuencias en el funcionamiento
de la cadena respiratoria mitocondrial. Nuestro grupo ha descrito previamente que el
silenciamiento de FASTKDS3 produce alteraciones en la respiracion mitocondrial. En
este trabajo de tesis, estudiamos los mecanismos moleculares que subyacen en esta
alteracion. Hemos generado como herramienta de trabajo una linea celular U20S
FASTKD3 knockout mediante el uso de un plasmido donante y nucleasas TALENs

(Transcription Activator Like Effector Nucleases).

Nuestros estudios, mediante Northern-blot y gRT-PCR, revelan que la ausencia
de FASTKD3 produce un aumento de los niveles basales de 6 de los 13 mRNAs
mitocondriales (ND2, ND3, ND4/4L, COX2, CytB y ATP6/8), y también observamos
gue sus vidas medias estan alargadas. Nuestros estudios de mapeo revelan que el
dominio RAP, y en particular, cinco de sus aminoacidos altamente conservados, son

claves en esta funcién de FASTKDS3.

Asimismo, nuestros estudios de traduccion mitocondrial revelan una disminucién
especifica en la traduccion del tanscrito COX1, subunidad clave en el funcionamiento

del complejo IV mitocondrial.

En conclusion, esta tesis introduce a FASTKD3 como un elemento clave en la
estabilidad de los transcritos mitocondriales ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB
y como regulador de la traduccion de COX1. Esta importante investigacion abre las
puertas para encontrar relaciones entre nuestra molécula de estudio y enfermedades
mitocondriales que puedan estar asociadas a ella, pudiendo dar una explicacion

precisa de los mecanismos moleculares responsables de las mismas.
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BBL1: Plasmido de nivel 1 para la construccién de TALENs (backbone level 1).
BBL2: Plasmido de nivel 2 para la construccion de TALENs (backbone level 2).
BN-PAGE: del inglés “Blue-Native PAGE”".

BrEt: bromuro de etidio.

BSA: del inglés “Bovine Serum Albumin”.

C I: Complejo I.
C II: Complejo 1.
C llI: Complejo 111

C IV: Complejo IV.
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Cas9: Proteina asociada a CRISPR con funcion nucleasa (CRISPR associated).
cDNA: DNA complementario.

CMV: citomegalovirus.

Cp: del inglés “crossing-point”.

cPPT: del inglés “polipurine tract”.

CRE: Proteina con funcion recombinasa, proveniente del bacteriéfago P1.

CRISPR: del inglés “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”,

Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas.

crRNA: CRISPR RNA.

D.O: Densidad optica.

DMEM: del inglés “Dulbecco’s Modified Eagle Medium”.

DMSO: Dimetil sulfoxido

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DSB: del inglés “Double Strand Break”, roturas de doble cadena en el DNA.

dsDNA: del inglés “double strand DNA”, DNA de doble cadena.

EDTA: del inglés “Ethylenediaminetetraacetic acid”, Acido etilendiaminotetra acético.

EGFP: del inglés “Enhanced Green Fluorescent Protein”, proteina fluorescente verde

mejorada.
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EYFP: del inglés “Enhanced Yellow Fluorescent Protein”, proteina fluorescente

amarilla mejorada.

FAST: del inglés “Fast-Activated Serin/Treonin Phosphoprotein”.

GFP: del inglés “Green Fluorescente Protein”, proteina fluorescente verde.
GRSF1: del inglés “G-Rich Sequence Factor 1.

h: horas.

HIV: del inglés “Human Immunodeficiency Virus”, Virus de la inmunodeficiencia

humana.

HR: del inglés “Homologous Recombination”, recombinacién homdéloga.

HSA: del inglés “Human Serum Albumin”, albGmina humana.

IN: integrasa.

IRES: del inglés “Internal Ribosome Entry Site”.

ITR: del inglés “Inverted Terminal Repeats”, repeticiones terminales invertidas.
Kb: kilobases.

KO: del inglés “knockout”.

LB: del inglés “Lennox Broth”.
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de eliminar el segmento génico situado entre dos de estos sitios.

LRPPRC: del inglés “Leucine-Rich Pentatricopeptide Repeat-Containing Protein”.
LTRs: del inglés “Long Terminal Repeats”, repeticiones terminales largas.

MCS: del inglés “Multiple Cloning Site”, sitio de clonacion multiple.

min: minutos.

MMLV: del inglés “Moloney Murine Leukemia Virus”, virus de la leucemia murina.

MOI: del inglés “Multiplicity Of Infection”, multiplicidad de infecciébn, numero de

genomas virales que infectan una célula.

MRNA: RNA mensajero.

MRNA: RNA mensajero.

MRPPL1: del inglés “Mitocondrial RNase P Protein 1”.

MRPP2: del inglés “Mitocondrial RNase P Protein 2”.
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MRPP3: del inglés “Mitocondrial RNase P Protein 3”.
mtDNA: DNA mitocondrial.

MTERF1: del inglés “Mitocondrial Transcription Termination Factor 1", factor de

terminacion de la transcripcion 1.

MTPAP: del inglés “Mitocondrial Poly(A) Polymerase”, polimerasa poli(A) especifica de
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PCR: del inglés “Polymerase Chain Reaction”.
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RAP: del inglés “RNA-binding domain abundant in Apicomplexas”.
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RT: del inglés “reverse transcriptase”, transcriptasa reversa.

gRT-PCR: del inglés “quantitative Real Time PCR”, PCR cuantitativa en tiempo real.
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SAP: del inglés “Shrimp Alkaline Phosphatase”, fosfatasa alcalina de camarones.
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TALENSs: del inglés “Transcription Activator Like Effector Nucleases”
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VSV-G: del inglés “Glycoprotein of the Vesicular Stomatitis Virus”, glicoproteina del
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WPRE: del inglés “Woodchuck hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element”,

elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de marmota.
YFP: del inglés “Yellow Fluorescent Protein”, proteina fluorescente amarilla.

ZFN: del inglés “Zinc Finger Nucleases”, nucleasas con dedos de zinc
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INTRODUCCION

1. MITOCONDRIA.

1.1. Generalidades.

La mitocondria es un organulo intracelular que esta involucrado en diferentes vias
metabolicas, pero su principal funcion es la produccion de la mayor parte de la energia
gue requiere la célula para su funcionamiento, mediante la fosforilacion oxidativa
(OXPHOQOS), es decir, la respiracién celular acoplada a la produccién de energia en
forma de ATP (Fernandez Silva et al., 2003).

La mitocondria posee dos membranas: membrana mitocondrial externa que separa
el espacio intermembrana del citosol, y la membrana mitocondrial interna que separa
la matriz mitocondrial del espacio intermembrana. En la matriz mitocondrial se
encuentran las enzimas del ciclo del Krebs y de la 3-oxidacién de los acidos grasos, el
genoma mitocondrial y los mitorribosomas. La membrana interna, esta caracterizada
por poseer pliegues, a los que se denomina crestas mitocondriales, que aumentan su
superficie. Esta membrana es el lugar donde se da la fosforilacion oxidativa, ya que
contiene los cuatro complejos de la cadena de transporte de electrones (e’) y la ATP

sintasa.

Membrana
interna
Cresta
mitocondrial

Membrana
externa

Matriz
mitocondrial

Figura 1. Imagen en la que se muestra la estructura de una mitocondria.

Como se ha mencionado anteriormente, la fosforilacion oxidativa es la funcion mas
importante desempefiada por la mitocondria. Este sistema est4 formado por una
cadena de transporte electrénico, integrado por cuatro complejos multienzimaticos:
NADH deshidrogenasa (Complejo | o ClI), succinato deshidrogenasa (Complejo Il o
Cll), ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (Complejo 11l o Clll) y citocromo ¢ oxidasa
(Complejo IV o CIV) y la ATP sintasa o Complejo V; ademés posee dos
transportadores maviles de electrones que con la ubiquinona o coenzima Q (CoQ) y el
citocromo ¢ (Cyt C). El transporte de electrones comienza con los equivalentes
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reductores que se originan a partir de la B-oxidacion y del ciclo de Krebs que son el
NADH y FADH, pasando por la cadena respiratoria hasta finalmente ceder los
electrones al O, generando H,O. Durante este proceso se produce un bombeo de
protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, generando un
gradiente electroquimico de protones, que sera utilizado por el sistema ATP sintasa
para generar energia en forma de ATP (Garesee et al.,, 2001). Si la fosforilacion
oxidativa se ve alterada, se pueden activar diferentes vias metabdlicas alterando el

metabolismo celular.

M. externa
. + H H + + +
Espacio H H H* H H H
intermembrana 1\ I
) { \
M. interna cIv cv

NADH | NAD* %0, H,0 ADP+ I ATP+H,0

FADH, FAD W R He P e e
He H

H* Succinato  Fumarato

Figura 2. Imagen en la que se muestra un esquema de la cadena transportadora de

electrones.

El complejo | (NADH deshidrogenasa): cataliza la transferencia de e desde el
NADH a la ubiquinona (Q) o coenzima Q (Co Q), una pequefia molécula liposoluble
gue al reducirse se transforma en ubiquinol QH,. De modo que por cada 2 e
transferidos desde el NADH a la Co Q, cuatro protones son bombeados al espacio

intermembrana, generando asi un gradiente de H* (Andrews et al., 2013).

El complejo Il (succinato deshidrogenasa): cataliza la reaccion de succinato a
fumarato. Uno de los productos de la reaccion es el FADH,, que transfiere los
electrones al centro Fe-S para posteriormente ser cedidos a la Co Q. Este complejo no
produce bombeo de H*, lo que se traducird en un menor rendimiento de ATP,
comparandolo con el obtenido cuando los e entran en la cadena a través del complejo
l.

El complejo Il (ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa) , Se caracteriza por
poseer grupos prostéticos hemo, similares a los de la hemoglobina, con un atomo de
Fe que se altera entre el estado reducido (Fe2") y oxidado (Fe3"). Desde este
complejo los e son transferidos desde el ubiquinol o Co Q al Cyt C, generando el

bombeo de 2 H" hacia el espacio intermembrana.
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El complejo IV (citocromo c oxidasa) , acepta 4 e del Cyt C a través de los grupos
hemo, que utilizan atomos de Cu y los transfiere a una molécula de O,, dando lugar a
2 moléculas de H,O. Este complejo también funciona como una bomba de H’,

haciendo que 4 H" vayan hacia el espacio intermembrana.

El complejo V (ATP sintasa) , estd formado por dos subunidades. Fo es un

complejo hidrofébico integrado por 6 proteinas que atraviesa la membrana
mitocondrial interna y constituye el canal de H*. La otra subunidad es la F; que esta
formada por cinco cadenas polipeptidicas diferentes (as, Bs, v, & y €). La funcion
principal de este complejo es la sintesis de ATP. Por cada 3 H' que fluyen a través del

complejo se forma una molécula de ATP.

1.2. Genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial presenta caracteristicas diferenciales propias, como es el
modo de herencia, ya que su herencia es exclusivamente de origen materno. Es una
molécula circular de 16.569 pares de bases (Carew et al., 2002) y codifica para 37
las subunidades 12S y 16S del rRNA de los

mitorribosomas, genes para los 22 tRNAs, requeridos para la sintesis de proteinas

genes: genes que codifican

mitocondriales y genes que codifican Unicamente a 13 proteinas de las mas de 85 que
forman parte de los complejos del sistema OXPHOS (Weigl et al., 2013). En concreto;
7 subunidades del complejo | (ND1, ND2, ND3, ND4/4L, ND5, ND6), 1 subunidad del
complejo Il (Cyt B), 3 subunidades del complejo IV (COX1, COX2, COX3), y 2
subunidades complejo V (ATP 6/8). El resto estan codificadas por el nucleo, por lo que
es necesaria una buena coordinacion entre el genoma mitocondrial y nuclear, sin
embargo hasta ahora se conoce muy poco acerca de los mecanismos que regulan la

interaccion de ambos sistemas genéticos (Attardi et al 1988; Grivell 1995).

Complejo | Complejo | Complejo | Complejo | Complejo
I Il 1 \Y, Y
MtDNA 7 0 1 3 2
NDNA 34 4 10 10 14

Tabla 1. Tabla en la que se indica el nimero de subunidades codificadas por el genoma
mitocondrial y por el nuclear (Leonard et al., 2000) que estan formando parte de los diferentes

complejos que forman la cadena de transporte de electrones.
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Otra de las caracteristicas importantes del mtDNA es que posee doble cadena
(cadena ligera L y cadena pesada H), dependiendo de su coeficiente de sedimentacion
en gradientes alcalinos de cloruro de cesio (Temperley et al., 2010); ademas cada

cadena codifica para proteinas diferentes (figura 3) .

Por otro lado, el nimero de moléculas de mtDNA es en general muy elevado y varia
entre los diferentes tipos celulares, desde unas pocas copias en las plaquetas hasta
unas 100.000 copias en el oocito, aunque la mayoria contienen entre 1.000 y 10.000
copias por célula, con una variacién de entre 2 y 10 copias de DNA por mitocondria y

cientos de mitocondrias por célula (Fernandez Silva et al., 2003).

La caracteristica estructural mas importante del mtDNA es que los genes se
encuentran situados uno a continuacién del otro, sin apenas regiones no codificantes
entre los genes. Al contrario que el genoma nuclear, en el que las regiones no
codificantes son mayoritarias (Schapira 2006, Clayton 2000). La Unica zona del mtDNA
que no codifica ningln gen es la regién del bucle de desplazamiento (D-loop), que
posee el origen de replicacion de la cadena H (OH), ademas de los promotores de la
transcripcion y los elementos reguladores de la expresion génica. Para la replicaciéon
del mtDNA hacen falta dos origenes diferentes, uno para cada cadena (OH y OL).
Ambos origenes de replicacién estdn muy separados, haciendo que el proceso sea
unidireccional y asimétrico. La sintesis del DNA se inicia en OH y la replicacion
continla de modo unidireccional hasta alcanzar OL, momento en el cual comienza la

sintesis de la segunda cadena del DNA.
1.3. Sintesis y maduracién del RNA mitocondrial

En humanos el DNA mitocondrial se transcribe simétricamente a partir de dos
promotores unidireccionales, HSP y LSP, para las hebras pesada y ligera
respectivamente, localizados en el lazo-D. La transcripcién de la cadena H comienza
en dos sitios, ITH1 e ITH2, mientras que la cadena ligera se transcribe a partir de uno
solo, ITL1. Los transcritos a partir de ITH2 e ITL1, los cuales se localizan dentro del
gen del tRNAF, son policistrénicos y corresponden practicamente a las secuencias
completas de ambas cadenas, H y L, respectivamente (Taanman 1999). ITH1 se
encuentra situado justo antes del gen del tRNA", y el transcrito generado a partir de él
termina después de los genes ADNr 12S y RNAr 16S, en el gen tRNA". El factor de
transcripcién mitocondrial (TFAM) reconoce secuencias especificas en los promotores
y podria jugar un doble papel como factor especifico de activacion de la transcripcion y

de empaquetador de mtDNA, asi como de regulador del nimero de copias de mtDNA.
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La terminacion de la transcripcidon la lleva a cabo una familia de factores de
terminaciéon conocidos como MTERF. Esta familia de proteinas esta compuesta por
cuatro miembros, MTERF1-MTERF4. El factor de terminacion de la transcripcion 1
(MTERF1) reconoce de forma especifica al tRNA" regulando asi la terminacion de la
transcripcién de los rRNAs (Hess et al., 1991; Kruse et al., 1989). Este MTERF1
parece regular también la transcripcion de RNAm policistrénico procedente de la
cadena ligera, pues normalmente éste se transcribe hasta donde se encuentra tRNA"
(Terzioglu 2013).

HSP
ITH1

ITH2 = HEAVY STRAND
128 D-loop
F '

ND5

mtDNA
i 16.569 pb §
AL ] Complejo |
_— LIGHTS'I'_Fj_A_'\fI-D ] Complejo Il
ND4 [__] Complejo Il
] Complejo IV
oL [__] ComplejoV

coln K8 6
ATPase

Figura 3. Imagen en la que se muestra la estructura del mtDNA. Se indican los inicios de la
replicacion y transcripcion de ambas cadenas. Imagen tomada y modificada de Lépez Sanchez
etal., 2011.

Aunque el mecanismo molecular de maduracién de los RNAs mitocondriales es
hasta el momento poco conocido, se sabe que la escision a nivel de los tRNAs parece
ser la unica manera de liberar los MRNAs y rRNAs maduros (Rossmanith et al., 2009).
Se descubridé que los genes que codifican para rRNAs y para proteinas, estan
flanqueados por tRNAs, que actuan como sefiales de procesamiento. En este
procesamiento, van a actuar la RNasa P, uniéndose al extremo 5 de los tRNAs,
mientras que en el extremo 3" se va a unir la RNasa Z mitocondrial, la cual se piensa
que es ELAC2. Un triplete CCA es afiadido en el extremo 3" de los tRNA, mientras que
los MRNAs son poliadenilados en su extremo 3.
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Los tRNAs son generalmente sintetizados como precursores inmaduros con
extensiones en ambos extremos. La eliminacion de estas secuencias extras es
esencial para la funcién del tRNA. Nucledtidos extras son eliminados del extremo 5
por la actividad de la RNasa P, mientras que el procesamiento del extremo 3" es

llevado a cabo por la accion de la endonucleasa RNasa Z (Rossamanith 2011).

Recientemente se ha identificado que la RNasa P estd compuesta de tres
subunidades proteicas, denominadas RNasa P mitocondrial 1 (MRPP1, mitocondrial
RNase P protein 1), MRPP2 y MRPP3 (Holzmann et al., 2008). Se piensa que MRPP1
es una m1G9 metiltransferasa, responsable de la metilacion que se produce en los
tRNAs y que puede estar también involucrada en la capacidad de union de la RNasa P
a los tRNAs. MRPP2, posee un dominio de unién necesario para la actividad de
RNasa P, es predominantemente citoplasmatica, mientras que MRPP3, es una
repeticibn de pentatricopéptido (PPR), que contiene proteinas de funciones
desconocidas hasta el momento (Lépez Sanchez et al., 2011). Estas tres subunidades
son necesarias para la actividad RNasa P sobre los extremos 5" de los tRNAs. Por
otro lado, ELAC2 esté localizada tanto en el nicleo como en la mitocondria (Brzezniak
et al., 2011), y es una RNasa Z, ya que su andlisis funcional ha demostrado que esta
involucrado en la regulacién, procesamiento y expresion de los mRNA mitocondriales
(Lépez Sanchez et al., 2011) ademas de la maduracién de los tRNA 3" tanto en el

nucleo como en la mitocondria (Rossmainth 2011).

Cuatro de los 13 genes que codifican para proteinas no estan flanqueados por
tRNASs, por lo que su procesamiento se realiza de forma diferente. El gen COX1 esta
flanqueado en su region 5 por un RNA no codificante (ncRNA), y aguas arriba del
NcRNA se encuentra una secuencia que adopta una estructura similar a la de los
tRNAs cuyo procesamiento es llevado a cabo por la RNAsa P. Sin embargo, el
procesamiento de ND6-ncRNA, RNA14-COX3 y ND5-CYTB no depende de la
actividad RNasa P/Z (Sanchez et al., 2011). En el caso de ND5-CYTB, se ha
demostrado que PTCD2 (pentatricopeptide-containing protein) es necesaria para su
procesamiento (Xu et al.,, 2008), mientras que para los otros dos, se ha visto
recientemente que es GRSF1 (G-rich sequence factor 1), la proteina necesaria para el
procesamiento de sus precursores. Al principio, GRSF1 se describi6 como una
proteina que se expresaba de manera ubicua y que estaba implicada en splicing,
poliadenilacion, exportacion y traduccibn de mMRNAs celulares y virales.
Posteriormente, se ha visto que es una proteina soluble predominantemente
mitocondrial, que se une al RNA, siendo necesaria para la expresion de mtRNA y

sintesis de proteinas en la mitocondria (Antonicka et al., 2013). Esta proteina posee
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varias isoformas, siendo la isoforma 1 la que se ha estudiado mas recientemente:
colocaliza con RNA nacientes y RNasa P en un subcompartimento mitocondrial que
Jourdain et al., en 2013 han denominado “granulos de RNA mitocondrial”’. Mutaciones
en esta proteina, producen una desestabilizacion de varios mRNAs y tRNAs,
produciendo una anormal biogénesis de los ribosomas y una disregulacion en la

sintesis de proteinas mitocondriales. (Antonicka et al., 2013 y Jourdain et al., 2013).

Las proteinas de union al RNA (RBPs, RNA-binding proteins) juegan un papel muy
importante en la regulacién post-transcripcional de los RNAs, incluyendo splicing,
poliadenilacion, transporte y localizacion del RNA, estabilizacién del RNA y traduccion
tanto para los genes nucleares como mitocondriales, pero hasta el momento en la
mitocondria so6lo se han caracterizado dos RBPs, LRPPRC Y SLIRP. LRPPRC
(Leucine-rich pentatricopeptide repeat-containing protein) (Mootha et al., 2003),
promueve la transcripcion y la estabilidad de los mt-mRNAs y se une a su cola poli(A).
SLIRP (SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein), es una proteina que contiene
un dominio de unién al RNA, necesario para el mantenimiento de los mtRNAs que
codifican para proteinas (Baughman et al., 2009). Se ha visto que mutaciones de un
cambio de una C por una T en la posicion 1119 del PPR que contiene el LRPPRC,
provoca una variante del sindrome de Leigh Syndrome French Canadiant, (Mootha et
al., 2003). Esta enfermedad se caracteriza por una deficiencia en la actividad del

complejo IV, con afectacion sobre todo del cerebro y del higado (Merante et al., 1993).

La familia de RBPs estd formada por LRPPRC y otros seis miembros mas, todos
ellos localizados en la mitocondria: POLRMT (RNA-polimerasa mitocondrial), PTCD1,
PTCD2, PTCD3 y MRPS27 (Xu et al., 2008, Antonicka et al., 2013). PTCD1 juega un
papel importante en el procesamiento de tRNAs (Lopez Séanchez et al., 2011); PTCD2
esta involucrado en la expresion del citocromo b (CYTB) y en el ensamblaje completo
del complejo IlI (Xu et al., 2008); PTCD3 se une a rRNA mitocondrial 12S, una
interaccion necesaria para la correcta sintesis de proteinas mitocondriales (Davies et
al., 2009). MRPS27 es una proteina de la subunidad pequefia del ribosoma
mitocondrial, que se asocia con el rRNA 12S y tRNAF, lo que es importante para la
traducciéon. Por todo esto, podemos decir que los RBPs tienen un papel muy
importante en el metabolismo mitocondrial, y como consecuencia en la sintesis de

proteinas mitocondriales.

LRPPRC y SLRIP forman un complejo muy estable con un peso molecular de 250
kDa, encargado de la maduracion y estabilizacion de los mRNASs ya que previene de la
formacion de estructuras secundarias Yy terciarias en su extremo terminal 3" facilitando

asi la poliadenilacién por MTPAP (polimerasa poli(A) especifica de mitocondria) (Chujo
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et al.,, 2012). Mutaciones en este complejo causan una disminucién global de los

niveles basales de los MRNAs mitocondriales (Sasarman et al., 2010).

La poliadenilacion en mitocondrias estd mediada por MTPAP y la polinucleétido
fosforilasa (PNPasa). Este proceso es importante para la estabilidad de los mt-mRNAs
y para la generacion de codones stop (UAA) en algunos mRNAs mitocondriales

(Nagaike et al., 2005). La MTPAP adenila especificamente los RNAs en el extremo 3.

LRPPRC/SLIRP

ﬁ%c .\ @ rorvr
3o ) o POLRMT MRPP1,2,3
MRPP1,2,3 ELAC2 o W) ELAC2
1 @ LrrrrRC
® sLrpP
@ wvrePap

" (@

MW —— D — @D ——ArAnA Suv3

5e=" —'/ @ PNPase
SUV3PNPase

Figura 4. Figura en la que se muestra el procesamiento del mtDNA y todas las moléculas

involucradas. Imagen tomada de Chujo et al., 2012.

Mutaciones en MTPAP provocan un acortamiento de la cola de poli(A) de algunos
MRNAS, en consecuencia, los niveles basales de COX1 y COX2 se reducen. Sin
embargo los mMRNAs de ND1, ND2, ND3 y CYTB permanecen inalterados. Es
importante mencionar que los transcritos de ND5 y ND6 poseen bien una cola corta de
poli(A) o no la tiene. Ambos presentan en sus mMRNAs extremos 3" no traducidos (3"
UTRS).

Hasta el momento se sabe poco de la maquinaria de degradacion del mRNA
mitocondrial. PNPasa es un exonucleasa con actividad 3-5" que en humanos esta
involucrada en la homeostasis de la cola de poli(A): participa en la desadenilacion de
un conjunto de mRNAs, y el silenciamiento de esta exonucleasa provoca una
elongacion de la cola de poli(A) de COX1, COX2, COX3, ATP6/8 y ND3, aunque los
niveles basales de estos MRNAs y de las proteinas no estan alterados (Nagaike et al.,
2005). En cuanto a la localizacion de PNPasa existe controversia, ya que se ha visto
en el citosol (Borowski et al., 2013) en el espacio intermembrana mitocondrial
(Szczesny et al.,, 2010), y una pequefia cantidad se encuentra en la matriz, donde

forma un complejo con hSuv3p denominado degradosoma de RNA mitocondrial.
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La proteina humana Suv3 (0 hSuv3p) es una helicasa de DNA y RNA encargada de
desenrollar el dsDNA localizada en el nucleoide mitocondrial, lo que sugiere que actla
en la replicacion del mtDNA. También juega un papel muy importante en el
metabolismo del RNA mitocondrial; en la regulacién de la vida media de mRNAs
maduros, en la vigilancia del RNA, eliminando RNAs aberrantes y en el deterioro de
los compuestos intermedios derivados de los transcritos sintetizados a partir de las
hebras L y H del mtDNA (Szczesny et al., 2010).

En levaduras, el degradosoma de las mitocondria, contiene la exonucleasa Dss1P,
gue actua en sentido 3°-5" y Suv3, que actia como RNA helicasa, mientras que en
humanos, la proteina Suv3 también forma un complejo estable con PNPasa
denominado degradosoma de RNA mitocondrial que degrada el mtRNA en direccion
3’-5" y se encuentra localizado en los D-foci el cual colocaliza con mtRNA vy

nucleoides.

Existen evidencias de que el complejo LRPPRC/SLIRP suprime la degradacion de
los mMRNAs mediada por el complejo hSuv3p/PNPasa y facilita la poliadenilacion de

MRNA mediada por la polimerasa poli(A) mitocondrial (Chujo et al., 2012).

Recientemente, Anderson y Kedersha en 2006, describieron diferentes tipos de
granulos de RNA en el citoplasma de células soméaticas, germinales y neuronas, los
cuales tienen un papel importante en la regulacion post-transcripcional de la expresion
génica. Estos granulos de RNA contienen varias subunidades ribosomales, factores de
traduccién, enzimas, helicasas, proteinas andamio y proteinas de unién al RNA,
controlando la localizacion, estabilidad y traduccion del RNA. Recientemente,
Antonicka et al., y Jourdain et al., en 2013, descubrieron granulos similares a los
citoplasmaticos proximos al nucleoide mitocondrial, y demostraron que esos granulos
mitocondriales son centros de procesamiento post-transcripcional del RNA vy
biogénesis de los ribosomas mitocondriales. Recientemente se han descrito 4
proteinas de los granulos de RNA mitocondrial; las helicasas DDX28 y DHX30 y los
miembros FASTKD2 y FASTKDS pertenecientes a la familia FAST. Estos juegan un
importante papel en el ensamblaje del ribosoma mitocondrial y se ha identificado que
el rRNA 16S esta unido a DDX28 y a FASTKD2, mientras que FASTKD5 esta

implicado en el ensamblaje de la subunidad 12S del ribosoma (Antonicka et al., 2015).
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1.4. Traduccién mitocondrial

El mtRNA es traducido en la matriz mitocondrial en sus propios ribosomas, los
cuales poseen bajo contenido en rRNA en humanos y como consecuencia bajo
coeficiente de sedimentacién 55S (Taanman et al., 1999). Estdn compuestos por dos
subunidades 39S y 28S que contienen respectivamente el rRNA 16S y 12S
codificados por el DNA mitocondrial, ademas de aproximadamente 80 componentes

proteicos codificados por el DNA nuclear.

Los mecanismos moleculares de traduccion mitocondrial son mas parecidos a los
utilizados por procariotas que a los que tiene lugar en el citoplasma de células
eucariotas; sin embargo, la sintesis mitocondrial de proteinas tiene caracteristicas

propias, que no se han encontrado en procariotas.

La primera de todas estas caracteristicas, es que el cédigo genético mitocondrial
presenta algunas diferencias respecto al cédigo genético universal (Moriya et al.,
1994) (Tabla 2).

. mtDNA
Universal
humano
UGA STOP Triptéfano
AUA Isoleucina Metionina
AUU Isoleucina Metionina
AGG, AGA Arginina STOP

Tabla 2. Tabla en la que se indican las diferencias entre el codigo genético universal y el

cédigo genético mitocondrial humano.

La mitocondria utiliza mecanismos de decodificacion que permiten la lectura de todo
el codigo genético utilizando simplemente 22 tRNAs en lugar de los 31 indicados en la
hipdtesis de Crick (Smits et al., 2010). Este sistema se basa en el reconocimiento de

las dos primeras bases del coddn.

La segunda, es que los mMRNAs mitocondriales poseen caracteristicas inusuales, ya
que no presentan regiones en 5° 0 3" sin traducir (UTRs), ademés de carecer de la
estructura cap en el extremo 5. Ademas, contienen una cola de poli(A) que incluso

forma parte de los codones stop (Ojala et al., 1981).

Finalmente, la iniciacién de la traduccidén en la mitocondria de mamiferos depende
de un Unico factor de iniciacion, el MTIF-2, que promueve la unién de la subunidad
pequefia del ribosoma al tRNAY, y MTIF3, que esta implicado en la discriminacion del

coddn de iniciacion y podria actuar como factor de disociacion ribosomal (Koc et al.,
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2002). Mientras que la elongacion depende de factores similares a los encontrados en
procariotas, MTEFTu, MTEFTs, MTEFG (Taanman 1999).

2. FAMILIA FAST.

2.1. Generalidades .

Fas-activated Serine/Threonine phosphoprotein (FAST) es el miembro fundador de
la familia de proteinas mitocondriales FAST (Fas-activated Serine/Threonine

phosphoprotein), que ademas de FAST, incluye otros cinco miembros (FASTKD 1-5).

Todos los miembros de esta familia, poseen una sefial de localizacion mitocondrial
en el extremo amino terminal (Simarro, et al. 2010b), ademas de tres dominios
conservados sin caracterizar llamados FAST_1 (de aproximadamente de 70 aa),
FAST_2 (de aproximadamente de 90 aa) y un dominio RAP. RAP es un dominio
putativo de unién al RNA, y estad compuesto de aproximadamente 60 aa (Lee et al.,
2004), y se ha descrito que se une al RNA en los procesos de trans-splicing (Riveier et
al., 2001). Recientemente, se ha integrado a esta familia en el grupo de proteinas de
union al RNA (RBPs, RNA-Binding Proteins), gracias al dominio RAP. (a quien a
FAST?)

Mediante busquedas en bases de datos se han identificado genes ortélogos de la
familia FAST, en peces, pajaros, ratdbn y humano, lo que sugiere que estos genes
proceden de un ancestro comun de vertebrados. La homologia de la secuencia entre
los ortélogos es de entre un 5 y un 10% mayor en los dominios FAST 1, FAST 2y

RAP que la observada en el extremo amino terminal (Simarro et al., 2010).
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Figura 5. Imagen tomada de Simarro et al., 2010. A. Representa la estructura de todos los
miembros de la familia FAST, ademas de indicar el nimero de aminoacidos que los
constituyen. B. Arbol filogenético que representa el parentesco entre humanos (Has), ratén
(Mus), pollo (Gga), y pez cebra (Dre) de todos los miembros de la familia FAST.

Todos los miembros de la familia FAST se localizan en la mitocondria, y la

expresion de ellos es ubicua, algunos son particularmente abundantes en tejidos
enriquecidos en mitocondria, como el corazén, y masculo esquelético. Su localizacion
cromosoOmica se indica en la tabla 3.

FASTKD1 FASTKD2 FASTKD3 FASTKD4 FASTKDS

hMITO YFP

MERGE

Figura 6. Imagen en la que se muestra que FASTKD1-5 se localizan en mitocondria. Imagen
tomada y modificada de Simarro et al., 2010.
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Miembros |Localizacion Tabla 3. Tabla en la que se indica la
FAST 7035 localizacion cromosémica de todos

FASTKD1 231 los miembros de la familia FAST.

FASTKD2 2033.3

FASTKD3 5p15.31

FASTKD4 7p15.31

FASTKDS 20p13

2.2. Miembros de la familia FAST

2.2.1. FAST.

Es el miembro fundador, estda compuesto por 515 aminodcidos. Se encuentra

localizado en el nucleo, en el citoplasma y en la mitocondria (Simarro et al., 2007).

En el citoplasma, FAST modula la traduccion de proteinas (Simarro et al., 2010)
mediante su interaccidn con el represor intracelular de células T (TIA-1). TIA-1 inhibe
la produccion de mediadores proinflamatorios como son; TNF, IL-1b, IL6,
ciclooxigenasa 2 y metaloproteinasa 13. Mediante la inhibicion de la actividad de TIA-
1, FAST promueve la traducciéon de estos mediadores. Ademas, FAST se localiza en
los grénulos de estrés, que son agregados citoplasmaticos de mRNAs no traducibles
asociados a factores de iniciacién de la traduccion, a la subunidad ribosomal 40S y a
varias proteinas de unién a RNA. FAST también se localiza en estructuras asociadas a
los granulos de estrés que se llaman cuerpos de procesamiento o P bodies que son
estructuras granulosas presentes en el citoplasma y cuyos componentes juegan un
papel importante en la degradacién de ciertos mMRNAS tienen un papel en el

almacenamiento y turnover de ciertos mRNASs en el citoplasma.

Los drganos de procesamiento o P-bodies fueron descritos por primera por Bashkirov et
al. en 1997 y son estructuras granulosas presentes en el citoplasma de las células
eucariotas los componentes de las cuales juegan un papel esencial en la regulacion de la
expresion génica. Los P-bodies contienen ARNm que intervienen en la supresion de la
expresion génica, proteinas de degradacion del ARNm y maquinarias de silenciamiento
génico.

FAST y TIA-1 también estan presentes en el nucleo, donde TIA-1 promueve la
inclusibn de exones flanqueados por sitios de reconocimiento de empalme. FAST
promueve la inclusion del exdn 6 del receptor Fas. Esta forma codifica para una forma
pro-apoptotica, mientras que la ausencia del exén 6 codifica para una forma soluble

del receptor Fas inhibe la apoptosis (lzquierdo et al., 2007). Ademas, se ha
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demostrado que tanto FAST como TIA-1 promueven la inclusion del exon lllb en el
MRNA del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2). FGFR2 es
producido por transcripciones que incluyen uno de los dos exones adyacentes (lllb o
llic) que codifican para receptores con distintas propiedades de unién al ligando. La
elecciéon de empalme de FGFR2 es critica para la organogénesis y la progresion del
cancer de prostata. El exdn lllb posee un sitio de empalme débil, y su inclusion
depende del potenciador intrénico de splicing que posee regiones ricas en uridina
conocido como IAS1. Sin embargo, FAST no se une a IAS1, ya que este recluta a TIA-
1, un factor de regulacion, que facilita el sitio de reconocimiento de empalme en 5" por
U1lshRNP, para promover la inclusion del exon lllb. Se ha demostrado que 188
aminoacidos de FAST son necesarios para la supervivencia y son absolutamente
imprescindibles para la activacion del exén lllb en FGFR2. Finalmente, se ha descrito
que FAST se une a otros reguladores de splicing como son: HNRPK, KHDRBS1,
TIAL1 y SF3B4 (Simarro et al., 2007). Todos los estudios mencionados de splicing se
han realizado usando casetes exonicos. Hasta el momento no han identificado pre-
MRNAs diana endogenos de FAST.

FAST, en la mitocondria, esté involucrado en la regulacién del mRNA de ND6, el
tnico mRNA codificado por la cadena ligera. Ademas, se ha demostrado que FAST se
une al precursor del RNA de la hebra ligera en varios lugares de la region codificante
del ND6 y que le protege de la accion del degradosoma generando asi la forma
madura del mMRNA ND6.

FASTK mMRNA —> CytoFASTK ——> 5 aogie.

\

mitoFASTK Cytosolic RNA granules

SG

%

S
I~
&
:’ mitoFASTK
& W = [0
®
S | Pre-NDS Degradosome l
% mRNA (PNPase/hSuv3p)
3 NADH dehydrogenase
"”éy complex activity

Figura 7. Imagen donde se muestra la localizacion y actividad de FAST. Imagen tomada de
Jourdain et al., 2015.
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También se ha observado que la deficiencia de FAST tanto en la linea celular 143B,
como en diferentes tejidos de ratén, produce ausencia de ND6 y una disminucion de la
actividad del complejo | (Jourdain et al., 2015).
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Figura 8. Graficas en las que se muestra la actividad relativa de los diferentes complejos que

constituyen la cadena respiratoria en diferentes tejidos. Imagen tomada y modificada de
Jourdain et al., 2015.

Recientemente se ha estudiado el papel de FAST en el sistema inmune mediante la
generacion de un raton deficiente en FAST. Se sabe que FAST se encuentra
sobreexpresado en pacientes con atopia, asma, diabetes tipo I, esclerosis mdltiple,
artritis reumatoide y lupus eritematoso. El primer estudio realizado con los ratones
FAST KO demuestra que FAST regula el reclutamiento de los neutréfilos en dos
modelos de inflamacion pulmonar. En los ratones FAST KO se observ6 una reduccién
de la acumulacién de neutrdfilos en el pulmén en un modelo de inflamacién pulmonar
alérgica (mediante la exposicion a extractos de acaros de polvo) y en un modelo de
dafio pulmonar agudo (mediante la exposicion a lipopolisacaridos). En estos estudios
también se observo en los ratones FAST KO una disminucion significativa en IL-6, IL-
23, TNF-a, MIP-2, y KC en el lavado broncoalveolar como se muestra en la figura 9
(Simarro et al., 2010).
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Figura 9. Imagen en la que se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién de TNF-
a, IL-6, IL-1B, IL-23, G-CSF, MIP-2, KC y MCP-1. Las barras negras representan los ratones
FAST wt y las blancas los ratones FAST ko. Imagen tomada de Simarro et al., 2010.

2.2.2. FASTKD1.

Este es el miembro de la familia menos estudiado. Estd compuesto por 847
aminoacidos. Su localizacion concreta en la mitocondria aun esta por estudiar. Hasta
el momento solo se ha demostrado que esta sobreexpresado en muestras con cancer
de endometrio (Colas et al., 2011). No hay estudios publicados que proporcionen

datos sobre su funcionalidad y su implicacion en el metabolismo mRNA mitocondrial.
2.2.3. FASTKD2.

Esta proteina esta constituida por 710 aminoacidos. Previamente fue localizado en
la membrana interna mitocondrial (Ghezzi et al., 2008). Recientemente, se ha
descubierto que FASTKD2 se encuentra en los granulos mitocondriales de RNA, los
cuales tienen un papel muy importante en la biogénesis de los ribosomas
mitocondriales. Ademas, muestra un porcentaje de colocalizacion de entre un 50% y
un 90% con GRSF1, junto con FASTKD5, DDX28 y DHX30 (Antonicka et al., 2015).

Se han descrito mutaciones en FASTKD2 asociadas con una deficiencia en el
citocromo C oxidasa (complejo IV), en dos casos de encefalopatia infantiles. Estos
casos fueron estudiados exhaustivamente, y se observé que poseian una mutacion de
un cambio de C a T en la posicion 1246; esto convertia el triplete CGA en TGA, que
actta como un codon de terminacion, generando asi una proteina truncada

prematuramente (Ghezzi et al., 2008). También se ha demostrado que la expresion de
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FASTKD2 estd disminuida en los astrocitos de pacientes con enfermedad de
Alzheimer; esto sugiere que FASTKD2 puede actuar como modulador de la
neurodegeneracion caracteristica de esta enfermedad (Sekar et al., 2015). Ademas,
también se ha descrito que FASTKD2 puede inducir la apoptosis de lineas celulares

de cancer de mamay de préstata (Yeung et al., 2011).

FASTKD2 actua en el ensamblaje del ribosoma mitocondrial, en concreto se ha
descrito que actta sobre la sintesis del rRNA 16S, y se ha demostrado que el
silenciamiento de FASTKD2 produce una disminucion de aproximadamente un 50% en
los niveles del RNA 16S (Antonicka et al., 2015).

Mature mitochondrial transcripts

128 ND1 m COX | ATP8/6 ND3 M ND5 cytb
7 m 168 ND2 COX Il COX Il ™ ND4/4L ™ ND6

Relative abundance

il

GRSF1 DHX30 DDX28 FASTKD2 FASTKD5

stealth siRNA

Figura 10. Gréfico en el que se observa la abundancia relativa de los diferentes transcritos
mitocondriales al silenciar FASTKD2, al igual que la alteraciéon de los mismos al silenciar otras

moléculas. Imagen tomada de Antonicka et al., 2015.

Ademas, Antonicka et al., en 2015 han realizado estudios de traduccion
mitocondrial que demuestran que las células 143B, en las que se ha silenciado
FASTKD2 presentan una disminucién del 60% en la sintesis de las proteinas
mitocondriales, lo que origina un defecto en el ensamblaje de los complejos

mitocondriales I, Ill, IV'y V (ver figura 13 ) (Antonicka et al., 2015).

2.2.4. FASTKDS3.

Esta es la proteina en la que hemos centrado nuestro interés. Est4 formada por 662

aminodcidos. Su concreta localizacion mitocondrial alin esta por estudiar.
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Estudios realizados por Simarro et al., en 2010, mediante el silenciamiento
especifico de FASTKDS3 con siRNAs en células U20S, han demostrado que FASTKD3

es necesario para la respiracion mitocondrial.
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Figura 11. Imagen en la que se muestra el consumo de oxigeno (pMoles O,/min) de células
U20S wt (control) frente a U20S tratadas con siRNA contra FASTKD3. Imagen tomada y

modificada de Simarro et al., 2010.

Estos estudios también demostraron que la reduccién de la expresion de FASTKD3
no influye en la proliferacion, ni en la viabilidad celular ni tampoco en el contenido de
MtDNA.

El andlisis del interactoma de FASTKD3 mediante espectrometria de masas
demostré que FASTKD3 forma parte de un complejo de proteina involucradas en el
procesamiento del RNA, (que incluye LRPPRC, DHX30 y PNPasa) y traduccion
(TUFM, GFM1, IARS2, MRPS22, TARS2, MRPS2, PTCD1, MTOl1l y MRPS31).
FASTKD3 también interacciona con diferentes enzimas involucradas en la biosintesis
de amino &cidos (PYCR1, PYCR2, ALD-H18A1, SHMT2 y GLS).

FAST 1y FAST 2 son dominios ricos en leucinas en todos los homdlogos. Estos
datos sugieren que FASTKD3 podria actuar como una proteina andamio (scaffold)
unida a la maquinaria de procesamiento/traduccion de la cadena respiratoria. Esto
puede tener una particular importancia en situaciones que se requiere la produccion de
energia (Simarro et al., 2010).

Este trabajo de tesis doctoral profundiza en la funcion de FASTKD3 en la

mitocondria.
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2.2.5. FASTKDA4.

FASTKD4 es una proteina compuesta por 631 aminoacidos que se localiza en la

matriz mitocondrial (Wolf et al., 2014).

Recientes estudios en FASTKD4 realizados por Wolf et al., en 2014, describen que
el silenciamiento de FASTKD4 en células HEK293T desestabiliza transcritos maduros
y tiene un efecto similar al producido por el silenciamiento de otros genes reguladores
conocidos (ELAC2, MRPP1, MRPP2, DHX30, MRPP3). Dicha inestabilidad acorta la
vida media de algunos transcritos mitocondriales de mida media larga (COX1-3,
ATP6/8, CytB) y la de ND3 que es de vida media corta. De forma concomitante se
observé un aumento en el contenido del mtDNA, descartando que sea su deplecion la

causa del fenotipo observado en los transcritos mitocondriales.

Con el fin de observar el efecto producido por la ausencia total de FASTKD4 sobre
la OXPHOS, se gener6 una linea celular HEK293T deficiente en FASTKD4 mediante
el sistema CRISPR/Cas9, demostrando una importante reduccion en la abundancia de
la proteina COX2 que forma parte del complejo IV. El resto de los complejos
mitocondriales no vieron alterados sus niveles ni su actividad. Estudios de co-
inmunoprecipitacion demostraron que FASTKD4 se asocia con todos los mtRNAs, y
con especial afinidad al rRNA 12S (Wolf et al., 2014).

2.2.6. FASTKDS.

Este miembro de la familia esta formado por 764 aminoacidos.

Como ya he descrito antes en el apartado dedicado a FASTKD2, FASTKD5 se
encuentra en los granulos de RNA junto con FASTKD2, DDX28 y DHX30.

Estudios realizados en células 143B, observan que el grado de colocalizacién de
estas proteinas con GRSF1 y con los RNA sintetizados es de 50-90%, mientras que es
s6lo del 30%-40% con los nucleoides (Antonicka et a., 2015). El silenciamiento de
FASTKDS producido mediante el uso de siRNAs, produce el bloqueo de la
proliferacion celular y una reduccion de todas las proteinas de los granulos de RNA.
Ademas, se produce una acumulacion de precursores de mRNAs, los cuales no
pueden ser eficientemente traducidos, conduciendo al bloqueo y una subsecuente

degradacion del ribosoma mitocondrial.

Estudios de co-inmunoprecipitacion demostraron que se une al rRNA 12S y a todos
los mMRNA mitocondriales a excepcion de ND3. La unién de FASTKD5 es muy fuerte

para los mRNAs que codifican para las proteinas que forman parte del complejo IV.
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También se ha observado que estd involucrado en la maduracion de los mMRNAs no
flanqueados por tRNA (COX1, ATP6/8-COX3, ND5-CytB). Hasta el momento no se
conoce que FASTKDS5 tenga actividad nucleasa por lo que seran necesarios estudios
complementarios para saber si por si s6lo es capaz de procesar estos mMRNAs o

necesita la asociacidén con otras proteinas. (Antonicka et al., 2015).
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Figura 12. Resultados obtenidos de experimentos de co-inmunoprecipitacion de RNA. Imagen

0 12100

tomada de Antonicka et al., 2015.

Estudios de traduccion mitocondrial en células 143B que poseen FASTKD5
silenciado mediante siRNA, muestran un defecto significativo en la traduccion de
COX1, lo que produce una deficiencia en la actividad del complejo IV. También se ha
observado defecto en la traduccion en ND2, ND1, CytB, COX2 y COX3, siendo este

defecto no tan importante (Antonicka et al., 2015).
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3. MODIFICACION GENETICA DIRIGIDA.

3.1. Mecanismos de reparacion del DNA

El DNA estd expuesto constantemente a una gran variedad de factores que
producen la rotura de la doble hebra de DNA (DSB, Double Strand Break): externos
(radiacion ionizante, luz UV y agentes quimicos (Shrivastav et al., 2008)), y endégenos
(especies radicales de oxigeno (ROS) producidas por el metabolismo). Naturalmente
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las DSBs pueden ser generadas de forma espontdnea durante el proceso de
replicacion del DNA (Krajewska et al., 2015). Por otro lado, esta rotura también esta
programada por la célula para ser reparada en la primera division meiética, para asi
asegurarnos la segregacion y generar gametos con diferente informacién genética o
durante la recombinacibn V(D)J que ocurre en las cadenas pesadas de
inmunoglobulinas (Chapman et al., 2012). Si no se produce la reparacién de la DSB,
se producira reorganizacion del DNA celular, deleciones, translocaciones o fusiones de
cromosomas, que aumentaran la inestabilidad celular pudiendo incluso dar lugar al

desarrollo de cancer, o la muerte celular.

El mecanismo de reparacion de la rotura de la doble cadena de DNA, puede ocurrir
mediante dos vias, recombinacién homologa (HR, Homologous Recombination) o
recombinacion no homéloga (NHEJ, non-homologous end-joining). Ambos

mecanismos estan controlados por el ciclo celular.

La NHEJ es la via de reparacion mas frecuente en vertebrados. Esta via esta activa
durante todo el ciclo celular y juega un papel importante en GO, G1 y fase S temprana
(Langerak et al., 2011). La HR es considerada como el mecanismo mas preciso de
reparacion de la rotura de la DSB y solo tiene lugar en la fase S y G2, cuando las
cromatidas hermanas estan disponibles para ser usadas como molde (Shrivastav et
al., 2008; Suzuki et al., 2011).
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Figura 14. Representacién de la reparacion de la DSB, mediante las diferentes vias. Chapman
et al 2012.
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3.2. Modificacion génica dirigida

Desde 1988, se comenzé a realizar gene targeting en células madre de embrion de
raton para generar mutaciones y asi poder estudiar la funcién de los genes (Capecchi
2005).

Estas técnicas pueden llevarse a cabo mediante la insercion génica, donde se
introduce la version normal del gen sin modificar el gen endégeno, modificacién génica
mediante la cual el gen enddgeno es normalizado mediante mutagénesis dirigida o por
sustitucion génica mediante la que el gen defectuoso es sustituido por su version
normal, lo que requiere la participacibn de la maquinaria reparatoria mediante

recombinacion homologa (HR).

3.2.1. Mecanismos de transferencia génica.

Para la realizacion de la transferencia génica, existen diferentes métodos mediante
los cuales se puede introducir material genético en las células diana. Para ello, se
utilizan vectores virales modificados (vectores virales) o mediante formulaciones
fisicoguimicas (vectores no virales). La utilidad de un vector u otro varia en funcion de
nuestras necesidades, condicionando el éxito del proceso. Actualmente no
disponemos de un vector ideal y versatil que se adapte bien a las numerosas
situaciones experimentales y clinicas. Pero existe una gran variedad de vectores que

pueden ser utilizados para la transferencia génica.

Existen numerosos meétodos quimicos y métodos fisicos (vectores no virales)
utilizados para la transferencia génica, que nos permiten transferir moléculas de gran
tamanfio, ya que en estos casos el DNA exdgeno esta integrado en un plasmido, que es
el que se introduce en el interior de la célula diana. El uso de estos métodos presentan
varios inconvenientes, siendo los mas destacados la baja frecuencia de transferencia,
la baja especificidad por las células diana y que la mayoria de ellos, sélo pueden

hacerse transferencias in vitro.

Por otro lado se encuentran los vectores virales. Actualmente los vectores virales
constituyen la forma mas eficaz de trasferir genes terapéuticos al interior de las células
diana. Los vectores virales se obtienen por eliminacion de uno o mas genes
indispensables para la replicaciéon del virus y su sustitucion por el gen terapéutico. De
esta forma el nuevo virus es defectivo, lo que significa que mantiene la capacidad de

infectar las células pero es incapaz de multiplicarse en ellas.
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Los virus estan constituidos por pequefios acidos nucleicos (DNA o RNA)
encapsulados en envolturas proteicas que los protegen y les permiten entrar en las
células. Una vez en el interior de la célula, la informacion contenida en el &acido
nucleico dirige la sintesis de proteinas virales, aprovechando la maquinaria y la

energia de la célula huésped para asi producir nuevos viriones.

Los vectores virales utilizados son los Herpesvirus, Adenovirus, Adenoasociados
(AAV), Retrovirus y sobre todo los Lentivirus, debido a su alta capacidad infectiva. A
estos Ultimos vamos a hacer referencia, debido a su utilizacibn en nuestros

experimentos.

Los lentivirus pertenecen a la subfamilia Lentoviridae, la cual pertenece a la familia
Retroviridae. Estos virus presentan como material genético dos copias de RNA de
cadena simple, rodeado de una capside fosfolipidica, con glicoproteinas que
determinan el tropismo del virus al ser reconocido por receptores celulares especificos.
Dentro de la envuelta hay una cépside proteica de estructura icosaédrica que contiene
las dos copias del genoma viral, la transcriptasa reversa (RT), la integrasa (IN) y la

proteasa (PR).

Glicoproteinas

RT

Capside
proteica
Bicapa

fosfolipidica

PT

Figura 15. Estructura de una particula lentiviral.

La estructura genética es compleja, incluye los genes estructurales gag, que
codifica para proteinas de la capside; pol codifica para enzimas necesarias para el
ciclo viral, como la transcriptasa reversa (RT), proteasa (PR) y la integrasa (IN),
esenciales para la transcripcion del RNA a DNA de doble cadena y su integracién en el
DNA de la célula hospedadora; y env, que codifica para glicoproteinas de la envuelta
comunes a todos los retrovirus. También contiene los genes tat y rev necesarios para
la replicacion viral y los genes reguladores vif, vpr, vpu y nef que son llamados

accesorios, debido a que si son eliminados no afectan a la replicacién viral (Zufferey et
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al., 1997, Miyoshi et al., 1998). Estos genes tienen diferentes funciones especializadas
y actian en concreto para neutralizar las defensas de la célula hospedadora,
respuestas del sistema inmune y regulan la replicacion viral. Pero se ha demostrado
gue esos genes accesorios no son esenciales para la replicacion viral in vitro pero si
para la patogénesis in vivo (Delenda 2004). El genoma de los lentivirus esta
flanqueado por dos repeticiones terminales largas (LTR, Long Terminal Repeat),
subdivididas en regiones U3, R, y U5. U3 (Unico en 3") tiene aproximadamente un
tamafio de longitud de 450 nucleétidos y actia como promotor de la transcripcion viral
y forma el extremo 5 del provirus, ademas se encuentra el sitio att, sefial necesaria
para que la integrasa pueda llevar a cabo el proceso correcto de integracion. La region
R (repeticién) es de aproximadamente 100 nucleétidos de longitud y contiene la sefal
de poliadenilacion, normalmente AAUAAA. La homologia entre sus dos regiones R es
esencial para la transcripcion reversa del genoma. U5 (Unico en 57) de tamafio
aproximado de 80 nucledtidos es rico en GU, y sirve para aumentar el reconocimiento
en el procesamiento de la sefial de poliadenilacidon en la regién R y es la primera parte
del genoma que se retrotranscribe formando el extremo 3" del provirus. Finalmente, la
secuencia y sirve como sefial de empagquetamiento para el genoma viral (Schambach
et al., 2013).

Los lentivirus comienzan la infeccion de la célula diana mediante la union de las
glicoproteinas de la envuelta con receptores presentes en la superficie de la célula
hospedadora, permitiendo la fusion de las membranas viral y celular, permitiendo asi
la internalizacién de la capside viral hacia el citoplasma. Una vez dentro de la célula,
se produce la transcripcion reversa del RNA viral llevada a cabo por la RT que
convierte el RNA viral en DNA de doble cadena (Felice et al., 2009), para ello la RT
necesita unirse especificamente a PBS (primer binding site). Una vez generado el
dsDNA, la actividad RNasa H que posee la RT va a eliminar el RNA viral que ha sido
utilizado como molde (Pluta et al., 2009). Una vez sintetizada la doble cadena de DNA,
este se une a diferentes proteinas virales y celulares para producir el llamado complejo
de preintegracion (PIC, pre-integration complexes) (Felice et al., 2009). Posteriormente
se produce la importacién al nacleo a través de los poros nucleares (Gallay et al.,
1997). Los lentivirus tienen la ventaja de que pueden atravesar la membrana nuclear e
integrarse en células que no estan en division, lo que hace que sean muy utilizados

como métodos de transferencia génica.

La integracién del DNA viral es llevada a cabo por la integrasa (IN). El proceso
comienza con la eliminacién de varios nucledtidos en el extremo 3" de ambas hebras

de DNA viral, y también con la escision del DNA de la célula hospedadora para asi
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poder ligar a éste el genoma viral. Para que se produzca esta union es necesario que
actue la maquinaria de reparacioén del DNA de la célula, generando asi el denominado
provirus, o lo que es lo mismo, el DNA viral se integra en el genoma de la célula
huésped. El provirus también se replica y hereda junto con el cromosoma hospedador.
Durante mucho tiempo se pensé que la integracion no ocurria de manera especifica,
sin embargo se ha descubierto que la integracion se debe al estado de la cromatina y
no a secuencias especificas del DNA. Los lentivirus parecen tener preferencia por la
integracion en lugares distantes a los sitios de inicio de la transcripcion. Una vez
integrado, el provirus utiliza la maquinaria celular para la transcripcion y traduccion. En
la transcripcidbn del provirus estan involucradas la interaccion de secuencias
regulatorias en cis en los LTR y la trans-activacion de proteinas producidas por la
célula y el virus. Finalmente, los viriones son empaquetados junto con proteinas de la
célula huésped y posteriormente se liberan a través de la superficie celular como

particulas inmaduras no infecciosas.

Los genes gag y pol se expresan inicialmente como una poliproteina fusionada
Gag-Pol, pero la proteasa viral escinde Gag-Pol para asi generar de manera individual
la PT, RT e IN (Buchschacher et al., 2000).
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Figura 16. Ciclo replicativo del lentivirus. Imagen tomada de Buchschacher et al., 2000.
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Los lentivirus presentan una serie de ventajas frente a otros sistemas de

transferencia génica, como por ejemplo: el patron de integracion es menos genotoxico,
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esqueleto mas variable para modulaciones, y mas resistentes al silenciamiento,
expresion estable. Ademas, los vectores lentivirales tienen una alta eficiencia de
transduccién de forma estable tanto en células en division como en células que no se
estan dividiendo (Bldomer et al., 1997; Kafri et al., 1999; Naldini et al., 1996; Sutton et
al., 1998), una larga expresion, una baja inmunogenicidad, pueden introducirse en
ellos grandes regiones codificantes y son altamente eficientes cuando se transducen

células como neuronas, células de la retina y hepatocitos (Wanisch et al., 2009).

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1) ha sido el més utilizado como
vector lentiviral, ya que estos no tienen tendencia a integrarse en zonas
transcripcionalmente activas lo que disminuye el riesgo de mutagénesis insercional.
También se han utilizado otros vectores lentivirales como por ejemplo, el virus de la
inmunodeficiencia simia (SIV), el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) y el virus de

la inmunodeficiencia bovina (BIV).

Los vectores lentivirales derivados del HIV-1 han sufrido diversas variaciones para
disminuir su patogenicidad y asi poder tener mas aplicaciones clinicas. Los lentivirus
de primera generacién incluian todas las particulas virales excepto las de la envuelta.
Posteriormente se ha demostrado que la eliminacion de los genes vif, vpr, vpu y nef no
hace que se pierda la habilidad de transducir células que no se dividen (Miyoshi, et al.,
1998). Mas recientemente se han inactivado los LTR, para asi salvar la posibilidad de

activar oncogenes en las células debido a la integracién al azar del vector.

Los sobrenadantes lentivirales se generan mediante la cotransfeccion con: (1)
plasmido empaquetador, posee los genes gag, pol y env. Esto elimina la posibilidad de
gue generen virus con capacidad de replicacion por recombinacion, (2) el plasmido de
la envuelta: la proteina de la envuelta mas usada hasta el momento ha sido la VSV-G
(Burns et al., 1993) y (3) en cuanto al vector de transferencia, se ha venido trabajando
en el incremento de la seguridad biolégica y recientemente se han generado vectores
autoinactivables (self-inactivating, SIN). Esto se consigue con la sustitucion de la
region U3 del LTR 5" por el promotor del citomegalovirus (CMV), ademas de la
delecién de la regién U3 del LTR 3". Esta delecién implica la eliminacion de una caja
TATA, y de este modo no se puede transcribir desde el LTR 5 y la capacidad del
provirus de generar particulas replicativas competentes es eliminada (Miyoshi et al.,
1998). Debido a esto, la expresion de los transgenes es dirigida por el promotor CMV.
En estas construcciones se han afiadido regiones reguladoras en cis para mejorar la
expresion de los transgenes, como es el caso de la region rica en polipurina (cPPT,

polipurine tract) que facilita el transporte del provirus al nicleo para su integracion.
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Figura 17. Mapas de los tres plasmidos necesarios para generar lentivirus de segunda

generacion. Imagen tomada y modificada de Addgene.
3.2.2. Madificacion génica mediante nucleasas.

Con el afan de aumentar la frecuencia de recombinacion homdloga en células
humanas, en los Ultimos afios han emergido nuevas técnicas de modificacién del
genoma que ayudan a aumentar su eficiencia, ya que ésta es muy baja (1 de cada
10°-10 células) en comparacion con otras especies (Vasquez et al., 2001). Estas
técnicas son: zinc-fingers nucleases (ZFNs), transcription activator-like effector
nucleases (TALENs) y clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPs-Cas9). Estas nucleasas inducen la rotura de la doble cadena del DNA,
después de esta rotura, los mecanismos de reparacion inducen a la recombinacion
homdloga (HR) para reparar los dafios producidos de forma exdégena o enddgena. La
doble rotura, también puede ser reparada mediante recombinacion no homologa
(NHEJ), la cual suele ir acompafiada de deleciones e inserciones y/o reorganizacion
en la zona de la rotura, produciendo de esta manera mutaciones genéticas (Sun et al.,
2013).

3.2.2.1. Zinc Finger Nucleases (ZFNSs).

Fue una de las primeras herramientas creadas para la modificacién génica. Son
proteinas modulares artificiales creadas por la unidon de varios dominios Zinc Finger
(ZF) fusionados a una endonucleasa Fokl que produce la rotura en la hebra de DNA,
por lo que se necesita una pareja de ZFN para que se produzca la rotura de la doble
hebra de DNA. Un dominio zinc finger de manera individual est4d formado por
aproximadamente 30 aa en una configuracion BBa muy conservada y estable debida a
la interaccion de dos residuos de Cisteina y dos residuos de Histidina con un atomo

central de Zinc (Sun et al., 2013). Cada dominio de ZF reconoce una secuencia
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especifica de DNA de 3 pb (Gaj et al., 2013, Silva et al., 2011). Esta herramienta
consta de entre 3 y 5 dominios de ZF, por lo que reconoce secuencias de entre 9-18

pb confiriéndole especificidad.

Aunque se ha utilizado ampliamente en ensayos de modificaciébn génica, su
aplicacion estd limitada debido a su limitada modularidad y sobre todo a la falta de
especificidad del dominio ZF pudiendo generar una rotura off-target, lo que produciria

mutaciones indeseadas y aberraciones en los cromosomas (Radecke et al., 2010).

Estas nucleasas son cada vez menos utilizadas, debido a la complejidad a la hora

de construirlas para que reconozcan el DNA con suficiente especificidad y afinidad.
3.2.2.2. Transcription activator-like effector (TALE) protei ns.

Son proteinas secretadas por bacterias del género Xanthomonas. Estas proteinas
penetran directamente en el citoplasma celular y son transportadas al nacleo de la
célula de una planta, infectdndola y uniéndose al DNA de la célula hospedadora de

manera especifica, y regulando la expresidon de genes diana (Jankele et al., 2014).

Las TALEs reconocen secuencias de DNA de la célula hospedadora a través de un
dominio central de union al DNA que de forma natural, esta integrada por repeticiones
en tdndem (Deng et al.,, 2012). Cada una de estas unidades repetidas estan
compuestas de 33-35 amino 4cidos muy conservados, y cada uno de ellos reconoce
un unico par de bases, lo que les confiere una alta modularidad (Schmid-Burgk et al.,
2013, Gaj. et al., 2013). Su especificidad esta determinada por 2 aa hipervariables que
se encuentran en las posiciones 12 y 13, y que son conocidos como unidades de
repeticion variables (RVDs) (Deng et al.,, 2012, Mussolino et al., 2012). Mas de 20
diferentes RVDs han sido identificados, entre ellos NI, NG, HD, NN y HG. Los
nucleotidos reconocidos son A, T, C, G/A y T respectivamente (Sun N., et al., 2013).
Ademas de un dominio central, la TALE posee una regibn amino terminal y otra
carboxilo terminal. La region amino terminal estd compuesta por cuatro repeticiones
desconocidas, que contribuyen a la carga bésica de las proteinas TALE. La NTR es
necesaria para la union de la TALE al DNA y mediar la interacciébn con una timina
conservada. La region carboxilo terminal esta formado por tres sefiales de localizacion
nuclear (NLS) y conserva un dominio de activacion transcripcional (AD) (Jankele et al.,
2014).
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Figura 18. Esquema de un TALE natural, en el que se identifican todas sus regiones. (Imagen
modificada de Jankele et al., 2014).

La TALENSs (transcription activator-like effector nucleases) se basan en la union de
la TALE, en su extremo carboxilo terminal con el dominio catalitico de la endonucleasa
Fokl que producira el corte de la hebra de DNA. Para generar el corte de la doble
cadena, es necesario crear dos TALENs con un dominio de union especifico a la
secuencia de cada una de las cadenas de DNA y mediante la dimerizacion de la

endonucleasa Fokl se producira la rotura de la doble cadena (Li T. et al., 2011).

O Fokl
Dominio de repeticion NLS AD
Escision y
recombinacion
DNA modificado mediante NHJE DNA modificado mediante HR

Figura 19. Esquema de una TALEN; el dominio de unién al DNA de una proteina se une con el

dominio catalitico de la endonucleasa Fokl para producir la escisién de la secuencia elegida.

Los sitios de unién de la TALEN deben estar separados por unas secuencias cortas
de longitud variable (12-20 pb).

Gracias al caracter modular de las TALENs y que funciona s6lo cémo dimeros se
pueden conseguir dominios de union a DNA muy especificos y un riesgo muy reducido

de cortes inespecificos en el genoma. El sistema original fue desarrollado por dos
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grupos independientes, Li et al., en 2011, ensamblaron la TALE natural con el dominio
catalitico Fokl. Por otro lado Christian et al., 2010 desarrollaron una TALEN con un
extremo amino terminal de 287 aa y un extremo carboxilo terminal de 231 aa.
Posteriormente se han ido realizando modificaciones reduciendo su porcion peptidica

para asi aumentar su eficiencia (Sun et al., 2013).

La clonacion de la TALENS, representa un desafio debido a amplias secuencias
idénticas y repetidas. Para ello se han desarrollado diferentes técnicas que permiten
su correcto ensamblaje, como es el clonaje mediante el método llamado Golden Gate,
un método que consiste en el ensamblaje de multiples fragmentos de DNA ordenados
en una Unica reaccion. Esta técnica utiliza la nucleasa 1IS, la cual corta fuera del sitio
de reconocimiento generando un extremo libre de 4 pb (Cermark et al., 2011). Otra de
las técnicas descritas es la denominada Fast Ligation-based Automatable Solid-phase
High-throughput (FLASH), que se basa en un archivo de 376 plasmidos que codifican
una, dos, tres o cuatro repeticiones de TALE generando asi todas las combinaciones
posibles. Los fragmentos de DNA que codifican para las repeticiones TALE son
ensamblados en una fase sdlida constituida por bolas magnéticas, un método
novedoso que permite la automatizacién seriada de digestion, purificacion y ligacion
(Reyon et al., 2012).

En nuestro caso utiizamos el ensamblaje mediante técnicas de clonacion
independientes de ligacion (LIC, Ligation-independent cloning) (Schmid-Burgk et al.,
2013). En este método todos los fragmentos de DNA se someten a una digestion
parcial para generar extremos monocatenarios protruyentes, que van a hibridar con
otros fragmentos de manera especifica. Con este método se parte de una libreria de
plasmidos que poseen todas las posibles combinaciones para reconocer la secuencia
especifica del DNA diana. Este método nos permite construir una TALEN con 18 RVDs

en solamente dos procesos de ensamblaje (Schmid-Burgk et al., 2013).
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Figura 20. Descripcion esquematica en la que se indican todos los pasos del proceso de

construccion de una TALEN. Imagen tomada de Schmid-Burgk et al., 2013.

A pesar de su éxito como herramienta de modificacion génica, se ha visto que no
actuan frente a DNAs metilados, lo cual representa una gran desventaja para genes
gue se encuentran en la heterocromatina (Bultmann et al., 2012).

3.2.2.3. Clustered regularly interspaced short palindromic r epeats (CRISPRs) y

su asociacién con genes cas.

Son componentes esenciales en el sistema inmune adaptativo que esta extendido
en bacterias y archaeas el cual promueve la resistencia contra determinados virus y
plasmidos (Bhaya et al., 2011, Wilkinson et al. 2014). Los fragmentos o espaciadores
junto con las nucleasas Cas del hospedador son usados como adaptacién del sistema
inmune y como método de supervivencia, mediante el cual reconocen, eliminan o

silencian DNAs foraneos (Bhaya et al., 2011).
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En los procesos de inmunidad ocurren dos etapas, en primer lugar se produce el
reconocimiento e integracion de los espaciadores entre dos unidades de repeticion
adyacentes dentro de las CRISPR locus. Para que se produzca la adquisicion del
fragmento de DNA, se necesitan los motivos de reconocimiento denominados PAM
(Protospacer adjacent motif). Posteriormente se produce la expresion del RNA de
CRISPR (pre-crRNA) que va a ser transcrito por una RNA polimerasa, dando lugar a
pequefios RNAs CRISPR (crRNAs), finalmente en la etapa de interferencia o
inmunidad, el crRNA, se va a unir a un complejo multiproteico con Cas, que va a
reconocer de manera especifica regiones del DNA o RNA foraneo, para después
iniciar la rotura del complejo crRNA-acido nucleico fordneo gracias a la actividad

nucleasa de Cas (Ran et al., 2013, Humphrey. et al., 2015).

La longitud de las repeticiones en las diferentes especies varia entre 21 pb y 47 pb,
mientras que los espaciadores varian entre 27 pb y 72 pb (Mojica et al., 2009). Las
secuencias de las unidades de repeticion en las diferentes CRISPR no son
conservadas, aunque conservan un motivo en el inicio del extremo 5° (GTTTg/c) y otro
al final del 3" (GAAAC) (Bhaya et al., 2011).

Actualmente, se existen diez sistemas de CRISPR/Cas9, que se diferencian por la
secuencia CRISPR y los genes Cas que contienen, que codifican para proteinas que
poseen diversas actividades bioquimicas. Segun los diferentes genes que las codifican

han sido agrupados en tres categorias; I, Il y 1, siendo las de tipo Il las mas utilizadas.

El sistema CRISPR/Cas 9 Tipo Il, consta de tres elementos, (1) la nucleasa Cas9,
gque presenta dos dominios nucleasa conservados. El dominio HNH se encuentra en la
region central y corta la hebra complementaria a nuestra secuencia diana en direccion
3’-5" y un dominio RuvC en el extremo amino terminal, que corta la hebra no
complementaria en direccion 5-3" (Belhaj et al., 2015), ambos pueden ser mutados.
(2) un RNA CRISPR (crRNA) formado por 42 nucleétidos, 20 de los cuales constituyen
la secuencia conocida como espaciador, y otros 22 corresponden a la secuencia
repetida, que actian como secuencias guia para la nucleasa Cas9 hacia el DNA
diana. (3) el trans-activador crRNA (tracrRNA) que facilita el procesamiento de crRNA

y €s necesario para que ocurra el corte mediado por Cas9.
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Figura 21. Representacion del mecanismo de corte del sistema CRISPR-Cas9.

Recientemente y por el afan de disminuir el nimero de mutaciones no deseadas, se
realizé una mutacion de una Aspartato por una Alanina (D10A) en el dominio catalitico
RuvC de Cas9, a este sistema se les denomind CRISPRs-Cas9 nikasa, el cual
produce una Unica rotura de las cadenas de DNA aumentando asi la reparacion por
HR, lo que disminuiria la frecuencia de mutaciones indeseadas. (Mali et al., 2013, Ran
et al., 2013).

Este sistema es muy empleado, ya que solo es necesario modificar el crRNA para

gue reconozca la secuencia diana de nuestro interés.
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Recientemente se ha descrito una nueva familia de proteinas mitocondriales
integrada por seis miembros: FAST y FASTKD1-5. FAST, FASTKD2 y FASTKDS5 se
localizan en los granulos mitocondriales de RNA los cuales son importantes para el
procesamiento del mtRNA. El objetivo general de la presente tesis es el estudio de la
funcion del miembro de esta familia FASTKD3, ademéas del impacto del déficit de
FASTKD3 en el metabolismo de los mtRNAs, pudiendo de este modo, estudiar otras

alteraciones producidas en la mitocondria y a nivel celular.
Los objetivos especificos del trabajo son:

1. Analizar el efecto de la ausencia de la proteina FASTKD3 en el procesamiento,

maduracion y estabilidad de los RNAs mitocondriales.

a. Estudio de localizacion de FASTKD3 en los granulos de RNA

mitocondriales.

b. Generacion de una linea celular knockout en FASTKD3 mediante el uso de

nucleasas TALENS.

c. Cuantificacién de los niveles de FASTKD3 en células en las que hemos
delecionado FASTKD3.

d. Ensayos de rescate y determinacion de la importancia del dominio RAP.
e. Mecanismos moleculares subyacentes al fenotipo obtenido.

2. Analizar el efecto de la ausencia de la proteina FASTKD3 en la traduccién de

los MRNA mitocondriales.

a. Estudio de las alteraciones del metabolismo del RNA en la linea celular
U20S FASTKD3 knockout.
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1. MATERIALES

1.1. Lineas celulares.

La linea celular humana U-2 OS (ATCC 40345) deriva de una muestra de
osteosarcoma de una nifla de 15 afios de raza caucasica. Esta linea presenta una
morfologia epitelial y propiedades adherentes en cultivo. Fue proporcionada por el
laboratorio del Dr. Paul J. Anderson de la Universidad de Harvard (Boston, EUA). En el

texto nos referiremos a esta linea celular como U20S.

La linea celular humana 143B rh0, deriva de una muestra de osteosarcoma de una
nifa de 13 afios de raza caucasica. Esta linea presenta una morfologia mixta y
propiedades adherentes en cultivo. La principal caracteristica de esta linea celular es
la ausencia de DNA mitocondrial. Fue proporcionada por el laboratorio de Dr. Paul J.

Anderson de la Universidad de Harvard (Boston, EUA).

La linea celular estable 293FT proviene de las células embrionarias primarias de
riidn humano transformadas con el antigeno T grande del virus SV40 (SV40 large T
antigen). La presencia del antigeno T permite la expresion de altos niveles de
proteinas. Esta linea presenta una morfologia epitelial y propiedades adherentes en

cultivo. Estas células se obtuvieron de la compafiia Life Technologies™.

La viabilidad celular se evalué por exclusion con azul de tripano (Gibco) y las
células se contaron con una camara de Neubauer utilizando un microscopio Gptico

invertido.
1.2. Medios de cultivo.

Las lineas celulares U-2 OS y 143B rh0O fueron cultivadas en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con Glutamax | (Gibco), suero fetal
bovino (SFB) (LONZA) al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco; concentracion
final de penicilina-estreptomicina de 100U/ml y 100 pg/ml respectivamente) y piruvato
al 1% (Gibco; concentracion final 1mM). Nos referiremos a este medio a lo largo de

texto como medio completo.

Para el mantenimiento de las células 293FT se utilizé medio DMEM completo,
incluyendo ademas aminoacidos no esenciales (NEAA) (Gibco) al 10% y geneticina a
una concentracion de 500 pg/ml (Gibco), ya que estas células expresan de manera
estable el gen de resistencia a neomicina del pPCMVSPORT6TAg.neo. La expresion de

este gen de resistencia esté controlado por el promotor de SV40.
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1.3. Cepas bacterianas.

Escherichia coli DH5a

La cepa bacteriana DH5 alfa se obtuvo de Stratagene. El genotipo de esta cepa es F~
endAl ginv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rg” mg™), A-.
XL10-Gold

La cepa bacteriana XL-10 Gold se obtuvo de Agilent Technologies. El genotipo de esta
cepa es: Tet" A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB laclZAM15 Tn10(Tet") Amy Cam'].

1.4. Plasmidos.

Plasmido pAAV-MCS: Este pladsmido de 4.650 pb, contiene las repeticiones

terminales invertidas (ITR, Inverted Terminal Repeats), que flanquean sitio de
clonacion multiple (MCS, Multiple Cloning Site) y que intervienen directamente en la
replicacion y encapsidacion de las particulas virales. También posee un casete de
resistencia bacteriana a ampicilina que permite su seleccion. Fue obtenido de

Stratagene.

Noyy

pAAV-MCS
4650 bp

ITR

Casete de
ampicilina

Plasmido pMD2.G: Es un pldsmido de 5.824 pb, que se utiliza en la produccion de

lentivirus ya que posee un gen que codifica para la glicoproteina del virus de
estomatitis vesicular (VSV-G, glycoprotein of the vesicular stomatitis virus), que es una
proteina involucrada en la formacion de la envoltura viral, ademas de un casete de
resistencia a ampicilina que permite su seleccion. Este plasmido fue obtenido de

Addgene (numero de referencia es 12.259).
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Promotor
de CMV

5824 bp

VSV-G

Plasmido pPAX2: Es un plasmido de 10.703 pb, que se utiliza en la produccién de

lentivirus de segunda generacion. Posee el promotor hibrido CAG (que combina
elementos de los promotores de citomegalovirus (CMV), de la B-actina de pollo y de la
B-globina de conejo) que aumenta la eficiencia en la expresion de las proteinas de
Gag, Pol, Tat y Rev del HIV-1, que también son codificadas por este plasmido. Este

plasmido fue obtenido de Addgene (nimero de referencia es 12.260).
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/ \
Promotor
;' pPAX2 E | de CMV
|| 10.703 kb |
\ , LTR
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LTR /
\ % /
WPRE [0 Y RRE

Plasmido pSin-EF2-Sox2-Pur: _ Este plasmido tiene un tamafio de 8.496 pb. Es un

vector lentiviral de expresion en mamiferos. Contiene una secuencia que codifica para
Sox2. Posee un casete de resistencia bacteriana a ampicilina, y un casete de
resistencia a puromicina como marcador de seleccion. Este plasmido fue obtenido de

Addgene (numero de referencia es 16.579).
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Casete de
ampicilina

Casete de
puromicina

Plasmido pBS-Blasticidin:

El plasmido pBS-Blasticidin tiene un tamafio de 4.516 pb.

A partir de este plasmido obtuvimos el casete de Blasticidina, el cual esta flanqueado

por dos sitios loxP. Este plasmido fue creado con anterioridad en nuestro laboratorio.

LoxP

pBS-Blasticidin
4516 bp

Casete de
blasticidina

Plasmido pEYFP-N1-FASTKD3: Este plasmido tiene un tamafio de 6705 pb. Presenta

un casete de resistencia bacteriana a kanamicina, un casete que codifica para la

proteina fluorescente amarilla mejorada (EYFP, Enhanced Yellow Fluorescent Protein)

localizado en la posicién carboxilo terminal en relacién con la proteina de interés, que

en este plasmido es FASTKD3. Tiene un casete de resistencia bacteriana a

kanamicina. Este plasmido fue obtenido del laboratorio de Paul Anderson de la

Universidad de Harvard.
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Casete de ’ PEYFP-N1-FASTKD3

- FASTKD3
Kanamicina 6705 bp

Plasmido FASTKD2-HA: Este plasmido contiene la secuencia codificante de

FASTKD2, al cual posee unido un Tag HA en su extremo carboxilo terminal. Este
plasmido fue proporcionado por el laboratorio del doctor Martinou, Universidad de

Ginebra.

Plasmido pEGFP-N1: Este plasmido es un vector de expresibn en mamiferos que

tiene un tamafo de 4.733 pb, con un gen que codifica para la proteina fluorescente
verde mejorada (EGFP, Enhanced Green fluorescent protein) en posicion carboxilo
terminal en relacion con la proteina de interés, un casete de resistencia bacteriana a
kanamicina y como marcador de seleccion un casete de kanamicina. Este plasmido se

obtuvo de Clontech.

EGFP

pEGFP-N1

4733 bp

Casete de
Kanamicina

pOZ-FH-C: Es un plasmido de 8.000 pb. Es un pladsmido derivado del virus de la
leucemia murina (MMLV) y del plasmido pOZ. ElI pOZ contiene una unidad
transcripcional bicistrénica, que permite la expresion de dos proteinas a partir de un

anico transcrito. Este plasmido contiene los tags FLAG y HA y un coddn stop aguas

45



MATERIAL Y METODOS

abajo del sitio de corte para Notl. Este plasmido fue obtenido del laboratorio de Paul

Anderson de la Universidad de Harvard.

o pOZ-FH-C-Puro
~7.9 kb

HindIll
&
~

&

9,
,
\ 4:"“’/

TAL-BBL1-ID41: Vector de 2.686 pb que contiene un MCS flanqueado por dos sitios

de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene (numero de referencia es 41.516).

TAL-BBL1-ID21: Vector de 2.698 pb que contiene un MCS flanqueado por dos sitios

de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene (numero de referencia es 41.519).

TAL-BBL1-ID43: Vector de 2.687 pb que contiene un MCS flanqueado por dos sitios

de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene (numero de referencia es 41.517).

TALEN-ID12-T: Es un vector de expresién en mamiferos de 7.042 pb, que posee una

secuencia que codifica para la nucleasa bacteriana Fokl, bajo el promotor de CMV.

Promotor
Casete de CMV
ampicilina
Fokl
TALEN-ID12-T
7042 bp
Casete de
Kanamicina
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2. METODOS

2.1. Purificacion de acidos nucleicos
2.1.1. Purificaciébn de DNA plasmidico

2.1.1.1. Purificacidén de plasmidos a pequefia escala  (miniprep) .

Se tomaron colonias aisladas de una placa de LB agar en presencia del antibiético
de selecciéon y se cultivaron en 2 ml de medio LB liquido en presencia del mismo
antibiético durante toda la noche a 37°C en agitacion. El pellet bacteriano obtenido
mediante la centrifugacién del cultivo se resuspendié en 100 pl de buffer de
resuspension (50 mM Tris y 10 mM EDTA, pH 8.0). Se afiadieron 100 pl de buffer de
lisis (0,1 M NaOH y 1% SDS), se invirtieron los viales para mezclar las soluciones y se
incubo6 4 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 100 ul de buffer neutralizador
(1,5 M de acetato potasico, pH 5,5), mezclamos mediante agitacion y centrifugamos 5
minutos a 15.000 rpm. Se recogio el sobrenadante al que se afiadieron 900 pl de
etanol absoluto (100%) frio para precipitar el DNA plasmidico. Se invirtieron los viales
para mezclar las soluciones y se incubaron durante 10 minutos a -20°C. Finalmente,
centrifugamos los viales a 15.000 rpm durante 10 minutos, retiramos el sobrenadante y
afiadimos sobre el pellet 700 pl de etanol al 70%. Centrifugamos de nuevo los viales a
15.000 rpm durante 5 minutos, retiramos el sobrenadante y dejamos secar al aire el
pellet durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por Ultimo, se resuspendid el DNA
plasmidico en 50 pl de TE 1X y se utilizé el espectrofotometro de microvolimenes

Nanodrop (Thermo Fisher) para su cuantificacion.
2.1.1.2. Produccién y purificacién de plasmidos am  ediana escala (midiprep) .

La extraccion de plasmidos a mediana escala se realizé utilizando el kit comercial
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen). El principio de este kit se
basa en la lisis alcalina de las bacterias, seguido por la absorcion del DNA a una
membrana de silica presente en una columna. Esta columna separa el DNA del resto
de la muestra. Las bacterias procedentes de 100 ml de cultivo se resuspendieron en 4
ml de buffer R3 (buffer de resuspension). A continuacién se afiadieron 4 ml de buffer
L7 (buffer de lisis), se mezclaron las soluciones mediante inversion y se incubaron 5
minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 4ml del buffer N3 (buffer neutralizador),
se invirtieron los viales para mezclar las soluciones y se centrifugaron a 12.000 g
durante 10 minutos a 4°C. Se aplicaron los sobrenadantes a columnas de silica
previamente equilibradas con 10 ml de buffer EQ1 (buffer equilibrador). Se lavo la

columna con 10 ml de buffer W8 (buffer de lavado). EI DNA se eluyd con 5 ml de buffer
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E4 (buffer de elucién) y se precipité afiadiendo 3,5 ml de isopropanol e incubando las
muestras durante 10 minutos a -20°C. Se centrifug6é 30 min a 9.500 rpm. El precipitado
obtenido se lavé con etanol al 70%. Se volvid a centrifugar y se resuspendio el DNA en

TE, se cuantificé y almacené a -20°C.
2.1.2. Extraccion de DNA gendmico a partir de culti  vo celular .

El pellet celular se resuspendié en 200 pul de buffer de lisis (Tris 50 mM, NaCl 100
mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%) con Proteinasa K (300 pg/ml), y se incub6 durante 1
hora a 56°C. EI DNA se precipité afiadiendo al lisado celular 600 pl de etanol absoluto,
20 pl de NaCl a 5 My 2 ul de glucégeno (Sigma) a una concentracion de 20 mg/ml. Se
incubo la mezcla durante 20 min a -20°C y se centrifugaron los viales a 15.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. Se retiré el sobrenadante y el DNA gendmico precipitado se
lavé con etanol al 70%. Se volvio a centrifugar y el pellet de DNA se resuspendié en

TE 1X y en presencia de RNAsa (a una concentracion final de 80 pg/ml).
2.1.3.  Extraccion de RNA total.

Para la extraccion de RNA, utilizamos TRIzol (Sigma) siguiendo las instrucciones
del producto. El TRIzol es un reactivo monofasico a base de fenol e isotiocinato de
guanidina que mantiene la integridad del RNA mientras se rompen las células y se
disuelve el resto de componentes celulares. Afiadimos 1 ml de TRIzol por cada 5x10°
Ccélulas y pipeteamos la muestra. Posteriormente incubamos la muestra
homogeneizada durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacion
completa de los complejos nucleoproteicos. Afladimos 0,2 ml de cloroformo por cada
ml de TRIzol. Agitamos los tubos vigorosamente durante 15 segundos y los incubamos
a temperatura ambiente durante 2 6 3 minutos. Centrifugamos las muestras a 12.000 g
durante 15 minutos a 4° C. Esto permitio separar dos fases, el RNA se encuentra en la
fase superior o fase acuosa. Transferimos cada una de las fases acuosas a tubos
nuevos, y se afadieron 500 pl de isopropanol a cada muestra para precipitar el RNA.
Las mezclas se agitaron vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos, tras lo cual se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos a 4° C.
El precipitado de RNA, generalmente invisible, forma un pellet en el fondo del tubo.
Eliminamos el sobrenadante con ayuda de una pipeta y lavamos el pellet con etanol al
75% afiadiendo al menos 1 ml por cada ml de TRIzol usado. Se agitaron las muestras
con el vortex y se centrifugaron a 7.500 g durante 5 minutos a 4° C. Finalmente,
después de secar los pellets de RNA (al aire durante 5-10 minutos), se disolvieron en

20 pl de agua libre de DNasas y RNasas.
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La cuantificacion se realizé con el espectrofotdmetro de microvolimenes Nanodrop.
2.1.4. Amplificacién y deteccion de acidos nucleico S.

2.1.4.1. Screening celular mediante PCR .

En primer lugar, extrajimos el DNA gendmico de cada una de los clones obtenidos
siguiendo el protocolo basico de extraccion descrito en el apartado 1.2 de esta misma
seccion. A continuacion realizamos reacciones de PCR utilizando la DNA polimerasa
recombinante Taq (Thermus aquaticus) (iNtRON) y los primers P5/P6 para la
deteccidon de la integracion por recombinacion homoéloga del brazo 1 y los primers
P7/P8 para el brazo 2. La reaccion de PCR incluyé los siguientes pasos: 1 ciclo a 95°C
durante 1 minuto, 40 ciclos de 94°C 15s, 60°C 20s y 72°C 100s, y 1 ciclo a 72°C
durante 5 minutos. Los tamafios de los fragmentos de DNA esperados para el brazo 1
eran de 1.216 pb (alelo mutado) y 1.754 pb (alelo wild-type) y para el brazo 2 de 1.449
pb (alelo mutado) y 1.701 pb (alelo wild-type).

Asimismo, se verificd la integracion del pldsmido por recombinacion homéloga
mediante PCR utilizando combinaciones de primers incluidos en la secuencia de
blastidicina (P9 y P10) y primers externos a los brazos de homologia 1 (P5) y 2 (P11):
P5/P9 (tamafio esperado de 1.451 bp) y P10/ P11 (tamafio esperado de 1.778 bp).
Ademas se comprobé la presencia o ausencia o del casete de blasticidina en ambos
alelos mediante la reaccién de PCR que incluy6 los siguientes pasos: 1 ciclo a 95°C
durante 1 minuto, 40 ciclos de 94°C 15s, 60°C 20s y 72°C 120s, y 1 ciclo a 72°C
durante 5 minutos. Los primers utilizados en este caso fueron P14/P15 obtener un
amplificado de 2.700 pb para el alelo wt, 2.200 pb para el alelo que posee el casete de
blasticidina y 700 pb para el alelo que no contiene la blasticidina. El primer P14 se

encuentra al final del brazo 1 y P15 al inicio del brazo 2.

También se comprobd la correcta accion del enzima TAT-Cre, mediante PCR
utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente y utilizando los primers
P5/P9 (tamafio esperado de 1.451 pb), y P10/P11 (tamafio esperado de 1.778 pb).

2.1.4.2. Andlisis de expresion génica mediante PCR  cuantitativa a tiempo real
(gRT-PCR).
2.1.4.2.1. Sintesis de cDNA a partir de RNA.

Para la retrotranscripcion del mMRNA a cDNA usamos el kit iSCript cDNA de BioRad
que incluye la transcriptasa reversa (TR) del virus de la leucemia murina de Moloney

(Moloney murine leukemia virus, MMLV) y una mezcla de primers inespecificos:
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oligonucledtidos poli-dT que hibridan con las secuencias poli(A) de los mMRNAs y
oligonucledtidos degenerados que idealmente permiten la retrotranscripcion de todo el
MRNA. La mezcla de reaccion fue la siguiente: 0,5 pg de RNA total, Buffer 1X para TR,
200 U de TR MMLV y agua hasta un volumen final de 20 pl. La mezcla se incub6 5 min
a 25° Cy 30 mina42°C,y5min a85°C para inactivar la TR. El cDNA se conservo a -

80°C hasta su utilizacion.
2.1.4.2.2. Evaluacién por qRT-PCR.

El cDNA obtenido fue amplificado con el kit SYBR Green | Master de Roche en un
termociclador a tiempo real LightCycler 480 (Roche Diagnostics). La mezcla de
reaccion para un volumen final de 25 pl fue: 5 pl de una dilucién 1/10 de cDNA, mezcla
SYBR Green | Master 1X y primers a una concentracion final de 0,4 uM. Tras una
incubacién de 10 min a 95°C (para desnaturalizar el DNA y activar la Tag polimerasa),
el cDNA se amplific6 mediante 40 ciclos de PCR de 15 sa 95°C,30sa60°Cy40sa
72°C. Las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado. La especificidad de
los primers se comprobé mediante el andlisis de las curvas de fusion. Los datos se
expresaron en términos de valores relativos al control y se normalizaron con respecto
al valor de expresion de los genes ubicuos 18S y B-actina. El analisis se realizd con el

método del 224,
2.1.4.3. Northern-blot.

El RNA se purifico a partir de 5x10° de células y el Northern-blot se realiz segin se
describe en Jourdain et al., 2013. Las muestras de RNA (15 pg) se separaron en gel
de agarosa en presencia de formaldehido y posteriormente se transfirieron a una
membrana de nylon donde se fijaron covalentemente. Las sondas radioactivas fueron
transcritas in vitro usando T7 RNA polimerasa en presencia de uridina trifosfato P y
la hibridacién se realizo6 a 60°C con 50% formamida, 7% SDS, 0,2M NaCl, 80 mM
fosfato sédico (pH 7.4) y 10 pg/ml de DNA de esperma de salmoén. Las sondas

utilizadas se hallan clonadas en plasmidos cedidos por el Dr. Jean Claude Martinou.

2.2. Andlisis de proteinas.

2.2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-

PAGE, acrénimo en inglés de Sodium Dodecyl Sulfate)

Para la extraccién de proteinas utilizamos células previamente lavadas dos veces
con PBS y recuperadas mediante centrifugacién. El pellet celular obtenido (equivalente
a 5x10° de células U20S) se resuspendié en 1 ml de buffer RIPA (Tris-HCL 50 mM,
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NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, acido deoxicdlico al 0,5%, SDS al 0,1%, EDTA
1mM) suplementado con 10 pl de un céctel comercial de inhibidor de proteasas
(Sigma-Aldrich) e incubamos durante 30 minutos en hielo. Los lisados se centrifugaron
a 10.000g durante 10 min a 4°C para eliminar el debris y agregados insolubles.
Posteriormente, se cuantificO la cantidad de proteinas en cada uno de los

sobrenadantes mediante el método de Bradford (BioRad).

Diferentes alicuotas de 50 pug de proteinas totales de cada una de las muestras
fueron mezcladas con tampon de carga Laemmli (Tris-HCI pH 6,8 50 mM, SDS 2%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 1%, ditiotreitol 25 mM), y separadas en un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). La electroforesis se realizd utilizando un tampon Tris-
Glicina (Tris 2,5 mM, glicina 19,2 mM, SDS al 0,01%, pH 8,3). Finalizada la
electroforesis, los geles fueron, o bien tefiidos con azul de Coomassie, o bien

utilizados para realizar un Western-blot.
2.2.2. Tincién de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie.

Los geles a tefir se sumergieron en el colorante azul de Coomassie durante 10 min
y luego decolorados con solucién decolorante (20% de metanol, 10% de acido acético,
70% de agua), hasta que las bandas correspondientes a las proteinas fueron

observadas claramente.
2.2.3.  Western-blot.

Las proteinas se transfirieron de los geles SDS-poliacrilamida a membranas de
nitrocelulosa mediante transferencia hUmeda. Las esponjas y papeles de filtro fueron
previamente humedecidos en el buffer de Transferencia 1X (Tris 25 mM, glicina 192
mM, Metanol al 10%). La transferencia se realiz6 a 100V durante 1 hora en la cAmara
fria. Una vez finalizada, embebimos la membrana en solucién de bloqueo conteniendo
un 5% de leche descremada en TTBS 1X (Tris base 20 mM, NaCl 150 mM, y Tween
20 al 0,1%, pH 7,6) durante toda la noche a 4°C. Tras el bloqueo, incubamos la
membrana en presencia del anticuerpo policlonal de conejo contra FASTKD3
(Proteintech) diluido 1:1000 en una solucion con 1% de leche descremada en TTBS
1X durante una hora a temperatura ambiente. Tras tres lavados de 10 min cada uno
con el buffer TTBS 1X, incubamos la membrana en presencia de anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa de radbano (Amersham) diluido
1:5000 en TTBS 1X durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, tras tres
lavados con TTBS 1X de 10 min cada uno, las proteinas fueron detectadas mediante

quimioluminiscencia usando el kit Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
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Scientific). La pelicula fotografica y la membrana, fueron enfrentadas a diferentes

tiempos hasta encontrar aquel en el que se apreciaron mejor las proteinas en estudio.
2.3. Meétodos de DNA recombinante.

2.3.1. Reaccion de ligacion.

Para realizar todas las ligaciones utilizamos el kit de ligacion Rapid DNA Dephos &

Ligation Kit de Roche.

Para realizar una ligacion, usamos los DNAs (vector e inserto/s) previamente
purificados. La relacion molar del DNA vector con respecto al DNA del inserto fue de
1:3.

Para que se produzca la reaccion de ligacién, el primer paso es disolver el DNA del
vector y el DNA del inserto en el tampon de dilucion (5X DNA dilution buffer). Esto se
lleva a cabo en un volumen final de 10 pl, que se ajusta con H,O ultrapura. A
continuacion, se afiaden 10 pl del tampdn de ligacion (2X T4 DNA ligation buffer) y se
mezcla. Por ultimo, se aflade 1 pl de la enzima ligasa (T4 DNA ligase) y se incuba
durante 5 min a temperatura ambiente. La reaccion de ligacion se utiliza
inmediatamente para transformar bacterias termocompetentes, o bien se almacena a
-20°C.

2.3.2. Preparacion de bacterias E. coli DH5 a termocompetentes .

A partir de la cepa comercial, se obtuvieron en el laboratorio bacterias
termocompetentes E. coli DH5a. En primer lugar, se tomé una colonia aislada de una
placa de agar fresca de bacterias E. coli DH5a y se cultivé en 2 ml de medio liquido LB
durante toda la noche a 37°C en agitacion. Tras esto, inoculamos 50 ml de medio LB
con 1 ml del cultivo de noche y se incubaron a 37°C en agitacion hasta obtener una
densidad optica (D.O) a 600 nm de 0,4 - 0,6. A continuacion, centrifugamos el cultivo
bacteriano a 4.000 x g durante 5 min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el pellet
bacteriano resuspendido en 15 ml de buffer CMG (50mM CaCl, y 50 mM de MgCl,) se
incubd en hielo durante 15 min. La suspension bacteriana se volvioé a centrifugar a las
mismas condiciones anteriores; se descartd el sobrenadante y el pellet bacteriano se
resuspendié en 3,6 ml de buffer CMG y se incub6 en hielo durante 5 min. Finalmente,
se afadieron 0,250 ml de DMSO, volvimos a incubar en hielo durante 5 min y las

bacterias competentes recién obtenidas se almacenaron a -80°C en alicuotas de 250

pl.
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2.3.3. Transformacion por choque térmico.

Para realizar la transformacién bacteriana, se descongelan las bacterias E. coli
(cepas DH5a, y XL 10 Gold) termocompetentes en hielo. A 50 uL de la solucion
bacteriana descongelada, se le afiaden 50 ng de plasmido o 2 uL del producto de
ligacion (10-30 ng). Segun la cepa bacteriana que estemos utilizando, se deja la
mezcla en hielo entre 5 — 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se somete a un
choque térmico, el cual también depende de la cepa bacteriana. Al final de esta
seccion se detallan las condiciones de incubacién en hielo y de choque térmico para
cada una de las cepas E. coli empleadas. Luego se incubd la muestra otros 2 minutos
en hielo, tras lo cual se afiade 1 mL de LB liquido y se incubé 1 hora a 37°C en
agitacién. Posteriormente, se centrifugdé la muestra 2 minutos a 12.000 rpm y se
retiraron 900 pL del sobrenadante. Se resuspendio el pellet bacteriano, que se sembro
en placa de LB agar con el antibiotico de seleccion correspondiente al plasmido

transformado. Las placas se incuban durante toda la hoche a 37°C.

DH5a: Incubacién de 20 minutos en hielo; choque térmico de 55 segundos a 43°C.

XL10 Gold: Incubacion de 30 minutos en hielo; choque térmico 30 segundos a
42°C. Previo a la transformacion, a estas bacterias se les afiaden 2 puL de [-
mercaptoetanol y se dejan durante 10 minutos en hielo, para aumentar la eficiencia de

transfeccion.
2.3.4. Generacién de plasmidos.
2.3.4.1. Disefio y construccion del plasmido donante pPAAV-MCS-FASTKD3 .

1. Para la obtencion del casete de blasticidina realizamos una doble digestién del
plasmido pBS-Blasticidina con las enzimas de restriccion Sall (Fermentas) y
EcoRlI (Takara), utilizando 10 y 15 U respectivamente de cada enzima por cada
ug de DNA. El producto de digestién de 1.512 pb fue purificado a partir del gel de
agarosa al 1% con el kit Wizard® SV Gel And PCR Clean-Up System (Promega).

2. Los fragmentos de homologia, brazo 1 (ARM 1) y brazo 2 (ARM 2) se obtuvieron
mediante amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
polymerase chain reaction) de DNA gendmico de células U20S wt. En todas las
reacciones, se utilizé la DNA polimerasa Hot Start de alta fidelidad procedente de
Pyrococcus (Thermo Fisher), clonada en E. coli, con actividad correctora
(exonucleasa 3'-5’) y reducidas tasas de error (50 veces menor que las Taqg DNA

polimerasas estandar). Los primers utilizados para la amplificacién del brazo 1
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(ARM 1) fueron: P1/P2 y para el brazo 2 (ARM 2) fueron: P3/P4. Las secuencias
de los primers se aportan en el anexo 1. La reaccién de PCR incluy6 los
siguientes pasos: 1 ciclo a 98°C durante 1 min, 40 ciclos de 98°C 15s, 60°C 20 s
y 72°C durante 100 s, y 1 ciclo a 72°C durante 5 min.

Los productos de PCR brazo 1 (982 pb) y brazo 2 (1.380 pb) fueron purificados
a partir del gel de agarosa al 1%, y digeridos con Sall/Notl y EcoRI/Notl
respectivamente. Tras la digestion, los enzimas fueron eliminados mediante
purificaciébn en columna (Promega) y el DNA fue cuantificado mediante el

espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Scientific).

3. El vector de clonacién pAAV-MCS de 4,6 kb fue previamente digerido con Notl
(Thermo Scientific) y defosforilado con fosfatasa alcalina de camarones (SAP del
inglés shrimp alkaline phosphatase) para evitar su posterior autoligacion. La
digestién del pAAV-MCS con Notl da lugar a dos fragmentos de 2.883 pb y 1.500
pb, siendo el de 2.883 pb el de nuestro interés por contener las repeticiones
terminales invertidas (ITR) y el casete de resistencia a la ampicilina, por lo que

fue purificado a partir de gel de agarosa al 1%.

4. Los tres fragmentos: brazo 1, brazo 2 y el casete de blasticidina fueron
insertados en el vector de clonacion pAAV-MCS de la manera que se describe en
el apartado 4.1 de esta misma seccion, utilizando el kit de ligacion, vy
posteriormente se transformaron bacterias termocompetentes XL-10 Gold segun
se describe en el apartado 4.3 de esta misma seccion. La siembra se realizé en
placas de LB agar suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Se seleccionaron
varias colonias que se propagaron en 2 ml de medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C, en
agitacion. Posteriormente realizamos la purificacion del pldsmido a pequefia
escala para después poder realizar la digestion de comprobacion con
Notl/EcoRlI, Notl, EcoRl/Sall y Notl/Sall. Las colonias que se correspondieron
con los resultados positivos se expandieron para la purificacion del plasmido a

mediana escala segun se describe en el apartado 1.1.2 de esta misma seccidn.
Al plasmido obtenido lo llamamos pAAV-MCS-FASTKD3.
2.3.4.2. Disefo y construccién de los plasmidos pFA  STKD3-FHA.

Para la recuperacion de la expresion de FASTKD3 en nuestra linea celular U20S
FASTKD3 KO, previamente hemos creado un vector que contiene el gen FASTKD3

unido a su extremo carboxilo terminal el Tag-Flag-HA.
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1. El Tag Flag-HA fue obtenido mediante amplificaciéon por PCR del pladsmido pOZ-
FH-C utilizando la DNA polimerasa Hot Start. Los primers utilizados para esta
PCR se indican en el anexo 1. La reaccion de PCR incluyoé los siguientes pasos:
1 ciclo a 98°C durante 1 minuto, 40 ciclos de 98°C 15s, 60°C 20sy 72°C 50s, y 1
ciclo a 72°C durante 5 minutos. El tamafio del fragmento de DNA esperado fue
de 123 bp. El producto de PCR fue purificado a partir del gel de agarosa al 1% y
digerido con 10U de Sacll (Fermentas) y 10U de Notl (Fermentas). Tras la
digestion, los enzimas fueron eliminados mediante purificacibn en columna
(Promega) y el DNA fue cuantificado mediante el espectrofotometro Nanodrop

(Thermo Scientific).

2. Para la obtencion del gen FASTKD3, se realizé una doble digestion del plasmido
PEYFP-N1-FASTKD3 con las enzimas de restriccion Sacll y Notl obteniendo 2
fragmentos de DNA, uno de 749 pb que corresponde al gen EYFP y otro de
5.956 pb, siendo este ultimo purificado en columna a partir de gel de agarosa al

1% y el DNA fue cuantificado.

3. El fragmento Tag-Flag-HA, fue clonado en el vector pEYFP-N1-FASTKD3
utilizando el kit de ligacion tal y como ha descrito anteriormente en el apartado
4.1 de esta misma seccion. En este caso, para la reaccion de transformacion
utilizamos bacterias termocompetentes DH5a, sembrandose en placas de LB
agar suplementado con kanamicina (30 pg/ml), e incubado durante 16 horas a
37°C. Transcurrido este tiempo se seleccionaron algunas colonias resistentes a
kanamicina, las cuales fueron sembradas en LB liquido con kanamicina y se
dejaron incubar a 37°C en agitacion (250 rpm) durante 12-16 h. Pasado este
tiempo, se realizaron minipreps de las muestras y posteriormente, se realizaron
digestiones de comprobacion con Notl/Sacll. Una vez obtenido la colonia con la

correcta incorporacion del inserto, se realiz6 la correspondiente midiprep.

A este plasmido resultante le llamamos pFASTKD3-FHA wt, y se utilizd
posteriormente para finalmente construir los vectores a los que les llamamos
pFASTKD3-FHA-A53-57 'y pFASTKD3-FHA-ARAP mediante reacciones de

mutagénesis de la manera que se describen a continuacioén.

La reaccion de mutagénesis dirigida se realizé utilizando el Kit de mutagénesis
QuickChange Site-Directed (Agilent Technologies). Para la reaccibn de mutagénesis
se utilizaron oligonucleétidos situados al inicio y final de nuestras deleciones, cada
oligonucledtido se utilizé a una concentracién final de 125 ng, mientras que el DNA se

utilizé a una concentracién final de 20 ng. Las condiciones del termociclador para que
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ocurra la reaccion de mutagénesis constaron de un ciclo a 95°C durante 30 s y de 18
ciclos de 95°C 20s, 55°C 1 min y 68°C 10 min. A continuacion, el producto de la
reaccion fue digerido con el enzima Dpnl (10 U/ul) a 37°C durante 1 hora. Finalmente
se realizo la transformacion en bacterias DH5a termocompetentes. Una vez obtenidas
las colonias bacterianas, se crecieron en LB liquido suplementado con kanamicina
(30pg/ml) y se realizd6 el miniprep. Finalmente, se comprobaron las deleciones

mediante secuenciacion.

2.3.4.3. Disefio y construccion de los plasmidos pSi  n-Sox2-FASTKD3-FHA wit,
pSin-Sox2-FASTKD3-FHA- A53-57 y pSin-Sox2-FASTKD3-FHA- ARAP.

Para poder crear los plasmidos pSin-Sox2-FASTKD3-FHA a partir de los plasmidos
pFASTKD3-FHA wt, pFASTKD3-FHA-A53-57 y pFASTKD3-FHA-ARAP, se realizaron

los siguientes pasos.

1. En primer lugar, digerimos cada uno de ellos con las enzimas de restriccion
EcoRI y Spel (10 U/ul) (Fermentas). Como resultado de las digestiones se
obtuvieron en todos los casos tres fragmentos de diferentes longitudes. Dos
fragmentos comunes de 3.968 pb y 531 pb, y un fragmento especifico de 1.563
pb para el wt, 1.392 pb para FASTKD3-FHA-ARAP y 1.548 pb para FASTKD3-
FHA-A53-57. Los productos de digestion de 531 pb y los especificos, fueron de

nuestro interés.

2. Por otro lado, el vector lentiviral p-Sin-EF2-Sox2-pur fue digerido con
EcoRI/Spel, obteniéndose dos fragmentos de DNA: uno de 980 pb y otro de
7.516 pb, siendo este Ultimo el de nuestro interés. Todos los productos de interés
obtenidos mediante las digestiones previamente descritas fueron purificados en

columna a partir de gel de agarosa al 1%.

3. Finalmente se procedi6 a la ligacion de los productos de digestion de 531 pb con
los productos de digestion especificos en el vector lentiviral de 7.516 pb. Se
realizd una primera ligacion con el fragmento de 531 pb, y el vector lentiviral de
7.516 pb.

Todas las transformaciones fueron realizadas utilizando bacterias
termocompetentes DH5 a, que fueron sembradas en placas de LB agar
suplementadas con ampicilina (100 pg/ml). Se seleccionaron colonias resistentes
a ampicilina y se dejaron crecer en LB liquido a 37°C, en agitacion durante 12-16
h. EI DNA plasmidico obtenido de los minipreps fue digerido con Agel para poder

verificar la correcta orientacion del inserto: si el inserto se integra en sentido
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contrario el patrén de bandas esperado de la digestion seria de 7.984 pb y 1.633
pb, mientras que si la orientacién es la correcta esperamos fragmentos de 6.506

pby 3.111 pb. De las colonias bacterianas positivas, se realizaron midipreps.

A estos plasmidos resultantes les llamamos pSin-Sox2-FASTKD3-FHA wt, pSin-
Sox2-FASTKD3-FHA-A53-57 y pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-ARAP respectivamente.

2.3.4.4. Disefio y construccion de los plasmidos pEG  FP-N1-FASTKD3 wt,
PEGFP-N1-FASTKD3- A53-57 y pEGFP-N1-FASTKD3-N1- ARAP.

Para construir dichos vectores, llevamos a cabo los siguientes pasos:

1. pEGFP-NL1 fue digerido con EcoRI/Agel obteniendo como producto de digestion
dos fragmentos de DNA: siendo el de 4.696 pb purificado en columna a partir

de gel de agarosa al 1% y el DNA fue cuantificado.

2. Para la obtencion del gen FASTKD3 wt, FASTKD3 A53-57 y FASTKD3 ARAP,
se realiz6 una digestion con las enzimas EcoRI/Agel de los vectores
construidos en el apartado 3.4.2 de esta misma seccién, obteniendo en cada
caso, dos fragmentos de DNA; un fragmento comun para los tres plasmidos de
4.053 pb y fragmentos especificos de DNA de 2.009 pb, 1.994 pb y 1.838 pb.

Estos fragmentos fueron purificaron a partir de un gel de agarosa al 1%.

3. Se realizaron las ligaciones utilizando el kit de ligacion, insertando los
fragmentos de FASTKD3 wt (2.009 pb), FASTKD3 A53-57 (1.994 pb), vy
FASTKD3 ARAP (1.838 pb) en el vector pEGFP-N1 y asi poder obtener
nuestros tres plasmidos. La transformacion se realizé utilizando bacterias
termocompetentes DH5a, las cuales se sembraron en placas de LB agar
suplementadas con kanamicina (30 pg/ml). Se seleccionaron colonias
resistentes a kanamicina y se dejaron crecer en LB liquido en agitacion durante
12-16h a 37°C. Finalmente se realizaron minipreps de dichas colonias y la
correcta insercion de los fragmentos se comprobd mediante digestion con
EcoRI/Agel. Por ultimo, se realizé6 midiprep de aquellas colonias positivas (una

de cada vector construido).

A estos plasmidos resultantes se les llamod, pEGFP-N1-FASTKD3 wt, pEGFP-N1-
FASTKD3-A53-57 y pEGFP-N1-FASTKD3-ARAP.

57



MATERIAL Y METODOS

2.4. Generacion de TALENs ( Transcription Activator Like Effector
Nucleases ) especificas para FASTKD3 .

2.4.1. Disefioy construccién de TALENS.

El disefio de la TALENS se realiz6 utilizando el algoritmo “online” que proporciona el
servidor European Molecular Biology Open Software Suite
(emboss.bioinformatics.nl/cgi-binfemboss/fuzzunuc). Para ello seleccionamos un
fragmento de la secuencia de la regién donde queremos que actien las TALENSs, e
indicamos que la secuencia de reconocimiento debe cumplir el patrén: T-N(51,54)-A.
De todas las secuencias obtenidas seleccionamos las mas adecuadas para su
funcionamiento en combinacion con el plasmido donante pAAV-MCS-FASTKD3. Una
vez seleccionada la secuencia obtuvimos los 2-mer a emplear utilizando el algoritmo
que proporciona el laboratorio del Dr. Veit Hornung

(http://www.hornunglab.de/Tassembly.html).

TGTCTCAGATAAACTGACTTttgccttatctgagAAATTGCAGCATTCTTAGGA

Secuencia 1: TGTCTCAGATAAACTGACTT

Secuencia 2: TCCTAAGAATGCTGCAATTT

Figura 22. Secuencias de reconocimiento de TALEN 1 (secuencia 1) y TALEN 2 (Secuencia 2).

Para la construccion de las TALENs utilizamos LIC TAL Effector Assembly Kit
(Addgene). Este kit estd compuesto de una libreria de plasmidos que contienen
fragmentos 2-mer (unidades de repeticion modulares las cuales presentan 2
aminoacidos hipervariables) y los plasmidos necesarios para ligar en cada nivel
(Backbone Level 1 (BBL1), y Backbone Level 2 (BBL2), los cuales tienen resistencia a

kanamicina y ampicilina respectivamente.

En primer lugar, digerimos 1,4 ug de cada uno de los plasmidos que contienen
fragmentos 2-mer con 10 U de Mval269l (Fermentas). Cada uno de los plasmidos
BBL1 (5 ug), se digirié con 10 U de Pstl (Fermentas) y 10 U de Kpnl (Fermentas). Los
productos de las digestiones de los plasmidos BBL1 se purificaron en gel y se
sometieron a una reaccion de chewback. Este método utiliza la actividad exonucleasa
3’-5" de la enzima T4 polimerasa y genera overhangs. Para controlar el tamafio de los
overhangs se afiadi6 a la reaccién un determinado dNTP STOP (en nuestro caso dATP
o dTTP) para competir con la actividad DNA polimerasa y asi frenar la actividad

exonucleasa. La reaccion se realizé en un volumen final de 10 pl que contenia NEB2
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buffer 1x, BSA (100 mg/l), 1 mM de dNTP (Ao T) y 5 unidades de T4 DNA polimerasa.
Esta mezcla se incub6 a 28°C durante 8 minutos, en hielo durante 1 minuto y a 75°C
durante 20 minutos. A continuacion, mezclamos 3pl del producto de la reaccién de
chewback de cada uno de los plasmidos BBL1 con los correspondientes 2-mers, para
ensamblarlos y generar el 6-mer. Incubamos la mezcla durante 30 min a 55°C y luego
3 horas a 25°C. Finalmente, transformamos bacterias XL-10 Gold mediante shock
térmico (30 s a 42°C) con el producto de ligacién, las sembramos en placas de agar
suplementadas con kanamicina (30 pg/ml) y se incubaron entre 12-16 horas a 37°C.
Posteriormente 4 de las colonias obtenidas se crecieron en medio liquido LB
suplementado con kanamicina (30 pg/ml) para la purificacion del plasmido a pequefa
escala y poder realizar la digestién de comprobacién con Mval269l. A continuacion, y
con el fin de ensamblar los tres 6-mers y generar los 18-mers, se digirieron los
vectores que contienen los diferentes 6-mers con Mval269l y el vector BBL2T con Pstl
(Fermentas). El vector BBL2T digerido se sometié a una reaccion de chewback y se
ligb a los diferentes 6-mers tal y como se describe anteriormente. La transformacién
con el producto de ligacién se realizé en bacterias XL-10 Gold y se sembraron en
placas suplementadas con ampicilina (100 pg/ml). Para su comprobacion se realizd
una digestion doble con 10 U Xbal (Fermentas) y 10 U de Xhol (Fermentas)
obteniendo fragmentos de 5.300 pb y 3.300 pb. A los vectores BBL2T que contienen
los 18-mer los denominamos TALEN1 (que reconoce la secuencia 1) y TALENZ2 (que

reconoce la secuencia 2).
2.4.2. Transfeccion con TALENs y el plasmido pAAV-M  CS-FASTKDS3.

El dia previo al experimento, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a
una densidad de 50.000 células por pocillo. Inmediatamente antes de la transfeccion
sustituimos el medio completo por medio completo sin antibiético. EI complejo de
transfeccion se generd agregando a la mezcla Opti-MEM/DNA 25 ul de Opti-MEM con
200 ng de cada una de las TALENs y 200 ng del vector donante pAAV-MCS-FASTKD3,
la mezcla Opti-MEM/lipofectamina con 25 pl de Opti-MEM que contiene 1 pl de
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). A continuacion, se dejo incubar la mezcla durante 20
min a temperatura ambiente para la formacion de los liposomas. A continuacion dicha
mezcla se afiadié a las células en cultivo y se incubaron 12 horas a 37°C y a 7% CO..
Trascurrido este tiempo, el medio se reemplazé por medio completo fresco. Al dia
siguiente las células se tripsinizaron y sembraron a una densidad aproximada de 2.000
células/pacillo en placas de 96 pocillos y se incubaron en presencia de blasticidina (10

png/ml) durante 10 a 15 dias hasta la obtencion de clonas resistentes.
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2.5. Vida media de los mRNAs mitocondriales.

La estimacion de la vida media de mRNA mitocondriales se realiz6 mediante el
tratamiento con bromuro de etidio (BrEt), ya que éste es un inhibidor selectivo de la
transcripcién de DNAs circulares por alteracion de la estructura terciaria de la molécula
(Hayashi J. et al., 1990). El dia anterior al tratamiento, plaqgueamos 100.000 células
U20S wt y U20S FASTKD3 KO por pocillo de placa de 24 pocillos, para
posteriormente ser tratadas con 0,5 pg/ml de BrEt (Nagao A. et al.,, 2008) para
interrumpir la transcripcion mitocondrial y ser capaces de estimar la vida media de los
MRNAs mitocondriales. Tras el tratamiento se tomaron muestras a diferentes tiempos
(0, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 240 min, 300 min, 360 min),
para ello, lavamos las células con PBS y seguidamente las células fueron solubilizadas
en TRizol para la extraccion de RNA total segun se describe en el apartado 1.3 de esta
misma seccion. Finalmente analizamos los niveles de los transcritos mediante qRT-
PCR tal y como se describe en el apartado 1.4.2.2 de la seccion de materiales y
métodos. La secuencia de los primers se proporciona en el anexo 1. La vida media

(ty2) fue obtenida mediante la formula ty, = In2/A.
2.6. Marcaje metabdlico de proteinas de traduccién mitocondrial .

Para realizar el marcaje metabdlico de proteinas de traduccion mitocondrial, se
plaquearon 500.000 células de las lineas celulares U20S wt y U20S FASTKD3 KO. Al
dia siguiente, se les retir6 el medio, y se le afladi6 DMEM libre de metionina y cisteina
(Lonza), suplementado con 10 % de suero bovino fetal dializado (gibco) y 1% de
Glutamax (100X) y se incubaron durante 20 min. Transcurrido el tiempo se afiadié 100
HCi/mL metionina/cisteina marcada con S* (PerkinElmer) y emetina (Sigma-Aldrich), a
una concentracién de 100 pg/ml, la cual produce la inhibicibn de la sintesis de
proteinas citoplasmaticas, de modo que Unicamente seran marcadas las proteinas
mitocondriales. Se dejo incubar durante 1h. Posteriormente, se recogieron las células,
se lisaron utilizando el tampdén RIPA y se cuantifico la proteina utilizando el método
colorimétrico Bradford (BioRad). Las muestras se separaron mediante electroforesis
en un gel SDS-PAGE de gradiente (15%-20%) y se transfirieron a una membrana de

nitrocelulosa, finalmente se visualizaron mediante autoradiografia.

2.7. Cuantificacion del numero de copias de mtDNA

La cuantificacion relativa del mtDNA frente al DNA nuclear (nDNA) se realizd

mediante qRT-PCR. En primer lugar, se extrajo el DNA total de las distintas lineas
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celulares (U20S +/+, U20S FASTKD3 +/- y U20S FASTKD3 -/-) segun se describe en
el apartado 1.2 de esta misma seccion. La linea celular 143B rho se utiliz6 como
control negativo. Para la cuantificacion de mtDNA se utilizé la siguiente pareja de
primers: primer SEN: 5-CCACGGGAAACAGCAGTGAT-3" y el primer ATS: 5'-
CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA-3', los cuales amplifican un fragmento del gen
mt-RNR1 mitocondrial y una sonda Tagman marcada en 5" con el fluorocromo 6FAM
(5"-FAM-TGCCAGCCACCGCG-MGB-3) para su deteccion. Para la cuantificacion del
NDNA se us6 el Kit Human RNasa P (Applied Biosystems), que incluye una pareja de
primers que amplifican un fragmento del gen nuclear RNAsa P, y una sonda TagMan
marcada en 5 con el fluorocromo VIC para su deteccion. Cada pocillo a estudiar
contenia una mezcla de 1X de Tagman universal PCR mastermix (Applied
Biosystems), 1 pl del kit RNasa P, 112 nM de cada primer de mtDNA, 125 nM de la
sonda mitocondrial marcada con 6FAM (6-carboxifluoresceina, fluoréforo que sirve
para marcar oligonucle6tidos) y 2 6 10 ng del DNA total, obteniendo asi un volumen
final de reaccion de 20 ul. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 1
ciclo 2 min a 50°C, 1 ciclo 10s a 60°C y 45 ciclos que constan de: 95°C 15s y 1 min a
60°C. La cuantificacion de las muestras se realizé por duplicado y con dos
concentraciones distintas (2 y 10 ng de DNA total). La cuantificacion absoluta del
MtDNA y nDNA se calculé utilizando una curva de calibracion realizada por dilucién de
una solucion madre, consistente en una mezcla de un nimero conocido de copias de
dos plasmidos, uno con el fragmento del gen mti-RNR1 del mtDNA y otro con el
fragmento del gen RNAsa P nuclear. EI nimero de copias del mtDNA de este
calibrador se determiné dividiendo su concentracién por el peso molecular de cada

plasmido.

2.8. Produccién y uso de lentivirus.

2.8.1. Produccion de lentivirus

Los lentivirus fueron producidos por co-transfeccion de tres plasmidos en la célula
empaquetadora 293FT. Los tres plasmidos utilizados fueron: plasmido de
empaquetamiento pPAX-2, el plasmido de envoltura pMD2g y el plasmido de que
contenga el gen de nuestro interés. Una vez que las células alcanzaron una
confluencia de 80-90% realizamos la transfeccion, para ello, media hora antes, se
cambio el medio por medio completo sin antibiético. EI complejo de transfeccion se
genero utilizando 500 pl de Opti-MEM mezclandolo con 22,5 ug de DNA total (5 pg de
pMD2g, 7,5 g de pPAX-2 y 10 g del plasmido de transferencia), con 500 pl de Opti-
MEM que contiene 45 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Tras combinar el DNA

61



MATERIAL Y METODOS

con la lipofectamina, se dejo incubar la mezcla durante 20 minutos a temperatura
ambiente para la formacion de los liposomas. A continuacion dicha mezcla se afiadio a
las células en cultivo y se incubaron durante toda la noche a 37°C a 7% CO,. Al dia
siguiente se reemplazé el medio por medio completo con antibiético y las células se
incubaron durante 48 horas mas para facilitar la acumulacién de lentivirus en el
sobrenadante. Transcurrido este tiempo, se recogi6 el sobrenadante y se centrifugo a
1.500 rpm durante 5 min, y se descartd el sedimento que contiene restos celulares
(debris). El sobrenadante, que contiene los viriones, se filtrd con un filtro de 0,45 pum, y
el filtrado se ultracentrifugd a 25.000 rpm durante 2 horas. Descartamos el
sobrenadante y el pellet se dej6 secar al aire durante 1 h. El sedimento seco se incub6
con 500 ul de una solucién de albumina humana en PBS al 1% (w/v) durante una
noche a 4°C. Finalmente, el sedimento se resuspendio y se realizaron alicuotas de

100 pl cada una de ellas y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién.
2.8.2. Titulacion de vectores lentivirales

Para obtener la titulacion de los vectores lentivirales, la solucion viral fue purificada
utilizando el kit Pure Link Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen). Posteriormente, el RNA
purificado se transformé en cDNA, y por ultimo, realizamos gRT-PCR, en la que la
mezcla de reaccion de volumen final de 25 pl contenia: 5 pl de una dilucién 1/10 de
cDNA, mezcla SYBR Green | Master 1X y los primers FLV y RLV cuya secuencia se
indica en Sastry L., et al., 2002, a una concentracion final de 0,4 uM. Tras una
incubacién de 10 min a 95°C (para desnaturalizar el DNA y activar la Taq polimerasa),
el cDNA se amplific6 mediante 40 ciclos de PCR de 15 sa 95°C,30sa60°Cy40sa
72°C, tras los cuales se afadié una curva de fusion para comprobar la especificidad
del amplificado, esta consisti6 en: 1 min a 65°C, 1 min a 35°C, 1 s a 65°C y una
medicion continua de la fluorescencia hasta llegar a 95°C y finalmente enfriamiento, 1
ciclo durante 30 s a 40°C. Todas las reacciones de amplificacion se realizaron por

triplicado.

Para la obtencion de la recta estandar se incluyeron muestras con concentraciones
conocidas del plasmido correspondiente (entre 10% y 10™ copias/pl). Para cada
sobrenadante a titular se obtuvo el numero de copias por interpolacién con la recta
estandar. Este valor nos indica las particulas virales eficientes presentes en el volumen

utilizado inicialmente (5 pl).
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2.8.3. Transduccion con Lentivirus

El dia antes de la transduccion, se sembraron las células U20S en placas de 24
pocillos a una densidad de 1*10° células/pocillo. Para la transduccion, retiramos el
medio y afadimos 1 ml de medio completo con 5 pg/ml de polibreno que es un
polimero catiénico que incrementa la eficiencia de la transduccion y sobre esto se
afadié el lentivirus pSin-Sox2-FASTKD3 wt, pSin-Sox2-FASTKD3-A53-57, y pSin-
Sox2-FASTKD3-ARAP respectivamente a una MOI de 10° Las células infectadas se
incubaron durante 12 h a 37°C y 7% de CO,, y transcurrido este tiempo,
reemplazamos el medio por medio completo fresco y lo incubamos durante 12 h
adicionales a 37°C, 7% de CO,. A las 24 h de la transduccién, suplementamos el
medio completo con puromicina (2 pg/ml) que nos sirvi6 como antibiotico de seleccién
y se incubaron las células infectadas a 37°C y 7% de CO, hasta la obtencion de clonas

resistentes a puromicina.
2.9. Microscopia de fluorescencia

Para estudiar si FASTKD3 se localiza en los granulos de RNA mitocondriales, se
usaron células U20S wt transfectadas con FASTKD2-HA y FASTKD3-GFP a una
concentracion de 1 pg y 2ul de Lipofectamina 2000. Previamente las células fueron
plagueadas a una densidad de 35.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos que
poseian cristales de 12 mm (que habian sido previamente incubados con medio
completo). Se dejaron durante 24 horas en el incubador a 37°C a 7% de CO.,.
Transcurridas 48 horas, las células fueron lavadas 2 veces con PBS, tras lo cual se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 min a temperatura ambiente, después
se lavaron 3 veces con PBS. A continuacion se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100
(Sigma-Aldrich) durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBS,
y seguidamente se realiz6 el bloqueo con 1% de BSA (Bovine Serum Albumin) durante
30 min. Posteriormente se retird la solucidon de bloqueo y se procedié a la incubacion
con el anticuerpo primario anti-HA (Sigma-Aldrich) diluido 50 veces en solucion de
blogueo. Después se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno de ellos con PBS, y se
incubé con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 594
(Invitrogen), durante 30 min. Finalmente, se realizd el montaje de los cristales en el
portaobjetos utilizando medio de montaje, para realizar su visualizacion utilizando un

microscopio confocal utilizando los filtros apropiados.

Para estudiar el impacto de la delecién del dominio RAP y de sus aminoacidos 53-

57 en la localizacion mitocondrial de FASTKD3, se transfectaron células U20S (35.000
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células por pocillo en placas de 24 pocillos) con los pladsmidos pEGFP-N1-FASTKD3
WT, pEGFP-N1-FASTKD3 A53-57 y pEGFP-N1-FASTKD3-ARAP usando
lipofectamina 2000. Después de 48 h de haber realizado la transfeccion, las células
fueron tripsinizadas y sembradas sobre cristales de 12 mm. Tras 24 horas de
incubacion las células fueron marcadas con Mito Tracker Rojo (CMX-ROS, fluoréforo
gue tifie las mitocondrias de las células vivas de color rojo, su acumulacion es
dependiente del potencial de membrana) y con Hoechst 33258 (fluoréforo que tifie los
nucleos de color azul). Para realizar este marcaje, las células fueron previamente
lavadas 2 veces con PBS, posteriormente afiadimos Mito Tracker a una concentracion
de 125 nM y dejamos incubar 15 min a 37°C. Pasado este tiempo, lavamos 3 veces
con PBS, y fijamos con metanol frio 10 min a temperatura ambiente. Lavamos 2 veces
con PBS e incubamos con Hoechst 33258 a una concentracion final de 50 ng/ml en
PBS, durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente lavamos 2 veces con PBS y
montamos los cristales en el portaobjetos para poder ser observados con un

microscopio confocal.

64



65









RESULTADOS

1. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE LOS mtRNAs EN LA LINEA
CELULAR U20S FASTKD3 KNOCKOUT.

Todos los miembros de la familia FAST se encuentran en la mitocondria, gracias a
una sefial de localizacién mitocondrial en su extremo amino terminal (Simarro et al.,
2010).

Diferentes autores han descrito la localizacion concreta de algunos de los miembros
de la familia FAST dentro de la mitocondria. EI miembro fundador FAST en los
granulos mitocondriales de RNA (Jourdain et al., 2015). Al igual que FAST; FASTKD2
y FASTKD5 se localizan en dichos granulos, que representan los centros de
procesamiento post-transcripcional del RNA y biogénesis de los ribosomas
mitocondriales (Antonicka et al., 2015). A diferencia de FAST, FASTKD2 y FASTKDS5,

FASTKD4 se localiza de forma difusa en la matriz mitocondrial (Wolf et al., 2014).

Sabiendo que tres de los miembros de la familia FAST se encuentran en los
granulos mitocondriales de RNA, quisimos comprobar si FASTKD3 también poseia
esta misma localizacién. Para ello, estudiamos mediante microscopia de fluorescencia
la localizacion de FASTKD3 en células U20S transfectadas con los plasmidos
FASTKD2-HA y pFASTKD3-GFP wt. Para la deteccion de FASTKD2 utilizamos un
anticuerpo frente al epitopo HA que se encuentra en el extremo carboxilo de
FASTKD2.

Merge FASTKD2-HA FASTKD3

Figura 23. Imagen en la que se muestra FASTKD2 (en color rojo) y FASTKD3 (en verde) y la

imagen superpuesta (merge).

Como observamos en la figura 23, FASTKD3 no colocaliza con FASTKD2, por lo
gue podemos concluir que FASTKD3 no se encuentra en los granulos mitocondriales
de RNA.

Aun asi, dado que teniamos evidencias previas de que FASTKDS3 interacciona con

proteinas involucradas en el procesamiento y traduccién del RNA mitocondrial no
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descartamos su posible funcidn en estos procesos (Simarro et al., en 2010). Ademas,
es importante recordar que todos los miembros de la familia FAST poseen un posible
dominio de unién al RNA denominado dominio RAP (dominio de unibn a RNA

abundante en Apicomplexas) de aproximadamente 60 aa.

Todo lo expuesto nos llevo a generar una linea celular deficiente en FASTKD3 que
nos permitiese estudiar el impacto de su delecion en el procesamiento, maduracion y

traduccion de los RNAs mitocondriales.

La linea celular escogida fue U20S. Se trata de una linea celular de osteosarcoma
de una nifia caucéasica de xx afios, ampliamente caracterizada por otros investigadores
y en la que se habian realizado los estudios previos para FASTKD3 (Simarro et al.,
2010).

1.1. Disefio y construccion del plasmido pAAV-MCS-FA  SKD3 y TALENs

especificas.

Para la generacion de nuestra linea celular deficiente para FASTKD3 (FASTKD3
knockout, KO), examinamos en primer lugar la estructura del gen. El gen FASTKD3
posee 7 exones y 8 intrones, encontrdndose el ATG al inicio del exén 2. Por ello se
decidi6 realizar un vector que constaba de dos brazos de homologia que flanqueaban
el exdn 2 de FASTKD3 para conseguir su delecion tras el proceso de RH. El vector
poseia ademas un casete de resistencia a blasticidina que permitia la seleccion de las

células que integraban el mismo.

1. Dos brazos de homologia (ARM 1y 2), con un tamafio de 982 pb y 1.387 pb
respectivamente. Fueron obtenidos mediante amplificacion por PCR de DNA

genodmico de células U20S.

2. Un casete de resistencia a blasticidina flanqueado por dos LoxP, se obtuvo
mediante digestion con enzimas de restriccion Sall/EcoRI del plasmido pBS-

blasticidina, el producto obtenido fue de un tamafio de 1.582 pb.

3. Finalmente la regiébn de clonacion mdultiple (MCS), se obtuvo del plasmido
comercial pAAV-MCS mediante digestién con la enzima Notl, el fragmento

obtenido fue de un tamafio de 2.887 pb.

Todos los fragmentos se purificaron a partir de una electroforesis en gel de
agarosa, ademas los brazos de homologia fueron posteriormente digeridos con
Notl/Sall, EcoRI/Notl, sitios que fueron introducidos en los primers utilizados para las

diferentes PCRs. Finalmente, estos fragmentos fueron nuevamente purificados a partir
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de un gel de agarosa, y con ellos se realizd la ligacion de los cuatro fragmentos

descritos previamente.
Pl P2
= < >
Gen
Vector BLASTICIDINA EX3
s —JEl arma ) Al - B
| 4

Figura 24. Disefio de los brazos de homologia.

P1 5-ATTGCGGCCGCCTGGAAAGCGCCTAGAAC-3’

P2 5'-TAAGTCGACGCTCTATGCATCTGAAAATCAGCGAGGTTAGAGCAAGGCAAG-3

P3 5'-ATAGAATTCTAGAAAGCTGGAAAACGTGCCCTGAAGTTAACAGATGCTGG -37

P4 5-TATGCGGCCGCATTTGGGCGTAGAAACTGA-3’

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados para la amplificacion del cada brazo de

homologia.

Brazo 1

LoxP
PAAV-MCS-FASTKD3 Casete de
68400p Blasticidina
LoxP

Brazo 2 TALENS

Figura 25. Estructura final del plasmido pAAV-MCS-FASTKD3.

Las colonias obtenidas del producto de la ligacién fueron analizadas mediante
digestion con los diferentes enzimas de restriccion para verificar la correcta ligacion de
los diferentes fragmentos. Segun las enzimas utilizadas, los pesos esperados fueron

los siguientes:

Notl/Notl: 3.953 pb y 2.887 pb.

Notl/Sall: 2.969 pb, 2.887 pb y 984 pb.
Notl/EcoRlI: 2.887 pb, 2.566 pb y 1.387 pb.
EcoRI/Sall: 5.258 pb y 1.582 pb.
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Figura 26. Imagen que muestra los resultados obtenidos de la comprobacién de la correcta
ligacion del plasmido pAAV-MCS-FASTKD3, realizadas con Notl/Notl, Notl/Sall, Notl/EcoRI y
EcoRl/Sall.

Una de las colonias positivas obtenidas en este punto, se utiliz para la extraccion
del DNA plasmidico mediante midiprep. Se comprobd su pureza y se confirmoé
nuevamente con las enzimas utilizadas previamente que el patron obtenido era el

correcto.

Con el objetivo de generar una DSB en el DNA, y aumentar la frecuencia de
recombinacion homoéloga, nos planteamos el disefio y la construccién de TALENS. Las
TALENs son unas proteinas de fusion que producen un corte en la doble hebra de
DNA debido a que poseen la nucleasa Fokl. La especificidad por una secuencia de
DNA determinada viene dada por 2 aminoacidos que se encuentran en la posicion 12
y 13 y que son conocidos como unidades de repeticion variables. En nuestro caso, las
TALENS reconocen una region especifica del gen FASTKDS, localizada al inicio del
brazo 2 de homologia (ARM 2) de nuestro plasmido pAAV-MCS-FASTKD3.

Sitio de corte de
las TALENs

5 3’

o0s l Ex6n 2 ARM 2

Figura 27. Esquema del DNA de la célula U20S, indicando la posicién de nuestros brazos de

homologia y el sitio de corte para las TALENS.

Para su disefio, utilizamos algoritmos *“online” descritos anteriormente en el
apartado 4.1 de materiales y métodos, que nos permitieron elegir las secuencias
optimas para la construccion de las TALENs adecuadas, (se indican encuadradas en
rojo en la figura 28), ademas los algoritmos nos indicaron los plasmidos 2-mer

necesarios para construir la pareja de TALENs como se muestra en la figura 28 .
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(1)} TGTCTCAGATAAACTGACTT in BB-L2-T

4GAl Fl 4GATAAA3 A2 2.5pl
1TA2 B1 4GATARA3 A2 2.5pl
2AA3 D1 4GATAAA3 A2 2.5pl
BB-L1-ID34 G2 4GATAAA3 A2 2.5pl
3cT4 B12 3CTGACT2 A3 2.5ul
4GAl Fl CTGACT2 A3 2.5pl
1CcT2 A8 3CTGACT2 A3 2.5pl
BB-L1-ID23 G3 3CTGACT2 A3 2.5pl1
(2* TCCTAAGAATGCTGCAATTT in BB-L2-T

4An1 ES AS 2.5ul
1TG2 B3 AS 2.5pl
2cT3 D8 AS 2.5ul
BB-L1-ID34 G2 AS 2.5ul
3Gc4 c2 A6 2.5pl
4AR1 ES A6 2.5pl
1TT2 B4 A6 2.5ul
BB-L1-ID23 G3 A6 2.5pl

Figura 28. Imagen obtenida a partir de la pagina de internet http://www.homunglab.
de/Tassembly.html, mediante la cual obtuvimos la secuencia de las TALENs a construir,

ademas de los 2-mer y de los plasmidos que se han utilizado para cada ligacion.

Después de obtener los plasmidos comerciales y mediante un proceso de auto-
ligaciébn entre 3 fragmentos 2-mer obtenidos mediante digestion con la enzima
Mval269l, y el plasmido de nivel 1 (BBL1) linearizado mediante digestién con Kpnl y

Pstl, se obtuvieron los plasmidos 6-mer.

Las ligaciones de los 2-mer con los BBL1, se realizaron segun se describe en el

apartado de materiales y métodos 4.1.

Posteriormente las colonias obtenidas se comprobaron mediante digestion con
Mval269l. Las bacterias que incorporaron el inserto ligado de forma correcta
presentaron un patron de bandas de 2.700 pb y 700 pb (figura 29 ).
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Figura 29. Imagen de las digestiones realizadas para comprobar la correcta ligaciéon de los 6-
mer mediante digestion con la enzima Mval269l. Para las colonias positivas (+), obtuvimos dos
bandas, una de alrededor de 2.700 pb y otra de alrededor de 700 pb. Cualquier otro patron

significa que la colonia es negativa (-).

A continuacion, los fragmentos 6-mer fueron liberados mediante digestion con la
enzima Mval269l, tras lo cual y nuevamente por el proceso de auto-ligacion, 3 de
estos 6-mer fueron ligados al pladsmido de nivel 2 (BBL2) previamente digerido con
Kpnl; de este modo se obtuvieron los dos plasmidos 18-mer finales. Finalmente, se
realizo digestion de comprobacion del correcto ensamblaje mediante digestion doble
con las enzimas de restriccién Xbal/Xhol, obteniendo fragmentos de aproximadamente
5.300 pb y 3.300 pb en las colonias positivas.

5Kb —j

3Kb —

Figura 30. Imagen de las digestiones de comprobacién de la ligacion correcta de los 18-mer
con las enzimas Xhol/Xbal, obteniendo en las colonias positivas (+) un patron de bandas de

5.300 pb y 3.300 pb. Cualquier otro patron de bandas significa que la colonia es negativa (-).

A partir de estas colonias bacterianas se obtuvieron los plasmidos finales de ambas
TALENSs que han sido utilizadas para generar una linea celular U20S FASTKD3 KO.

1.2. Transfeccion vy screening celular.

Una vez creadas nuestras herramientas de trabajo (TALENs y pAAV-MCS-
FASTKD3), realizamos la transfeccion en células U20S. Para ello, se usaron 200 ng
de cada TALEN junto con 200 ng de nuestro plasmido pAAV-MCS-FASTKD3 usando
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Lipofectamina 2000. Esta mezcla se realizé6 en OPTI-MEM, se dej6 incubar durante 12
horas, tras las cuales se retiré el medio y se sustituyd por medio completo, se dejo
incubar durante 48 horas, transcurrido este tiempo, se afiadi6 la blasticidina (5 pg/ml)
como antibidtico de seleccion, se dejo 48 horas y posteriormente se plaquearon las
células en una placa de 96 pocillos, al que afiadimos medio completo suplementado
con blasticidina (5 pg/ml). Las células se mantuvieron en placas de 96 pocillos hasta
gue los clones ocupaban el 85-90% de la superficie del pocillo para ser analizados. Se
extrajo el DNA de los pocillos policlonales obtenidos y se analizé6 mediante PCR,
utilizando primers internos (P6 y P7) y externos a la secuencia insertada (P5 y P8), al
igual que se utilizaron primers de blasticidina y externos a la secuencia insertada, para

verificar su correcta insercion. La secuencia de los primers se indica en el anexo 1.

P5 P6 P7 P8

— <« —> <—
L4

PS5 P6 7

— «— —

P8

Figura 31. Esquema en el que se muestra la localizacion de los primers utilizados para el

analisis mediante PCR.

1 2 3 4 5 6 C

— S — — — —

1,5Kb —

Figura 32. Imagen en la que se muestra los resultados obtenidos mediante PCR del brazo 2
(ARM 2) con los primers P7 y P8. El patron de bandas esperado es de 1.750 pb para el alelo wt
y 1.450 pb para el alelo ko. En esta imagen podemos observar poblaciones wt en las muestras

1y 2y poblaciones policlonales en las muestras 3, 4,5y 6.

Tras la obtencion de pocillos en los que obtuvimos una poblaciéon policlonal, se
realizé dilucion limite del pocillo nUmero 3, que como se observa en la figura 32 , habia
mas posibilidad de aislar un clon heterocigoto Unico ya que la banda correspondiente
al alelo mutado era mas intensa que en resto de muestras. Posteriormente se volvio a
realizar el andlisis con los mismos primers mencionados anteriormente ademas de
utilizar los primers localizados en la blasticidina (P9 y P10) y externos a nuestro
plasmido (P5 y P11). Tras este analisis obtuvimos clones heterocigotos Unicos. La

secuencia de los primers se indica en el anexo 1.
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A
L4

P5 P9 P10 P11
— <«

Figura 33. Esquema del alelo mutado en el que se indica la posicion de los primers con los que

hemos realizado los analisis para comprobar la presencia o ausencia de blasticidina.

uU20s
wt

1,5Kb —1

Figura 34. Comprobacion de la presencia de blasticidina con los primers P5 y P9, obteniendo
un amplificado de 1.451 pb para los clones que poseen la blasticidina (+). En las células U20S

wt no observamos ningun amplificado ya que no poseen el casete de resistencia a blasticidina.

El siguiente paso para conseguir nuestro propdsito, fue tratar el clon seleccionado
con Cre recombinasa, que es una proteina de fusion (His-TAT-NLS-Cre) producida en
el laboratorio. Mediante el uso de la Cre recombinasa eliminamos el casete de
blasticidina que se encuentra flanqueado por 2 sitios LoxP. Fue utilizada a una
concentracion final de 50 pg/ml en Opti-MEM, y se dej6 actuar a 37°C y 7% de CO,
durante una hora. Transcurrido este tiempo se elimind la mezcla y se sustituyé por

medio completo.

‘ — 15kb

Figura 35. En ambas imégenes se muestran los resultados de la comprobacién de la ausencia
del casete de blasticidina mediante PCR. A. PCR con los primers P10 y P11. Observamos que
las muestras con blasticidina, presentan un amplificado de 1.778 pb, mientras que la muestra
wt y dos muestras mas no presentan esa banda (1 y 3). B. PCR con los primers P5 y P9,
esperando obtener un amplificado de 1.451 pb en las que poseen el casete de resistencia a
blasticidina (muestras 2 y 4), mientras que en las otras dos muestras no observamos ese

amplificado (muestras 1y 3).

Cuando se obtuvieron clones en los que se habia eliminado el casete de resistencia

a blasticidina, se realiz6 la segunda transfeccion de la misma manera que se ha
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descrito anteriormente, con el objetivo de mutar el otro alelo, y obtener células

homocigotas para el gen delecionado.

Una vez realizada la segunda transfeccion, se realizé6 nuevamente dilucion limite y
analisis mediante PCR con primers externos (P5 y P8) e internos (P6 y P7) a la
secuencia insertada, hasta encontrar algun clon que poseyese los dos alelos mutados,

lo que significa que nuestro clon es KO para FASTKD3.

+/+ +/- -/-

70— et S
o —
1,4 Kb

Figura 36. Imagen en la que se muestra el resultado de la PCR utilizando los primers P7 y P8.
El patrén de bandas observado es el esperado, ya que obtuvimos un amplificado de 1.701 pb
para el alelo wt (+/+) y otro de 1.449 pb para el alelo KO (-/-).

Finalmente obtuvimos un clon U20S FASTKD3 KO (-/-), ya que observamos un
Unico amplificado de 1.449 pb como resultado de la PCR con los primers P7 y P8

como observamos en la figura 36 .

Una vez comprobado que nuestro clon era KO, ampliamos el screening, mediante
el disefio una pareja de primers que nos permitieron determinar si los dos alelos
presentaban o no el casete de blasticidina. Ambos primers se localizaron en las
regiones de homologia, el primer P14, se encuentra al final del brazo 1 (ARM 1),
mientras que el P15 se situ6 al inicio del brazo 2 (ARM 2) como podemos observar en

la figura 37 .

P14

P15
—_ «—
Alelo mutado con BLASTICIDINA EX 3
g — (Gl arma ARM 2| —
v
P15
@

P14
—

Alelo mutado EX 3
e — | ARM 2 |——

Figura 37. Imagen en la que se muestra la localizacion de los primers P14 y P15 en las tres

posibles alternativas.
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Una vez realizada la PCR con los primers P14/P15, observamos tres patrones de
bandas diferentes en funcién de las caracteristicas de cada alelo como podemos

observar en la figura 37 .

» Alelowt: 2.700 pb.
» Alelo con blasticidina: 2.200 pb
» Alelo sin blasticidina: 700 pb.

3kb — ¥ s e A )
= e
-] -

06Kb — _—-— -—

Figura 38. Imagen en la que se aprecia como las muestras 1, 2, 3 y 4 son una mezcla de
células, mientras que los carriles KO, +/- con Bsd y wt presentan los patrones de bandas

esperados.

Como resultado de la PCR que se muestra en la figura 38, observamos que
nuestro clon KO poseia el casete de blasticidina en ambos alelos, lo cual fue un
hallazgo inesperado, ya que este clon procedia de otro al cual habiamos eliminado
previamente dicho casete. Por otro lado, la muestra heterocigota (+/-) con blasticidina
presentaba el patron de bandas esperado, ya que observamos la banda de 2.700 pb
correspondiente al alelo wt y la banda de 2.200 pb correspondiente al alelo con

blasticidina.

Para volver a corroborar mediante PCR que habiamos obtenido un clon U20S
FASTKD3 KO, se realiz6 otra PCR con primers situados en el exon 2 (P12 y P13), de
esta manera, la ausencia de amplificado nos verifico la ausencia de nuestro gen de

interés en el clon KO.

P12 P13
—> <—

Figura 39. Esquema de la localizacién de los primers P12 y P13 en el gen FASTKD3 del alelo
wt.
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02Kb —

Figura 40. Imagen en la que se muestra el resultado de la PCR utilizando los primers P12 y
P13. El amplificado obtenido en las células que presentan dicho exén es de 236 pb (+),
mientras que hay ausencia de amplificado para las muestras que no poseen el exén 2 (-), que
corresponde a nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO.

Mediante todas estas PCRs confirmamos que habiamos generado una linea celular
U20S FASTKD3 KO.

1.3. Comprobacién de la ausencia de FASTKD3 mediant e qRT-PCR y
Western-blot .

Para demostrar la ausencia de mRNA de FASTKD3 en la linea celular U20S
FASTKD3 KO, realizamos una gRT-PCR con primers situados en el interior del exén 2
(P12 y P13), de este modo pudimos verificar la ausencia de mRNA de FASTKD3 en
nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO. Para ello, utilizamos los genes 18S y B-
actina como normalizadores. El método de cuantificacion utilizado fue 2" **“!, en el que
se compararon directamente los Cts del gen testado (FASTKD3) y los genes de

referencia (18S y B-actina) (ACt) para cada muestra.

1,2 - P<0,05 *
p<0,01 **
P <0,001 ***

0,8 -

Expresion relativa de FASTKD3
o
o
1

0,2 -

L2

WT HET KO

Figura 41. Representacion gréfica de la expresion relativa de FASTKD3 obtenida mediante
gRT-PCR.
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Mediante este experimento se comprobé la ausencia total de mMRNA FASTKD3 en
la linea celular U20S FASTKD3 KO, y una disminucién de la expresion de FASTKD3

de aproximadamente el 60% en nuestra linea celular U20S FASKTD3 heterocigota.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en los estudios realizados de la
expresion de FASTKD3 en las diferentes lineas celulares se realizd en el programa
informatico Excel mediante el cual se calculdé la desviacion estandar y el test de
Student.

Para comprobar la ausencia de la proteina FASTKD3 en la linea celular U20S
FASTKD3 KO, se realizé un Western-blot usamos anticuerpo policlonal de conejo a-

FASTKD3, que reconoce los ultimos 350 aa del extremo carboxilo terminal de la

proteina.
o
Q
2]
gy §°
2 ™
»
70kDa  —| A FASTKD3
41,6 kDA | i actina

Figura 42. Imagen obtenida del andlisis por Western-blot de FASTKD3 en células U20S. En el
primer carril se observa la presencia de la proteina FASTKD3 de 70 kDa en las células U20S
wt. En el segundo carril observamos la ausencia de la proteina FASTKDS3 en la linea celular
U20S FASTKD3 KO.

El resultado del Western-blot demostré ausencia de la proteina FASTKD3 en la
linea celular U20S FASTKD3 KO y la presencia en la linea celular U20S wt, lo cual
corrobora los resultados obtenidos previamente mediante las diferentes PCRs y gRT-
PCR.

1.4. Efectos de la ausencia de FASTKD3 sobre los mR NAs

mitocondriales.

Estudios sobre alguno de los miembros de la familia FAST, han observado
interacciones entre dichos miembros con mMRNAs mitocondriales. Jourdain et al., en
2015 han observado que FAST regula la expresion del mRNA de NDG6, la Unica
secuencia codificante localizada en la hebra ligera del mtDNA. Antonicka et al., 2015,
han descrito que FASTKD5 es necesario para la maduracion de precursores de

MRNAs que no se encuentran flanqueados por tRNAs y por lo tanto no pueden ser
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procesados por la via normal de maduracibn de mRNA. Mientras que FASTKD2
parece estar asociado con el rRNA mitocondrial 16S y ser imprescindible para su

sintesis.

Por todos estos antecedentes, una vez generada nuestra linea celular U20S
FASTKD3 KO realizamos en primer lugar el andlisis de los transcritos mitocondriales

mediante Northern-blot.
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Complejo Il =— CytB

Figura 43. Analisis por Northern-blot realizado por triplicado.

Los resultados observados en la figura 43 muestran mayor cantidad de mRNA
maduro en la linea celular U20S FASTKD3 KO (-/-) para COX2, COX3, ND2, ND3,
ND4/4L, CytB y ATP6/8 que en la linea celular U20S wt (+/+), mientras que en la linea
celular U20S heterocigota para FASTKD3 (+/-) observamos un aumento intermedio
entre las lineas celulares wt y KO. Adem4s, mediante esta técnica observamos que
tanto la linea celular KO como la heterocigota no presentaban alteraciones en el
MRNA maduro en ninguna de las subunidades ribosomicas 16S y 12S, lo que nos
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sugiri6 que la biogénesis del ribosoma mitocondrial no se encontraba afectada.
Tampoco se observd una alteracion en el procesamiento de los mMRNAs que no se

encuentran flanqueados por tRNAs.

En paralelo, cuantificamos la expresion relativa de los transcritos mitocondriales
mediante gRT-PCR utilizando el método de 2%, utilizando los primers indicados en
Nagao et al., 2008, (sus secuencias se indican en el anexo 1). Todos los experimentos

fueron realizados por triplicado.

Kk m U20S wt
35 B FASTKD3 Heterocigoto
FASTKD3 KO
3
*kk
2,5
-|— Ak Kk

-

Expresion relativa mRNA
N

, |
|‘|T T |‘iW |‘| |‘iT
ND4/4L  ND5 ND6 COX1 COX2 COX3 ATP6/8 CytB

1,5
1 [
0,5
0 - T
ND1 ND2 ND3

Figura 44. Gréfico en el que se muestra la expresion relativa de los diferentes transcritos
mitocondriales mediante el método 2", (p<0,05 *, p<0.01 ** y p<0,001 ***).

Los resultados obtenidos que se muestran en la figura 44 , demuestran aumentos
significativos en la expresion relativa de ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB en
la linea celular U20S FASTKD3 KO, mientras que en la linea celular U20S FASTKD3
heterocigota observamos aumento en los mismo transcritos, pero dicho aumento no es
significativo.

Los resultados obtenidos mediante gRT-PCR confirman los obtenidos mediante
Northern-blot, ya que también observamos aumentos significativos para ND2, ND3,
ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB en nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO (-/-), al
igual que un aumento intermedio para nuestras células heterocigota U20S FASTKD3

(+/-).

Para obtener valores numéricos a partir de los resultados obtenidos mediante

Northern-blot de forma que pudieran ser comparados con los obtenidos mediante qRT-
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PCR, realizados el estudio de densidades de las bandas obtenidas mediante el
programa informético ImageJ, obteniéndose los resultados que se muestran en la
tabla 5.

gRT-PCR Northern-blot
Aumento SD#+ Aumento SD#*

ND1 Hetero. 1,2402 0,3919 1,0163 0,1958
KO 1,1162 0,2029 0,9566 0,0712

ND2 Hetero. 1,5402 0,5307 1,3891 0,2078
KO 3,1271 0,5291 1,9652 0,1413

ND3 Hetero. 1,4229 0,4046 1,5577 0,1749
KO 2,1855 0,1745 1,29 0,0289

ND4/4L Hetero. 1,4193 0,333 1,2067 0,2942
KO 1,5197 0,1378 1,2198 0,1733

ND5 Hetero. 1,1743 0,2987 0,9139 0,0293
KO 1,1307 0,1754 0,779 0,0361

ND6 Hetero. 0,9306 0,3272 0,8778 0,0817
KO 0,8292 0,3145 0,8445 0,1196

cox1 Hetero. 1,2496 0,4203 1,1735 0,1111
KO 1,0141 0,3427 1,1564 0,1145

COX2 Hetero. 1,204 0,3125 1,4276 0,0922
KO 1,3591 0,1491 1,8453 0,1867

COX3 Hetero. 1,0447 0,2979 1,2678 0,0828
KO 0,8444 0,2572 1,0685 0,0285

ATPG/8 Hetero. 1,3622 0,4715 1,4091 0,0251
KO 1,5892 0,32568 1,6365 0,1065

CytB Hetero. 1,5148 0,3485 1,3167 0,0981
KO 1,7131 0,2678 1,5811 0,1633

Tabla 5. Tabla en la que se muestran los valores obtenidos mediante gRT-PCR y mediante el
estudio de densidad de las bandas obtenidas mediante Northern-blot. El estudio de densidad

de las bandas se realiz6 mediante el programa informatico ImageJ.

Como se observa en la tabla 5, al comparar los resultados de expresion relativa
obtenidos mediante los dos experimentos, los aumento mas importantes fueron
observados en la linea celular U20S FASTKD3 KO; para los transcritos ND2 y ND3,
donde observamos un incremento de 3 veces superior mediante gRT-PCR y 2 veces
superior mediante Northern-blot con respecto a la linea celular U20S wt. Otra de las
diferencias que se observaron entre ambos métodos, fue que mediante qRT-PCR
obtuvimos un aumento significativo en ND4/4L, mientras que mediante Northern-blot
esto no fue asi. El resto de valores obtenidos para el resto de transcritos

mitocondriales mediante ambos métodos fueron muy similares. Por todo ello pudimos
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concluir que los transcritos mitocondriales alterados por la ausencia de FASTKD3 son
ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB.

2. ENSAYOS DE RESCATE Y DETERMINACION DE LA
IMPORTANCIA DEL DOMINIO RAP.

Observadas todas las alteraciones mencionadas anteriormente debidas a la
ausencia del gen FASTKDS3 en las células U20S, nos planteamos recuperar de nuevo
los niveles basales de los mMRNAs alterados en nuestra linea celular U20S FASTKD3
KO.

Ademds, quisimos ver si era posible la recuperacion de dichos niveles con la
presencia de mutaciones en el dominio RAP, ya que se sabe que todos los miembros
de la familia FAST poseen un dominio de unién al RNA denominado dominio RAP

(dominio de unién a RNA abundante en Apicomplexas) de aproximadamente 60 aa.

Para ello, realizamos la transduccion en nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO
con lentivirus, ya que estos poseen ventajas frente a otros métodos: el patrén de
integracidn es menos genotodxico, esqueleto mas variable para modulaciones, y mas
resistentes al silenciamiento, expresion estable, una gran capacidad de transducir todo
tipo de células independientemente de si se encuentran en division o no, larga
expresion, baja inmunogenicidad, pueden introducirse en ellos grandes regiones
codificantes y son altamente eficientes cuando se transducen células como neuronas,

células de la retina y hepatocitos (Wanisch et al., 2009).

Por todos estos motivos mencionados anteriormente, generamos tres lentivirus
diferentes, el primero, contiene el gen FASTKD3 completo, (a este le llamamos wt). El
segundo, sabiendo que el dominio RAP en la proteina FASTKD3 consta de 57 aa,
realizamos una delecién de los 5 Gltimos aa del dominio RAP (A53-57). Esta es una
region muy conservada dentro del dominio RAP entre los miembros de la familia
FAST. Ademés, Wolf et al., 2014 realizaron la sustitucion por alaninas de 4 de estos
ultimos 5 aa, y observaron que dichas mutaciones no producian la recuperacién de los
niveles de mRNA. El ultimo lentivirus poseia una delecion completa del dominio RAP
de la proteina FASTKD3 (ARAP).

El uso de estos tres lentivirus diferentes nos podria dar informacion de cémo es de
importante el dominio RAP en FASTKD3 y a que RNAs esta unido. Ademas, todos los
lentivirus generados, presentan unido al extremo carboxilo terminal del gen FASTKD3
un Tag Flag-HA (FHA).
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Figura 45. Se muestra la secuencia de aa que constituyen el dominio RAP de cada miembro

de la familia FAST, sefialando con gris y negro las regiones de mayor homologia entre dichos
miembros. Encuadrado en rojo se encuentran los 5 aa del dominio RAP que han sido

eliminados.

2.1. Construccion de los plasmidos pFASTKD3-FHA wt, pFASTKDS3-
FHA-A53-57 y pFASTKD3-FHA- ARAP.

Para la construccion de estos plasmidos, el Tag Flag-HA fue obtenido mediante
amplificacion por PCR del plasmido pOZ-FH-C, utilizando los primers P16 y P17
(secuencia indicada en el anexo 1), el tamafio obtenido del amplificado fue de 123 pb.
Al mismo tiempo el plasmido pEYFP-N-FASTKDS3 fue digerido con Sacll/Notl, y se
obtuvieron dos fragmentos, uno de 5.956 pb y otro de 749, este Ultimo correspondié al
gen de YFP que fue eliminado. El fragmento de 5.956 pb se ligd con el Tag-Flag-HA,
generando asi el plasmido que llamamos pFASTKD3-FHA.

FASTKD3-FHA
6062 bp

FASTKD3

Figura 46 . Imagen correspondiente al plasmido pFASTKD3-FHA, en el que se indica el gen

FASTKDS3, el Tag Flag-HA y el lugar donde se han realizado las deleciones (delecion de los
ultimos 5 aa del domino RAP (A53-57) y delecion del dominio RAP (ARAP)).

Para comprobar que la ligacién se produjo correctamente, se realizo corte con las

enzimas de restriccion Notl/Sacll, obteniendo dos fragmentos de DNA, uno de 5.939
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pb y otro de 123 pb, que nos indican que la clonacion ocurrié correctamente. A este
plasmido le llamamos pFASTKD3-FHA wt.

Una vez obtenido este vector, sobre él se realizaron dos reacciones diferentes de
mutagénesis dirigida mediante las cuales obtuvimos los vectores lentivirales con las

mutaciones descritas anteriormente.
Dominio RAP
55 3

FASTKD3 FHA B orap
PFASTKD3-FHA wt — .

Figura 47. Imagen en la que se sefiala el lugar donde se han producido las dos reacciones de

mutagénesis dirigida.

El producto de la reaccion de mutagénesis fue comprobado mediante digestion con
las enzimas de restriccion EcoRI/Agel y mediante reaccién de secuenciacion, para la
que se utilizé el primer llamado SEQ MUTAGENESIS, cuya secuencia aparece en el

anexo 1.

pFASTKD3-FHA

- WT A53-57 ARAP

5Kb —

1,5Kb —

Figura 48. Imagen en la que se muestra el resultado obtenido mediante digestién con las
enzimas de restriccion EcoRI/Agel de los plasmidos pFASTKD3-FHA-wt (4.053 pb y 2.009 pb),
pFASTKD3-FHA-A53-57 (4.053 y 1.994 pb) y pFASTKD3-FHA-ARAP (4.053 y 1.838 pb).

2.2. Construccion de los plasmidos pSin-Sox2-FASTKD  3-FHA.

Con el objetivo de producir lentivirus, mediante los cuales podamos obtener una
linea celular estable que exprese FASTKD3, generamos tres plasmidos: pSin-Sox2-
FASTKD3-FHA (pSin-Sox2-FASTKD3-FHA wt, pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-A53-57 y
pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-ARAP).

Para la produccion de los tres pldsmidos pSin-Sox2-FASTKD3-FHA, utilizamos el
plasmido comercial pSin-EF2-Sox2-pur que fue digerido con EcoRI/Spel. Al mismo
tiempo los plasmidos FASTKD3-FHA-wt, FASTKD3-FHA-A53-57 y FASTKD3-FHA-
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ARAP, fueron digeridos con EcoRI/Spel obteniendo para cada uno de ellos tres
fragmentos de DNA, siendo los 2 fragmentos de menor tamafio los de nuestro interés

(marcados en azul).

FASTKD3-FHA-wt, EcoRI/Spel: 7.523 pb, 1.563 pb y 531 pb.
FASTKD3-FHA-A46-50, EcoRI/Spel: 7.523 pb, 1.548 y 531 pb.
FASTKD3-FHA-ARAP, EcoRI/Spel: 7.523 pb, 1.392 pb y 531 pbh.

Posteriormente, se procedié a la ligacién de los dos fragmentos de menor tamafio
con el fragmento de 7.523 pb obtenido de la digestion del plasmido pSin-EF2-Sox2-pur
con EcoRI/Spel. Las colonias obtenidas como resultado de las diferentes ligaciones,
se comprobaron mediante digestion con la enzima de restriccibn Agel. A estos
plasmidos les llamamos pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-wt, pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-
A53-57 y pSin-Sox2-FASTKD3-ARAP.

wt A53-57

+ - N _ ARAP

5Kb

3Kb
5Kb

1,5Kb

Figura 49. A. Imagen en la que se muestran los resultado de la digestion con la enzima de
restriccion Agel de los plasmidos pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-wt, pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-
A53-57, en la que podemos diferentes tamafios en los productos de dicha digestion. Para pSin-
Sox2-FASTKD3-FHA-wt en las colonias positivas (+) observamos dos bandas de 6.506 pb y
3.111 pb y para pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-A53-57 6.506 pb y 3.096 pb. B. Imagen en la que
se muestra el resultado obtenido por corte con la enzima de restriccion Agel del pSin-Sox2-
FASTKD3-ARAP, en esta imagen observamos que las colonias positivas (+) tienen unos
fragmentos de DNA de 6.506 pb y 2.940 pb.

En ambas imagenes, cualquier otro patrén de bandas se considera una colonia negativa (-).
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p-Sin-Sox2-FASTKD3-FHA WT
9617 bp

Agel

Casete resistencia
puromicina

FASTKD3

Figura 50. Esquema del plasmido final pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-wt. En él se indican los

lugares en los que se realizaron las reacciones de mutagénesis dirigida (A53-57 y ARAP).

Una vez obtenidos estos plasmidos fueron utilizados para la obtencion de lentivirus
que fueron empleados para producir la recuperacion de los niveles de mRNA
mitocondrial en nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO.

2.3. Obtencion de lineas celulares que expresen FAS TKD3 mediante el

uso de lentivirus.

Para la obtencion de los tres lentivirus diferentes, se utilizaron las células
empaguetadoras 293FT, que se co-transfectaron con 3 plasmidos, dos de ellos
comerciales. El plasmido pPAX2 que posee los genes que codifican para las proteinas
Gag, Pol, que forman las proteinas de la envuelta, Tat es una proteina que regula el
aumento de la eficiencia de la transcripcion viral y Rev es una proteina que permite la
exportacion desde el nacleo al citoplasma de fragmentos de mRNA que contienen el
elemento RRE para producir el genoma viral y el plasmido pMD2.G que posee el gen
que codifica para la glicoproteina del virus de estomatitis vesicular, que es una
proteina involucrada en la formacion de la envoltura viral, y el plasmido pSin-Sox2-
FASTKD3-FHA-wt, pSin-Sox2-FASTKD3-FHA-A53-57 y pSin-Sox2-FASTKD3-ARAP
respectivamente para asi obtener nuestros tres vectores lentivirales. Los lentivirus
fueron, finalmente, obtenidos por ultracentrifugacion del sobrenadante del cultivo,

segun se explica en el apartado 8.1 de la seccién de materiales y métodos.

El célculo del titulo viral obtenido se realiz6 mediante qRT-PCR del cDNA obtenido a
partir del vector lentiviral. Se realizdé el analisis por triplicado, utilizando una curva

patrén a partir de cantidades conocidas del plasmido pSin-EF2-Sox2-pur. El resultado
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es de un titulo viral de 10’ copias/ml, el cual se ajusta a los titulos obtenidos por otros

autores (10°-10° particulas virales/ml. Tang et al., 2015).

Con el objetivo de obtener una recuperacion del fenotipo en nuestra linea celular
U20S FASTKD3 KO, se realizaron transducciones con los 3 lentivirus diferentes a una
MOI de 10* en presencia de polibreno. A las 48 h, se afiadid puromicina a una
concentracion final de 2 pg/ml lo que condujo a la obtencion de poblaciones
resistentes a este antibidtico de seleccién. A las lineas celulares obtenidas las
llamamos Rescate FASTKD3 wt, Rescate FASTKD3 A53-57 y Rescate FASTKDS3
ARAP.

Para verificar si la expresion de FASTKD3 fue recuperada, realizamos una gRT-
PCR utilizando los primers P12/P13, mediante la cual observamos alrededor de 100
veces mas expresion de FASTKD3 en nuestras tres lineas celulares rescatadas, que
en las células U20S wt. Esta sobreexpresion pudo deberse a que varias particulas

lentivirales se integraron en el genoma de la célula.

2.4. Expresion génica de los transcritos mitocondri ales en las lineas

celulares estables.

Una vez que obtuvimos dichas lineas celulares, nos propusimos estudiar los niveles
de expresion de los transcritos mitocondriales en los cuales habiamos observado
aumentos significativos en su expresion relativa (ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y
CytB). Para ello, realizamos otra qRT-PCR, utilizando los primers publicados en Nagao

et al., 2008, su secuencia se indica en el anexo 1.
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Figura 51. Gréfico en el que se muestra la expresion relativa de los diferentes transcritos

mitocondriales obtenidas en las diferentes lineas celulares mediante qRT-PCR, aplicando la

-AACt

férmula 277, COX1 ha sido utilizado como transcrito control, ya que previamente no hemos

visto alteraciones en él. (p<0,05 *, p<0.01 ** y p<0,001 ***).

Los resultados que se observan en la figura 51 , muestran como en la linea celular
llamada Rescate FASTKD3 wt se produjo una recuperacion parcial de la expresion de
los transcritos mitocondriales que previamente habiamos visto alterados. Es
destacable que para ATP6/8 se produjo una recuperacion significativa de su
expresion. Por otro lado, observamos que la expresion relativa de las lineas celulares
llamadas Rescate FASTKD3 A53-57 y Rescate FASTKD3 ARAP, mantuvieron la
sobreexpresion o incluso fue superior que en la linea celular U20S FASTKD3 KO.
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EXPRESION SDx
FASTKD3 KO 3,1139 0,0351 Tabla 6. Tabla en
la que se indica el
D2  |Rescate FASTKD3 WT 1,8993 0,4648 incremento de la
Rescate FASTKD3 A53-57 3,4416 0,1495 expresion relativa
Rescate FASTKD3 ARAP 3,2319 0,2166 y la desviacion
FASTKD3 KO 2,7558 0,2859 estandar de los
\ps | Rescate FASTKD3 WT 1,7628 0,087 msé\i'::te Obte”'dj
Rescate FASTKD3 A53-57 | 3,3239 0,2369 andlisis  de  los
Rescate FASTKD3 ARAP 2,5388 0,1909 datos  obtenidos
FASTKD3 KO 1,9428 0,0303 por gRT-PCR en
NDa/aL | Rescate FASTKD3 WT 1,5784 0,1158 :?nseas Ce‘i'l'jfarr‘::'es
Rescate FASTKD3 A53-57 2,4631 0,0324
Rescate FASTKD3 ARAP 2,4717 0,1232
FASTKD3 KO 1,7642 0,1037
coxa | Rescate FASTKD3 WT 1,4124 0,1134
Rescate FASTKD3 A53-57 1,8957 0,0892
Rescate FASTKD3 ARAP 1,8905 0,0959
FASTKD3 KO 1,9558 0,2507
oyt Rescate FASTKD3 WT 1,2003 0,0405
Rescate FASTKD3 A53-57 1,5882 0,0282
Rescate FASTKD3 ARAP 2,3725 0,2234
FASTKD3 KO 2,1038 0,121
ATPG/8 Rescate FASTKD3 WT 1,0996 0,1048
Rescate FASTKD3 A53-57 2,1149 0,0396
Rescate FASTKD3 ARAP 1,3393 0,1717
FASTKD3 KO 1,168 0,3551
coxi |Rescate FASTKD3 WT 1,0911 0,10522
Rescate FASTKD3 A53-57 1,6108 0,0111
Rescate FASTKD3 ARAP 1,2381 0,066

Con todos estos datos, pudimos concluir que una sobreexpresion de FASTKD3 no
nos asegura una recuperacion total de la expresion relativa de los transcritos
mitocondriales, al mismo tiempo que observamos que la ausencia total del dominio
RAP o la eliminacion de los 5 dltimos aa del dominio RAP pueden estar asociadas a

alteraciones en la expresion relativa de los transcritos mitocondriales.

Al igual que Wolf et al., 2014, las mutaciones producidas en el domino RAP no

produjeron una recuperacion de los niveles de los transcritos mitocondriales.
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3. COLOCALIZACION MITOCONDRIAL.

Otro de nuestros objetivos fue comprobar si la delecion de los 5 dltimos aa del
dominio RAP (A53-57), asi como la delecion completa del dominio RAP (ARAP)

alteraban la estabilidad o localizacién de FASTKD3 en la célula.

Para realizar el estudio de colocalizacién mitocondria, construimos tres plasmidos,
los cuales tienen unido el gen GFP (Green Fluorescent Protein) en el extremo
carboxilo terminal de FASTKD3. De este modo y mediante la utilizaciéon de un
microscopio confocal pudimos observar de color verde aquellas células que se

transfectaron con estos plasmidos y que expresaban FASTKDS3.

Dominio
RAP

EGFP-N1- B arar
F‘l)\STKD3 wt FASTKD3 GFP B 25357

Figura 52 . Representacion esquematica de los plasmidos que han sido construidos.

Para construir estos plasmidos, previamente obtuvimos el gen FASTKD3 wt y los
dos mutantes descritos anteriormente mediante digestién doble con las enzimas de
restriccion EcoRI y Agel de los plasmidos llamados pFASTKD3-FHA-wt, pFASTKD3-
FHA-A53-57 y pFASTKD3-FHA-ARAP. Al mismo tiempo digerimos el plasmido
PEGFP-N1 con estas mismas enzimas, obteniendo dos fragmentos de DNA, siendo el
de 4.696 pb el de nuestro interés. Una vez obtenidos todos los fragmentos,
procedimos a la ligacion del gen FASTKD3 wt en el fragmento de 4.696 pb obtenido
del pldsmido pEGFP-N1. Realizamos el mismo procedimiento para construir nuestros
plasmidos con las mutaciones anteriormente descritas. Las colonias obtenidas de
estas ligaciones, fueron comprobadas mediante corte con las enzimas de restriccion
EcoRI/Agel.
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pEGFP-N1-FASTKD3 WT FASTKD3

6705 bp

A53-57

Figura 53. Imagen final del plasmido pEGFP-N1-FASTKD3 WT. Se indica la posicion del gen

GFP y los lugares donde se encuentras las deleciones de los dos plasmidos mutantes.

ARAP wt A53-57

1,5Kb

Figura 54. En ambas imagenes se muestra la comprobacion de la ligacion mediante digestién
con las enzimas de restriccion EcoRI/Agel. A. Observamos como las muestras positivas (+)
presentan el patrén de bandas esperado que es de 1.838 pb y 4.696 pb. Las muestras
positivas representan el plasmido final llamado pEGFP-N1-FASTKD3-ARAP. B. En esta
imagen observamos que todas las muestras son positivas, ya que presentan el patrén
esperado, obteniendo para el plasmido llamado pEGFP-N1-FASTKD3-wt una banda de 2.009
pb y 4.696 pb, mientras que para el plasmido llamado pEGFP-N1-FASTKD3-A53-57 obtuvimos
una banda de 1.994 pb y otra de 4.696 pb.

Células U20S wt fueron transfectadas utilizando los pladsmidos pEGFP-N1-
FASTKD3-wt, pEGFP-N1-FASTKD3-A53-57, y pEGFP-N1-FASTKD3-ARAP vy
Lipofectamina 2000. Transcurridas 48 horas desde la transfeccion, las células fueron
tripsinizadas vy fijadas sobre cristales de 12 mm de diametro, 24 horas después, las
mitocondrias fueron tefiidas de rojo con MitoTracker (CMX-ROS) y los nucleos de azul
con Hoechst 33258. Finalmente los cristales con las células se montaron sobre
portaobjetos para que las células pudiesen ser observadas mediante el microscopio
confocal utilizando los filtros adecuados.
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MERGE HOECHST CMX-ROS

o ....

FASTKD3-A53-57

FASTKD3-ARAP

Figura 55. Imagen en la que observamos la localizacion mitocondrial de la proteina FASTKD3.

Esta imagen se realiz6 a 63X.

Como podemos observar en la figura 55, la proteina FASTKD3 se encontraba
estable dentro de la mitocondria. Ademds, estos resultados nos indican que la
eliminacion de una region muy conservada entre los miembros de la familia FAST del
dominio RAP (5 ultimos aa del dominio RAP (A53-57)) o eliminacion total del dominio

RAP no produce alteraciones en la localizacion intracelular de FASTKD3.

4. ESTUDIO DE LAS POSIBLES CAUSAS DEL AUMENTO EN
LOS NIVELES DE LOS TRANSCRITOS MITOCONDRIALES.

4.1. Estudio de la vida media de los transcritos mi tocondriales.

Algunos autores, como por ejemplo Nagao et al., 2008, sugieren que la medicion de
la vida media de los mRNAs mitocondriales es esencial para investigar los
mecanismos moleculares de regulaciéon de la estabilidad del mMRNA en la mitocondria
humana. Nagao et al., 2008 observaron que alteraciones en la expresion relativa de
los transcritos mitocondriales estaban asociados a alteraciones en la vida media de
dichos transcritos, por ello, nos planteamos realizar este estudio. Es importante
destacar que la vida media de los transcritos mitocondriales es diferente dependiendo

de la linea celular con la que se trabaje, ademas de que cada transcrito posee una
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vida media diferente, lo que sugiere que hay otros factores proteicos involucrados en

la regulacion de la estabilidad post-transcripcional de cada transcrito mitocondrial.

Para el estudio de la vida media de los transcritos mitocondriales, recolectamos las
lineas celulares U20S FASTKD3 KO y wt a diferentes tiempos (0, 30, 60, 90, 120,
150, 180, 240, 300 y 360 min). Ambas lineas fueron tratadas simultdneamente con 0,5
pug/ml de BrEt que inhibe selectivamente la transcripcion de los DNAs circulares, como
por ejemplo DNA mitocondrial produciendo alteraciones en la estructura terciaria de la
molécula. Posteriormente se extrajo el RNA de dichas células y se realiz6 qRT-PCR,
de los transcritos que previamente habiamos observado que se encontraban alterados
y utilizamos como genes normalizadores el 18S y B-actina. La estimacion de la vida
media (ty2) fue obtenida mediante la formula ty, = In2/A, donde A es el valor del
exponente de e en la ecuacion de la recta, obtenida a partir de la linea de tendencia
exponencial. La obtencion de la ecuaciéon de la recta y analisis estadistico se

realizaron con el programa informético Excel. Los resultados obtenidos se encuentran

enlatabla 7.
VIDA MEDIA (min)
mRNA U20S WT SD FASTKD3 KO SD
ND2 94,9 16,41 308,1 166,72
ND3 150,2 117,89 269,5 166,71
ND4 142,47 129,07 211,79 +33,35
CytB 115,5 10,29 250,3 187,91
ATP 123,2 113,34 231,04 10,02
COX2 80,2 120,02 123,1 +33,35
COX1 150,2 +5,56 159,4 +5,33

Tabla 7. Tabla en la que se presentan los resultados obtenidos del analisis de la vida media de
los transcritos mitocondriales que encontraron alterados previamente de la linea celular U20S
FASTKD3 KO. En dicho estudio se utiliza COX1 como control.

El resultado de este andlisis evidencié alteraciones en la vida media de los
transcritos mitocondriales que tenian su expresion relativa aumentada, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos previamente mediante gRT-PCR.

4.2. Cuantificacion del nimero de copias de mtDNA.

Después de observar todas las alteraciones en los experimentos descritos
anteriormente, nos planteamos comprobar si el nUmero de copias del mtDNA también
estaba alterado en nuestras células U20S FASTKD3 KO.
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Para ello, realizamos la cuantificacion relativa del nimero de copias de mtDNA
frente al nDNA mediante qRT-PCR en las lineas celulares U20S wt, U20S FASTKD3
HT (heterocigota) y U20S FASTKD3 KO.

350

300
250
200
150 -
100 -

Copias mtDNA/nDNA

50 -

U20S WT FASTKD3 HT FASTKD3 KO

Figura 56. Grafico en el que se muestran la cuantificacion relativa de mtDNA frente a nDNA

mediante qRT-PCR en nuestras tres lineas celulares.

Los resultados obtenidos en este experimento nos mostraron una deplecién en el
contenido relativo en el mtDNA de las células U20S FASTKD3 HT y U20S FASTKD3
KO, 146 y 126 copias respectivamente frente a 241 copias en las células U20S wt.

Aunque dicha deplecidon no es significativa, es una disminucién importante.

4.3. Estudio mediante marcaje metabolico de protein  as de traduccion

mitocondrial.

Tras observar todas estas alteraciones en los transcritos mitocondriales en la linea
celular U20S FASTKD3 KO, nos planteamos realizar el estudio en la traduccion
mitocondrial para comprobar si podiamos encontrar alguna relacion entre: los
aumentos observados en la expresion relativa, la vida media de dichos transcritos
mitocondriales y la traducciébn mitocondrial. Ademas este experimento nos podia
aportar informacién sobre posibles defectos en el ensamblaje de los complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial debidos a alteraciones en la sintesis de proteinas
mitocondriales.

Para ello, utiizamos DMEM sin metionina ni cisteina, con suero bovino fetal
dializado. La traduccién citoplasmética fue bloqueada con emetina a una
concentracion final de 100 pg/ml, dejando activa Gnicamente la traduccion
mitocondrial, la cual produjo las proteinas mitocondriales que fueron detectadas
gracias a su marcaje con S®.
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u20s
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Figura 57. A. Imagen obtenida mediante auto radiografia. En el primer carril observamos la
linea celular U20S FASTKD3 KO (KO), mientras que en el segundo carril encontramos la linea
celular U20S wt (WT). B. Gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie.

Los resultados de la figura 57 , nos presentan una disminucién en la traduccién del
transcrito COX1, siendo la mas destacada y reproducible. De forma complementaria
realizamos el estudio de densidad de la banda correspondiente a COX1 mediante el
uso del programa informatico ImageJ. Los datos obtenidos se analizaron mediante el
programa informatico Excel, obteniendo una disminucién en la traduccion del 15% y
una desviacion estandar (SD) de +0,024. Debido al defecto en la traduccion de COX1,
pensamos que nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO podria tener alterada la
actividad del complejo IV mitocondrial. Por el contrario la traduccion en el resto de

transcritos mitocondriales no se ve alterada.

Durante el desarrollo de todos los experimentos nos llamo la atencion la diferencia
morfolégica y el lento crecimiento que observabamos en nuestras linea celular U20S
FASTKD3 KO con respecto a las linea U20S wt. Por ello nos planteamos realizar el
estudio de proliferacion celular. Para ello, las células se dejaron en cultivo y se
contaron a los 3 y 6 dias después de haber sido plaqueadas, de este modo pudimos
observar una diferencia significativa en la proliferacion celular entre las dos lineas

celulares.
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U20S FASTKD3 KO

Figura 58. Ambas imagenes muestran la diferencia en el nimero de células a los tres dias de

estar en cultivo, tras haber sembrado 150.000 células de cada una de ellas al mismo tiempo.
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Figura 59. Grafico en el que se muestran las diferencias en la proliferacion celular, habiéndose

realizo el recuento a los tres y seis dias tras haber sido sembradas.

Estos datos obtenidos nos mostraron que la ausencia de FASTKD3 genera

alteraciones en el crecimiento celular, ya que en la linea celular U20S wt observamos

un crecimiento 4 veces superior que en la linea celular U20S FASTKD3 KO. Ademas

la linea U20S FASTKD3 KO presenta una morfologia diferente, presentando una

morfologia mas espiculada que las células U20S wt.
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1. ESTUDIO DE LOCALIZACION MITOCONDRIAL.

Li et al., 2004, habian descrito que los miembros de la familia FAST poseen un
dominio de localizacién mitocondrial rico en argininas y lisinas. Simarro et al., en 2010
demostraron la localizacion de todos los miembros de FAST en la mitocondria
mediante inmunofluorescencia usando sobreexpresion de las correspondientes
proteinas recombinantes que llevan en su extremo carboxilo terminal un tag
fluorescente (GFP o YFP). Nosotros en este trabajo, con objeto de profundizar en la
localizacién precisa de FASTKDS3 dentro de la mitocondria hicimos experimentos para
comprobar si esta proteina localizaba en los granulos mitocondriales de RNA. Estos
grénulos son lugares de procesamiento postranscripcional del mRNA, donde se inicia
el ensamblado de los ribosomas mitocondriales, proceso regulado en parte por GRSF1
(G-Rich RNA Sequence Binding Factor 1). Antonicka et al., 2015 han demostrado
mediante inmunofluorescencia que FASTKD2 y FASTKDS5 colocalizan con GRSF1.
También se ha descrito que FASTK localiza en dichos granulos (Jourdain et al.,
2015). Dado nuestro interés en el estudio de FASTKD3, nosotros examinamos Si
también esta molécula se encuentra en los granulos, lo que estudiamos de forma
indirecta mediante expresion simultdnea de ambas, FASTKD2-HA y GFP-FASTKD3.
Nuestros resultados demostraron claramente que estas proteinas no colocalizan por lo
que concluimos que FASTKD3 no se encuentra en los granulos mitocondriales de
RNA. Se ha descrito que otro miembro de la familia, FASTKD4, tampoco se asocia a
los granulos y reside en la matriz mitocondrial (Wolf et al., 2014). Se estan realizando
experimentos actualmente para determinar la posible localizacion de FASTKD3,
mediante el analisis de fracciones enriquecidas en mitocondrias mediante solucion
alcalina de carbonato sédico y tratamiento con proteinasa K de mitoplastos; mediante
estos ensayos se podra concluir si FASTKD3 se asocia a membranas o si se
encuentra de forma soluble en el espacio intermembranal o en la matriz (este Gltimo es
el caso de FASTKD4).

Otro aspecto que suscitd nuestro interés, fue estudiar si el domino RAP de
FASTKD3 es importante en la estabilidad y en la localizacion mitocondrial de la
molécula. Para ello construimos 2 moléculas mutantes: en una de ellas se ha
delecionado el dominio RAP completo, mientras que la otra presenta una pequefa
delecion de 15 nucledtidos que da lugar a la ausencia de los cinco ultimos
aminoacidos del dominio RAP (A53-57). Ambos mutantes poseen ademas un tag GFP
en el extremo carboxilo terminal, y se usa como control la molécula completa wt a la

gue también se ha afadido un tag GFP. Mediante microscopia confocal se comprueba
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gque los mutantes no pierden la caracteristica localizacién mitocondrial normal y no se
observan diferencias con la molécula completa control. Ademéds no se observa
variacion significativa en la cantidad de sefial que se acumula en la mitocondria en
células transfectadas con ambos mutantes respecto del control, lo que indica que
ninguna de las mutaciones induce cambios aparentes en la estabilidad de la proteina,
y que no se ve afectada la translocacion a la mitocondria como consecuencia de las

deleciones.
2. LINEA CELULAR U20S FASTKD3 KNOCKOUT.

El interés por la familia de proteinas FAST es relativamente reciente, aunque se
han hecho importantes progresos en el estudio de su funcion desde el 2007. Por
ejemplo, en 2010, Simarro et al., exploraron el papel de FASTKD3 en la funcion
mitocondrial y describieron una disminuciéon muy significativa del consumo de oxigeno
mitocondrial en la linea celular U20S, mediante el uso de varios siRNA especificos
gue disminuyen la expresion de la proteina (knockdown). Una desventaja de este
método es que el silenciamiento es transitorio y generalmente no es del 100%, y
también y mas importante, que siempre existe la posibilidad de inducir silenciamientos
inespecificos, es decir que disminuya la expresion de otros genes no deseados y
desconocidos, lo que podria producir efectos fenotipicos que no fueran debidos solo a
la proteina en estudio. Por ello decidimos emplear un método mas fiable, que consiste
en la edicion génica de FASKD3, o sea, la anulacion de este gen mediante
recombinacion homologa en presencia de un vector donante que incluye la mutacion
deletérea deseada, lo cual se ve enormemente facilitado por el uso simultaneo de una
nucleasa especifica para el gen diana. En nuestro caso elegimos las nucleasas
TALEN, y generamos una linea celular U20S FASTKD3 KO, que carece de la proteina
FASTKD3 como se comprob6é mediante gRT-PCR y Western-blot. Se dispone asi de
un reactivo celular muy valioso donde estudiar distintos aspectos de la funcion

mitocondrial que pudieran estar afectados por la ausencia de la proteina.

Para obtener nuestra linea celular deficiente en FASTKDS3 se indujo gene targeting
mediante el uso de nucleasas TALEN en presencia de un vector donante (pAAV-MCS-
FASTKD3); este vector consta de dos regiones de homologia y un casete de seleccion
positiva que confiere resistencia al antibidtico blasticidina. De modo que, como
resultado de la edicion génica, el exdn 2 del gen (donde se encuentra el inicio de la
traduccién) queda sustituido por el casete de blasticidina lo que resulta en la anulacién
de dicho gen. Es muy destacable la introduccion reciente de diversos métodos que

logran crear roturas de la cadena del DNA, lo cual activa las vias de reparacién génica
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y resulta en la posibilidad de introduccion de la mutacidon deseada dentro de la diana
de DNA seleccionada. Nosotros hemos elegido el sistema TALEN (Humbert et al.,
2012), debido a su versatilidad, y relativa facilidad de construccion, aunque
ciertamente este campo tecnolégico estd evolucionando a gran velocidad y
actualmente un nuevo sistema llamado CRISPR/Cas9 estd demostrando mayor
eficiencia de gene targeting y mas facilidad de construcciéon, en un tiempo mas
reducido. El sistema TALEN ha funcionado de forma Optima en nuestro proyecto a
pesar de que hay varias publicaciones recientes describiendo la relativamente alta
frecuencia de eventos anémalos de correccion génica con este método que consisten
en inserciones del DNA donante, en vez de recombinaciones. Sin embargo, nosotros
hemos disefiado un sistema de screening mediante PCR que permite la seleccién de
los mutantes deseados y diferencia adecuadamente la recombinacion homéloga de la

insercion.

La decision de elegir la linea celular derivada de un osteosarcoma, U20S como
modelo de estudio se debe a la facilidad de su mantenimiento en cultivo ademas de
haber sido ampliamente utilizada en estudios de la funcidbn mitocondrial. Esta linea
celular fue derivada en 1964 de un sarcoma medianamente diferenciado de la tibia de
una nifla de 15 afios de edad. Es una de las primeras lineas celulares generadas y se
usa con frecuencia. Mediante andlisis citogenético se ha observado inestabilidad
cromosOmica y alta incidencia de aneuploidias. Sin embargo se ha demostrado que
ciertos genes supresores de tumores como p53 y pRb son funcionales en estas
células (Niforou et al., 2008), mientras que en otras lineas de osteosarcoma mas
agresivas (como Saos2) estos dos genes estdn mutados. Comparadas con otras
lineas de osteosarcoma, U20S son las que tienen el menor nimero de variaciones
cromosomicas numéricas probablemente debido a la posesién de p53 y pRb

funcionales

Esta misma linea celular fue empleada por Simarro et al., en su trabajo sobre
FASTKD3 y funcién mitocondrial publicado en 2010. Otros muchos laboratorios han
utilizado esta linea celular en estudios mitocondriales (Doege et al., 2005, Ichim et al.,
2015, entre otros). Estudios realizados en miembros de la familia FAST por Jourdain et
al.,, 2013 (estudio de FASTK), y Antonicka et al., 2015, (estudio de FASTKD2 y
FASTKDS5), han utilizado una linea diferente llamada 143B, también derivada de un
osteosarcoma, pero de caracteristicas mas agresivas. También han sido utilizadas
otras lineas celulares para el estudio de miembros de la familia FAST; como por

ejemplo la linea celular HEK293T, que procede de riidn humano, fue utilizada para el
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estudio de FASTKD4 (Wolf et al.,, 2014) y la linea celular HelLa, que es una linea
procedente de un adenocarcinoma, fue utilizada para el estudio de FASTKD2 por
Ghezzi et al., 2008.

3. ESTUDIO DEL METABOLISMO DEL RNA MITOCONDRIAL
EN LA LINEA CELULAR U20S FASTKD3 KO.

En este trabajo demostramos mediante Northern-blot que en la linea celular U20S
FASTKD3 KO se produce un aumento en la expresion relativa del mtRNA de ND2,
ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB; siendo los aumentos mas destacados los de
ND2 y ND3, que presentaban niveles casi 3 veces superiores a los obtenidos en
nuestras células control. Los tamafios de los transcritos observados en el Northern-blot
sugiere que ocurren aumentos en los mMRNA maduros y no se deben al acimulo de
precursores. Estos resultados también fueron corroborados mediante gRT-PCR.
Antonicka et al., en 2015 han publicado un estudio de silenciamiento mediante siRNAs
de varios miembros de la familia FASTK en células 143B. En dicho estudio se mide la
abundancia relativa de los mtRNAs en células tratadas con siRNA especifico de
FASTKD2, y se ha observado una acumulacion de los transcritos ND1, ND2 y ND3,
ademas de una leve disminucién de los correspondientes a la subunidad 16S y COX1,
mientras que para el resto de mMRNAs no hay cambios significativos. También se
estudiaron los niveles de mtRNA en el knockdown de FASTKDD5, y dio como resultado
un aumento de 3 a 7 veces de los niveles normales para ND1, ND2, COX2, ND3,
ND4/4L, ND5, ND6 y CytB. Como podemos observar, hay ciertas similitudes entre sus
datos y los nuestros, ya que tanto el knockdown de FASTKD2 y FASTKD5 como la
ausencia de FASTKD3 (nuestros resultados) dan lugar a un aumento sobre todo de los
niveles de ND2 y ND3.

Los estudios previos describian que FASTKD3 interacciona con moléculas
relacionadas con el procesamiento del mtRNA, como son: LRPPRC, DHX30, PNPasa.
Ademéas también se ha descrito una posible asociacion con varias proteinas
involucradas en el proceso de traduccién mitocondrial: MRPS2, MRPS22, MRPS31,
TUFM, GFM1, PTCD1, TARS2, MTO1l y IARS2. De estas posibles proteinas
asociadas una de las méas estudiadas hasta la fecha ha sido LRPPRC (leucina-rich
PPR cassette); recordemos que esta proteina pertenece a la familia de las PPR
(pentatricopeptide repeat), y que se une a RNA (Xu et al., 2008). Se ha descrito
también que LRPPRC promueve la poliadenilacion de los mRNAs mediada por la

MTPAP in vitro y es necesaria para regular la traduccion mitocondrial en mamiferos.
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Se ha demostrado que LRPPRC forma un complejo con SLIRP (SRA stem-loop
interacting RNA-binding protein), lo cual sirve para estabilizar los mtRNAs de vida
media larga, uniéndose el complejo a la region codificante de dichos mtRNAs; ademas
LRPPRC/SLIRP suprime la degradacion de los extremos 3" de los mtRNA que ocurre
en el degradosoma, mediada por PNPasa y Suv3 (Chujo et al., 2012).

Mutaciones en el gen LRPPRC, son la causa de un subtipo de la enfermedad
neuroldgica llamada sindrome de Leigh (en concreto de la variedad canadiense, méas
prevalente en la region francéfona de Quebec, producida por una transiciéon C>T en la
posicion 1.119 de LRPPRC). El sindrome de Leigh es un desorden neurolégico severo
gue se manifiesta tipicamente en el primer afio de vida. Se caracteriza por una pérdida
progresiva de las capacidades mentales y de movimiento y lleva generalmente a la
muerte en dos afios, usualmente de fallo respiratorio. Un pequefioc nimero de
afectados desarrollan los sintomas en la edad adulta o tienen sintomas que se van
agravando lentamente. El sindrome de Leigh esta causado por mutaciones de mas de
30 genes diferentes, la mayoria son genes nucleares pero alrededor del 20-25% tienen
mutaciones en genes mitocondriales. La mayoria de genes implicados tiene que ver
con el proceso de produccion energética mitocondrial y afectan a proteinas de los
complejos de la cadena respiratoria I, Il IV 0 V; muchas de estas mutaciones reducen
o eliminan la actividad de estos complejos, lo que da lugar a la enfermedad. La
disrupcién del complejo IV también llamado citocromo ¢ oxidasa es la causa mas
comun del sindrome (Chujo et al., 2012), y dentro de este complejo la mas frecuente
es la del gen SURF1, gen nuclear que codifica para una proteina que participa en el
ensamblaje del complejo IV y su alteracion puede causar la disminucion de produccién

de energia en la mitocondria.

Teniendo en cuenta la posible interaccion entre FASTKD3 y LRPPRC sera de
mucho interés por tanto examinar si hay una asociacion directa o indirecta entre las
dos proteinas y analizar en el futuro como pueda afectar esta interaccién a las

funciones descritas para ambas proteinas.

4. RECUPERACION DEL FENOTIPO DE LA LINEA CELULAR U20S
FASTKD3 KNOCKOUT.

Con el objetivo de demostrar la especificidad del fenotipo observado en nuestra
linea celular U20S FASTKD3 KO, nos propusimos re-introducir el DNA de FASTK3 en
dicha linea mutante, para lo cual generamos vectores lentivirales, ya que como se ha
descrito anteriormente, tienen una alta eficiencia de transduccion tanto en células en

divisibn como en células en reposo y ademas se integran en el genoma del huésped
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de forma que se consigue expresion continua y estable del gen de interés con cierta
facilidad. (Blémer et al., 1997; Kafri et al., 1998; Naldini et al., 1996; Sutton et al.,
1998). Ademés pueden introducirse en ellos grandes regiones codificantes y tienen un
amplio tropismo celular, es decir pueden infectar la mayoria de tipos celulares
(incluidas neuronas, células de la retina o hepatocitos), y ademas son poco
inmunogénicos, o sea inducen escasa respuesta inmune en el huésped. (Wanisch et
al., 2009).

Los lentivirus se generaron mediante cotransfeccion con el plasmido empaquetador
y el plasmido de la envuelta junto con nuestro plasmido donante, el cual posee el gen
FASTKD3 modificado que contiene un Tag-Flag-HA unido a su extremo carboxilo
terminal. Hay que sefialar, en relacion a la bioseguridad, que este virus recombinante
se produce a partir del vector pSin-EF2, que tiene ciertas modificaciones en su
secuencia que impiden la replicacién del gen una vez integrado, y reciben el nhombre
de autoinactivables (self-inactivating, SIN), lo cual es deseable cuando se usan

lentivirus.

Una vez obtenido nuestro lentivirus con la proteina FASTKD3 wt, nos planteamos
ademas generar otros lentivirus adicionales que contuvieran mutaciones en el dominio
RAP (acrénimo de RNA-binding domain abundant in Apicomplexans), debido a la

potencial capacidad de unién a RNA de este dominio.

RAP es un dominio muy infrecuente que esté presente solo en un reducido nimero
de proteinas en humanos, concretamente en los miembros de la familia FAST asi
como en una proteina hipotética (MGC5297) de funcién desconocida hasta el
momento (Lee et al., 2004). Se encuentra sobre todo en un tipo de células eucariotas
clasificadas dentro de los protistas, llamadas Apicomplexans, que se caracterizan por
ser endoparasitos obligados y algunos de ellos producen enfermedades humanas
como malaria (Plasmodium), toxoplasmosis (Toxoplasma gondii), criptosporidiosis
(Cryptosporidium parvum), babesiosis (Babesia). Los dominios RAP poseen multiples
bloques de aminoacidos aromaticos cargados y su estructura probablemente consiste
de hélices alfa y laminas beta; tiene dos regiones ricas en glicina y triptéfano que
flanquean una lamina beta central (Lee et al., 2004). Las proteinas con dominios RAP

en estos organismos parece mediar la interaccion parasito-célula hospedadora.

Mediante el estudio comparativo de la secuencia de aminoacidos de los dominios
RAP de todos los miembros de la familia FAST, se observa que existe una gran
homologia entre ellos (figura 59). Esto, junto con los antecedentes de la posible

funcién del dominio RAP llevaron a proponer y ensayar si los miembros de la familia
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de proteinas FAST interaccionan con RNA mitocondrial. Asi por ejemplo, Baltz et al.,
2012, describieron que FASTKD1, FASTKD2 y FASTKDS poseen el dominio RAP para
unirse al RNA. También Ghezzi et al., en 2008 y Castello et al., 2012, observaron que
una mutacion que introducia un stop prematuro en la proteina FAST y como
consecuencia daba lugar a la produccién de una proteina truncada que carece del
dominio RAP, tenia como consecuencia una menor susuceptibilidad a estimunlos pro-
apoptéticos. En concreto se usé staurosporine, un inhibidor potencial de la protein
kinasa c, conocido por inducir apoptosis a través de la activacion de la via de la
caspasa-3 y por causar estrés oxidativo generando especies reactivas de oxigeno
(ROS). Jourdain et al., 2015 comprobaron que el dominio RAP es esencial para la
interaccion entre FASTK y el mtRNA ND6, y la delecién de RAP produce una marcada
disminucion del mtRNA ND6, ademas de pérdida de la asociacién de FASTK con los
granulos de RNA mitocondriales. Por otro lado, recientemente han sido identificadas
en cloroplastos de Arabidopsis thaliana, proteinas que contienen el dominio RAP;
estas proteinas parecen unirse al extremo 5" del rRNA 16S de la planta y regular su
procesamiento, de manera que la pérdida de estas proteinas produce un defecto en el
procesamiento del rRNA 16S y resulta en una disminucion en la traduccién en el
cloroplasto y una disminucién paralela en su capacidad fotosintética (Kleinknecht et al.,
2014).

Wolf et al., 2014 generaron un knockdown para FASTKD4 mediante shRNAs.
Estudios de los niveles de los transcritos mitocondriales en dicho knockdown
mostraron una disminucion en la expresion relativa de COX1, COX2, COX3, ATP6/8,
CytB y ND3, mientras que ND1 se encuentra aumentado, y ND2, ND4/4L y ND5 no
presentan cambios. Para confirmar la especificidad del fenotipo, re-introdujeron en las
células un cDNA de FASTKD4 que poseia mutaciones en 4 de los cinco ultimos aa del
dominio RAP de FASTKD4, sustituyéndoles por alaninas como se muestra en la figura
59 (Y616A, L617A, K618A y K620A). Aunque todavia no se ha demostrado que la
capacidad de unién del dominio a RNA dependa criticamente de la presencia de estos
pocos residuos, estos autores no observaron recuperacion del fenotipo con la
expresion de este mutante, lo que indica el papel clave de esos residuos en la funcién
de FASTKDA.

Nosotros también quisimos comprobar si los aumentos observados en expresion
relativa de ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB en nuestra linea celular U20S
FASTKD3 KO eran debidos al knockout, por ello, en primer lugar, realizamos la

delecién de los ultimos 5 aa del dominio RAP (A3-57). En segundo lugar,
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delecionamos el dominio RAP completo con la intencion de detectar posibles

alteraciones en FASTKD3 o en las uniones con los diferentes mtRNAs mitocondriales.

FAST 1 -RIHF--- -8R SR ALR=ERHLEENVGYOLL ELESQ - FGLPQLKSY M R
FASTKDL 1 %LDSKALER% S NsmALEmDA@ RER
FASTKD2 1 [JLCVSRSAYSL CESEPREFLENVERENATEZENAL UNNEVOKE- - - EVERAY TEILT]
FASTKDS 1 101 DCPKRESSNEMNE e MR R EE A IEIHE! oV - (S REL T ETNOR
FASTKD4 1 -- [JEFPN- ENSREACHNE: FVIATERIVAAS S DTRAEYL I} - [EEW GALE g
FASTKDS 1 [IQHTNRVQUE Y CMEL HNITE AREEY Y SIIVEY . Al Kl R A

Figura 59. Imagen en la que se muestra la secuencia de aa que poseen todos los miembros de
la familia FAST. Se encuentra marcado en rojo la secuencia de 5 aa delecionada en FASTKD3

y en verde se encuentran marcados los 4 aa que han sido mutados en FASTKDA4.

Nosotros analizamos el fenotipo de 3 lineas celulares derivadas de U20S
FASTKD3 KO que expresan de forma estable FASTKDS: a) una expresa la forma
completa wt de FASTKDS3, b) otra la forma con delecion del dominio RAP, y c) la
tercera, una forma con una minidelecién de 15 nucleétidos al final del dominio RAP.
Llamamos a estas formas, Rescate FASTKD3 wt, Rescate FASTKD3 ARAP y Rescate
FASTKD3 A53-57 respectivamente. Estas lineas reconstituidas fueron estudiadas
mediante gRT-PCR para comparar la expresion relativa de los transcritos
mitocondriales en cada una de ellas, incluyendo también como control la linea original
mutada que no expresa FASTKD3. Observamos que en la linea celular Rescate
FASTKD3 wt, se producia una recuperacion parcial del fenotipo observado en la célula
deficiente en FASTKD3 en cuanto que disminuyen los niveles de expresion de los
transcritos mitocondriales alterados, mientras que en las lineas Rescate FASTKD3
ARAP y Rescate FASTKD3 A53-57 no observamos cambios significativos en la
expresion relativa de los transcritos estudiados. Es decir, el efecto de FASTKD3 sobre
los niveles de mtRNA posiblemente depende de la presencia de un dominio RAP

funcional; como también habia observado Wolf et al. (2014) para FASTKDA4.

5. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES DE LA TRADUCCION
MITOCONDRIAL DE NOVO.

Un vez observada la alteracion en los niveles de ciertos mtRNAs, nos preguntamos
si esto daba lugar a un cambio en los niveles de las proteinas correspondientes, para
lo cual se llevaron a cabo experimentos de marcaje metabdlico in vitro mediante
metionina-S* en presencia de emetina que es un conocido inhibidor de la traducciéon
de genes nucleares y permite asi apreciar mejor cambios en la traduccion

mitocondrial.
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Antonicka et al., 2015, realizaron experimentos similares de traduccion en células
con expresion silenciada de FASTKD2 o FASTKD5. En el knockdown de FASTKD2 en
células 134B observaron una disminuciéon en la traduccién mitocondrial de ND5, ND4,
COX2 y ND6, con respecto a las células control. Mientras que en las células 134B con
FASTKDS5 silenciado, se observo una disminucion generalizada de todas las proteinas
mitocondriales de aproximadamente el 50%, aunque COX1, fue la més afectada, pues

su expresion era solo del 7% respecto a la de las células control.

En nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO, a pesar del aumento de los niveles
de los transcritos mitocondriales ND2, ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB, el andlisis
de los niveles de las correspondientes proteinas revela una disminucion solo de
COX1. La disminucion de esta proteina podria implicar alteraciones en el ensamblaje
de los complejos OXPHOS y potencialmente ocasionar alteraciones en la actividad
enzimatica de dichos complejos. Nuestros datos preliminares sobre la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria (figura 60), nos muestran disminuciones
importantes en la actividad enzimética del complejo Il en las células U20S FASTKD3
heterocigotas (-38,72) y en la linea celular U20S FASTKD3 KO (-35,12) y del complejo
IV tanto para la linea celular U20S FASTKD3 heterocigota (-26,62) como para la linea
celular U20S FASTKD3 KO (-33,82). Hay que recordar que el complejo Il nicamente
estd constituido por proteinas codificadas por el nlucleo. No se puede descartar sin
embargo que la ausencia de FASTKD3 afecte la estequiometria del complejo Il o que
pudiera alterar también la expresion de proteinas codificadas por el nicleo puesto que
al igual que FAST, FASTKD3 también puede poseer localizacién citoplasmatica. No
obstante, como el complejo IV se encuentra alterado en ausencia de FASTKD3 y
observamos una disminucion significativa de los niveles de una de las proteinas que
forman parte de este complejo, COX1, hipotetizamos que ésta disminucion explique al
menos parcialmente el defecto observado. Hay experimentos en marcha para repetir y
ampliar estos estudios y confirmar si la disminucion de la proteina COX1 en este rango

puede explicar por si sola la afectacion del complejo 1V.
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Porcentaje de cambio de la actividad enzimaticaresp  ecto a wt

20

10

Porcentaje

Citrato
Sintasa

u Heterocigoto 9,32 9,26 -38,77 -20,28 -26,62 -9,41
u Knockout 5,93 12,92 -35,12 -18 -33,82 -17,37

(¢]] Cll Clll Clv Ccv

Figura 60. Grafico en el que se muestran las actividades enzimaticas de los complejos
mitocondriales en las lineas celulares U20S FASTKD3 heterocigoto y U20S FASTKD3 KO con

respecto a la linea celular U20S wt.

6. VIDA MEDIA DE LOS mRNAs MITOCONDRIALES.

Con objeto de explicar las alteraciones de expresion de los diferentes mtRNAs,
estudiamos primero el nimero de copias de mtDNA, y no observamos aumento, sino
al contrario, una pequefia disminucion en las copias de mtDNA en la linea celular
U20S FASTKD3 KO y también en la linea celular U20S FASTKD3 heterocigota con
respecto a nuestras células control U20S wt; si bien estos cambios no alcanzaron

significacion estadistica.

Otra posibilidad que podria explicar las alteraciones de expresion de los diferentes
MtRNAs podrian ser cambios en la vida media de estos transcritos. Por ello, nos
planteamos estudiar la vida media para cada uno de los mRNAs en los que
apreciamos alteraciones. Tratamos las células con bromuro de etidio con objeto de
inhibir la transcripcion de DNAs circulares, como es el mtDNA; esta inhibicion se
produce por la alteracién molecular de su estructura terciaria (Hayashi et al., 1990). En
nuestros experimentos se usa a concentracion final de 0,5 pg/ml, que se ha

demostrado efectiva, sin producir todavia muerte celular (Nagao et al., 2008).
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Se realiz6 una cinética con recogida de muestras a varios tiempos entre 0 y 360
min y se observé como iban disminuyendo los niveles de mtRNA. La degradacion fue
mas rapida en U20S wt que en U20S FASTKD3 KO lo que indica una vida media
prolongada para los transcritos que se habian hallado elevados en la linea celular
U20S FASTKD3 KO. Otras publicaciones y también nuestros propios experimentos en
células demuestran que la vida media de los transcritos mitocondriales es diferente
dependiendo de la linea celular con la que se trabaje, lo que sugiere que hay otros
factores proteicos involucrados en la regulaciéon de la estabilidad post-transcripcional
de cada transcrito mitocondrial. Autores como Piechota et al., (2006), realizaron el
estudio de la vida media de los transcritos mitocondriales en células Hela, utilizando
tianfenicol a una concentracion final de 50 pug/ml, que al igual que el bromuro de etidio
produce la inhibicién de la sintesis de proteinas mitocondriales. Ademas, también se
han realizado mediciones de la vida media mediante el marcaje con 4-Tiouridina, que
permite al marcaje del nuevo RNA que esta siendo transcrito sin interrupciones, lo que
puede usarse para diferenciarlo del RNA total mediante biotinilizacion y su
consecuente separacién mediante bolas magnéticas recubiertas con estreptavidina.
Esto permite separar el RNA total en RNA que esta siendo trascrito nuevamente y

RNA preexistente que no estd marcado (Dolken et al., 2008, Borowski et al., 2013).

Los datos de la vida media de los diferentes transcritos mitocondriales obtenidos
por Nagao et al., 2008 en células HelLa, fueron clasificados por Wolf et al., en 2014 en
diferentes categorias: ND1-3, ND5 y CytB como transcritos de vida media corta
(t12=68-94 min) y COX1-3, ND4/4L y ATP6/8 como transcritos de vida media larga
(t,=138-231 min). Otros autores, como es el caso de Piechota et al., 2006, también
utilizaron células Hela, en las que estudiaron ocho transcritos de la cadena pesada.
Estos fueron clasificados segun su vida media en tres categorias; en el grupo mas
nameros se encontraban ND1, ND2, COX1, ND5 y CytB, presentando una vida media
entre 2 y 3 horas. El segundo grupo solo se encontraba ND3 con una vida media de 1
hora y en el tercer grupo se encontraban COX2 y ATP6/8, con una vida media 2 veces
mayor a la obtenida en los miembros del primer grupo. Como podemos observar, el
estudio de la vida media en la misma linea celular pero mediante diferentes métodos,
también aporta diferencias, como ya habiamos mencionado anteriormente que podia

suceder.

Nuestros datos han sido comparados con los obtenidos por Nagao et al., 2008, ya
que aunque hemos utilizado una linea celular diferente, el método utilizado y los

tiempos en el que se realiz6 la toma de muestras fueron los mismos. Encontramos
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variaciones en el valor de la vida media obtenido en alguno de los transcritos la linea
celular U20S wt con respecto a la clasificacion mencionada anteriormente y que fue
realizada por Wolf et al., 2014, observando las diferencias mas destacables para ND3
y COX2. En nuestro caso ND3 tiene vida media larga (t;,=138 min) y COX2 tiene vida
media corta (t;,=81 min), mientras que los datos obtenidos en células HelLa, muestran

una vida media larga para COX2 y corta para ND3.
7. ALTERACION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

La ralentizacion en el crecimiento de las células U20S FASTKD3 KO es un
fendmeno muy llamativo por lo que decidimos hacer estudios de proliferacion celular.
Observamos que la proliferacion en nuestra linea celular U20S FASTKD3 KO esta
muy alterada, siendo su tiempo de duplicacion 4 veces mas largo que el de las células
U20S wt. No se observa en los cultivos incremento en el nimero de células muertas o
apoptéticas. Ademas, también podemos apreciar alteraciones en su morfologia, ya
gue presentan un aumento en la formacion de lamelipodios y filopodios, que pueden
tener relacion con la posible accion de FASTKD3 sobre el citoesqueleto de actina,

campo este, pendiente de estudio.

Estos hallazgos también nos llevan a hipotetizar una posible relacién de FASTKD3
con la polinucledtido fosforilasa (PNPasa). Cabe recordar que PNPasa esta
involucrada en la homeostasis de la cola de poli(A), y forma parte del degradosoma
mitocondrial cuando se une a la helicasa Suv3 (Chujo et al., 2012). Szczensny et al.,
2010 y Borowki et al., 2013 describieron que el silenciamiento de PNPasa, produce
una disminucion en el crecimiento celular acompafado de cambios en la morfologia.
Ademas de los datos que demuestran que la PNPasa es esencial para la degradacién
del RNA en la mitocondria humana, es muy probable que existan otras RNasas
(ribonucleasas) involucradas, como por ejemplo REXO2 o HRSP12, las cuales son
importantes para el metabolismo del RNA mitocondrial. Cabe mencionar, que REXO2
estd localizada en el citosol y en el espacio intermembrana de la mitocondria,
expresandose de forma ubicua en todos los tejidos y organismos. Su eliminacion
producia cambios en la morfologia celular y bloqueo de la proliferacion en células wt
(HeLa, HEK293), mientras que en las células rhO (carecen de mtDNA) su crecimiento
era normal (Bruni et al., 2013). Ademas, Khidr et al., en 2008 estudiaron los efectos de
la ausencia de helicasa Suv3 en células U20S. Estas células presentaban una
disminucion en la expresion de los niveles de los componentes de la fosforilacién
oxidativa con un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno,

mientras el potencial de membrana y la produccibn de ATP se encontraban
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disminuidos. Esta acumulacién de defectos dio lugar a efectos pleiotrépicos en la
mitocondria como por ejemplo la disminucion en el nUmero de copias de mtDNA y
cambio en la morfologia de la mitocondria, pasando de una forma tubular a granular, la

cual se manifiesta eventualmente con senescencia o muerte celular.

En nuestros estudios ademas de la ralentizacién celular y cambio en la morfologia
mencionados anteriormente, observamos que nuestra linea celular U20S FASTKD3
KO posee una disminucion en el nimero de copias de mtDNA con respecto a las
células U20S wt. Todos estos hallazgos y los antecedentes descritos anteriormente
nos llevan a plantear el estudio futuro de las potenciales interacciones entre FASTKD3
y PNPasa y Suv3, de modo que podamos describir mas en detalle las rutas del

metabolismo mitocondrial en las que FASTKD3 interviene.
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A continuacion se enumeran las conclusiones obtenidas para cada uno de los

objetivos planteados:

1. FASTKD3 es de localizacién mitocondrial pero no se encuentra asociado a los
gréanulos mitocondriales de RNA, lo que indica que no estd involucrado en el
procesamiento de los mtRNAs. Ademas, la ausencia total o parcial del dominio
RAP (ARAP y A53-57), no produce cambios en la localizacion celular de
FASTKD3.

2. Se ha generado con éxito una linea celular U20S FASTKD3 knockout
mediante el uso de un vector donante en el que el exdn 2 ha sido sustituido por
un casete de resisitencia a blasticidina junto con nucleasas TALENs
especificas.

3. Se han observado aumentos significativos en la expresion relativa de ND2,
ND3, ND4/4L, COX2, ATP6/8 y CytB en la linea celular U20S FASTKD3
knockout. Estos aumentos se asocian con una vida media alargada de dichos
MRNASs.

4. La linea celular U20S FASTKD3 KO presenté una disminucion significativa en
la sintesis de la proteina COX1, que puede estar asociada a la reduccién en la
actividad enzimatica del complejo IV mitocondrial observada.

5. La ralentizacion de la proliferacion celular, y pequefios cambios en la
morfologia celular sugieren que FASTKD3 interacciona con moléculas
involucradas en la estabilizacion del mRNA, como pueden ser PNPasas,
REXO2 o LRPPRC, o actuando como una nucleasa.

6. Se han transducido células U20S FASTKD3 KO con lentivirus que expresan
FASTKD3 wt o mutantes del dominio RAP.

a. Las células transducidas con el lentivirus Sin-Sox2-FASTKD3 wt
recuperaron parcialmente el fenotipo para aquellos mRNAs mitocondriales
que previamente se encontraban alterados.

b. Las células transducidas con los lentivirus Sin-Sox2-FASTKD3-FHA-A53-57
y Sin-Sox2-FASTKD3-FHA-ARAP, mantuvieron la misma expresion relativa
de los mRNAs mitocondriales que la linea celular U20S FASTKD3 KO, lo
que sugiere que el dominio RAP de FASTKD3 es necesario para el normal

metabolismo de diferentes mRNAs mitocondriales.

116



117









ANEXOS

1. NOMBRE Y SECUENCIA DE PRIMERS.

Primers para el screening
NOMBRE SECUENCIA
P5 5’-CCCATGAAACACACATCCTG-3’
P6 5’-GCTCTATGCATCTGAAAATCAG-3’
P7 5’-TAGAAAGCTGGAAAACGTGC-3’
P8 5 -TTTGATTAGTGAGTCTCATTCC-3’
P9 5’-TAATGCACATTGGCAACAGC-3’
P10 5'-GGAAAGTCCCTATTGGCGTT-3’
P11 5’-GCATTCCCGATAGAGACAAAA-3’
P12 5'-TCACTGCCCTGGTGGTTCTT-3’
P13 5’-GCAGTACTCCATGACCCTGC-3’
P14 5-CCGTCTGTCTGTCTTGCACA-3’
P15 5’-CCCTCCTCTTGCCACCAATG-3’
Primers para la obtencién de Tag FLAG-HA
NOMBRE SECUENCIA
P16 5’-GTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCGGAGACTACAAGGACGACG-3’
P17 5'-AGTCGCGGCCGCACTAGTCTACTAGGCGTAGTCGGGCACG-3’
Primers para la reaccién mutagénesis y secuenciacion
NOMBRE SECUENCIA
del 46-65(:5:\:‘ASTKD3 5'- AATCAAGACGTGAATTGGTGGAACTGTTTTCTCAAAACACTGTTC-3’
del 46-60 FASTKD3 ATS 5’-GAACAGTGTTTTGAGAAAACAGTTCCACCAATTCACGTCTTGATT-3’
del FASTKD3 RAP SEN 5'-GAAGATATCCATAAAAGGATAGCACTGTTTTCTCAAAACACTGTTCAT-3’
del FASTKD3 RAP ATS 5 -ATGAACAGTGTTTTGAGAAAACAGTGCTATCCTTTTATGGATATCTTC-3’
SEQ MUTAGENESIS 5'-CTATTGTTATACAATAGATGTTG-3’
Primers genes normalizadores
NOMBRE SECUENCIA
Beta actin (H) 229 SEN 5’-ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA-3’
Beta actin (H) 420 ATS 5'-TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA-3’
(h)18S 361 SEN 5°-TCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGT-3’
(h)18S 468 ATS 5-TCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCT-3’
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Primers para qRT-PCR de mRNA mitocondriales

NOMBRE SECUENCIA
ND1F 5"-GAGCAGTAGCCCAAACAATCTC-3’
ND1R 5'-GGGTCATGATGGCAGGAGTAAT-3’
ND2F 5"-TACGCCTAATCTACTCCACTC-3’
ND2R 5'-GGAGATAGGTAGGAGTAGCGTG-3’
ND3F 5’-CCACCCCTTACGAGTGCGGCTT-3’
ND3R 5"-TTGTAGGGCTCATGGTAGGGGT-3’
ND4/4LF 5"-ACCTACTGGGAGAACTCTCTGT-3’
ND4/4LR 5"-GGTGAGTGAGCCCCATTGTGTT-3’
ND5F 5’-ACCGCACAATCCCCTATCTAGG-3’
ND5R 5"-TTGGGTTGAGGTGATGATGGAG -3’
ND6F 5"-TGGGGTTAGCGATGGAGGTAGG-3’
ND6R 5"-AATAGGATCCTCCCGAATCAAC-3’
CO1F 5"-GGAGCAGGAACAGGTTGAACAG-3’
CO1R 5'-GTTGTGATGAAATTGATGGC-3’
CO2F 5-CCCTTACCATCAAATCAATTGGCC-3’
CO2R 5-ATTGTCAACGTCAAGGAGTCGC-3’
CO3F 5'-TCCTCACTATCTGCTTCATCCG-3’
CO3R 5-CCCTCATCAATAGATGGAGACA-3’
ATP6/8F 5"-CACAACACTAAAGGACGAACCT-3’
ATP6/8R 5"-GGGATGGCCATGGCTAGGTTTA-3’
CytBF 5"-CTGATCCTCCAAATCACCACAG-3’
CytBR 5-GCGCCATTGGCGTGAAGGTA-3’
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