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1.1 El Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) es el agente etiologico del
sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), una patologia que
hoy afecta a 40 millones de personas (http//unaids.org).

Por la suma relevancia que posee en campo médico y por el impacto que ha
causado sobre los habitos de gran parte de la sociedad a nivel mundial, el
esfuerzo investigador volcado en el estudio de este virus ha sido elevado.

Mas de dos décadas después de la deteccién del primer caso documentado
de SIDA y del aislamiento del agente etiolégico (Gallo et al., 1983), se ha
desarrollado una terapia farmacolégica que ha permitido aumentar
sensiblemente el tiempo de supervivencia de los enfermos. Sin embargo no se
dispone todavia de una vacuna profilactica o terapéutica que, a causa de las
dificultades encontradas para controlar el virus por via farmacolégica, parece

ser la solucion para la cura y erradicacion de la enfermedad.

1.1.1 Descripcion del HIV y de su ciclo de replicacion.

El Virus de la I[nmunodeficiencia Humana pertenece a la familia
Retroviridae, genero lentivirus. Se conocen dos serotipos de HIV: el HIV-1,
difundido en todo el mundo y el HIV-2, mas comun en el Africa ecuatorial.

En la particula viral se pueden distinguir una envuelta externa, la
pericapsida, constituida por una doble capa fosfolipidica y una parte central, o
nucleocapsida, donde se hallan dos copias del genomio (+RNA), moléculas de
tRNA y algunas enzimas.
1.1.1.1 Las primeras fases de la infeccién: la fusién y el desnudamiento.

La infeccién empieza cuando la particula viral entra en contacto con una
célula diana y funde la pericapsida con la membrana celular. El HIV-1 presenta
un elevado tropismo hacia los receptores CD4 presentes en los linfocitos T
helper CD4+, aunque se ha demostrado (Clapham and McKnight, 2001) cierta

permisividad al virus por parte de otros tipos de células del sistema inmune,
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células dendriticas, células endoteliales y precursores del sistema
hematopoiético.

La glicoproteina de superficie gp120 presente en la pericapsida se une al
receptor CD4 y activa gp41, una glicoproteina transmembranal del virus, que
induce la fusién de la pericapsida con la membrana celular y la entrada de la
nucleocapsida en el citoplasma de Ia célula infectada. Es probable que algun
factor celular presente en los linfocitos T CD4+ activados favorezca el
desnudamiento (uncoating) del virus (Auewarakul et al., 2005; de Noronha et
al., 2001), aunque los actuales conocimientos no permiten todavia aclarar la
dinamica de este proceso.
1.1.1.2 La retrotranscripcién y el transporte: sintesis del DNA bicatenario y su

migracién al nucleo.

El genomio desnudo del virus se encuentra unido a varias proteinas
enzimaticas celulares y virales, entre ellas la retrotranscriptasa (RT). La RT es
una enzima codificada por los retrovirus que posee actividades DNA-
polimerasa RNA-dependiente, DNA-polimerasa DNA-dependiente vy
ribonucleasa H. La forma activa es constituida por dos heterodimeros cuyas
subunidades son un polipepéptido de 66 kDa (p66) que actia como polimerasa
y otro polipéptido de 51 kDa (p55) que desarrolla la actividad ribonucleasa
(Hottiger and Hubscher, 1996). La funcién de la RT es sintetizar una molécula
de DNA bicatenario a partir de la molécula de RNA genémico viral utilizando
como cebador una molécula de tRNA-Lys celular que se encuentra en la
nucleocapsida y procede del anterior ciclo de replicacion.

Si el linfocito T infectado pasa de un estado activo a uno quiescente por
falta de estimulo antigénico, el DNA recién sintetizado permanece en el
citoplasma aunque es inestable (Lassen et al., 2004).

Por el contrario, en los linfoblastos T CD4+, el DNA viral entra en el nucleo
para integrarse en el genomio celular. El transporte del complejo de
preintegracién, constituido por el DNA bicatenario y factores virales y celulares,
ocurre a través de poros nucleares tras el reconocimiento de la integrasa viral

por parte de las nucleoporinas (Gallay et al., 1997). Popov y colaboradores
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(Popov et al.,, 1998) han demostrado que la proteina viral R (Vpr), un
polipéptido que se encuentra en la nucleocapsida y forma parte del complejo
de preintegracion, también regula positivamente el transporte. Vpr, ademas,
causa un bloqueo del ciclo céluar en el estadio G2 (Jowett et al., 1995)
(Yoshizuka et al., 2005; Zimmerman et al., 2004) produciendo un cambio en la
fisiologia celular que favorece, por un mecanismo todavia desconocido, las
primeras fases de la replicacioén viral (Groschel and Bushman, 2005).

1.1.1.3 La integracion.

La siguiente fase del ciclo de replicacion del HIV consiste en la integracién
del DNA bicatenario viral en el genoma celular. En el complejo de
preintegracion se encuentra la integrasa, una enzima de origen viral encargada
de llevar a cabo este proceso que consta de tres pasos: en primer lugar se
produce un corte endonucleolitico en una secuencia altamente conservada en
el 5 y 3 LTR (long terminal repeat), luego se lleva a cabo una reaccién de
corte del genoma celular pfeferentemente en intrones de genes de elevado
nivel de expresion en los linfocitos T activos (Han et al., 2004). La reaccion de
corte es acoplada a la ligacion del extremo 3’ del DNA viral con el extremo &'
libre del DNA celular. Por altimo, enzimas celulares remplazan los nucledtidos
eliminados en el corte endonuleolitico del primer paso.

Una vez integrado, el genomio de HIV-1 puede ser activamente transcrito y
traducido, dando lugar a las proteinas estructurales y funcionales necesarias
para el ensamblaje de las nuevas particulas viricas, o quedarse en estado de
latencia. El estadio de latencia posterior a la integracion es el que
mayoritariamente afecta a pacientes tratados con la terapia antiretroviral
actualmente en uso (HAART, higly active antiretroviral therapy) y representa el
mayor obstaculo a la curacién de la infeccién por via farmacolégica. Este
estado puede persistir durante afios incluso cuando no existe viremia y puede
ocultar mutantes resistentes a los farmacos antiretrovirales (Finzi et al., 1999).

Un bajo nivel de expresién del virus caracteriza el estado de latencia en los
linfocitos T CD4+ y este efecto parece ser causado por una serie de

mecanismos (revisados por Lassen, 2004 (Lassen et al., 2004) que dependen
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de la fisiologia del linfocito en estado inactivo, de las defensas de la célula

frente al agente infeccioso y de la estrategia replicativa del mismo virus.

La transcripcion, la fase siguiente a la integracién en el ciclo replicativo de
HIV-1, siendo el objeto de esta tesis, se tratara con mas detalle en el apartado
1.3.1.

1.1.1.4 Los productos de la transcripcion, su transporte al citoplasma y la

sintesis de los precursores proteicos.

El genomio del HIV codifica tres tipos de mRNA que se originan por
procesamiento alternativo y que difieren por su longitud. En las primeras fases
de la infeccién en el nucleo se encuentran preferentemente moléculas de RNA
de 2Kb aproximadamente que codifican seis proteinas reguladoras detalladas
en la Tabla1.

Tabla1. Proteinas reguladoras codificadas por HIV-1.

Denominacién Funcién
vif (viral infectivity factor) Infectividad.
tat (trans-activator of transcription) Activador transcripcional.

. . Regulador de la expresion de las proteinas
rev (regulator of virion expression)
estructurales.

nef (negative expression regulatory . .
Persistencia de células infectadas.
factor)

vpr (virus protein R)
Transporte del complejo de preintegracion.

Regulador del ciclo celular.

vpu (virus protein U) Ensamblaje y liberacién de los viriones.

Sucesivamente se producen moléculas de mRNA de 4-5Kb codificadas por
el gen env que dan lugar, primero, a precursores proteicos glicosilados y luego
a las glicoproteinas de membrana gp120 y gp41, por la accién de una

endopeptidasa celular.
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Al mismo tiempo es posible detectar en el nucleo transcritos de 9 Kb que no
han sufrido procesamiento de intrones (splicing). En el citoplasma estos
mRNA, bien seran encapsidados para constituir el genomio de los nuevos
viriones, bien seran traducidos dando lugar a las proteinas de la capsida y de
la matriz, codificadas por el gen gag, o a las proteinas enzimaticas virales (RT,
integrasa, proteasa), codificadas por el gen pol.

‘La molécula de mRNA correspondiente al transcrito completo contiene
intrones y necesita para su transporte al citoplasma la proteina Rev. Esta se
une al RNA a través de un dominio de reconocimiento RRE (Rev responsive
element) localizado en la proximidad del extremo 3’ del gen env y ausente en
los MRNA que codifican las proteinas reguladoras. Rev unido a RRE recluta
algunas proteinas del complejo CRM1 que conduce el mRNA a través del poro
nuclear hasta el citoplasma (Cullen, 2003).

Rev, ademas de favorecer la acumulaciéon de estos mRNA en el citoplasma,
facilita la asociacion a la maquinaria traduccional aumentando en dos ordenes
de magnitud la traduccién del precursor codificado por gag (Boris-Lawrie et al.,
2001). Por desfase programado se genera un precursor polipeptidico mas
largo, gag-pol, en cantidad 20:1 (gag:gag-pol).
1.1.1.5 La formacion de las nuevas particulas viricas: el ensamblaje y la

maduracion

Los precursores proteicos anteriormente descritos se desplazan a la
periferia celular y, a través de una secuencia de empaqutamiento presente en
el extremo 5’ del genomio denominada W, el precursor gag se une a dos
moléculas de RNA viral. Los precursores interactian entre ellos formando
agregados en la cara citoplasmica de la membrana donde se han fusionado las
glicoproteinas virales gp120 y gp41. Esto induce una curvatura en la
membrana que termina con la gemacién y la liberacién del virién. Durante la
gemacion se produce la maduracién de la particula viral, lo que consiste en el
corte realizado por la proteasa viral de los precursores gag y gag-pol en los
diferentes polipéptidos estructirales y enzimaticos. Este ultimo suceso da lugar
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a la condensacién de la nucleocapsida y a la formacion de un viribn capaz de

empezar otro ciclo de replicacién (Freed, 1998).

1.2 Homologias entre la maquinaria transcripcional de S.

cerevisiae y la humana.

Entre la levadura S. cerevisiae y las células de organismos eucarioticos
superiores existe un elevado grado de conservacién por lo que concierne los
mecanismos y los efectores de las funciones celulares basicas. El control de la
expresiéon de los genes eucariéticos posee una enorme importancia en el
correcto desarrollo y en la homeostasis de los organismos pluricelulares y la
transcripcion lleva a cabo un papel principal en este proceso. El estudio de los
factores que en ella intervienen y los mecanismos que en ella operan (revisado
por (Reines et al., 1999; Sims et al., 2004a; Sims et al., 2004b; Zorio and
Bentley, 2004) ha recibido un notable impulso en la ultima década, gracias a
los avances en los conocimientos genémicos y a nuevas técnicas que permiten
investigar a gran escala las redes de interacciones fisicas y funcionales que
mantienen los factores transcripcionales. Sin embargo falta por saber si los
elementos identificados hasta el momento son todos los que intervienen,
cudles son las funciones especificas de todos y cada uno de los factores y, en
el caso de las funciones redundantes, cual es la contribucion de cada factor al
conjunto del proceso. Tampoco sabemos si todos los genes necesitan por
igual del conjunto de factores auxiliares o, en caso contrario, qué
caracteristicas determinan la necesidad de un determinado factor de
transcripcion. Una gran parte de la informacién disponible procede de
experimentos bioquimicos realizados en sistemas animales (Orphanides and
Reinberg, 2002) que han permitido definir actividades implicadas en el proceso

y purificar los factores responsables.
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Tabla 2. Factores implicados en la transcripcién en eucariotas.

Células humanas

S. cerevisiae

Funcioén principal

RNA polimerasa Il (CTD)

Cdk8/Ciclina C

TFIH

P-TEFb

FCP1

DSIF

TFIS

SAGA

HDAC*

hSpt6

FACT

hCHD1

complejo PAF1

hSWI/SNF*

hISW*|

RPB1 (CTD)

SRB10/SRB11

KIN28

BUR1-BUR2, CTdK1

FCP1

SPT4,SPT5

DST1

GCNS5, SPT3, SPTS...

RPD3, SIN3, UMET...

SPT6

SPT16, POB3

CHD1

PAF1, RTF1, LEO1, CTR9, CDC73

SWI/SNF

ISWI, 10C2, IOC3, I0C4

regula las interacciones entre al
RNApolll y los factores que
intervienen en la sintesis y
procesamiento del mRNA

impide la formacién del PIC
fosforila la Ser-5 del CTD

fosforila la Ser-2 del CTD, Spt5 t
Rad6-Bre1

desforsforila el CTD

estabiliza la pausa en la regién 5’
transcrita, estimula la elongacién

estimula la actividad
endonucleolitica de la RNApolll
bloqueada sobre el mRNA
naciente

acetila histonas y recluta factores
transcripcionales al promotor

desacetila histonas

estimula la elongacion,

reposiciona nucleosomas

estimula la elongacion, remodela
cromatina

remodela cromatina, interactia
con factores de elongacion y se
encuentra en la regién transcrita.

estimula la elongacién, interactia
con factores de elongacién y se
encuentra en la regién transcrita.

desestabiliza nucleosomas y
actia como activador o como
represor de la transcripcion
dependiendo de interacciones con
otros factores

remodela cromatina, contribuye a
la distribucion de la RNApolll a lo
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largo de la transcripcion

Para mayor simplicidad solo se indica una forma de los complejo sefialados con asterisco.

Otra gran aportaciéon a la comprensién de la dinamica de la transcripcién
proviene del estudio de este proceso en S. cerevisiae, un organismo unicelular
cuya magquinaria transcripcional presenta un elevado grado de homologia con
la de los eucariotas superiores.

Aunque, obviamente, no es posible afirmar que la totalidad de los elementos
celulares implicados en el control de la trascripciéon especifica de cada gen
humano estén conservados en la levadura, si es cierto que los factores
generales, también los que regulan la transcripcion del HIV-1, tienen
homoélogos en S. cerevisiae. En la tabla 2 se resumen los factores que se

describiran a continuacion.

1.2.1 La RNA polimerasa ll y la fosforilacién del CTD

La pieza central de la maquinaria transcripcional es la RNA polimerasa. Esta
es la enzima dedicada a la sintesis de los RNA mensajeros, entre ellos los
mRNA codificados por los genes del HIV-1, y muchos RNA nucleares
pequefios (snRNA). La RNA pol Il esta formada por 12 subunidades
codificadas por los genes RPB1 a RPB12.

Las subunidades Rpb1 y Rpb2 son las de mayor tamafio y las mas
conservadas. En distintas ocasiones a lo largo de este capitulo se ha
destacado la importancia que posee el CTD de la Rpb1 en el control de la
transcripcion ya que en funcién del patrén de fosforilacion del CTD varia su
afinidad a los distintos factores transcripcionales. El dominio carboxiterminal de
la Rpb1de la levadura es idéntico al de humanos en un 99,2% (Morris et al,,
2005). Los dos estan formados por un conjunto de repeticiones en tandem del
heptapéptido Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser que en S. cerevisiae esta repetido
26 veces y en humanos 52. Segun Guo y Stiller (Guo and Stiller, 2005), el
elevado grado de conservacién del CTD puede estar correlacionado con la
conservacion de las quinasas del CTD Cdk7 de TFIIH y Cdk8 del Mediador.
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El patrén de fosforilacion del CTD humano y de levadura es objeto de
controversia: Cheng y Sharp (Cheng and Sharp, 2003) han observado que en
el promotor la RNApolll de humanos esta fosforilada en Ser-5 y en la Ser-2 y
estd pausada cerca de la zona de inicio de la transcripcion, mientras en los
promotores de levadura solo se detecta la Ser-5 fosforilada y no se produce la
pausa; Morris ef al. (Morris et al., 2005) no observan diferencias en el patrén
de fosforilacion en la mayoria de los genes de levadura y de humanos y
confirman la imposibilidad de detectar una pausa de la RNApolll en la
elongaciéon temprana. Queda por establecer si los datos obtenidos con
anticuerpos especificos contra la Ser-2 fosforilada son realmente fiables
(Jones et al., 2004), y, en caso positivo, seria de enorme interés confirmar que
la conservacién del CTD en la escala evolutiva no se limita solo a la secuencia

sino también al c6digo que ella sostiene.

1.2.2 Las quinasas y la fosfatasa del CTD

Las quinasas del CTD estan conservadas desde la levadura hasta humanos
mientras las ciclinas presentan un nivel de homologia inferior.
1.2.2.1 Cdk8/Ciclina

El par ciclin-quinasa Cdk8/ciclina C (Srb10/Srb11 en levadura) se asocia
con MED12 (Srb8) y MED13 (Srb9), dando lugar a un subcomplejo proteico
presente en una parte de la poblaciéon de Mediador. Este subcomplejo,
altamente conservado entre los eucariotas, impide la formacién del complejo
de preiniciacion fosforilando el CTD antes de unirse al promotor (Borggrefe et
al., 2002; Boube et al., 2002; Liu et al., 2001) (Samuelsen et al., 2003).
1.2.2.2 TFIIH

Cdk7, la subunidad quinasa de TFIIH, es el homdlogo humano de la quinasa
Kin28 de S. cerevisiae. TFIIH esta implicado en la reparacién del DNA (Le
Page et al., 2000) en el control de ciclo celular (Larochelle et al., 1998) y en la
regulacién de la transcripcion (Zurita and Merino, 2003). El papel principal que
TFIIH desarrolla en la transcripcion es la fosforilacion del CTD en la Ser-5.
Este patron de fosforilacion es un requisito necesario para el reclutamiento de
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varios factores transcripcionales a la RNApolll, entre ellos las enzimas
dedicadas al procesamiento del extremo 5’ del pre-mRNA y de la metilasa de
histonas Set1, y esta asociado con la salida del promotor por parte de la
maquinaria transcripcional y con la primeras fases de la elongacién (revisado
por Sims, 2004). KIN28 es un gen esencial en la levadura y en humanos
mutaciones que afectan a la funcionalidad del complejo provocan
enfermedades como el xoroderma pigmentoso o la tricotiodistrofia (Zurita and
Merino, 2003).

1.2.2.3 P-TEFb

Por lo que concierne al par ciclin-quinasa P-TEFb (positive transcription
elongation factor b), se han aislado posibles homélogos en S. cerevisiae son el
complejo CTDK1, cuya quinasa es codificada por el gen CTK1 (Sterner et al.,
1995), y el par ciclin-quinasa Bur1/Bur2 (Yao et al., 2000) (Murray et al., 2001).

Ctk1 fosforila in vivo la Ser2 del CTD (Cho et al., 2001), caracteristica de la
RNApolll elongante. CTK7 no es un gen esencial en la levadura y un estudio
ha demostrado que en ctk1A disminuyen los niveles de fosforilacién de la Ser-2
del CTD, pero no se afecta la distribucion de la RNApolll a lo largo de la zona
transcrita (Ahn et al., 2004). Asi mismo, la presencia de los factores que
acompafian a la RNApolll durante la elongacién como Spt5, FACT y el
complejo Paf1 (RNApol associated factor) no varia en ausencia de la proteina
(Ahn, 2004 #124}. Por lo tanto, las interacciones genéticas que Ctk1 presenta
con Spt4/Spt5 y el complejo Paf1 (Lindstrom and Hartzog, 2001) (Squazzo et
al., 2002) no se deben a una relacién entre la fosforilacién del CTD llevada a
cabo por CTDK-1 y el reclutamiento de estos factores a la maquinaria
transcripcional. Ahn y sus colaboradores (2004) han demostrado que la
presencia en la zona 3’ de factores involucrados en el corte y poliadenilacion
del transcrito, como Rna14, Rna15, Cft1 y Cft2, es dependiente de CTK1,
aunque la poliadenilaciéon se desarrolle de forma normal en ctk1A.

El papel in vivo del complejo Bur1/Bur2 no esta todavia bien definido, datos

in vitro sugieren que la quinasa Bur1 fosforila la Ser-5 (Murray et al., 2001) de
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las repeticiones heptapeptidicas del CTD pero en ausencia de complejo
funcional el patron de fosforilacién del CTD no varia (Keogh et al., 2003). En
un trabajo mas reciente se ha caracterizado una de las funciones de Bur1/Bur2
que vincula este complejo a la regulacion de la elongacion. Wood et al.(2005)
han demostrado que Bur2 es necesario para la activacion de Rad6. El
complejo Rad6/Bre1 se encarga de la monoubiquitinacién de la histona H2B,
requisito para que ocurra la metilacion de H3 por parte de COMPASS y Dot1.
Esta modificacién contribuye a la regulacién de la transcripcion (Gerber and
Shilatifard, 2003) en las fases siguientes a la iniciacion (Morillon et al., 2005).
El complejo Paf1 también regula la activacion de Rad6é y el reclutamiento de
COMPASS a la RNApolll (Wood et al., 2003). En bur2A se produce una
disminucién en la zona transcrita de la presencia del complejo Paf1 (Wood et
al., 2005). De esta forma Bur2 regula la metilacién de la histona H3 también a
través del complejo Paf1.

A la luz de estos resultados, se tiende a pensar que Bur1 y Ctk1 desarrollan
un papel distinto, aunque coordinado, en la elongacién de la transcripcion (Cho
et al.,, 2001; Keogh et al., 2003; Yao et al., 2000; Yao and Prelich, 2002). Es
posible que estos complejos en la levadura lleven a cabo conjuntamente el
papel que P-TEFb desarrolla en humanos. Keogh et al. (2003) sugieren un
escenario en el que Ctk1 y Bur1 fosforilan respectivamente el CTD y Spt5,
ambos sustratos de P-TEFb. No es solo la fosforilacién de las serinas del CTD
lo que determina la salida de la RNApolll del promotor y la adquisicion de su
plena procesividad. Cada vez parece mas convincente el modelo segtin el que
la regulacién de la elongacién depende de una serie de modificaciones, entre
ellas fosforilaciones de distintos substratos, que involucran varios factores
transcripcionales y que en la levadura ocurren por obra de mas de un
complejo.
1.2.2.4 La fosfatasa Fcp1

La fosfatasa del CTD Fcp1 es otra proteina esencial altamente conservada
en humanos y en levadura. Su funcién principal es desfosforilar los dos
residuos de Ser del CTD in vivo (Yeo et al., 2003), aunque in vitro muestra
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mayor eficiencia sobre la Ser-5 (Kong et al., 2005). Fcp1 presenta
interacciones genéticas con Rpb1 (Kobor et al., 1999), Spt4/Spts (Lindstrom
and Hartzog, 2001) y con el complejo Paf1 (Costa and Arndt, 2000). Es posible
que Fcp1 ejerza ademas una funcién positiva sobre la transcripcion

independiente de su actividad catalitica (Kong et al., 2005)

1.2.3 Factores transcripcionales
1.2.3.1 DSIF

DSIF es un complejo formado por dos subunidades que se corresponden a
los homoélogos de los factores de transcripcion de S. cerevisiae Spt4 y Sptb
(Wada et al., 1998b); Yamaguchi, 1999). Su papel en la regulacion de la
expresion del HIV-1 y de los genes eucariéticos es fundamental aunque
todavia controvertido. DSIF fue aislado de extractos nucleares de células HelLa
y se le atribuyé un papel negativo en la elongacién transcripcional ya que
causa la parada de la RNApolll en presencia de 5,6-dicloro-1-3-D-
ribofuranosylbenzimidazol (DRB) (Wada et al., 1998b; Yamaguchi et al., 1999).
Estudios in vitro indican que DSIF actia como un regulador negativo de la
elongacién por su capacidad de aumentar la tendencia de la RNApolll a
quedarse pausada (Yamaguchi et al., 2002), (Renner et al., 2001). El sistema
transcripcional del HIV es regulado por la acciéon de DSIF que, en cooperacion
con el complejo NELF, produce una pausa estable de la RNApolll tras la
transcripcion de TAR (Fujinaga et al., 2004) (Yamaguchi et al., 2002). Otros
genes también presentan este tipo de regulacién. En los genes de heat-shock
de Drosophila, por ejemplo, DSIF, NELF y la RNApolll estan localizados en la
zona promotora; tras la induccién de la transcripcién, NELF abandona a la
RNApolll mientras Spt5 sigue interactuando con la maquinaria transcripcional
(Andrulis, 2000 wu, 2003). Tat elimina la pausa inducida por DSIF a través de
la fosforilacién que P-TEFb lleva a cabo sobre el CTD de la RNApolll, sobre
Spt5 (Kim and Sharp, 2001) (Bourgeois et al., 2002; Shim et al., 2002) y sobre
NELF(Fujinaga et al., 2004). La regulacion negativa de la transcripcion por

parte de DSIF es dependiente también de otras modificaciones post-
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traduccionales de la subunidad Spt5. Kwak y sus colaboradores (Kwak et al.,
2003) han demostrado que la metilacion que PRMT1 y PRMT5 llevan a cabo
sobre Spt5 causa una disminucién de la actividad transcripcional mediada por
Tat y afecta la interaccion entre la Spt5 y la RNApolll. Aunque DSIF actie
como un factor negativo en la regulacién de la expresion de HIV-1 mediada por
Tat, existen muchas evidencias que apuntan también a un efecto positivo
sobre la elongacién por parte de Spt4 y Spt5. Spt4 es necesario para la
transcripcion de genes largos con un elevado contenido G+C (Rondén et al.
2003). Mason et al. (2005) han demostrado que la procesividad de la RNApolll
depende de Spt4 y que esa dependencia se hace mas fuerte en presencia de
6-AU. Otros factores implicados en la elongaciéon, como Dst1, Ctk1, Rtf1 y
Cdc73, son necesarios para mantener la procesividad de la RNApolll solo en
presencia de la droga. Datos in vitro demuestran que Spt5 también mantiene la
procesividad de la RNApolll (Wada et al., 1998a). Esto podria indicar que el
complejo Spt4/Spt5 aumenta la estabilidad de la maquinaria transcripcional
que, en presencia de drogas como el 6-AU, estd perjudicada a causa de un
aumento de la frecuencia de pausa. Los resultados obtenidos in vitro por
Bourgeois et al. (Bourgeois et al., 2002) apuntan en esta direccién: Sptb junto
a Tat reduce la tendencia de la RNApolll a quedarse pausada y previene la
disociacion prematura del mRNA de la maquinaria transcripcional. El efecto
negativo de DSIF se desarrolla en una fase temprana de la elongacion cuéndo
la RNApolll ha sintetizado moléculas de mRNA de pequefio tamario. En esta
fase, la pausa de la maquinaria transcripcional permitiria el correcto
procesamiento del extremo 5 de la molécula de pre-mRNA. Existe una
conexién fisica y funcional entre DSIF y el proceso de capping que parecen
confirmar esta hipétesis. Spt5 interactia con las enzimas encargadas del
capping en células humanas (Wen and Shatkin, 1999) y de Saccharomyces
pombe (Pei and Shuman, 2002).

Parece que el procesamiento del extremo 5 influye también en el
procesamiento del pre-mRNA. Lindstrom et al. (2003) y Xiao et al(2005) han
demostrado que en mutantes de spt4, spt5 y también en mutantes que estan
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afectados en CEG1, el gen que codifica la guanililtransferasa de S. cerevisiae,
el procesamiento de intrones de varios genes no se lleva a cabo
correctamente.
1.2.3.2 TFIIS

TFIIS es otro factor transcripcional que esta conservado en los organismos
eucarioéticos. TFIIS promueve que la RNApolll elongante salga de una bloqueo
causado por caracteristicas intrinsecas de la secuencia de DNA, por la
presencia de proteinas asociadas el DNA o por drogas que favorecen el
establecimiento de pausas, como el acido micofendlico o el 6-AU. Su funcién
es estimular la actividad catalitica intrinseca de la RNApolll para producir un
corte endonucleolitico en el mMRNA naciente. Cuando este corte se produce la
enzima retrocede algunos nucleétidos sobre el molde de DNA y esto permite el
posicionamiento correcto de la molécula de RNA con respecto al sito catalitico
y que se reanude la sintesis. TFIIS interactia fisicamente con la RNApolll (Wu
et al, 1996) a lo largo de la regiéon codificante de genes inducibles y
constitutivos (Prather et al., 2005a). DST1, que codifica el homélogo de TFIIS
en S. cerevisiae, presenta interacciones genéticas con genes implicados a la
elongacion transcripcional como SPT5 (Lindstrom and Hartzog, 2001), SPT16
(Orphanides et al., 1999), RTF1 (Costa and Arndt, 2000) CTK7 (Jona et al.,
2001). El mutante dst1A es viable y no presenta ningun tipo de defectos de
crecimiento. DST1 se vuelve esencial en presencia de drogas que disminuyen
la disponibilidad de nucledtidos en la célula como el 6-azauracilo (6-AU) y el
acido micofenolico. Durante varios afos se ha considerado TFIIS como el
paradigma del factor transcripcional que regula la elongacién. Sin embargo
recientemente se esta valorando la posibilidad que TFIIS esté implicado
también en la regulacion de la iniciacién transcripcional. Hay datos genéticos,
estudios in vivo e in vifro que apuntan en esta direccion, como las
interacciones que existen entre dst7A y mutaciones en KIN28, la quinasa de
TFIIH Lindstrom, 2001 #177}, o con las subunidades del Mediador SRBS,
SIN4, y GAL11 (Malagon et al., 2004). Datos in vivo indican que TFIIS esta

presente en el promotor del gen GAL1 de levadura de forma dependiente de
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SAGA y que contribuye al reclutamiento de TBP (TATA binding protein) a la
caja TATA. TFIIS es también un factor clave cuando la pausa que la RNApolll
sufre en la zona préxima al promotor se convierte en un arresto de la enzima
(Kireeva et al., 2005).

1.2.4 Factores que influyen en la estructura de la cromatina

Las proteinas histonicas, la composicion de los nucleosomas asi como los
complejos remodeladores de cromatina estan conservados en los eucariotas.

Los nucleosomas reducen la tasa de elongacion de la RNApolll in vitro,
provocando que la enzima se pause antes de alcanzar el punto de terminacion
(Izban and Luse, 1991) Para que la transcripcién sea eficiente es necesario
que la cromatina sea modificada. Las células eucariéticas disponen de dos
mecanismos que facilitan la transcripcion de un molde cromatinizado: la
modificacion covalente de las histonas y la remodelacién dependiente de ATP.

La cola constituye el principal substrato para las modificaciones que sufren
las histonas: acetilaciéon, metilacién, fosforilaciéon y ubiquitinacién. Algunas
modificaciones, como la acetilacion de las colas amino-terminales de las
histonas, tienen el objetivo de desestabilizar la estructura de la cromatina para
que el molde de DNA sea mas accesible a la maquinaria transcripcional y a los
remodeladores de cromatina (Struhl, 1998). El grado de acetilacion de las
histonas es el resultado de la accién de las acetiltransferasas de histonas
(HAT) y de las desacetilasas de histonas (HDAC).
1.2.4.1 SAGA

SAGA es un complejo multiproteico, conservado entre eucariotas (Daniel et
al., 2004; Martinez et al., 2001; Yu et al.,, 2000), que lleva a cabo varias
funciones que tienen como principal objetivo la regulacién de la iniciacion
transcripcional a través de dos mecanismos fundamenteles: la modificaciéon de
la histonas en la zona promotora y el reclutamiento de factores generales de la
transcripcion en el complejo de pre-iniciacion (Wu, 2004).

Gcen5 es la subunidad catalitica que lleva a cabo la acetilacion de las colas
de histonas y su actividad enzimatica es regulada por Ada2 y Ada3 (Grant et



Introduccion 18

al., 1997). Spt3 y Spt8 controlan las interacciones entre la caja TATAy TBP en
varios promotores (Dudley et al., 1999). Tra1 interactua in vifro con un amplio
numero de activadores transcripcionales y se piensa que desarrolla un
importante papel en el reclutamiento de SAGA al promotor (Brown et al.,
2001). Otras subunidades, como Spt7, Spt20 y Ada1, estructuran el complejo.
Existe una forma alternativa de SAGA, denominada SLIK (SAGA like) que se
diferencia del primer complejo por la ausencia de Spt8 (Pray-Grant et al.,
2005).

1.2.4.2 Rpd3

Entre los complejos que poseen actividad desacetilasa de histonas destaca
Sin3/HDAC. Rpd3 es su subunidad catalitica que desarrolla un importante
papel en procesos de represion y silenciamiento génico y en la regulacién a
nivel global de los niveles de acetilacién de histonas (revisado por (Lieb and
Clarke, 2005). Rpd3 se ha encontrado en dos complejos, RPD3 (S) y RPD3 (L)
que, a parte de la subunidad catalitica, comparten las proteinas Sin3 y Ume1.
RPD (S) se une a los nucleosomas de la region 3’ transcrita de forma
dependiente de la metilacion de la Lys36 de las histonas H3 y promueve la
desacetilacion de las histonas posicionadas en esta zona (Lieb and Clarke,
2005). RPD (L) esta implicado en fenomenos de silenciamiento telomérico. El
complejo contiene subunidades especificas que dirigen la actividad
desacetilasa a la zona promotora y producen la represién de la transcripcion
(Silverstein and Ekwall, 2005).
1.2.4.3 SWI/SNF

SWI/SNF es un complejo remodelador de cromatina con actividad ATPasa

que incluye varias proteinas conservadas y otras subunidades no
conservadas. La subunidad Snf5 es necesaria para la remodelacion de la
cromatina in vivo. SWI/SNF ejerce un papel positivo sobre la transcripcion ya
que su accién es necesaria para la remodelacion de la cromatina en el
promotor de IFN-B que permite la unién de TBP a la TATA. Sin embargo hay

evidencias experimentales que indican que este complejo puede actuar como
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un represor de la transcripcion (Martens and Winston, 2003). Todavia no se
conoce el mecanismo molecular que determina la funcién de este complejo
pero se especula que por un lado SWI/SNF pueda actuar como represor a
través de interacciones directas con al cromatina de promotores inactivos o a
través de la unién a otros factores como el complejo Sin3/HDAC,(Martens and
Winston, 2003).

1.2.4.4 ISWI

Ente los complejos remodeladores dependiente de ATP destaca el complejo
ISWI

ISWI (imitation switch) es un importante regulador de la transcripcion que
actia en la iniciacion (Kent et al., 2001) y en distintas fases de la elongacion y
(Morillon et al., 2003). En humanos ha sido posible aislar en homélogo de
Isw1p pero todavia no se ha podido aclarar si estas proteinas desarrollan una
actividad parecida en los dos organismos (Sims et al., 2004a). En la levadura
se han aislado dos complejos (Vary et al., 2003) ISWI: Isw1 posee actividad
ATPasa y es la subunidad comun a los dos complejos, se encuentra unida al
factor accesorio foc3 en ISW1a o a loc2 y loc4 en ISWIb (revisado por (Mellor
and Morillon, 2004). Isw1 controla distintas etapas de la transcripcion en
funcién de las subunidades a las que se une. ISWla regula negativamente la
iniciacién actuando sobre la estructura de la cromatina en el promotor (Morillon
et al., 2003). ISWIIb regula y acopla la elongacién a la maduracion del mRNA'y
a la terminacién de la transcripciéon. Las diferentes subunidades de este
complejo regulan especificamente el nivel de fosforilacion del CTD, loc2 es
necesario para la fosforilacién de la Ser-5 y loc4 para la fosforilacion de la ser-
2 (Morillon et al.,, 2003) loc4 regula también la presencia de factores
encargados del corte y de al poliadenilacion del mRNA y de la metilacién de la
histonas H3. Esto sugiere que loc2 y loc4 aunque pertenezcan al mismo
complejo, actian de forma distinta. Isw1 parece estar implicado en el control
de la pausa de la RNApolll que ocurre en la zona 5 de genes activamente
transcritos y en un mecanismo de control del mMRNA basado en la terminacién

prematura de la transcripcion. Este mecanismo, opuesto a la accién de Spt4
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(Morillon et al., 2005; Morillon et al., 2003) esta regulado por el estado de
metilacion de las histonas H3 (Morillon et al., 2005), que determina el
reclutamiento de Isw1 a la cromatina (Santos-Rosa et al.,, 2003) y la
distribucién de la RNApolll a lo largo de la zona transcrita.

1.24.5 FACT

Entre los complejos remodeladores de cromatina no dependientes de ATP
recordamos FACT (facilitates chromatin transcription). Su accién se desarrolla
en una fase posterior a la apertura del promotor y es necesaria para la
transcripion sobre moldes cromatinizados. FACT es un heterodimero costituido
por hSpt16 and SSRP1 (structure specific recognition protein-1) (Orphanides et
al., 1999), y en levadura por Spt16 (Winston and Sudarsanam, 1998), Pob3
(Wittmeyer and Formosa, 1997), y Nhp6. Spt16 y Pob3 presentan
interacciones genéticas con Spt4, Spt5, Spt6, Chd1 y el complejo
Paf1(Lindstrom and Hartzog, 2001); (Simic et al., 2003), Krogan 2002
(Squazzo et al., 2002); Spt16 interacciona con la RNApolll a lo largo de la
region codificante de genes activamente transcritos(BUSCA) de forma de
pendiente de TFIIH (Mason and Struhl, 2005).
1.2.4.6 Spt6

Otra proteina implicada en la remodelacion de cromatina durante la
elongacion es Spt6. Este factor interactia con las histonas H3 (Bortvin and
Winston, 1996) mientras FACT se une a los dimeros H2A-H2B (Orphanides et
al., 1999), ambas proteinas in vitro son capaces de reposicionar histonas en el
DNA (Bortvin and Winston, 1996; Orphanides et al., 1999). Esto sugiere que la
funcién de Spt6 y FACT es facilitar el paso de la RNApolll a través de la
cromatina desestabilizando de forma reversible la estructura del nucleosoma y
reposicionando los nucleosomas tras el paso de fa RNApolll. Spt6 interactua
~ genéticamente con Spt4 y Spts (Swanson and Winston, 1992). y con
subunidades el complejo Swi/Snf (Bortvin and Winston, 1996). Mutaciones de
spt6 causan alteraciones en la estructura de la cromatina (Bortvin and Winston,

1996) y aparicion de transcritos anémalos, debido a la activacion de la
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transcripciéon a partir de sitios cripticos de inicio presentes en la zona
codificante de algunos genes (Kaplan et al., 2003). hSpt6 actia como un factor
positivo de la elongacién, tanto aisladamente como junto a TFIIS (Endoh et al.,
2004). En la levadura se han detectado varias interacciones que sugieren que
Spt6 participa al control de la elongacién transcripcional: Spt6 se encuentra
unido a FACT y a Spt5 (Krogan et al., 2002) y presenta interacciones genéticas
con TFIIS y el complejo Paf1 (Costa and Arndt, 2000; Hartzog et al., 2002).
Ademas, ciertas mutaciones en spt6 provocan la apariciéon de un fenotipo de
sensibilidad a 6-AU (Hartzog et al., 1998).

1.2.4.7 Chd1

Chd1 es otra ATPasa que remodela nucleosomas in vitro y regula la
transcripcion en distintas fases. Pray-Grant et al. (Pray-Grant et al., 2005) han
demostrado que Chd1 interactia fisicamente con SAGA y SLIK .También se
ha demostrado que Chd1 presenta interacciones fisicas y genéticas con el
complejo Paf1, DSIF, y FACT y que se une a cromatina en la regién codificante
de genes activamente transcritos (Simic et al., 2003). Estos resultados apuntan
a un papel de Chd1 en la elongacién transcripcional.
1.2.4.8 El complejo Paf1

Paf1 es un complejo que se asocia a la cromatina de la zona promotora y de
la region codificante de los genes activamente transcritos (Krogan et al., 2002).
Mutantes afectados en una de las 5 subunidades que constituyen el complejo
(Paf1, Leo1, Cdc73, Ctr9 y Rtf1) presentan fenotipos relacionados con
defectos en elongacién como el fenotipo Spt y la sensibilidad a 6-AU (Squazzo
et al., 2002). El complejo Paf1 interactiia fisicamente con la RNApolll (Mueller,
2004), con Spt5 (Squazzo et al., 2002) y con FACT (Squazzo et al., 2002).
Interacciones genéticas con varios factores transcripcionales implicados en la
regulacién de la estructura de la cromatina durante la elongacién como FACT
(Squazzo et al., 2002) y Chd1 (Simic et al., 2003) sugieren la posibilidad que el
complejo Paf1 esté implicado en este proceso. Recientes estudios apoyan esta

hipétesis. Xiao y colaboradores (Xiao et al., 2005a) y Wood y colaboradores
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(Wood et al.,, 2005) han demostrado que Bur1/Bur2, el complejo Pafl y
Bre1/Rad6 interactian para producir la monoubiquitinaciéon de H2B, requisito
para que ocurra la metilacion de H3 por parte de Setl y Set2. Esta
modificacién contribuye a la regulacién de la transcripcion (Gerber y Shilatifard,

2003) en las fases siguientes a la iniciaciéon (Morillon et al., 2005).

1.3 El sistema transcripcional del virus y su regulacion en la
célula: TAR, Tat, P-TEFb.

El estudio de la maquinaria transcripcional del virus de la imunodeficiencia
humana (HIV-1) (revisado por (Karn, 1999); (Bannwarth and Gatignol, 2005)
ha puesto de manifiesto que este virus regula su expresién génica a traves del
control de varios procesos, entre los que destaca la elongacién transcripcional.
Esta peculiaridad hace que el sistema transcripcional del HIV se haya
convertido en un interesante instrumento para estudiar la elongacion
transcripcional y las interacciones que se desarrollan en este contexto.

Los principales elementos que regulan la transcripcion del genoma del HIV-
1 son el dominio TAR del RNA viral, la proteina Tat y el complejo P-TEFb. A
continuacién se procedera a una breve descripcion de la dinamica de la
transcripcion en el HIV-1 y de los factores principales que la regulan. Asimismo
se intentaran aclarar algunos aspectos de la compleja red de interacciones
existentes entre reguladores de la transcripcién de origen celular y viral,
proteinas enzimaticas y estructurales y complejos remodeladores de la

cromatina.

1.3.1 La transcripcion de HIV-1.

La iniciacién de la transcripcion en el LTR viral sigue la normal dinamica de
las células eucaridticas (revisado por (Roeder, 2005)) y necesita ademas
varios reguladores celulares, algunos de ellos tipicos de los linfocitos.

Tras la apertura del promotor se ensambla el complejo de preiniciacion
(PIC).
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Varios factores generales de la transcripcion (GTFs) se requieren para este
proceso y el posterior inicio de la transcripcion. En primer lugar TFIID se une al
promotor a través de la TBP. Esa interaccion es estabilizada por TFIA
(Coleman et al.,, 1999). TFIIB lleva la polimerasa al promotor mediante su
capacidad de unirse a TBP, a la RNA polimerasa || (RNApolll) y a la secuencia
BRE, situada aguas abajo de TATA (Conaway and Conaway, 1991) (Flores et
al., 1991; Killeen et al., 1992). TFIIF estabiliza la unién y recluta TFIIE y TFIIH,
que facilitan el inicio de la transcripcién y la salida de la RNA polimerasa del
promotor. Muchas de las interacciones entre GTFs y RNA polll ocurren a
través de CSRP. Este complejo, homologo humano del Mediador, estimula
también la accién del par ciclin/quinasa perteneciente a TFIIH, ciclina H/ Cdk?7.
El sustrato preferente de Cdk7 es el dominio carboxiterminal (CTD) de la
subunidad RPB1 de la RNA polll y mas concretamente de los residuos de
serina en posicion 5 (Ser-5) de las repeticiones heptapeptidicas que
constituyen el CTD. La hiperfosforilacion del CTD en estos residuos
aminoacilicos produce un remplazamiento en el tipo de proteinas que
interactian con la RNApolil a favor de los factores de elongacion.

Los primeros pasos de la elongacién de la transcripcion se caracterizan por
la inestabilidad del complejo transcripcional y por la escasa procesividad de la
RNApolll, lo que se refleja en la aparicién de transcritos cortos no poli-
adenilados. La transcripcion de las primeras 59 pb del genomio del HIV-1 lleva
a la sintesis de un dominio de RNA denominado TAR (trans-activation
responsive region) que, junto a la proteina viral Tat (trans-activator of
transcrption), desarrolla un papel clave en la regulacion de la transcripcion del
virus.

En ausencia de Tat la RNApolll se detiene tras haber transcrito la secuencia
de DNA que codifica TAR (Palangat et al., 1998) y se mantiene alli unida a los
factores negativos de la elongacion DSIF (DRB sensitivity inducing factor) y
NELF (negative elongation factor) (Chiu et al., 2001). La interaccién de Tat con
el dominio TAR provoca la activacion de la proteina que, en la nueva

conformacién, puede interactuar con P-TEFb, formando un complejo ternario
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Figura 1. Representacién de la regulacién de la elongacion transcripcional de HIV-1 mediada por Tat: (A) la
RNApolll sufre una pausa tras transcribir el dominio TAR, se encuentra unida a DSIF y NELF y su CTD esta
hipofosforilado. En el genomio de HIV-1 posicionan establemente nucleosomas desacetilados (circulos celestes).
(B) Tat recluta la forma del complejo P-TEFb constituida por hCycT1 y Cdk9 y se unen a TAR. Cdk9 se
autofosforila y fosforila el CTD de la RNApolll, Spt5, provocando su separacién de Spt4 y NELF, que se aleja de la
RNAPolll. Tat interactua con la maquinaria de capping promoviendo el procesamiento del extremo 5’ del mRNA
TAR. Se establecen interacciones entre Tat y complejos remodelaldores de cromatina como SWI/SNF y complejos
acetiltransferasas como CBP/p300 y que acetilan Tat y los nucleosomas posicionados en el HIV-1. El nucleosoma
que protege el extremo 5’ transcrito se remodela (circulo gris).

constituido por Tat, TAR y P-TEFb, en conjunto mucho mas estable que la
simple interaccion TAR-Tat.

P-TEFb esta constituido por la ciclina T1, que interacciona especificamente
con Tat, y por Cdk9, que, tras la activacién del complejo Tat-ciclina T1, se
autofosforila. Cdk9, asimismo, lleva a cabo la hiperfosforilaciéon del CTD en las
serinas situadas en posicién 2 (Ser-2) de las repeticiones heptapeptidicas y la
fosforilacén de Spt5 (Zhou et al., 2004) (Yamada et al., 2006), subunidad del
complejo DSIF, y de NELF-E, subunidad de NELF (Fujinaga et al., 2004).
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La fosforilacion de Spt5 y su metilacién (Sims et al., 2004a) parecen ser
requisitos indispensables para la apertura del complejo DSIF: Spt4, la otra
proteina que en humanos constituye DSIF, y NELF abandonan la RNApolll. El
cambio en el patrén de fosforilacion del CTD y una serie de interacciones que
Tat desarrolla con numerosos factores de elongacién (véase apartado 1.3.3)
producen la formacion del complejo de elongacién transcripcional (TEC), etapa
fundamental para que la RNApolll pueda, finalmente, llevar a cabo

eficientemente la transcripcion del genoma viral.

1.3.2 La LTR viral y el dominio TAR.

En la LTR viral se diferencian tres regiones: U3, R, U5 (Figura 1) (Haseltine,
1991). En la region U3 se encuentran dominios de unién a factores generales
de la transcripcion (GTFs) como la caja TATA (nucleétido -22) o, una
secuencia rica en GC donde se une el factor transcripcional Sp-1. Mas lejos
del sitio de inicio de la transcripcién, se encuentran dos secuencias de unidn
para el factor NFAT (nuclear factor of activated T cells) y otras dos secuencias
de unién para NF-«xB (nuclear factor-k B), un regulador de la transcripcién de
genes que codifican factores implicados en la activaciéon del los linfocitos en
respuesta al estimulo antigénico.

En el extremo 5’ del HIV-1 posicionan 5 nucleosomas (Verdin, 1991). Los
primeros dos nucleosomas (nuc-0 y nuc-1) posicionan respectivamente en la
region U3 y en la regién R que coincide con el principio de la regién transcrita.
En la regiéon que separa estos nucleosomas, que mide aproximadamente 250
pb, se encuentran la caja TATA y las secuencias de unién de NF-xB y Sp1. Tat
se une a estos factores y a complejos remodeladores de cormatina para
inducir al apertura del LTR viral.

TAR es un dominio de RNA constituido por los primeros 59 nucleétidos
transcritos del genomio del HIV (Berkhout and Jeang, 1989) y ocupa la primera
parte de la zona R del LTR viral. Sobre la zona R posiciona el segundo

nucleosoma (nuc-1) presente en el extremo 5 transcrito del HIV-1, que es
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desplazado de forma dependiente de Tat para permitir las primeras fases de la
transcripcion (Verdin et al., 1993). TAR presenta una estructura secundaria tipo
"stem-loop", que se caracteriza por una extrema estabilidad y una gran
resistencia a las nucleasas (Karn, 1999). En la proximidad del apice de esta
estructura se encuentra un dominio rico en residuos uracilicos, que es el sitio
que reconoce Tat en el RNA naciente. El apice, rico en residuos G-C, es el
sitio de unién al RNA de la ciclina T1. La integridad de los dos dominios es
fundamental para la transactivacion mediada por Tat-P-TEFb (Fujinaga et al.,
1998) asi como para el mantenimiento de la estructura secundaria (Selby et
al., 1989).

La RNApolll al transcribir TAR entra en una fase de pausa. En ese estado
DSIF se une al CTD desfosforilado y NELF se une a través de la subunidad
NELF-E al tallo de TAR (Fujinaga et al., 2004). Se piensa que la estabilizacion
de la pausa favorezca la sintesis de la caperuza sobre mRNA TAR

aumentando la estabilidad del transcrito naciente.

1.3.3 Tat

El transactivador de la transcripcién (Tat) del virus da la inmunodeficiencia
humana es un pequefio polipéptido de 101 aminoacidos que desarrolla un
papel esencial en la transcripcién del genomio del HIV-1 y en la replicacion
viral.

Tat se une a TAR y a través de esta interaccion Tat recluta al promotor una
amplia serie de complejos transcripcionales, entre ellos P-TEFb. La formacion
del complejo Tat-TAR-P-TEFb activa Cdk9, que fosforila varios substratos
surtiendo distintos efectos en el escenario transcripcional del HIV-1. Cdk9
fosforila principalmente la subunidad Rpb1 de la RNApolll en las Ser-2 del
CTD y esta modificacién confiere a la enzima la procesividad suficiente para
transcribir los genes del HIV-1. (Ni et al., 2004; Zhou et al., 2004)

Aunque P-TEFb es probablemente el cofactor de Tat mas importante para
no es el Unico. Tat se ha revelado como una pieza clave en el control de la

expresién del HIV actuando sobre otros procesos ademas de sobre la
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regulacion de la elongacién. Tat controla la iniciacion de la transcripcion del
genomio del HIV1 interactuando con TFIIH y estimulando in vitro la
fosforilacion del CTD por la quinasa Cdk7 de TFIIH (Parada et al., 19995).
Segun un reciente estudio (Raha et al., 2005), la presencia de Tat es suficiente
para ensamblar in vivo un complejo de transcripcion alternativo en el LTR viral
constituido por la RNApolll, P-TEFb y TBP sin el auxilio de los factores
asociados a TBP (TAFs), normalmente presentes en la mayoria de los
promotores de los genes trascritos por la RNApolil.

Tat controla también el estado de fosforilacién de la RNApolll inhibiendo
Fcp1, la principal fosfatasa del CTD (Marshall et al., 1998), lo que
probablemente evita un prematuro desensamblaje de la RNApolll de la region
transcrita.

En los ultimos afios numerosos estudios sugieren que la sintesis de mRNA
es un proceso en el que las reacciones de transcripcién, capping,
procesamiento del pre-mRNA, poliadenilaciéon y transporte se encuentran
acopladas la una a la otra de modo que factores implicados en una fase
participan directamente e influyen a otra (Zorio and Bentley, 2004) Una
multitud de resultados sugieren que, de forma directa o indirecta, Tat coordina
e integra estos procesos actuando en el marco de una estrategia molecular
dirigida a aumentar la expresién del genomio del HIV.

Se ha demostrado que Tat regula la modificaciones del extremo 5’ del
mRNA de HIV1, interactuando con la trifosfato-metiltransferasa Mce1 in vitro
(Chiu et al., 2001) e in vivo (Chiu et al., 2002) y aumentando la sintesis de la
caperuza (Chiu et al., 2002).

El cofactor de Tat, TAT-SF1, es una fosfoproteina que presenta un elevada
homologia con el factor de splicing de levadura Cus2p y forma un complejo
con los snRNA U1 y U2, PTEF-b, la subunidad RAP30 de TFIIF, Spts y RNA
Pol Il (Fong and Zhou, 2001). SKIP, otro factor implicado en el procesamiento
del mMRNA, se une a P-TEFb y aumenta la transcripcion mediada por Tat (Bres
et al., 2005).
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Diversos estudios indican que Tat regula la organizacién de la cromatina
posicionada en el genomio de HIV integrado para aumentar la accesibilidad del
molde a la maquinaria transcripcional. Se ha demostrado que la proteina Tat
actia de manera sinergistica con NF-xB y Sp1 (Pazin et al., 1996) (Pumfery et
al., 2003). Sp1, NF-xB y Tat interactiian con las acetiltransferasas CBP/p300 y
pCAF y con el complejo remodelador de cromatina SWI/SNF, los dirigen hacia
el promotor y promueven una conformacién mas laxa de la cromatina en esa
zona. El efecto mas evidente del cambio en el entorno cromatinico que se
produce por activacién de la transcripcion en la LTR viral es la remodelacién
del nuc-1 que solapa con el inicio de la regién transcrita (Coull et al., 2002).

En células donde se ha integrado una copia del genoma del HIV, existe
heterogeneidad en la expresién del virus: Jordan ef al. (2001) han demostrado
que la expresion de los distintos clones esta relacionada con al accesibilidad
del extremo 5’ transcrito del HIV. (Jordan et al., 2001)Ademas ha sido posible
demostrar que Tat interactia fisicamente con enzimas acetiltransferasas
(Marzio et al.,, 1998) formando complejos ternarios proteina-proteina-DNA
(revisado por (Pumfery et al., 2003).

Tanto Tat como las histonas posicionadas en los genes del HIV-1 sufren
acetilacion. Esta modificacion se produce en el transactivador Tat en tres
residuos de lisina (lys-28, lys-50, lys-51) y confiere especificidad de unién a
distintas proteinas en funcién del patrén de acetilacién (Caron et al., 2003;
Kiernan et al., 1999) La hiperacetilacion de histonas favorece el desensamblaje
de la cromatina y se asocia a genes transcritos. Es una modificaciéon necesaria
para que se desarrolle eficientemente la expresion viral, como demuestra el
hecho que los nucleosomas en estado de represion de la transcripcion se
encuentran en forma desacetilada y que inhibidores especificos de
desacetilasas de histonas producen una activacion de la transcripcion del HIV-
1 (Pumfery et al., 2003).

Las histonas asociadas a genes activamente transcritos o reprimidos
también presentan un patron de metilacion distinto. Un estudio (Zhou et al.,
2004) ha demostrado que la activacion de P-TEFb mediada por Tat-TAR
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favorece la aparicion del patron de metilacién asociado a la transcripcion

activa, o sea la metilaciéon de las histonas H3 en las lisinas 4 y 36.

1.3.4 P-TEFb

P-TEFb es un heterodimero constituido por la quinasa Cdk9 y la ciclina T o
la ciclina K.

Existen tres tipos de ciclinas T, la ciclina T1 y la ciclina T2a y T2b. Todas
ellas interactian con Cdk9 y con RNA pero soélo la ciclina T1 es capaz de
unirse a Tat. Para ello es imprescindible un residuo de cisteina (C261) dentro
del TRM (Tat:TAR recognition motive) (Garber et al., 1998)Este residuo esta
conservado en la ciclina T1 de primates pero no en el homélogo murino, uno
de los elementos que hace que los ratones no desarrollen la enfermedad.

Cdk9 presenta 2 isoformas una de 42kDa y otra, identificada mas
recientemente, de 55kDa, que se genera por activacién de un promotor aguas
arriba en varios tipo celulares (Shore et al., 2003).

P-TEFb se una al CTD de la subunidad Rpb1 de la RNApolll y fosforila
preferentemente las serinas en posicion 2 de las repeticiones heptapeptidicas
que constituyen el CTD. Segun el modelo actualmente aceptado (revisado por
(Sims et al., 2004a) (Meinhart et al., 2005), la fosforilacion de las Ser-2 es una
caracteristica de la RNApolll elongante y se asocia a zonas distales del
promotor de los genes trascritos.

Este complejo lleva a cabo la regulacion de la expresién de un amplio
conjunto de genes; Chao y Price (Chao and Price, 2001) han calculado que
tras una hora de exposicion a flavopiridol, un analogo del ATP que inhibe
selectivamente la actividad quinasa de Cdk9 (Chao et al., 2000), la sintesis de
mRNA en ceélulas Hela disminuye de un 70% y la inhibicion completa causa
apoptosis. La eliminacién del homélogo de la Cdk9 o de las ciclinas T en
Caenorhabditis elegans reduce la fosforilacion de las Ser-2 que afecta
especialmente la expresién de genes activos en fase temprana del desarrollo y
causa la muerte del embrion (Shim et al, 2002). Por otro lado, la

sobrexpresién de la ciclina T1 en ratones provoca un aumento de la actividad
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de Cdk9 que se refleja en un aumento del tamario de los miocitos cardiacos y
del corazdén en general (Sano et al., 2002).

Como otras Cdk, la actividad de P-TEFb es regulada por un inhibidor
especifico. Dos estudios publicados al mismo tiempo (Nguyen et al., 2001;
Yang et al., 2001) demostraron que in vivo existe un tipo de complejo P-TEFb
distinto del par ciclin/quinasa aislado anteriormente (Mancebo et al., 1997,
Peng et al., 1998a; Peng et al., 1998b). El nuevo complejo es mas grande, es
inactivo y junto al par ciclin/quinasa esta constituido por 7SK, un RNA nuclear
pequeno, y por la proteina HEXIM-1(hexamethylene bisacetamide-induced
protein 1) (Yik et al., 2003) (Michels et al., 2004) o su paralogo, HEXIM-2
(Byers et al., 2005).

El balance entre complejo grande y complejo pequefio, que en células HelLa
es 1:1, se desplaza rapidamente hacia la forma activa en respuesta a estrés
celular inducido por rayos UV, DRB (un analogo del ATP que inhibe la
actividad quinasa de Cdk9 (Zandomeni and Weinmann, 1984; Zandomeni et
al., 1986) y actinomycina D (Nguyen et al., 2001), 2001)(Casse et al., 1999;
Garriga and Grana, 2004).

Todavia no ha sido posible aclarar el mecanismo y las razones que estan en
la base de la modulacion diferencial supuestamente llevada a cabo por Hexim-
1 y Hexim-2 (Byers et al., 2005). Parece interesante destacar que la
sofisticacion del control de la actividad de P-TEFb es proporcional al nivel
evolutivo del organismo: en Saccharomyces cerevisiae y C. elegans donde se
han aislado homdlogos de este complejo, no existen proteinas con funcion
similar a Hexim; en artrépodos y Drosophila se han encontrado homdélogos de
este tipo, y, finalmente, sélo en mamiferos se ha producido una duplicacion del
gen que ha dado origen a dos proteinas con funcién parecida.

P-TEFb es un elemento indispensable para una eficiente expresiéon de los
genes del HIV-1 hacia los que es dirigido. Como se ha anteriormente descrito,
Tat se une a la subunidad reguladora del par ciclin/quinasa, participa en la
uniéon de P-TEFb al dominio de RNA TAR y la estabiliza. Algunos

investigadores especulan sobre la sugerente hipétesis que Tat y TAR sean los
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antagonistas moleculares de las proteinas Hexim y 7SK que el virus utiliza
para asegurarse la presencia de P-TEFb en su maquinaria transcripcional. No
se han encontrado homologias estructurales significativas en la secuencia de
estas moléculas, sin embargo hay resultados que apoyan esta hipétesis. Entre
ellos cabe destacar que la sobrexpresion de Hexim1 inhibe la activacion de Ja
transcripcion mediada por Tat (Fraldi et al., 2005), que la integridad del
dominio de unién a 7SK (Fraldi et al., 2005) o a P-TEFb (Michels et al., 2004)
de Hexim1 es necesaria para que se produzca inhibicién de la actividad de Tat
y que in vitfro Hexim-1 y Tat se excluyen reciprocamente en la unién a la
Ciclina T1 (Schulte et al., 2005).

1.4 Antecedentes de expresion heteréloga de HIV en S.

cerevisiae.

La levadura presenta un elevado grado de homologia con los eucariotas
superiores por lo que concierne a las funciones celulares basicas y es un
organismo eucariético simple, manejable y sobre todo susceptible de ser
estudiado genéticamente. La larga experiencia genética acumulada con este
organismo, para el que se disponen de toda clase de técnicas de manipulacién
y analisis molecular, ha resultado ser una importante ventaja en el estudio de
sistemas animales cuyos mecanismos genéticos dificimente pueden ser
diseccionados en el contexto celular de eleccién. Si el sistema objeto del
estudio es ademas un agente patégeno, como el virus del HIV-1, la
manipulacién del material genético es extremadamente mas sencilla gracias a
la total bioseguridad que caracteriza la levadura y que consiente su utilizo en
infraestructuras con bajo nivel de contencién.

Trabajos precedentes han demostrado que dianas celulares de algunos
factores virales estan conservadas en la levadura donde la expresiéon de las
proteinas viricas de interés ha reproducido un fenotipo similar al observado en

células humanas infectadas o en sistemas celulares reconstituidos in vitro.
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Es el caso por ejemplo de la proteina viral R (Vpr) que causa un bloqueo de
ciclo celular en el estadio G2 actuando sobre varios sistemas que controlan el
check-point entre la fase G2/M (resumidos en Yoshizaka, 2005). Vpr es capaz
de inhibir el crecimiento de Saccharomyces pombe (He et al., 1995; Re et al.,
1995) (Zhao et al., 1996) (Macreadie et al., 1995).

Un reciente estudio (Nakazawa, 2005) ha demostrado que el dominio
carboxiterminal de la proteina es necesario para producir la inhibicién del
crecimiento, tanto de las células humanas como de la levadura, y que en
ambos organismos el efecto no esta ligado a la localizacién nuclear de la
proteina.

Caumont y sus colaboradores (Caumont et al., 1996) han descrito que la
expresion heteréloga de la integrasa viral (IN) causa letalidad en un mutante
rad52A de S. cerevisiae por efecto de cortes endonucleoliticos no especificos
de secuencia que causan dafios en el genomio de levadura. Esta actividad de
la integrasa viral ha sido detectada en sistemas celulares in vifro (Katzman and
Sudol, 1996) pero se desconoce su relevancia en células humanas infectadas.
La caracterizacion genética en S. cerevisiae ha evidenciado que Snf5 (Parissi
et al., 2000), un regulador transcripcional componente del complejo SWI/SNF,
suprime este fenotipo. Tanto Rad52 como Snf5 estdn conservadas en
humanos.

Un resultado mas alentador aun ha sido logrado por Nissley y sus
colaboradores (1996) que han reconstruido el sistema de retrotranscripcién del
HIV en S. cerevisiae. Los autores han construido un hibrido Ty1-HIV,
denominado HART, sustituyendo la secuencia que codifica la
retrotranscriptasa del retrotransposén endégeno Ty1 por el gen de la
retrotranscriptasa del virus (RT). La expresion heterdloga de la
retrotranscriptasa en el contexto de este sistema hibrido HIV-levadura ha dado
lugar a una enzima activa. Gracias al hibrido HART ha sido posible estudiar
distintos aspectos del mecanismo de la retrotranscripcién, pero quizas sea aun
mas interesante la aplicacion que este sistema podria tener en campo
farmacologico. De hecho con este modelo ha sido posible, con un simple
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ensayo genético, medir la actividad de la retrotranscriptasa y se ha demostrado
que inhibidores no nucleosidicos de la RT (NNRTI), actualmente empleados en
la terapia antiretroviral en uso, mantienen en la levadura el efecto negativo
sobre la retrotranscriptasa. Por ello este sistema podria ser adecuado para el
ensayo preliminar de nuevas drogas formuladas contra la retrotranscriptasa, la
diana farmacolégica de mayor interés en el desarrollo de nuevos
antiretrovirales, disminuyendo los costes y el empleo de sistemas animales in
Vivo.

El estudio del sistema transcripcional del HIV-1 en la levadura tiene algunos
antecedentes descritos en la bibliografia. Un primer estudio llevado a cabo en
S. pombe (Toyama et al., 1992) demostré que Tat no producia en la levadura
la transactivacion de la LTR viral. Subramanian y sus colaboradores (1994)
investigaron sobre la capacidad de Tat de activar la transcripcién in vivo de un
gen de S. cerevisiae dirigiéndolo al promotor a través de un dominio de unién a
DNA de un activador transcripcional de la levadura. Para ello construyeron
varias fusiones de la proteina virica completa o partes de ellas con el dominio
de unién a DNA del la proteina de levadura Gal4. Midiendo la actividad
transcripcional inducida por este transactivador hibrido sobre el gen GAL1
observaron que la fusién que comprendia el dominio transactivador minimo era
capaz de producir la inducciéon del promotor GAL1 en la levadura (Southgate
and Green, 1995).

Un estudio mas reciente (Daviet et al., 1998) ha demostrado que la LTR
viral es un promotor débil en la levadura S. cerevisiae pero que conservando la
caja TATA y TAR y eliminando los sitios de unién a SP1 y NF-xB era posible
alcanzar una actividad comparable al promotor de levadura CYC17. Ni este
promotor reducido, ni la LTR completa podian ser activados por Tat.

Estos resultados sugieren que la LTR viral es un promotor que presenta un
nivel de transcripcion basal muy bajo en la levadura, aunque cabe destacar
que en células humanas mantiene esta caracteristica. Probablemente la LTR
es un promotor muy especializado para el contexto celular de la levadura.

Ademas, su funcién principal no es el control directo de la actividad de la



Introduccion 34

polimerasa, sino el ensamblaje de un complejo transcripcional susceptible de

ser regulado en una fase posterior a la iniciacion.

1.5 Retrotransposones de levadura

Los retrotransposones son un tipo de elementos genéticos que llevan a
cabo su replicacién a través de un intermediario de RNA y que presentan
numerosas similitudes con los retrovirus. En el genomio de S. cerevisiae se
han identificado 5 familias de retrotransposones, Ty1-5 siendo los de la familia
Ty1 los mas abundantes (30 copias por genoma haploide). Todos comparten la
misma estructura. Miden aproximadamente 6Kb, en sus extremos se
encuentran dos zonas reguladoras de aproximadamente 300pb que se
denominan LTR o elementos 8. Las LTRs flanquean dos marcos abiertos de
lectura, TYA y TYB, analogos a los genes retrovirales gag y pol. La RNApolll
transcribe estos genes generando una molécula de RNA que sera empleada
bien para la traduccién, bien para la retrotranscripcion. Al igual que los
retrovirus, los retrotransposones necesitan una molécula de tRNA como
cebador de la retrotranscripcion. La proteina Ty1A constituye el componente
estructural de la VLP (virus like particle) y la poliproteina Ty1A-Ty1B genera,
por accion de la proteasa del retrotransposén (Garfinkel et al., 1991), las
enzimas que también estan codificadas en los genes de los retrovirus: la
proteasa, la integrasa, la retrotranscriptasa y el dominio catalitico de la
RNAasa H. El cDNA de cadena doble que se genera por retrotranscripcion
dentro de la particula pseudo viral se integra en el genoma de la levadura por
obra de la integrasa o por recombinacién homologa con elemento gendémicos.
Condiciones de stress celular activan la transcripcion de los retrotransposones
cuya expresion estd normaimente inhibida. El promotor de los Ty1, o
elemento 5, presenta una estructura muy similar a la de los promotores de
eucariotas superiores y es regulado por varios factores transcripcionales y

complejos remodeladores de cromatina como ISWI (Kent et al., 2001) SAGA
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(Morillon et al., 2002; Pollard and Peterson, 1997) y Swi/Snf (Todeschini et al.,
2005).

Un Ultimo elemento que muestra la cercania enter los Ty y sus homoélogos
animales es APOBEC3G, una deaminasa que convierte la citosina en uracilo.
Su accién produce un efecto inhibitorio sobre la replicacién de varios retrovirus
entre ellos el HIV-1 (Bukrinskaia et al., 2005) la expresion heter6loga de la
proteina humana en S. cerevisiae causa una inhibicién de la replicacion de los
Ty1 segun el mismo mecanismo de accién (Dutko et al., 2005; Schumacher et
al., 2005).



2 Objetivos
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El objetivo principal de esta tesis ha sido reconstruir el sistema
transcripcional del HIV-1 en S. cerevisiae para llevar a cabo un estudio in vivo
de la expresion del virus aprovechando el amplio conjunto de herramientas
genéticas y moleculares que ofrece la levadura.

Para ello hemos construido unidades transcripcionales hibridas formadas
por promotores de la levadura fusionados transcripcinalmente a la citada
region de HIV-1, que han sido analizadas genética- y molecularmente.

Con objeto de estudiar el comportamiento de estas unidades
transcripcionales en presencia de los factores reguladores del virus
previamente caracterizados en células humanas, hemos procedido asimismo a
la expresion en la levadura de la proteina viral Tat y de los factores celulares
humanos hCycT1 y Cdk9.



3 Resultados
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3.1 Estudio del sistema transcripcional de HIV-1 en S.

cerevisiae.

3.1.1 Construccion y andlisis de la expresion de sistemas hibridos

HIV-levadura.

Con objetivo de estudiar la transcripciéon del virus del HIV-1 disefiamos un
nuevo sistema de expresion.

Trabajos anteriores habian demostrado que el LTR viral no es un promotor
activo en la levadura (Daviet et al., 1998; Subramanian and Chinnadurai,
1992). Por ello decidimos utilizar un promotor endégeno de S. cerevisiae como
GAL1 por el que se dispone de una caracterizacion muy exhaustiva por lo que
concierne los mecanismos de regulaciéon transcripcional y su estructura
cromatinica.

Construimos un plasmido centromérico, pGAL1-HIV, con una fusion
traduccional entre los nucleétidos -21/+671 del HIV y la secuencia codificante
del gen de levadura PHOS5 y la clonamos bajo el promotor inducible GAL7 (Fig.
2A). El uso de la galactosa como fuente de carbono activa este promotor
permitiendo alcanzar un nivel de expresion alto (Yocum et al., 1984). En la
secuencia del genomio de HIV clonada estdn comprendidas una pequefa
parte de la regién U3, la regién R, que inicia con el dominio TAR, la regién U5,
el dominio de encapsidacién W y parte del precursor gag y corresponde a la
zona donde posicionan los nucleosomas nuc-1, nuc-2 y nuc-3 en el provirus
integrado (Verdin et al., 1993).

La fusion HIV-PHOS5 se realizé6 con la intencién de seguir la actividad
transcripcional del sistema mediante el simple ensayo enzimatico de la
fosfatasa acida codificada por PHOS.

La cepa de S. cerevisiae W303-1a fue transformada con los plasmidos
pGAL1-HIV, pSCh202, que contiene el gen PHO5 clonado bajo el promotor
GAL1 (Fig. 2A) (Chavez and Aguilera, 1997). Para comprobar que la fusion se

expresase correctamente llevamos a cabo ensayos de northernde los
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transformantes pGAL1-HIV y pSCh202 tras 0, 30, 90, 180 minutos de cultivo

en galactosa. La  hibridacion con la sonda PHO5 (Fig. 2.b)
A
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Figura 2. La unidad transcripcional pGAL1-HIV. (A) Esquema
del plasmido pSCh202 (Chavez y Aguilera, 1997) y de la fusién
C HIV-PHO5 bajo el control del promotor GAL?. (B) Analisis de
Northern de la expresion del gen PHOS y de la fusion HIV-
™ 120 4 PHO5 a partir del promotor GAL7. El RNA se aislé de
] 100 A transformantes de W303-1A con pSCh202 y pGAL1-HIV
&8 cultivados segun las condiciones detalladas en el apartado 6.6.
3 80 Usamos las sondas HIV, PHO y 258 marcadas con a-32P. Los
“q: niveles de mRNA, en unidades arbitrarias (U.A.) se obtuvieron
5 601 en un Fuji FLA 3000 y fueron normalizados con respecto a la
o 40 cantidad de rRNA en cada muestra. (C) Actividad fosfatasa
o 4cida de transformantes de W303-1A con p416GAL1, pSCh202
S 20 - y pGAL1-HIV cultivados segln las condiciones detalladas en el
= 0 apartado 6.6, Se muestran sélo los valores en las condiciones
S ]

de activacion (2% galactosa). Los valores en condiciones de
p416GAL1 pSCh202 pGAL1-HIV represion (2% glucosa) son comparables a los valores de la
fosfatasa acida endégena en condiciones de activacion del
promotor GAL7T (p416GAL1 en 2% galactosa).

permitid6 detectar un transcrito de 1,5 Kb correspondiente a la longitud del
mRNA de PHOS5 y de 2,3 Kb correspondiente a la longitud esperada para el
mRNA de la fusién HIV-PHOS5. En la parte superior de la misma figura se
muestra el resultado de la hibridacion del mismo filtro con la sonda HIV que,
como era de esperar, fue negativo en el caso del mRNA extraido de los

transformantes con la construccion pSCh202 y concordaba con lo observado
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en la hibridacién con la sonda PHOS5 por lo que concierne a los transformantes
con pGAL1-HIV.

Llevamos a cabo ensayos de fosfatasa acida en condicién de induccion del
promotor GAL1 (cultivo en galactosa) a los transformantes que llevaban los
plasmidos pSch212, GAL1-HIV. Se utiliz6 como control para medir la actividad
de la proteina Pho5 endégena un transformante que llevaba el vector p416-
GAL1 (Mumberg et al., 1994) que es idéntico a de pSCh202 pero carece del
gen PHO5. Como se puede observar en la Fig 2C, en el caso del plasmido
pGAL1-HIV no pudimos medir una actividad enzimatica superior a la actividad
de la fosfatasa enddgena (p416-GAL1), mientras que la actividad detectada en
el transformante de pSCh202, en condiciones de activacién del promotor, fue
25 veces superior a la endégena. En condiciones de represion del promotor
(cultivo en glucosa) la actividad medida en los transformantes pSCh202 y
pGAL1-HIV no diferia significativamente del control.

En conjunto, estos resultados nos indicaron que la transcripcién de la fusion
HIV-PHOS5 a partir del plasmido GAL1-HIV se llevaba a cabo correctamente. El
promotor GAL7, ademas, daba lugar a una acumulacién de mRNA abundante
y facilmente detectable por Northern.

A pesar de que la transcripcion de HIV-PHOS5 se desarrollase de forma
correcta, los ensayos de fosfatas acida mostraron que la fusién no generaba
una proteina enzimaticamente activa posiblemente por la escasa estabilidad
del transcrito, por defectos en su traduccién o por falta de funciéon de la
proteina de fusién.

Decidimos por ello seguir utilizando la hibridacién northern como técnica

para analizar la expresién del sistema.

3.1.2 Caracterizacion del sistema GAL1-HIV: analisis del extremo 5’
del mRNA de HIV sintetizado a partir del plasmido pGAL1-HIV

en S. cerevisiae
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La secuencia TAR del mRNA de HIV es imprescindible para la
transactivacion por Tat en células humanas. Era nuestra intencién estudiar la
interaccién de Tat con TAR utilizando el plasmido pGAL1-HIV para expresar
este fragmento del genomio virico. Por ello comprobamos que este dominio se
transcribiese. correctamente en la levadura, analizando por primer extension el

extremo 5’ del transcrito generado por el plasmido pGAL1-HIV.

Figura 3. Primer extension de un molde de RNA HIV-PHOS transcrito desde el promotor GAL1. Se usaron como
molde 25ug de RNA total extraido de un transformante de la estirpe W303-1A con pGAL1-HIV. La extensién se
hizo a partir del cebador Primer Tar, complementario a los nucleétidos +111/+129 del mRNA de HIV-1 NL43. La
reacciéon de secuenciacion se llevo a cabo sobre el DNA plasmidico pGAL1-HIV con el mismo oligonucledtido. En
el esquema del extremo 5 de la region transcrita las flechas indican las posiciones de las sefales mas
prominentes del resultado del experimento de primer extension.El grosor de la flecha es proporcional a la
intensidad de la sefal.

Se marcé radioactivamente un oligonulceétido antisentido correspondiente a
los nucledtidos +111/+129 segun el sito de inicio de la transcripcién del HIV en
células humanas. El oligonulceétido se hibrid6 con RNA extraido de
transformantes de la cepa BY4741 con el plasmido pGAL1-HIV y se llevo a
cabo una reaccién de retrotranscripcién con la retrotranscriptasa SuperScript™

II, RNAsaH (Invitrogen).
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El andlisis del extremo 5’ muestra la presencia de dos bandas mayoritarias
(Fig. 3 ): la primera es el inicio de la transcripciéon del promotor GAL1, mientras
la segunda corresponde con el primer nucleétido del fragmento del HIV
clonado en este vector. Es interesante destacar la aparicion de bandas de
intensidad inferior a las precedentes que corresponden con el inicio del
dominio TAR (banda 3), que también es el sito de inicio de la transcripcion en
la LTR viral en células humanas; con la protuberancia de la estructura
secundaria de TAR donde se une Tat (banda 4); con el apice del tallo (banda
5); sito de union de la Ciclina T1, con una distorsion de la estructura del tallo
presente junto a la protuberancia (banda 6); y finalmente con los ultimos
nucleétidos de TAR (banda 7). Existe la posibilidad que estas bandas se hayan
generado a causa de bloqueos de la retrotranscriptasa ocasionados por la
estructura secundaria del molde de mRNA (School);). Esto concordaria con la
intensidad de estas bandas, inferior con respecto a la del inicio de la
transcripcion del promotor GAL1 y a la de los primeros nucleétidos de HIV, y
con su localizacién, en correspondencia con sitios criticos en la estructura
secundaria del dominio TAR.

Este resultado nos indica que el plasmido pGAL1-HIV es un sistema
adecuado a la expresién de TAR ya que la mayoria de los transcritos inician de
acuerdo con lo esperado para el promotor GAL1, algunas decenas de pares de
bases antes del fragmento de HIV clonado, asegurando la transcripcion del
dominio TAR. La intensidad de la segunda banda induce a pensar que exista
un sito de iniciacién secundario que corresponde con el inicio del fragmento de
HIV clonado en el vector. En todo caso el mRNA sintetizado a partir de ese
punto contendria también el dominio TAR integro ya que este sitio se

encuentra 20 pb antes de TAR.
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3.1.3 Construcciones de sistemas de expresién de la proteina virica
Tat y de los principales factores humanos especificos: la

ciclina T1 y la quinasa Cdk®9.

P414GPD-Tat, p415GPD-CycT1 y p413GPD-Cdk9-FLAG han sido
obtenidos clonando los cDNA de Tat, hCycT1, FLAG -hCdk9 en los plasmidos
p414GPD (marcador TRP1), p415GPD (marcador LEU2) y p413GPD
(marcador HIS3) respectivamente (Mumberg et al., 1995). El promotor GPD,
que regula la expresion de estos factores en las construcciones disefiadas
para este estudio, es un promotor constitutivo de levadura que alcanza niveles
de expresion elevados (Mumberg et al., 1995).

Se ha comprobado la correcta expresién en levadura del los factores hCyct1
y FLAG-Cdk9 por inmunodeteccion western utilizando anticuerpos primarios
especificos contra hCyct1 y anticuerpos contra el epitopo FLAG
respectivamente. En la Fig. 4A se muestran los resultados de la ensayar los
extractos procedentes de transformantes de p415GPD-CycT1 y p415GPD: en

A B
91 kDa -
206 kDa -
128 kDa- 1 51 kDa -
CycTl — hCDK9 —
81 kDa- |
34 kDa -
28 kDa -
20 kDa -
anti-Cyc T1 anti-FLAG
T H ]
pr GPD CycT1 CYCit pr GPD FLAG-hCdk9 CYCit

Figura 4. Expresion heter6loga de hCycT1 (A) y FLAG-hCdk9 (B) en S. cerevisiae. (A) Esquema del plasmido
pGPD415-CycT1 que lleva la secuencia codificante de hCycT1 bajo el promotor GPD y aguas arriba del
terminador de CYC17. Analisis de western de transformante de W303-1A con p415GPD y P415GPD-Cyct1 con
anticuerpos anti-hCycT1. (B) Esquema del plasmido pGPD413Cdk9 que lleva la fusién FLAG-hCdk9 bajo el
promotor GPD y aguas arriba del terminador de CYC1. Analisis de western de transformante de W303-1A con
p413GPD y P413GPD-Cdk9 con anticuerpos anti-FLAG.
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el carril correspondiente al extracto del transformante p415GPD-CycT1 se
detecta la presencia de una proteina de 87 KDa, peso molecular aparente
esperado para hCycT1 (Peng et al., 1998b); no se detecta ninguna sefial en el
carril correspondiente el control negativo. En la Fig. 4B se muestran los
resultados de la hibridacién de los extractos procedentes de transformantes de
p413GPD-Cdk9 y p413GPD: en el primer caso se observa la presencia de una
banda mayoritaria, ausente en el control negativo, de aproximadamente 45
kDa, el peso molecular aparente esperado para FLAG-hCdk9 (Peng et al.,
1998b)

No ha sido posible comprobar la correcta expresion de p414GPD-Tat por
western con anticuerpos especificos contra Tat. En la literatura se describen
varias estrategias para obviar la escasa especificidad que suelen presentar los
anticuerpos anti-Tat; la mas frecuente es construir una fusién de Tat con un
epitopo 0 con una proteina de alto peso molecular como GFP. Considerando
las pequefias dimensiones de Tat (aproximadamente 10 kDa) hemos preferido
no afadir estructuras ajenas a la proteina silvestre para evitar posibles
problemas de expresion o de funcién de Tat en un contexto celular distinto al
de eleccién.

Por todo ello, para comprobar la correcta expresion de Tat en levadura a
partir del promotor GPD (Fig.5A), hemos recurrido a un sistema in vivo de triple
hibrido puesto a punto por Fraldi et al. (2001) y modificado en este estudio
(apartado 6.17), que se basa en el reconocimiento altamente especifico del
dominio TAR por hCycT1 (Bieniasz, 1998 #372}; (Garber et al., 1998); (Chen et
al., 1999). Para ello fue necesario clonar la fusion GPD-Tat en p413GPD para
utilizar como marcador de auxotrofia el gen HIS3 siendo la estirpe protétrofa
para el triptéfano, marcador del plasmido p414GPD-Tat. Como se puede
observar en el esquema de la Fig. 5B, este sistema esta constituido por una
proteina de fusioén entre hCycT1 y el dominio de activacién de la transcripcion
de GAL4 y otra proteina de fusion entre el dominio de unién a DNA de LexA y
el dominio de unién a RNA de la proteina de cubierta del fago MS2; la proteina
de MS2 reconoce un dominio de RNA de MS2 que, en este sistema, se
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expresa fusionado al dominio TAR. Las dos proteinas de fusién, el RNA hibrido
y el plasmido p414GPD-Tat se expresan en la cepa MV-coat que lleva una
copia de /acZ integrada aguas abajo de la secuencia activadora de LexA. En
presencia de la proteina Tat se produce una interaccién de los tres elementos,
TAR, Taty hCycT1 y se activa la transcripcién del gen informador /lacZ. Esto se
traduce en la aparicién de la actividad B-galacosidasa, detectable mediante un
simple ensayo enzimatico.

A

pr GPD TAT CYC1t

TAT

RNA MS2 p413GPD p413GPDTat

PROTEINA DE
CUBIERTA DE
MS2

LexA DNA BD

hCycT1

MVcoat-b

Figura 5. Expresién heteréloga de Tat. (A) Esquema del plasmido pGPD414-Tat que lleva la secuencia codificante de Tat bajo
el promotor GPD y aguas arriba del terminador de CYC1. (B) Esquema del sistema de triple hibrido (Fraldi ef al., 2001;
apartado 6.17 de esta tesis) usado para detectar in vivo la expresién de Tat en ia levadura. La proteina de fusién que contiene
el dominio de unién a DNA de LexA y el dominio de unién a RNA de la proteina de cubierta de MS2 (circulos celestes) se
localiza en la regién reguladora aguas arriba del gen informador /acZ. hCycT1 esta fusionada al dominio de activacién de la
transcripcién de GAL4 (circulos verdes). La molécula de RNA hibrido (linea azul) esta constituida por dos sitios de unién de
RNA de MS2 y el dominio de RNA TAR. Tat (circulo rojo) se une a TAR y a hCycT1, la formacién del complejo ternario TAR-
Tat-hCycT1 recluta el dominio de activacién de GAL4 al operador LexA y produce la expresién de /acZ. (C) Ensayo cualitativo
de B-galactosidasa de transformantes de la cepa MVcoat-b con p413GPD y p413GPD-Tat. p413GPD-Tat, pero no p413GPD,
produce la activacién del sistema de triple hibrido, lo que se refleja en la aparicién de la tincién azul tras el tratamiento de las
células con SDS y X-gal.

En la Fig. 5C se muestran los resultados de un ensayo de f—galactosidasa ,
mediante x-gal con agarosa de cobertera, realizado sobre la cepa MV-coat
transformada con los vectores de expresiéon para hCycT1 y TAR, y la
construccion que porta el cDNA de Tat utilizado en este estudio o bien el
vector vacio. Como se puede observar, sélo en el primer caso se detecta la
activacion del sistema, que se manifiesta con la apariciéon de la tincion azul
debida a la reaccion de la p-galactosidasa sobre el sustrato cromogénico.
Observamos que en ausencia de Tat no se detecta esta tincion y por ello

podemos concluir que la activacion de este sistema depende de la presencia
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de Tat en la levadura y que la proteina es funcional y reconocible por los

factores con los que constituye el complejo de activacion Tat TAR y hCycT1.
Concluimos que los plasmido disefiados para expresar los dos factores

celulares hCycT1 y Cdk9 vy el transactivador virico Tat consiguen una correcta

expresion de las tres proteinas en S. cerevisiae.

3.1.4 Reconstitucion del sistema TAR-Tat-P-TEFb en levadura.

Los resultados precedentemente descritos habian demostrado que con el
uso de un promotor de levadura fuerte como GAL7 era posible obtener en la
levadura una expresion elevada y correcta de la parte del genomio de HIV que
nos interesa y que la expresion heterdloga de los principales factores
implicados en la regulacion de la transcripcion del virus daba lugar a proteinas
funcionales. Estos eran requisitos imprescindibles para realizar uno de lo
objetivos principales de este trabajo: averiguar si la levadura S cerevisiae
presenta un entorno celular adecuado para el estudio del sistema
transcripcional del HIV.

Por ello transformamos la cepa silvestre de S. cerevisiae W303 con los
sistemas de expresion p414GPD-Tat, p415GPD-CycT1 y p413GPD-Cdk9-
FLAG asi como varias combinaciones de ellos, junto al plasmido pGAL1-HIV
con objeto de comprobar el efecto de los factores transcripcionales Tat,
hCycT1 y Cdk9 sobre la transcripciéon de HIV en la levadura. Como control en
los ensayos de northern se utilizaron transformantes que sélo llevaban [a
construcciéon pGAL1-HIV y los tres vectores que se habian empleado para la
expresion de las proteinas humanas y viricas (p414GPD, p415GPD, vy
p413GPD) En la Fig. 6 se representa la media de las cuantificaciones

normalizadas procedentes de estos ensayos.
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Figura 6. Resultados de la induccién de pGAL1-HIV en presencia de los factores transcripcionales que se indican.
Se representa la media de la cuantificacion normalizada de 4 experimentos de northern de pGAL1- HiV. EI RNA se
aislo de transformantes de W303-1A con pGAL1-HIV y con los plasmidos p413GPD-Cdk9, p414GPD-Tat,
p415GPD-CycT1, segun se indica, cuitivados en condiciones de activacion de la transcripcién, como se detalla en
el apartado 6.6. Usamos las sondas HIV y 258 marcadas con o-32P. Los niveles de mRNA, en unidades arbitrarias

(U.A)), se obtuvieron en un Fuji FLA 3000 y fueron normalizados con respecto a la cantidad de rRNA en cada
muestra.

En presencia del transactivador virico Tat y del par ciclin-quinasa P-TEFb se
detecté un aumento de la acumulacion de mRNA HIV de 2,5 veces con
respecto al control.

Este resultado indica que la maquinaria transcripcional de S. cerevisiae es
sensible al efecto positivo determinado por las proteinas TAT, hCycT1 vy
hCdk9. Aunque la magnitud del incremento de la actividad transcripcional no
es comparable con la alcanzada en células humanas, si es posible afirmar que
en la levadura el comportamiento del sistema sigue la misma tendencia que se
observa en el entorno celular natural de HIV.

También fue posible detectar una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al control en la cinética de acumulacién correspondiente a los
transformantes que expresaban exclusivamente Tat y hCycT1. En el sistema
completo el nivel de acumulacién de mRNA a tiempo intermedio (90 minutos

tras afadir la galactosa) es mayor con respecto al sistema parcialmente
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reconstituido, confirmandose que, en presencia de los tres factores, se alcanza
el nivel maximo de actividad transcripcional. Si bien es verdad que las dos
cinéticas de induccibn en algunos puntos no presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Las cinéticas de induccién de los transformantes que llevaban las
construcciones p414GPD-Tat, p413GPD-Cdk9-FLAG y GAL1-HIV tampoco
difieren estadisticamente con respecto al control.

Estos resultados parecen indicar que la ciclina T1 humana conserva en la
levadura su papel clave en el reconocimiento altamente especifico de Tat
sobre el dominio TAR. A diferencia de la ciclina, hCdk9 parece influir en menor
medida en la activaciéon del sistema en levadura. De hecho en presencia de
hCycT1 y Tat se alcanzan niveles de acumulaciéon de mRNA muy parecidos a

los que se consiguen reconstituyendo completamente el sistema.

3.1.5 Efecto de TAR sobre la transcripcion en presencia de los

factores transcripcionales.

Tras reconstruir el sistema transcripcional del virus en la levadura de forma
completa y definir la dependencia de éste en relacién a los principales factores
transcripcionales decidimos determinar el papel del elemento regulador en cis
TAR.

Para ello construimos el vector pGAL1-HIVTARIess que difiere de GAL-HIV
por la eliminacién de un fragmento de 99pb que incluye la secuencia completa
de TAR (Fig. 7A) y ensayamos la actividad transcripcional de los plasmidos
pGAL1-HIV y pGAL1-HIVTARIess en presencia o en ausencia de las proteinas
reguladoras.

Como se observa en la Fig. 7B, el patrén de expresion del plasmido pGAL1-
HIV y pGAL1-HIVTARIless es muy similar, sugiriendo que la transcripcién del
genomio viral en la levadura a partir del promotor GALT no se ve afectada por
la presencia de TAR. Por otro lado, la ausencia de TAR anula el efecto positivo
que los factores transcripcionales TAT, Cdk9, hCycT1 han demostrado tener

sobre este sistema (apartado 3.1.4). Este dato indica que también en S.
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cerevisiae TAR es una pieza necesaria al desarrollo de la actividad de las
proteinas reguladoras.

De forma coherente con esta observacion, los valores mas altos de
acumulacion de mRNA se obtuvieron cuando estaban presentes los cuatro
elementos reguladores Tat, hCdk9, hCycT1 y TAR que definimos como los
elementos imprescindibles para constituir una forma funcional en la levadura

del sistema de regulaciéon de la elongacién transcripcional del HIV.
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Figura 7. La unidad transcripcional pGAL1-HIVTARIess. (A) El plasmido pGAL1-HIVTARIless se ha obtenido eliminando la
secuencia comprendida entre los nucledtidos -22/+77 respecto al inicio de Ia transcripcion de HIV-1 en célutas humanas que
coincide con el primer nucledtido de TAR. (B) Resultados de la induccién de pGAL1-HIV y pGAL1-HIVTARless en presencia de
los factores transcripcionales que se indican. EI RNA se aislé de transformantes de W303-1A con pGAL1-HIV o pGAL1-
HIVTARIless con los plasmidos p413GPD-Cdk9, p414GPD-Tat, p415GPD-CycT1 o con los respectivos vectores. Los
transformantes se cuitivaron en condiciones de activacion de la transcripcion, como detallado en el apartado 5.6. Usamos las
sondas HIV y 258 marcadas con a-32P. Los niveles de mRNA, en unidades arbitrarias (U.A.), se obtuvieron en un Fuji FLA 3000 y
fueron normalizados con respecto a la cantidad de rRNA en cada muestra

Dada la similitud entre el comportamiento del sistema desarrollado en esta

tesis y el sistema transcripcional del HIV en células humanas nos interrogamos
acerca del papel de TAR, ya que los resultados obtenidos presentaban
algunas posibles discordancias con lo esperado. Como anteriormente se ha
comentado, la falta de TAR no producia una alteracién del patrén de expresion

en ausencia de las proteinas reguladoras. Sin embargo, la activacion de la
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transcripcion producida por Tat, hCdk9, hCycT1 es dependiente de TAR. En la
literatura se tiende a definir a TAR como un regulador negativo de la
elongacion transcripcién aunque, se describen escasas evidencias del papel
de TAR sobre la transcripcién basal. Por el contrario, esta caracterizado de
forma exhaustiva el papel fundamental que ejerce en la transactivacion
mediada por TAT.

Nos preguntamos si el papel de TAR es realmente determinante solo en la
activacion producida por las proteinas reguladoras o bien si el sistema puesto
a punto, aunque hubiese proporcionado resultados satisfactorios por lo que
concierne a la reconstruccién del sistema transcripcional del HIV, no era
adecuado para evidenciar un posible efecto de TAR sobre la transcripcién
basal del genomio viral en la levadura.

Era posible, de hecho, que las caracteristicas del promotor GAL7 que
habian motivado su eleccidén, como el elevado nivel de expresion alcanzable,
fuesen una desventaja a la hora de esclarecer un posible efecto negativo sobre

la transcripcién de un elemento tan préximo al promotor.

3.2 Influencia del dominio TAR en la transcripcion basal: el

sistema hibrido SHIV.

Los retrotransposones de levadura estan funcionalmente y estructuralmente
relacionados con los retrovirus. Se propagan a través de un intermediario de
RNA, codifican una retrotranscriptasa y producen particulas similares a los
virus (VLP). Las similitudes estructurales que comparten con los retrovirus
conciernen los precursores codificados que en ambos casos son gag, pol y
también a sus promotores: dos secuencias repetidas en los extremos 5’ y 3’
denominadas LTR o elementos 6 en los Ty.

Ademas de estas analogias, el estudio de los retrotransposones ha puesto
de manifiesto que el control de su expresion se realiza a través de una amplia
gama de factores transcripcionales. Muchos de ellos se aislaron gracias a su

papel en el mantenimiento de un fenotipo transcripcional generado por la
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insercién de Ty en genes de interés, de aqui el nombre con el que se
denomina este grupo de genes: SPT (Suppressor of Ty insertion mutations)
(Winston et al., 1984; Winston et al., 1987).

Entre los genes SPT recordamos SPT4y SPT5, cuyos homélogos humanos
codifican el complejo DSIF (Wada et al., 1998a), que favorecen una pausa de
la RNApolll elongante en la zona préxima al promotor. Se ha propuesto que
esta pausa favorece el correcto procesamiento del extremo 5’ del pre-mRNA.
(Wen and Shatkin, 1999), (Sims et al., 2004a), (Moteki and Price, 2002) En el
caso del HIV, esta pausa es estable y es utilizada para regular la expresién del
virus en el nivel de la elongacion transcripcional temprana.

Con el objetivo de evidenciar un posible efecto del dominio TAR sobre la
elongacién transcripcional del HIV disefiamos una nueva unidad transcripcional
quinférica levadura/HIV1, en la que el promotor de levadura presentara un
mayor grado de similitud con la estructura del promotor virico. Por ello
construimos un plasmido en el que fusionamos la LTR del retrotransposén Ty1
(elemento &) con el dominio TAR; denominamos a este plasmido psHIV

En el plasmido psHIV clonamos bajo el promotor & la fusién transcripcional
HIV-PHOS5, de forma que el inicio de la transcripcion del HIV en células
humanas coincidiera con el del retrotransposén. De esta manera intentamos
mantener la localizacién del dominio TAR exactamente en el extremo5’ del
mMRNA, tal como ocurre en el mRNA del HIV1.

De forma analoga clonamos bajo el promotor & la fusién HIV-TARIess en la
que eliminamos los nucleétidos +21 a +224 del HIV, produciendo una profunda
reorganizacion del extremo 5’ (Fig. 8A).

Ensayamos por northern la expresion de pdHIV y pSHIVTARIless en S.
cerevisiae y detectamos la aparicion de transcritos de 2,1Kb y 1,9Kb,
longitudes esperadas para pSHIV pdHIVTARIless respectivamente. El analisis
de la expresion de pSHIV y pdHIVTARIess revel6 que en tres fondos silvestres
diferentes la acumulacién de mRNA de psHIV era siempre inferior a la de

pSHIVTARIess. Esta disminucién, de entre 2 y 3 veces es improbable que sea
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debida a un simple efecto de longitud, ya que el transcrito HIVTARIess-PHO5
es inferior al transcrito completo en tan solo un décimo de su longitud total.
Concluimos que este efecto era debido a la presencia en el extremo 5 de
algin elemento regulador en cis o de una secuencia de unién a un factor en
trans que actia de forma negativa sobre la transcripcién de este sistema.

La variacién de la actividad transcripcional del psHIV con respecto a
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Figura 8. Las unidades transcripcionales p3HIV y pSHIVTARIless. (A) Esquema de los plasmidos pSHIVTAR y pSHIVTARIess.
pdHIVTARIless difiere de pdHIV por la ausencia de la secuencia comprendida entre los nucledtidos +21/+224 (numerados
respecto del inicio de la transcripcidon de HIV-1 en células humanas). (B) Analisis de la transcripcién de pdHIV y pdHIVTARIess en
tres fondos silvestres de S. cerevisiae distintos. EI RNA se aislé de transformantes de W303-1A, BY4741 y FY120 cultivados en
las condiciones descritas en el apartado 6.7. Se muestra un ejemplo de hibridacién del RNA con las sondas HIV y 258 marcadas
con a-32P.(C) Se representa la media de las cuantificaciones normalizadas (a) del RNA correspondiente a las fusiones HIV-PHOS
(2.1Kb) y HIVTARIess-PHOS5 (1,9Kb) y (b) del RNA de 1,6 Kb. La media se calculé de acuerdo con los resultados de un numero
de experimentos variable entre 3 y 19 segln la estirpe. Los niveles de mRNA, en unidades arbitrarias (U.A.), se obtuvieron en un
Fuji FLA 3000 y fueron normalizados con respecto a la cantidad de rRNA en cada muestra. Se ensefia el cociente entre el valor
medio de acumutacién de RNA de HIVTARIess y el valor medio de RNA de HIV.
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pSHIVTARIless es representada por el cociente entre el valor normalizado de
acumulaciéon del mRNA HIVTARIess-PHOS5 frente a HIV-PHOS. En la Fig. 8C
se representa la media normalizada de todos los datos relativos a las cepas
silvestres analizadas en este estudio y agrupadas segun el fondo genético.
Hay que destacar que este valor es distinto en los fondos genéticos
examinados. Siendo mayor la variacién en las cepas BY4741 y FY120 (ambas
provenientes del fondo S288C), para este estudio se utilizaron
preferentemente cepas silvestres y mutantes que presentasen este fondo
genético.

En la Fig. 8B se observa la presencia de un mRNA del tamafo de 1,6kb
ademas de los mRNA correspondientes al tamafio esperado de las fusiones
HIV-PHO5 y HIVTARIless-PHOS5. Es probable que este transcrito corresponda
a un mRNA procesado. En el genomio del HIV son muy abundantes los sitios
de splicing ya que el procesamiento alternativo es un importante mecanismo
de regulacién postranscripciéon que controla la sintesis de varias de las
proteinas codificadas por el virus. La acumulacién del mRNA de 1,6Kb sigue
un patrén practicamente idéntico al de los mRNA completos, tanto en los
fondos silvestres como en los mutantes en los que se cuantificé la acumulacion
de dicho mRNA. Por ello decidimos omitir en las siguientes figuras el mRNA de
1,6Kb y su cuantificacion.

Como anteriormente se ha comentado, las fusiones 8HIV y 3HIVTARIless
pusieron de manifiesto un efecto negativo de TAR que no habia sido posible
observar con las fusiones GAL1-HIV y GAL1-HIVTARIless. Nos preguntamos si
este patron de expresion podia variar al eliminar el gen SPT4, homélogo en S.
cerevisiae de una de las subunidades de un conocido regulador negativo de la
expresion de HIV, DSIF. Por ello introdujimos en una cepa spt4A y en un
silvestre isogénico los plasmidos pSHIV y pSHIVTARIess y analizamos la
acumulacién de mRNA por northern. Los resultados, representados en la Fig.
9B, muestran que la ausencia de Spt4 disminuye la diferencia entre los niveles

de mRNA. El cociente entre ambos se reduce a la mitad. Es interesante notar
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que esta variacion es debida a un aumento del nivel de expresién de SHIV ya
que la expresion de SHIVTARIess no varia significativamente en el mutante
spt4A, mientras que la expresion de SHIV aumenta mas del doble cuando se
elimina Spt4.

Los resultados descritos en este apartado nos lievan a concluir que el uso
de la LTR de Ty1 para la expresion de HIV ha permitido reconstruir en la
levadura las caracteristicas de su expresiéon basal, inhibida por un elemento
regulador que se localiza en los primeros 200 nucleétidos de la regién

transcrita del HIV.
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Figura 9. Anélisis de la transcripcion de psHIV y pSHIVTARIess en el mutante spt4A y en el silvestre isogénico
BY4741. (A) Se muestra un ejemplo de hibridacion del RNA con las sondas HIV y 25S marcadas con a-32P. (B) Se
representa la media de la cuantificacion de RNA de HIV-PHOS5 y HIVTARIess-PHO5 de 3 experimentos de
northern. Los niveles de mRNA, en unidades arbitrarias (U.A.), se obtuvieron en un Fuji FLA 3000 y fueron
normalizados con respecto a la cantidad de rRNA en cada muestra. Se ensefia el cociente entre el valor medio de
acumulacién de RNA de HIVTARIless y el valor medio de RNA de HIV.

El experimento anterior sugiere a su vez que Spt4 juega un papel negativo
durante la transcripcién de HIV en la levadura similar al desempefiado por
DSIF en las células humanas, que depende de la zona 5 de la region
transcrita de HIV.
3.2.1.1 Analisis de la distribucién de la RNApolll

Decidimos estudiar la distribucién de la RNApolll a lo largo de la regién del

HIV clonada en los plasmidos p8HIV y pSHIVTARIess, con objeto de
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comprobar si existe una relaciéon entre el patrébn de expresién de estas
unidades transcripcionales y la presencia de la enzima a lo largo de la zona
transcrita.

Para ello llevamos a cabo experimentos de inmunoprecipitacién de
cromatina (ChliP) utilizando la cepa ARG3, que contiene un alelo de RPB1 (gen
que codifica la subunidad mayor de la RNApolll) al que se le ha afadido un
epitopo myc. Utilizamos anticuerpos anti-myc para inmunoprecipitar cromatina
unida a Rpb1-myc En la Fig. 10A se dibujan las regiones de HIV y HIVTARIless
amplificadas por PCR. ElI fragmento 5 corresponde con la regién
inmediatamente siguiente al dominio TAR, por ello el primer nucleétido
amplificado se encuentra 60 pb aguas abajo con respecto al extremo 5’ del
mRNA SHIV. El fragmento M en el caso de 8HIV corresponde a la zona
intermedia y al extremo5’ en el caso de SHIVTARIess El fragmento M'se disefd

de forma que el primer nucleétido amplificado estuviera 60pb aguas abajo con
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Figura 10. Andlisis de inmunoprecipitacién de cromatina de Rpb1-Myc en la cepa ARG3 transformada con pSHIV y
p3HIVTARIess. (A) Esquema en el que se indican las regiones de HIV amplificadas por PCR en psHIV y pdHIVTARIess. (B)
Ejemplo de un gel de agarosa en el que se muestran los resultados de las PCRs para cada regién, usando como molde el DNA
inmunoprecipitado (IP) y sin inmunoprecipitar, o “input” (I). Se indica con el asterisco el producto de ia amplificacién con los
cebadores especificos para cada regién, la banda sin asterisco es el producto de la amplificacion de la zona intergénica FUS1
(apartado 6.18.1) (C) Cuantificacién de las PCRs. El enriquecimiento de la RNApolll en las distintas zonas de las construcciones
analizadas se calculé como el cociente entre la intensidad de cada fragmento obtenido con los cebadores especificos y la de la
regién intergénica obtenida en la misma PCR para los inmunoprecipitados (IP) normalizadas respecto a la relacién obtenida en el
“input” (1).Se representa la media de los resultados de 3 experimentos independientes.
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respecto al extremo 5 del mRNA de B8HIVTARIless. El fragmento 3’
corresponde con el extremo3’ de la region de HIV presente en las fusiones
8HIV y 8HIV-TARIess.

En la Fig. 10C se presenta la media de las cuantificaciones de la cantidad
relativa de cada fragmento, normalizadas con respecto a la cantidad relativa
del correspondiente control (input) y con respecto a la amplificaciéon de una
regiébn no transcrita del gen que sirve como referencia. Como se puede
observar, en la zona 5’ del sistema SHIV la densidad de la RNApolll es de dos
veces mayor que en el resto del genoma de HIV presente (fragmento M y 3’).
Por el contrario, no detectamos diferencias significativas entre las dos zonas
analizadas en 8HIVTARIess, que presenta valores de densidad de RNApolll
muy similares a los de las mismas regiones en SHIV. Sin embargo, en el caso
de 3HIVTARIess, el fragmento M amplifica corresponde al extremo 5 de la
regién transcrita; por ello concluimos que existe una diferencia significativa en
lo que concierne la cantidad de RNApolll en el extremo 5 de la region
transcrita. La interpretacion mas sencilla de esta diferencia es la existencia de
RNApolll pausadas en la regiéon 5, tal como ha sido descrito para el HIV en
células humanas. Dicha pausa no se daria en 3HIVTARIess.
3.2.1.2 Efecto de la estructura de TAR en el mRNA sobre la transcripcion de

HiV

Nos preguntamos si el elemento que afecta negativamente la transcripcion
de SHIV podia ser la estructura secundaria de TAR en el mRNA de manera
similar a las situaciones descritas en bacterias, donde determinadas
estructuras secundarias del RNA en 5’ a la RNA polimerasa aumentan la
estabilidad de una pausa de la maquinaria transcripcional (Landick, 1997) . En
el caso de HIV-1, la pausa de la RNApolll ocurre inmediatamente después de
haber transcrito TAR (Kessler and Mathews, 1992);(Parada et al., 1995). La
enzima pausada en esta posicion protege un fragmento de 16-20 nucleétidos
(Gu and Reines, 1995; Gu et al.,, 1996), por ello el mRNA disponible para
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formar una estructura secundaria es de tamafo inferior al del TAR completo
(59 nucledtidos).

La pausa de la RNApolll en 3’ a TAR en un sistema purificado in vitro ocurre
aproximadamente entre los nucleétidos +62 y +65 del genomio viral (Palangat
et al., 1998) y el mRNA disponible (42-44 nucleétidos) se pliega en una
estructura secundaria alternativa al TAR (Fig. 11C ) (Palangat et al., 1998).
Segun calculos basados en el algoritmo de Zuker para predecir la estabilidad
de estructuras secundarias de RNA (Mathews et al.,, 1999; Zuker, 2003) (

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/) esta horquilla seria mas
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Figura 11. La unidad transcripcional pSHIVTARmut. (A) Esquema del plasmido pSHIVTARmut, (B) que lieva una mutacién en el
brazo derecho de la horquilla de TAR (secuencia subrayada en cursiva). (C) Estructuras de los primeros 44 nucleétidos de TAR y
TAR mut y de las respectivas secuencias completas (59 nucledtidos) predichas segin el método de Zuker
(hitp:/Awww. bioinfo.roi.edufapplications/mfold/old/ma/) . El dvalo en gris indica la RNApolll pausada en el nucledtido +62 de HIV-1
(Palangat et al., 1998) o transcribiendo aguas debajo del sitio de pausa. La RNApolll protege un fragmento de 18 nucledtidos (D)
Andlisis de la transcripcion de pSHIV, psHIVTARIless y pSHIVTARmut en el mutante spt4A y en el silvestre isogénico BY4741. (a)
Se muestra un ejemplo de hibridacién del RNA con las sondas HIV y 258 marcadas con o-32P. (b) Se representa la media de la
cuantificacion de RNA de 2 experimentos de northern correspondiente a las fusiones HIV-PHOS5, HIVTARless-PHO5 y
HIVTARmMuUt-PHO5. Los niveles de mRNA, en unidades arbitrarias (U.A.), se obtuvieron en un Fuji FLA 3000 y fueron
normalizados con respecto a la cantidad de rRNA en cada muestra. Se ensefia el cociente entre el valor medio de acumulacién
de RNA de cada unidad transcripcional en spt4A frente al silvestre BY4741.

estable de la posible estructura que conserva parte del tallo de TAR, pero
menos que la del TAR completo. Por lo tanto, la formacién de la horquilla
completa de TAR, que produciria un desplazamiento de la RNApolll de 18

nucledtidos hacia el extremo 3’ de HIV, es favorecida bajo un punto de vista

termodinamico. Sin embargo, la estructura que se forma cuando la RNApolll
estd pausada en el nucledtido +62 ejerce un efecto inhibitorio de forma
dependiente de su estabilidad, lo que aumenta la duracién de la pausa de la
enzima in vitro. Nos preguntamos si era posible detectar in vivo un efecto
sobre la expresion del HIV producido por la estructura secundaria del mRNA.
Para comprobar esto construimos un nuevo plasmido, llamado dHIVTARmut
(Fig. 11A), en el que variamos la secuencia de parte del dominio TAR (en
cursiva en la secuencia TARmut de la Fig 11B). Esta mutacién no solo
aumenta, aunque de forma ligera, la estabilidad de la horquilla alternativa que
se forma durante la pausa, sino disminuye fuertemente la estabilidad del tallo
de longitud completa, eliminando, de esta forma, la estructura de RNA positiva
y manteniendo solo la estructura inhibitoria. Queremos destacar que esta
mutacion se disefid intentando mantener inalteradas otras caracteristicas que

influyen sobre la transcripcion como el posicionamiento de la cromatina en la
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zona transcrita: Para ello conservamos el contenido G+C, sustituyendo la
secuencia a mutar por una secuencia complementaria.

En la Fig. 11D se representa el resultado de los experimentos de northern
llevados a cabo en una cepa silvestre y en un mutante spt4A. Observamos
que, en el fondo silvestre, SHIVTARmut produce niveles de acumulacién de
mRNA inferiores a los de SHIV. Este resultado es un primer indicio que sugiere
que la estructura secundaria del mRNA en 5’ a la maquinaria transcripcional
produce un efecto negativo sobre la expresiéon de TAR y apoya la hipétesis del
establecimiento de una pausa o de un arresto de la RNApolll en el extremo 5’
del HIV. En el mutante spt4A la expresion de SHIVTARmut aumenta en una
proporcién similar a la de 8HIV, en claro contraste con 3HIVTARIless, que
practicamente no se ve afectado por la ausencia de la proteina.

Esto parece indicar que la regulacién de la transcripcién del extremo 5’ de
HIV en S. cerevisiae posiblemente depende de varios mecanismos: uno de ello
relacionado con la estabilidad de la estructura secundaria en 5’ a la RNApolll y
otro dependiente de un factor adicional que no se ha alterado con las
modificaciones realizadas en SHIVTARmut y que sigue respondiendo a la

eliminacién de Spt4.
3.3 Analisis genético

3.3.1 Efecto de mutaciones que afectan a la fosforilaciéon del CTD

sobre la transcripcion del HIV en la levadura.

Entre los requisitos fundamentales para que se de una correcta
transcripcion del HIV esta el establecimiento de un adecuado patron de
fosforilacion del CTD de la RNApolll. El virus ha desarrollado un sistema
centrado en la fosforilacion del CTD para regular su expresiéon y P-TEFb es,
junto a Tat, la pieza clave en este sistema.

En S. cerevisiae se han identificado dos complejos que posiblemente lleven

a cabo en la levadura el papel de la quinasa Cdk9 y de la ciclina T. Estos son
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el par ciclin-quinasa Bur1/ Bur2 y el complejo CTDK-1constituido por las
proteinas Ctk1, Ctk2, y Ctk3.

El papel in vivo del primer complejo no esta todavia bien definido, datos in
vitro sugieren que la quinasa Bur1 fosforila la Ser-5 (Murray et al., 2001) de las
repeticiones heptapeptidicas pero en ausencia de complejo funcional el patrén
de fosforilacion del CTD no varia (Keogh et al., 2003), aunque su funcion
parece necesaria para reclutar el complejo Paf1 durante la transcripcion (Wood
et al., 2005) (Laribee et al., 2005) Ctk1, la subunidad quinasa de CTDK-1,
fosforila in vivo la Ser2, modificacion que caracteriza las RNA polimerasas |l
elongantes. Actualmente se tiende a pensar que Bur1 y Ctk1 sean paralogos
de Cdk9 que conjuntamente llevan a cabo en la levadura el papel que Cdk9
desarrolla en humanos. Probablemente no es solo la fosforilacién de las
serinas del CTD la modificacién que determina la salida del promotor de la
RNA polll y la adquisicion de la plena procesividad si no una serie de
modificaciones, entre ellas fosforilaciones de distintos substratos, que
involucran varios factores transcripcionales y que en la levadura ocurren por

obra de mas de un complejo.
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Por este motivo decidimos estudiar el patrén de expresion de las unidades
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transcripcionales 8HIV y SHIVTARIess en los mutantes ctk1A y bur2A (el

mutante bur1A no es viable). En la Fig. 12 se puede ver que la acumulacién de
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mRNA disminuye sensiblemente en ambos mutantes con respecto al silvestre
isogénico. Este resultado es coherente con el papel central que posee en la
transcripcion la fosforilacion del CTD y otros factores involucrados en la
elongacion como Spt5, sustrato de la fosforilacion de Ctk1.La relacién entre la
expresion de 3HIVTARIless y 8HIV en bur2A y ctk1A es la mitad con respecto al
silvestre pero en este caso el sistema que mas depende de las presencia de
Bur2 o Ctk1 es el que presenta mayor expresion en el silvestre: sHIV, de
hecho, disminuye su expresiéon a la mitad en ambos mutantes mientras que
SHIVTARIess hasta un 25%. Esta mayor dependencia de SHIVTARIess con
respecto a las dos cilcin-kinasas relacionadas con la elongacién de la
transcripcion sugiere la existencia de diferencias funcionales entre los

complejos transcripcionales de dHIV y 8HIVTARIess.

3.3.2 Efecto de mutaciones en genes SPT relacionados con la
estructura de cromatina sobre la transcripcion de HIV en la

levadura.

El estudio del mutante spf4A en relacién a la transcripcion de las unidades
transcripcionales investigadas en este trabajo (apartado 3.2) evidenci6 el
efecto negativo que la proteina Spt4 ejerce sobre la transcripciéon de SHIV.
Consideramos oportuno ampliar ese estudio a otros mutantes del grupo SPT
relacionados con la estructura de la cromatina para averiguar si el efecto
observado estuviese relacionado con este aspecto. Escogimos mutantes de
factores que, estuviesen implicados en la regulacion de la elongacion
transcripcional a través de la remodelacién de cromatina, como Spt6 (Hartzog
et al., 1998) y Spt16, subunidad del complejo FACT (Belotserkovskaya and
Reinberg, 2004). El mutante hta1A-htb1A presenta una disminucién de la dosis
de H2A-H2B por la eliminacién de una de los dos copias de los genes que
codifican estas histonas (Hirschhorn et al., 1992). El fenotipo Spt” es uno de los
efectos producidos por esta mutacion (Sherwood and Osley, 1991). Mas

recientemente, se ha puesto de manifiesto una conexién entre modificaciones
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post-traduccionales de las histonas H2A-H2B y complejos involucrados en la
regulacion de la elongacion como COMPASS (Gerber and Shilatifard, 2003,;
Wood et al., 2005) y Paf (Xiao et al., 2005b).

SPT2 se aislé en uno de los escrutinio de genes que suprimen en fenotipo

transcripcional debido a la insercién de Ty o elemento & en HIS3 (Winston et
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al., 1984). Datos genéticos juntos a estudios bioquimicos (Novoseler et al.,
2005) apuntan a un papel activo de Spt2 en el mantenimiento de Ia
compactacion de la cromatina en la zona promotora de algunos genes.

El analisis de la expresion de las unidades transcripcionales oHIV y
SHIVTARIess en estos mutantes revela que en ausencia de aquellos factores
Spt que estan implicados en la elongacién transcripcional se obtiene un patrén
de expresioén del todo similar al de spt4A. En la Fig. 13B se observa que la
expresion de 8HIVTARIless no varia con respecto al silvestre en los mutantes
spt6-140, spt16-197 y hta1A-htb1A mientras que en el caso de SHIV la
acumulacion de mRNA se duplica. En la Fig. 13A se presenta un ejemplo de
hibridacién de RNA extraido de los transformantes de spt6-140, spt16-197y
del silvestre isogénico FY120. Alelos mutantes de SPT6 y SPT16 producen un
aumento de la expresion de varios genes que estad relacionado con la
apariciones de transcritos secundarios por activaciéon de sitios cripticos de
iniciacion (Kaplan et al., 2003). El aumento de la acumulacion de mRNA de la
HIV-PHOS5 no esta acoplado a este fenémeno.

Por lo que concierne a Spt2, el patrén de expresion es completamente
distinto. Observamos, de hecho, una disminuciéon de la expresion tanto en
SHIV como en SHIVTARIess. La mutacién spt2-150 afecta proporcionalmente
la expresion de ambos sistemas como es reflejado en el cociente
SHIVTARIess/SHIV de la Fig.13B es muy similar al del silvestre.

Concluimos que las proteinas Spt6, Spt16 y las histonas H2A y H2B juegan
un papel negativo en la expresion de SHIV, pero no asi en la expresion de
SHIVTARIess. Este hecho apoya que las diferencias funcionales entre las dos
unidades transcripcionales estan localizadas en la fase de elongacién de la
transcripcién. Por el contrario, la ausencia de Spt2, cuya funcién se ejerce en

el promotor, afecta por igual a ambas unidades transcripcionales.
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3.3.3 El complejo SAGA y Rpd1: efecto de la acetilacion de

histonas en la transcripcién de HIV.

SAGA es un complejo multiproteico que lleva a cabo varias funciones que
tienen como principal objetivo la regulacién de la iniciacion transcripcional a
través de dos mecanismos fundamenteles: la remodelacién de cromatina en la
zona promotora y el reclutamiento de factores generales de la transcripcioén en
el complejo de pre-iniciacion (Wu et al., 2004).

Gcen5 es la acetiltransferasa de histonas que produce la reorganizacion de la
cromatina en el promotor.

Spt3 y Spt8 juegan un papel en las interacciones que SAGA desarrolla con
importantes factores transcripcionales como TBP (Warfield et al., 2004). Es
posible que algunas subunidades de SAGA actuen en fases posteriores a la
iniciacion. spt3A y spt8A presentan sensibilidad a drogas , como el acido
micofendlico, que disminuyen la disponibilidad de ribonucleétidos (Wery et al.,
2004).Este fenotipo es comin a otros mutantes afectados en factores que
tienen un claro papel en elongacién, entre ellos TFIIS, Spt4 y Spt16(Lindstrom
and Hartzog, 2001).

Rpd3 es la subunidad catalitica de los complejos con actividad desacetilasa
de histonas RPD3 (L) y RPD3 (S). Ambos complejos son reguladores
negativos de la transcripciéon. El complejo RPD3 (L) actia en la zona
promotora contribuyendo al silenciamiento de ciertos /loci como los telomeros
(Silverstein and Ekwall, 2005). RPD3 (S) mantiene la compactacion de la
cromatina en la regién 3’ transcrita evitando que se produzca iniciacion de la
transcripcién de sitios desde promotores criptico (Carrozza et al., 2005)

La expresiéon de SHIV y SHIVTARIess disminuye de forma paralela en los
mutantes gcnb5A y spt3A con respecto al silvestre (Fig. 14). El patrén
observado es muy similar al del mutante spf2A (apartado3.3.2): el hecho que
ambas unidades transcripcionales se vean afectadas en la misma proporcién
indica que la ausencia de las proteinas afecta a un elemento comun. Teniendo

en cuenta la conocida implicacién de estas proteinas en el ensamblaje del
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complejo de preiniciacién, consideramos que este elemento comun es el
promotor &.

En el caso de spt8A observamos un patrén de expresion en el que se ven
afectadas tanto la acumulacién de mRNA que se alcanza en el mutante con
respecto al silvestre, como la relaciébn entre los valores de mRNA de
SHIVTARIess y 8HIV (Fig. 14). En ausencia de Spt8 el cociente de expresion
SHIVTARIess/8HIV disminuye sensiblemente, sugiriendo la posibilidad que
este factor desarrolle un papel distinto a Gend y Spt3 estas unidades

transcripcionales.
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Figura 14. Analisis de la transcripcion de pSHIV y pSHIVTARIess en los mutantes genSA, spt3A, spt8A,
rpd1A y en el silvestre isogénico BY4741. Se representa la media de la cuantificacién de RNA de las
fusiones HIV-PHO5 y HIVTARIess-PHOS de 3 experimentos de northern correspondiente a de. Otros
detalles como en la figura 9.

El efecto de spt8A es similar al observado en ctk1A y bur2A; lo que de
nuevo apoya diferencias funcionales entre SHIV y 8HIVTARIess durante la

transcripcion.
La proteina Rpd3, por el contrario, no parece estar implicada en la

transcripcion de 3HIV y SHIVTARIess ya que no se observa ninguna variacion

significativa en el mutante rpd3A (Fig. 14 ). Este hecho descarta los fenémenos
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de silenciamiento como explicacion de la diferencia de expresién entre SHIV y
SHIVTARIess. Por otra parte, es improbable que la perdida de la actividad
desacetilasa de rpd3A sobre la cromatina de la regiéon 3’ transcrita afecte la
expresion de SHIV y 8HIVTARIess, siendo estas unidades transcripcionales

idénticas en su extremo 3.

3.3.4 Dst1

A la luz de los recientes datos que vinculan a TFIIS con la regulacién
transcripcional de genes de Drosophila a nivel de la elongacion (Adelman et
al., 2005), decidimos estudiar el papel de este factor en la transcripcién del HIV
en la levadura.

TFIIS es un factor transcripcional altamente conservado entre eucariotas
cuya funcién es estimular la actividad catalitica intrinseca de la RNApolll en
situaciones de bloqueo para producir un corte endonucleolitico en el mRNA
naciente, que le permita continuarla transcripcion.

Observamos que el mutante dst7A no produjo ninguna variacién significativa
en el patrén de expresién de SHIV y SHIVTARIess con respecto al silvestre.
Como se puede observar en la Fig. 15Aa, los valores absolutos de
acumulacién de mRNA vy la relacion entre los niveles de expresién de 3HIV son
muy similares. .

Nos preguntamos si en presencia de drogas que disminuyen Ila
concentraciéon intracelular de nucleétidos como el 6-azauracilo (6-AU)
hubiésemos podido observar variacion es en este patron de expresién, ya que
el factor TFIIS es especialmente necesario para la transcripcion en presencia
de esta clase de drogas. Por ello medimos la acumulacion de mRNA tras
cultivar 60 minutos en presencia de 6-AU 100ug/ml. En esas condiciones los
mMRNA de SHIV y SHIVTARIless alcanzaban los mismos valores, con un
aumento de la acumulacién de mRNA de 5-6 veces por lo que concierne a
SHIV y de aproximadamente 2 veces para SHIVTARIess (Fig.15Ab). Un

resultado similar se obtuvo en el mutante dst7A tratado con 6-AU, si bien en
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este caso los niveles de mRNA alcanzados fueron menores. (Fig.15b) El hecho
que en la cepa silvestre se produjera un incremento tan evidente de ambos
MRNA nos indicaba que el 6-AU estaba produciendo una alteracién del patron
de expresion habitual de 8HIV y 8HIVTARIess que anulaba las diferencias
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entre ambas unidades transcripcionales.

Para averiguar si la droga ejercia algun efecto sobre el promotor 6 que
pudiese justificar el incremento detectado de la actividad transcripcional,
llevamos a cabo un analisis de la expresién de los retrotransposones

endodgenos de la familia Ty1 en presencia de 6-AU 100ug/ml. En la Fig.15B se
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muestra las cinéticas de acumulacion de mRNA tras afadir 6-AU. Como se
puede observar, en ausencia de la droga (tiempo 0) los niveles de acumulacion
de mensajero en el silvestre y en el mutante son muy similares, pero al afiadir
6-AU se produce una activacion de la expresion de los Ty1 que se traduce en
un aumento de 3 veces en la cepa silvestre y de 2 veces en la cepa dst15 en la
acumulacion de mRNA tras 60 minutos de exposiciéon a la droga. Concluimos
que el 6-AU produce un aumento generalizado en la expresion de los Ty1 a
través de un mecanismo que depende solo parcialmente de TFIIS y que
probablemente involucra la regulacion de la actividad de su promotor (3). Si
ese fuera el caso, el hecho que no se detectan diferencias entre la expresion
de SHIV y SHIVTARIess en presencia de 6-AU, indicaria que el efecto negativo

de la regién 5’ de HIV se da soleen condiciones de promotor no activado.

3.3.5 Efecto de mutaciones en los genes del complejo Isw1 sobre la

transcripciéon de HIV en la levadura.

El complejo Isw1 es un complejo remodelador de cromatina con actividad
ATPasa que regula distintos aspectos de la expresién de un amplio numero de
genes eucariéticos, como el silenciamiento, la represion y el correcto desarrollo
de las modificaciones que dan lugar al mRNA maduro sobre todo por lo que
concierne al procesamiento del extremo ‘5 y la terminacién de la transcripcion
(Mellor and Morillon, 2004). La subunidad catalitica del complejo es la proteina
Isw1 que se encuentra unida a factores accesorios como loc3 en el complejo
Iswla o0 a loc2 y loc4 en el complejo Isw1b (Vary et al., 2003).

Mutaciones en ISW1 afectan todos los estadios de la transcripcion en los
que el complejo actia, mientras que el analisis de mutaciones en /OC2, /OC3
o /0C4 permite una diseccién funcional de los papeles que las distintas formas
de complejos Isw1 llevan a cabo durante la transcripcion.

El analisis de expresiéon de SHIV y SHIVTARIess en los mutantes de estos

genes revela un patrén transcripcional similar en isw1A e ioc2A, por una parte,

y en ioc3A e ioc4A, por otra. En isw7A e ioc2A, se observa un aumento de la
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acumulacién de mRNA de aproximadamente dos veces; el cociente entre los
valores relativos a la transcripcion de los dos sistemas, aunque disminuye, se
mantiene en el mismo entorno del valor calculado para la cepa silvestre. Esto
significa que la falta de las proteinas Isw1 6 loc2 produce un aumento paraleio
de acumulacion de mRNA en ambas unidades la transcripcionales y que el
efecto principal del complejo Isw1 en fa regulacién de la transcripcion de SHIV
y 8HIVTARIess es el que la subunidad catalitica desarrolla con el auxilio de
loc2. Morillon y sus colaboradores (2003) demostraron que ioc2A presenta una
alteracién del patrén de fosforilacién de la Ser5 del CTD, relacionado con una
menor presencia de kin28 en el promotor, y un desplazamiento anémalo de la
RNA polll desde la zona 5’a la 3’ de un gen inducible como MET16. En el caso
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Figura 16. Analisis de la transcripcién de pSHIV y pSHIVTARIless en los mutantes isw7A,
ioc2A, joc3A, iocd4A y en el silvestre isogénico BY4741. Se representa la media de la
cuantificacion de RNA de las fusiones HIV-PHOS5 y HIVTARIess-PHOS de 3 experimentos de
northern correspondiente a de. Otros detalles como en la figura 9.

de SHIV y 3HIVTARIess, es razonable que el papel de loc2 se ejerza tambien
en la regién promotora, pero parece ser de naturaleza inhibitoria.

En joc3Ay ioc4A vemos un efecto diferente entre las dos unidades

transcripcionales: en SHIV los valores de acumulacién de mRNA son el doble
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con respecto al silvestre y se mantienen parecidos a los alcanzados en isw7Ay
joc2A, mientras que en SHIVTARIless estos valores disminuyen asemejandose
a los de 8HIV como se refleja en el cociente SHIVTARIless/8HIV que pasa de
3,3 calculado en el silvestre a una cifra proxima a 1en ioc3A 'y ioc4A.

loc3 unido a Isw1 tiene un papel negativo sobre la iniciacion de la
transcripcion, y esta implicado en el silenciamiento y en la represion de genes
inducibles en condiciones de no activacion (Mellor and Morillon, 2004; Morillon
et al., 2003). En su ausencia el patrén de distribucion de la RNApolll es similar
en el caso del gen MET16 a lo observado en una cepa silvestre en condiciones
de activacion del promotor, y se mantiene en condiciones de induccion
(Morillon et al., 2003)

ioc4A presenta defectos de fosforilacion de la Ser2 del CTD, en el patron de
metilacion de la Lys4 y 36 de las histonas H3 y de reclutamiento de factores
involucrados en la terminacién como Rna15. Es probable que aunque
produzcan el mismo efecto, loc3 y loc4 regulen segin mecanismos distintos la
transcripcion de nuestros sistemas. En todo caso, los efectos de ioc3Ay ioc4A
indican de nuevo una vinculacién de la estructura de la cromatina con el efecto

negativo de la regién 5’ de HIV sobre la transcripcion.

3.4 Efecto de mutaciones de algunas subunidades del
complejo Paf1 sobre la transcripcion de HIV en la

levadura.

Paf1 es un complejo que se asocia al promotor y a la regién codificante de
los genes activamente transcritos. Mutantes afectados en una de las 5
subunidades que constituyen el complejo (Paf1, Leo1, Cdc73, Ctr9 y Rif1)
presentan fenotipos relacionados a defectos en elongacién como el fenotipo

Spt y la sensibilidad a 6-AU (Squazzo et al., 2002). EI complejo Paf1 interactua
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fisicamente con la RNApolll (Mueller et al., 2004), con Spt5 (Squazzo et al.,
2002)y con FACT (Squazzo et al., 2002).

Chd1 es un una ATPasa implicada en la remodelacién de cromatina (Tran et
al.,, 2000), y en la elongaciéon de la transcripcién (Simic et al., 2003),‘ que
interactua fisicamente con el complejo Paf1 a través de Ritf1, con Spt4-Spt5 y
con Spt16-Pob3.

La transcripcién de SHIV y 8HIVTARIless se ve sensiblemente afectada en el
mutante paf1A: la acumulacién de mRNA disminuye y se anulan las diferencias

de expresién entre las dos unidades transcripcionales (Fig.17 )

| OHIV
B JHIVTARIless

mRNA (unidades arbitrarias)

silvestre pafiA leolA rtflA  chdlA

RATIO

4
HIVTARIess /HIV 3.6 11 2,6 1,7 L

Figura 17. Analisis de la transcripcion de pSHIV y pSHIVTARIess en los mutantes paffA,
leo1A, rif1A, chd1A y en el silvestre isogénico BY4741. Se representa la media de la
cuantificacion de RNA de las fusiones HIV-PHO5 y HIVTARless-PHO5 de 3
experimentos de northern correspondiente a de. Otros detalles como en la figura 9.

El papel de Leo1 no estd todavia esclarecido pero no parece ser
involucrado directamente en la regulacion del entorno cromatinico de los genes
transcritos. Por el contrario, la eliminacion de la proteina Leo1 no produce un
fenotipo sensiblemente distinto de lo observado en la cepa silvestre isogénica
(Fig.17). En el mutante rff1A observamos un ligero aumento de la acumulacién
de mRNA de SHIV y una disminucién del mRNA de 8HIVTARIess, lo que

provoca que el cociente entre estos valores sea la mitad de lo calculado para
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el silvestre. Rtf1 es una subunidad de la que depende la presencia del
complejo Paft en al regién codificante de los genes trascritos y la unién del
complejo a la RNApolll, pero no es esencial para la integridad del complejo ni
para su funcion (Mueller et al., 2004). Leo1 tampoco es una subunidad
esencial para la estructura y la funcién del complejo Paf1. Por el contrario,
Paf1 es la subunidad central del mismo. No es de extrafiar por tanto que sea el
mutante paf1A el que presente una alteracion mayor de la expresién de SHIV y
SHIVTARIess.

Por dltimo, la ausencia de Chd1 aumenta considerablemente la
acumulacion del mRNA de SHIV mientras que la expresiéon de 3HIVTARIess no
se ve significativamente afectada. Chd1 es por tanto otro factor que contribuye
al papel negativo que la region 5’ que incluye el dominio TAR ejerce sobre la

transcripcion de HIV.

3.5 Andlisis in vivo del posicionamiento de cromatina en la
secuencia de HIV clonada en 6HIV y 8HIVTARIess.

El estudio de la transcripcion con el vector SHIVTARmut (apartado 3.2.1.2)
indicaban que las diferencias en el patrén de expresiéon observadas en los
sistemas no dependian de la estructura secundaria del dominio TAR

Los datos obtenidos del analisis genético realizado con los plasmidos sHIV
y SHIVTARIess demuestran que la transcripcién del extremo 5’ es dependiente
de algunos factores transcripcionales claramente involucrados en la
remodelacién de la cromatina en la regién transcrita de genes eucariéticos
como Spt6, Spt16 o Chd1 y se ve influida por la dosis de histonas H2A y H2B.

Nos preguntamos si las diferencias en el patrén de expresion de SHIV y
SHIVTARIess se debian a una distinta organizacién de la cromatina en los
fragmentos del HIV presentes SHIV y SHIVTARIess.

Para ello llevamos a cabo un mapeo de nucleosomas por digestiéon parcial
con nucleasa microccal (MNasa) y determinamos la distribucién de los

nucleosomas por marcaje indirecto de extremos (indirect end-labeling).
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La MNasa corta preferentemente las regiones de DNA no unidas a
proteinas; en una muestra de cromatina estas zonas suelen ser las que se
sitan entre dos nucleosomas. EI DNA envuelto alrededor de un nucleosoma
es relativamente resistente a la digestion por MNasa (Kornberg and Lorch,
1992); al ser su tamafio aproximadamente 145 pb, en una hibridacién southern
realizada con el DNA proveniente de cromatina digerida parcialmente con
MNasa se observa la aparicién de bandas de este tamafio o multiplos de ello
generadas por la digestién de las regiones internucleosémicas. Si ademas
digerimos el DNA con una enzima de restriccion e hibridamos con una sonda
adyacente a un sitio de corte para esta enzima, podemos detectar la presencia
de nucleosomas localizados establemente sobre esa regién del genoma
(posicionamiento translacional). La MNasa presenta cierta afinidad por algunas
secuencias de DNA, por ello para determinar que el patron de digestion
indique realmente la presencia de nucleosomas posicionados en la regiéon de
interés hay que comparar el resultado de la digestiéon del la cromatina con el
resultado de la digestion del mismo fragmento de DNA previamente tratado
para eliminar cualquier proteina unida a ello (DNA desnudo).

En la Fig.18 se presenta el resultado de los experimentos realizados con
muestras de cromatina y DNA desnudo de células transformadas con los
plasmidos pSHIV y pSHIVTARIess, hibridadas con las sondas MN-Dral y MN-
EcoRI respectivamente.

Como se puede observar el posicionamiento de cromatina es bastante
similar en el extremo 3’ del fragmento de HIV presente en estas unidades
transcripcionales, donde se detecta el posicionamiento de un nucleosoma en el
marco de lectura abierto de gag entre los nucleétidos 150 y 300

aproximadamente, contados a partir del extremo 3’ del fragmento de HIV.
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Por el contrario, hacia el extremo 5’ se detectan importantes diferencias en
la estructura de la cromatina de las dos unidades transcripcionales. En el caso
de 3HIVTARIess, la aparicion de dos regiones entorno a los nucleétidos 440 y
300 y de un zona intermedia protegida indica el posicionamiento de un
nucleosoma en esta regiéon. Entre el nucleétido 440 y el nucleétido 520, que

corresponde aproximadamente con el extremo 5 del fragmento de HIV
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Figura 18. Mapeo del posicionamiento translacional de nucleosomas con nucleasa micrococal por “indirect end-labeling” sobre el
fragmento de HIV presente en pSHIV y pdHIVTARIess. Resultado de la hibridacién con las sondas (en celeste) MN-Drai (A) y MN-
EcoRlI (B) de la cromatina y del DNA desnudo digeridos parcialmente con MNasa y posteriormente con Dral o EcoRl. El DNA digerido
en presencia de cromatina y el DNA desnudo (6.24) se extrajeron de transformantes de Y13232 (pho5A) con (A) p3HIV y (B)
pSdHIVTARIess. En funcién de los sitios de hipersensibilidad (—) y de proteccion (A) se ha establecido el posicionamiento de los
nucleosomas, representados con ovalos al lado de la autorradiografias. El esquema de las fusiones transcripcionales en escala permite
localizar las regiones protegidas por los nucleosomas en la secuencia de HIV en psHIV y pdHIVTARIess. En negro se dibujan las
sondas usadas para el mapeo de nucleosomas por sensibilidad a MNasa, que se describe en la Figura ... El tamafio de los fragmentos
se ha calculado tomando como referencia el extremo 3' del fragmento de HIV clonado en SHIV y 8HIVTARIess.
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clonado en este plasmido, hay una zona en la que no se detectan diferencias
en el patron de digestion entre la cromatina y el DNA desnudo, lo que indica
que esta region se encuentra desprotegida. Esto revela que en las primeras 80
pb del extremo 5 del HIV de la unidad transcripcional SHIVTARIless no
posiciona ningun nucleosoma. ‘

En el fragmento de HIV presente en S6HIV se detectan protecciones e
hipersensibilidades a la MNasa que son incompatibles con el posicionamiento
de tres nucleosomas. Como anteriormente se ha comentado, en la region 3’ se
localiza un nucleosoma posicionado en la misma region del 6HIVTARIess. En
la regién intermedia del fragmento de HIV presente en 3HIV no se detecta un
patrén de cortes de la MNasa similar al que presenta SHIVTARIless. La
presencia de un nucleosoma posicionado en esta region de SHIV es muy
dudosa. En todo caso, la regién protegida entorno al nucleétido 490 descarta la
presencia de un nucleosoma localizado como en la regién correspondiente de
SHIVTARIess. |

En la zona 5’ del fragmento de HIV presente en SHIV si detectamos un
nucleosoma posicionado, indicado por la aparicibn de dos zonas de
hipersensibilidad a la altura de los nucleédtidos 720 y 540, y de una zona
protegida alrededor del nucleétido 660. Entre los nucleétidos 720 y 660 esta
comprendido el dominio TAR, que se corresponde con el inicio del extremo &’
del fragmento de HIV clonado en SHIV. Por ello podemos afirmar que el
extremo 5’ de la region transcrita de SHIV se encuentra protegido por un
nucleosoma posicionado.

Para confirmar estos datos y obtener mayor informacién sobre la
organizacion de la cromatina en el extremo 5’ de nuestros sistemas realizamos
un estudio de la cromatina por digestiéon parcial con MNasa e hibridacioén con
sondas especificas para los extremos 5' de SHIV y 8HIVTARIless y para la
region 3 comun. En este caso, se trataron con MNasa a varias
concentraciones los esferoplastos de células transformadas con pSHIV vy

pSHIVTARIess, se purifico al DNA y se llevdé a cabo una hibridacién Southern
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con las distintas sondas, sin digerir previamente con una enzima de restriccion.
Si la sonda correspondiese a una regién ocupada por un nucleosoma
posicionado, se detectaria la aparicion de bandas de un tamafio discreto
generadas por los cortes en la regiones internucleosémicas; por el contrario, si
la sonda correspondiese a una secuencia internucleosémica no se detectaria
una escalera de bandas con un tamafo discreto, si no un patrbn menos
definido debido a la digestion parcial y aleatoria de la MNasa en las regiones
desprotegidas, y se detectarian fragmentos de tamafio inferior a un
nucleosoma.

En la Fig. 19 se representa el posicionamiento de la cromatina segun los
datos obtenidos por marcaje indirecto de extremos (Fig. 18) y las sondas que
se han utilizado en este experimento. En el caso de psHIV disefiamos la sonda
1 para que coincidiese con el extremo 5’ del HIV clonado en este plasmido vy,
segin los resultados anteriormente comentados, con el nucleosoma
presumiblemente posicionado alli; la sonda 3 se correspondia con la zona 3’ y
con el nucleosoma cuyo posicionamiento establecimos anteriormente. La
hibridacién con la sonda 1 dio lugar al patréon esperado: como se observa en la
Fig, 19B aparecen bandas de un tamafio discreto compatible con la longitud
del DNA enrollado alrededor de un nucleosoma. Un patrén muy similar se

observé tras la hibridacion con la sonda 3 (Fig. 19B).
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La sonda 2 fue disefiada para que hibridara con la zona 5’ del fragmento de
HIV presente en 6HIVTARIless. La hibridacién con esta sonda ha puesto de

manifiesto un patrén distinto de lo observado con las sondas 1y 3 en la figura

dHIVTarless

oHIV SHIVTARIless

sondal sonda3 sonda2 sonda3
MNasa

Figura 19. Mapeo de nucleosomas por digestion parcial con MNasa de HIV en pdHIV y pSHIVTARIess. (A) Esquema en
escala del posicionamiento de nucleosomas (circulos grises) en el fragmento de HIV clonado en pSHIV y
psHIVTARIess segun los resultados del mapeo de nucleosomas por “indirect end labeling”. En negro se representan las
sondas usadas. (B) Resultado de la hibridacion del DNA digerido con MNasa (6.24.1) con las sondas 1y 3. EI DNA se
extrajo de un transformante de Y13232 con psHIV. (C) Resultado de la hibridacion del DNA digerido con MNasa
(6.24.1) con las sondas 2 y 3. El DNA se extrajo de un transformante de Y13232 con pdHIVTARIess. Los numeros
romanos indican las posiciones de mono- (1), di- (i) y trinucleosomas (lll). La flecha indica la hibridacién con fragmentos
de DNA de tamafio subnucleosémicos.
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anterior. En la Fig. 19C se puede observar que la hibridacién de las muestras
de 8HIVTARIess con esta sonda produce un patréon de bandas diferente al
observado anteriormente: por una parte aparecen bandas de tamafio discreto
compatible con la longitud del DNA alrededor de un nucleosoma, pero,
adicionalmente, encontramos una sefal mas difusa generada por moléculas de
DNA de tamafio inferior a las 100pb.

Este patrén es compatible con el posicionamiento asignado al nucleosoma
del extremo 5’ de HIV en §HIVTARIless. De hecho establecimos que quedaba
desprotegida una zona de aproximadamente 100bp en la zona 5 del
fragmento de HIV presente en pSHIVTARIess. La sonda 2 solapa en parte con
esta zona en parte con el DNA unido al nucleosoma, por ello era de esperar
que la hibridacién con esta sonda diera lugar a un patrén intermedio en el que
se pudiesen apreciar tanto bandas definidas como una sefal difusa. Por su
parte, la hibridaciéon del mismo filtro con la sonda 3, que segun nuestras
predicciones, coincidia con el nucleosoma posicionado en el extremo 3’ del
fragmento de HIV presente en pSHIV y pSHIVTARIess, da lugar a un patron de
bandas definido, sin la presencia de la sefial difusa de moléculas de tamafio
pequenio.

Concluimos que, a diferencia de la regién 5’ de HIV que incluye a TAR, la
zona 5’ del fragmento de HIV presente en SHIVTARIess no esta protegida por

la presencia de un nucleosoma posicionado.
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En esta trabajo hemos reconstruido parcialmente el sistema transcripcional
del HIV-1 en S. cerevisiae y hemos comprobado su funcionalidad en la
levadura. Se ha llevado a cabo un estudio genético de este sistema que, junto
- a un estudio de la estructura de cromatina in vivo, muestra una relacién entre
la organizacion de la cromatina y la regulacién de la transcripcién de HIV-1 en

S. cerevisiae.

4.1 Respuesta de GAL1-HIV a Tat y P-TEFb.

Hemos construido vectores de expresion de algunos para los elementos que
constituyen el sistema de regulacion transcripcional del HIV-1: el dominio de
RNA TAR, la proteina virica Tat y los factores celulares hCycT1 y hCdk9.
Hemos demostrado que Tat, hCyc T1 y hCdk9 se expresan de forma correcta
en la levadura a partir de los plasmidos p414GPD-Tat, p415GPD-CycT1 y
p413GPD-Cdk9-FLAG y que es posible utilizar estas construcciones para
reconstituir parte del sistema de transcripciéon del HIV-1 en S. cerevisiae.

Disefiamos un vector para expresar parte del genomio del HIV-1 fusionado
al gen de levadura PHOS5 con el objetivo de obtener una proteina hibrida que
nos permitiera seguir la actividad transcripcional del HIV-1 a través de un
simple ensayo enzimatico. En la literatura es frecuente el uso de vectores
hibridos entre el HIV y un gen informador, en células humanas suelen ser CAT
o LUC, que permiten medir la actividad transcripcional con métodos
enzimaticos sencillos, en S. cerevisiae muchos sistemas de analisis de
expresion se basan en el uso de /lacZ como gen informador. Sin embargo este
gen presenta una estructura de la cromatina muy laxa e irregular en la
levadura (Chavez et al., 2001). En este estudio hemos preferido utilizar PHOS,
un gen endégeno de la levadura, que presenta un posicionamiento de
nucleosomas regular y definido. Pensamos que este patron de
posicionamiento de nucleosomas fuera mas adecuado para evitar perturbar la
organizacion de la cromatina en la zona del HIV-1 clonada, que también posee

nucleosomas establemente posicionados (Pumfery et al., 2003). Aunque no
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conseguimos detectar actividades fosfatasas a partir de esta construccion,
decidimos seguir usando la fusién HIV-PHO5 en todos los plasmidos
disefiados para expresar el fragmento de HIV de interés por varias razones: en
primer lugar queriamos generar una unidad transcripcional de un tamafo
superior al tamafio medio de los genes de levadura (Cherry et al., 1997) para
amortiguar el efecto que, sobre la longitud de la regién transcrita, pudieran
tener las deleciones del extremo 5. En un estudio diferente hemos puesto de
manifiesto que la longitud de la regién transcrita aumenta los defectos en la
elongacion transcripcional (Morillo-Huesca et al., 2006). Al mismo tiempo era
aconsejable evitar la introduccién de sitios de splicing que pudiesen dificultar la
medida de la acumulacién de mRNA. El virus del HIV-1 presenta 5 sitios
donadores y 9 sitios aceptores y genera por lo menos 40 tipos de moléculas de
mRNA por procesamiento alternativo (Schwartz et al., 1990); (Purcell and
Martin, 1993). El primer sitio donador esta 289 pb aguas abajo del inicio de la
transcripciéon del HIV-1 (Schwartz et al.,, 1990), en una zona que, por su
proximidad con el extremo 5’ de la regién transcrita del virus, nos interesaba
incluir en nuestras construcciones. Decidimos por ello clonar un fragmento del
HIV-1 de aproximadamente 700pb donde posicionan los primeros 3
nucleosomas de la zona transcrita en células humanas (Verdin et al., 1993) y
prescindir del resto del genomio viral para evitar la introduccién de sitios de
procesamiento alternativo u otras secuencias reguladoras cuyo efectos sobre
la expresion del HIV en la levadura desconocemos.

Para la reconstrucciéon de sistema transcripcional del HIV-1 en la levadura
decidimos utilizar el promotor de GAL7, que, como hemos comentado
anteriormente, permite alcanzar un nivel de expresiéon muy alto. Un estudio
anterior habia demostrado que la LTR viral no es un promotor funcional en la
levadura (Daviet et al., 1998). El mapeo del extremo 5 del mRNA generado
por la transcripcion de la unidad transcripcional GAL1-HIV ha puesto en
evidencia que la transcripcién se inicia en el sitio descrito del promotor para
GAL1(Johnston, 1984)y que es probable que inicie otro transcrito en el primer

nucleétido del HIV-1 presente en esta construccion. En ambos casos, los RNA
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incluyen la zona 5’ del HIV donde se sitia el dominio de RNA TAR, elemento
regulador en cis fundamental para la transactivacion mediada por Tat.
Numerosos estudios han permitido caracterizar exhaustivamente la
importancia que tiene la secuencia, la estructura secundaria, la orientacién y la
distancia al LTR viral del dominio TAR en las interacciones que se establecen
entre el RNA, Tat y hCycT1 y en la eficiencia de la activacién de la
transcripcién (Berkhout and Jeang, 1989; Harrich et al., 1995; Hauber and
Cullen, 1988; Kulinski et al., 2003; Peterlin et al., 1986; Selby et al., 1989;
Verhoef et al., 1997). Queremos destacar que el mapeo de la regién 5 ha
proporcionado una prueba, aunque indirecta, de la conservaciéon de la
estructura secundaria del mMRNA TAR en la levadura, como se describe en el
apartado 3.1.2. La retrotranscriptasa puede encontrar dificultades al
retrotranscribir moldes con una estructura secundaria estable y bloquearse
generando fragmentos de cDNA inferiores al tamafio del mRNA molde
(School);). En el mapeo llevado a cabo en este estudio aparecen moléculas de
este tipo que se corresponden con los puntos mas criticos de la estructura
secundaria de TAR: en el primer y ultimo nucleétido del tallo, en
correspondencia de la distorsién causada por la protuberancia del tallo donde
se une Tat al RNA, y en el apice del tallo donde esta el sitio de unién de
hCycT1 a TAR.

Hemos comprobado que los plasmidos pGAL1-HIV, p414GPD-Tat,
p415GPD-CycT1 y p413GPD-Cdk9-FLAG expresaban de forma correcta en la
levadura los factores reguladores en cis y en frans que juegan un importante
papel en la transcripcién del genoma viral. Hemos reconstituido parcialmente el
sistema transcripcional del HIV-1 en S. cerevisiae a partir de estos plasmidos y
hemos observado que la presencia de los factores in trans influye sobre la
expresion del HIV1 en S. cerevisiae. Los resultados demuestran un efecto
positivo de la proteina Tat y el complejo P-TEFb sobre la transcripcién de
pGAL1-HIV. Como era de esperar los valores mas altos de acumulacién de
MRNA se alcanzan cuando se expresan Tat, hCycT1 y Cdk9, mientras que en
presencia de Cdk9 y Tat, pero en ausencia de hCycT1, los niveles de mRNA
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acumulados son muy parecidos al control. Esto sugiere que la ciclina T1
humana conserva en la levadura su papel clave en el reconocimiento
altamente especifico de Tat sobre el dominio TAR. Varios estudios demuestran
que en células humanas la formacién del complejo Tat-P-TEFb-TAR, que
desencadena la activacién del sistema transcripcional del HIV, depende
especificamente de hCycT1. hCycT2a y hCycT2b, dos isoformas de hCycT1
que difieren en la longitud de su extremo carboxiterminal, no reconocen Tat y
su sobrexpresion provoca un efecto dominante negativo en la activacion de la
transcripcion sostenida por hCycT1 (Napolitano et al., 1999). La proteina
homoéloga de ratén, mCycT1, que difiere de la humana en un sélo residuo
aminoacilico (Y261), no es capaz de reconocer el dominio TAR y de activar la
transcripcion del HIV en presencia de Tat(Bieniasz et al., 1998) (Fujinaga et al.,
1999).

Por otra parte, en ausencia de Cdk9, pero en presencia de Taty hCycT1, se
observan niveles de acumulacion de mRNA cercanos al sistema completo.
Este resuitado podria sugerir que otra quinasa de levadura es reclutada por
Tat y hCycT1 y realiza la funcién desarrollada por la quinasa humana. Varios
estudios apuntan a que Bur2 (Yao et al., 2000) o Ctk1 (Sterner et al., 1995)
son los homoélogos putativos de Cdk9 en S. cerevisiae. Los complejos
Bur1/Bur2 y CTDK1 estan implicados en el control de la elongacion
transcripcional (Keogh et al., 2003) o en el del patrén de fosforilaciéon del CTD
(Ahn et al., 2004). No existen pruebas en la literatura de que hCdk9 pueda
complementar mutantes de BUR? o de CTK1, sin embargo, estos resultados
inducen a comprobar esta posibilidad. Alternativamente, seria posible que el
reconocimiento de TAR por parte de hCycT1 y Tat estabilizara la estructura
secundaria de TAR frente a la horquilla alternativa de caracter inhibitorio que,
segun Palangat et al. (1998), se genera en el mMRNA cuando la RNApolll queda
pausada. Los datos experimentales obtenidos con GAL1-HIV sugieren que en
esta unidad transcripcional no se produce una pausa estable ya que los niveles
de expresion de pGAL1-HIV y pGAL1-HIVTARIess son similares, a diferencia
de lo observado con psHIV y pSHIVTARIess. Es posible que la estructura
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secundaria de TAR, que segun los autores (Palangat et al., 1998) favorece la
procesividad de la enzima, se genere en la mayoria de los transcritos y que la
unién de hCycT1 y Tat, que no necesita de Cdk9 para establecerse (Garber et
al., 1998), contribuya a la estabilidad de la estructura de TAR y a su efecto

positivo sobre la RNApolll.

4.2 SHIV y HIVTARIess permiten el estudio de la transcripcion

basal de HIV-1 en S. cerevisiae.

4.2.1 El extremo5’ transcrito del HIV ejerce un efecto negativo sobre
la expresion del virus en la levadura de forma dependiente del

estado de activacion del promotor

Una vez demostrado que es posible reconstruir una forma funcional del
sistema transcripcional del HIV en S. cerevisiae mediante la expresiéon de los
factores Tat, hCycT1 y Cdk9 y que en la levadura este sistema presenta mayor
dependencia de hCycT1 que de Cdk9, decidimos investigar el papel del
dominio TAR en la expresién de GAL1-HIV.

Cuando eliminamos el extremo 5 de HIV observamos que, si bien el
elemento es necesario para que los factores celulares y el factor viral
produzcan el efecto positivo sobre la transcripcion del HIV-1, no produce
ningun efecto sobre la acumulacién de mRNA en ausencia de estos factores.
Este resultado contrastaba con algunas evidencias experimentales obtenidas
en células animales, que seran discutidas mas adelante en este capitulo, y que
indicaban que el extremo 5 de la regién transcrita de HIV ejerce un efecto
negativo sobre la transcripcién basal del virus.

Con el objetivo de evidenciar un posible efecto del dominio TAR sobre la
elongacidon transcripcional del HIV en la levadura disefamos las
construcciones pdHIV y pdHIVTARIess, aportando algunas modificaciones a
las unidades transcripcionales GAL1-HIV y GAL1-HIVTARIess, y observamos
la aparicion de un fenotipo transcripcional dependiente del extremo 5’ de la

zona transcrita del genomio viral. En concreto, observamos que el extremo 5’,
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que codifica el dominio TAR de HIV causa una disminucién de 2 a 3 veces en
la acumulacibn de mMRNA con respecto a la unidad transcripcional
SHIVTARIess en la que habiamos eliminado parte del tallo de TAR, la restante
regién R, U5 y parte de la regiéon GLS. Esta delecién impide la formacién de la
estructura TAR en el mRNA. Las modificaciones introducidas en pdHIV y
pdHIVTARIess, aunque desconocemos la contribucién real de cada una de
ellas al cambio del patrén transcripcional, han permitido detectar un elemento
regulador negativo in cis localizado en el fragmento eliminado en
pSHIVTARIess.

Entre las posibilidades que barajamos para explicar los diferentes
comportamientos de estas unidades transcripcionales nos inclinamos por la
distinta naturaleza del promotor. La RNApolll reclutada por la LTR del HIV-1
presenta escasa procesividad al salir del promotor y es activada en la fase
temprana de la elongacién. El gen GALT presenta una regulaciéon de la
transcripcion muy distinta que se desarrolla a nivel de la iniciacién y que
produce el ensamblaje de una RNApolll extremadamente procesiva. El
promotor &, por lo contrario, es un promotor mas débil que GAL7 (Morillon et
al., 2002). En la bibliografia se describen observaciones que sugieren que una
escasa procesividad de la RNApolll favorece la propensién a sufrir pausas.
Kireeva et al., (2005) han demostrado que in vitro la presencia de un
nucleosoma aumenta la estabilidad de la pausa de la RNApolll y que este
efecto se potencia a bajas concentraciones de nucleétidos. Kristjuhan vy
Svejstrup (Kristiuhan and Svejstrup, 2004) plantean la existencia de dos
formas de transcribir a través de un molde cromatinizado en funcién de la
procesividad de la maquinaria transcripcional: partiendo de la observacion de
que la transcripcion a partir del promotor GAL1, a diferencia de genes que se
expresan a un nivel mas bajo (Kristjuhan, 2001), no es dependiente de la
acetilacion de histonas, especulan que la densidad de la RNApolll en genes
fuertemente expresados es tan elevada (lyer and Struhl, 1996) que no permite

el reposicionamiento de cromatina en el molde. Genes que se expresan a un
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nivel bajo necesitan factores accesorios para remodelar la cromatina que, en
este caso, supone un obstaculo mucho mas fuerte para el paso de la RNApolil.
Es interesante subrayar que las diferencias de acumulacién de mensajero
observadas entre SHIV y S&HIVTARIless en la cepa silvestre BY4741
desaparecen en presencia de 6-AU. La diana molecular del 6-AU es la enzima
inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), que participa en la sintesis
de nucleétidos de guanina (Shaw y Reines, 2000). El efecto mas evidente es
una disminucién de la disponibilidad de nucleétidos que causa defectos en la
elongaciéon de la transcripcion. Paraddjicamente, la droga causa un aumento
general de la acumulacién de mensajeros de 3HIV y &HIVTARIess, de
intensidad algo inferior en el mutante dst1A. El hecho de que la droga cause un
aumento de la expresién de los retrotransposones Ty1 de la misma intensidad,
nos indica que el efecto del 6-AU sobre SHIV y 8HIVTARIess debe estar
mediado por la activacion del promotor 5. Nos planteamos la existencia de una
correlacién entre la activacién del promotor & y el hecho que el patrén de
expresion de 3HIV y 8HIVTARIess se asemejase al observado con el promotor
GAL1 en condiciones de activacion. En la bibliografia no se describen efectos
de la disminucién de la disponibilidad de ribonucleétidos sobre la transcripcion
de Ty1, sin embargo sabemos que estos elementos se activan en distintas
situacionesde estrés celular como el hambre de nitrégeno (Morillon et al.,
2002) o la exposicion a mutdgenos como MMS y 4NQO (Staleva Staleva and
Venkov, 2001). Estos estimulos se reflejan en el aumento de acumulacién de
mRNA debido a la induccién del promotor por accién de activadores
especificos como Tec1 y Ste12 (Morillon et al., 2002). El resultado obtenido en
el analisis de la expresion de nuestras construcciones en presencia de 6-AU
parece sugerir que el efecto negativo producido por el extremo 5’ de la region
transcrita de HIV sobre su expresion en la levadura es dependiente del estado
de activacién del promotor y se hace patente unicamente en un estado

transcripcional no activado o basal.
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Por otra parte, en pGAL1-HIV y pGAL1-HIVTARIess el primer nucleétido del
fragmento del HIV-1 insertado en estas construcciones no coincide con el inicio
de la transcripcién. En la LTR del virus el inicio de la transcripcién coincide con
el inicio del dominio TAR y se ha demostrado que la insercién de un fragmento
de algunas decenas de pares de bases entre la caja TATA y TAR altera la
transactivacién mediada por Tat (Peterlin et al., 1986). Por este motivo, en la
construccion pdHIV clonamos fragmento de HIV de forma que el inicio de la
transcripcion del promotor & coincidiera con el inicio del dominio TAR. No
podemos descartar que estas diferencias influyan en el distinto
comportamiento de GAL1-HIV y GHIV.

Para terminar, hay que destacar que aunque no se han llevado a cabo
ensayos de estabilidad de mRNA, parece improbable que las diferencias en los
niveles estacionarios de mRNA de §HIV y SHIVTARIess sean debidas a este
parametro. De hecho, las principales secuencias reguladoras de las rutas de
degradacién mensajero en direccion 3-5" y 5-3' (revisado por (Wilusz and
Wilusz, 2004),(Bentley, 2002)), es decir la regién 3' UTR, la regién 5 UTR y los
primeros 25 nucleédtidos transcritos, son comunes a las dos unidades
transcripcionales. Los datos obtenidos con pGAL1-HIV y pGAL1-HIVTARIless
parecen excluir esta hipétesis, ya que en estas construcciones, analogas a
pdHIV y pSHIVTARIess en lo que concierne la secuencia transcrita, no
observamos diferencias en la acumulacién de mRNA. En el conjunto estos
resultados apuntan a la existencia de distintas dinamicas transcripcionales en
GAL1-HIV y 8HIV.

4.2.2 La RNApolll esta pausada en el extremo 5’ de HIV

Los datos de inmunoprecipitacion de cromatina han puesto de manifiesto
una correlacién entre el patron de acumulacion de mRNA vy la distribucién de la
RNApolll. De hecho observamos que en el extremo 5 de la unidad
transcripcional SHIV la densidad de la RNApolll es doble que en el resto del

fragmento de HIV clonado en la misma unidad transcripcional y que en todo el
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fragmento de HIV de la unidad transcripcional pSHIVTARIess.. La hipétesis
mas sencilla para explicar este comportamiento de forma coherente con los
resultados obtenidos en el andlisis de la expresién de SHIV y HIVTARIess es
que la RNApolll esté acumulada en el inicio de la regién transcrita de HIV
como consecuencia de algun fenémeno determinado por su secuencia. El
hecho que en dst1A el patron de expresion de SHIV y SHIVTARIless sea igual
que en el silvestre apoya la hipétesis de que la RNApolll acumulada en el
extremo 5 de SHIV esté pausada pero no arrestada. En una situacién de
arresto, la RNApolll retrocede sobre el molde de DNA y el mRNA naciente se
desacopla del sitio catalitico (Kettenberger et al., 2004). En estas condiciones
TFIIS (Dst1) se convierte en un factor esencial para que la maquinaria
transcripcional retome la sintesis del mensajero (Adelman et al., 2005). Por
ello, de darse una situaciéon de arresto, la ausencia de TFIIS deberia disminuir
la expresién de 8HIV, mientras observamos que en dst7A los niveles de mMRNA

de 6HIV y 8HIVTARIess no se ven afectados.

4.2.3 Dos mecanismos distintos producen la pausa de la RNApolil:
contribucién de la estructura del mRNA TAR y papel de Spt4

en la expresiéon de SHIV y HIVTARIess.

Las pausas de las RNA polimerasas durante la transcripcion es un
fenébmeno universal observado tanto en procariotas como en eucariotas
(Adelman et al., 2005; Krumm et al., 1992) (Borukhov et al., 2005), (Gnatt,
2002). Este proceso depende de la estabilidad del complejo de elongacién
compuesto, en sus minimos términos, por el molde de DNA, la RNA
polimerasa y la molécula naciente de RNA. Segin un modelo matematico
desarrollado por Bai ef al.(Bai et al., 2004) las caracteristicas intrinsecas de la
secuencia transcrita constituyen el parametro principal a la hora de determinar
este valor. Bajas concentraciones de ribonucleétidos aumentan la frecuencia
con la que ocurre la pausa (Kireeva et al., 2005). Estudios in vivo (Toulme et
al., 2005) e in vitro (Artsimovich y Landick, 2000) en Escherichia coli han
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definido dos tipos de mecanismos que contribuyen al establecimiento de la
pausa: uno dependiente de la formacién de una horquilla en la molécula de
RNA naciente y otro debido a la propensién de la RNApolll a retroceder a lo
largo del molde de DNA cuando disminuye la estabilidad del complejo de
transcripcion.

El dominio de RNA TAR se caracteriza por una estructura secundaria muy
estable y la pausa de la RNApolll durante la transcripciéon del HIV-1 en células
humanas ocurre en posicién 3’ con respecto a este dominio (Parada et al.,
1995). Un estudio in vitro ha caracterizado el tipo de estructura secundaria del
mRNA gue se genera en las situaciones de pausa y que aumenta su duracién
(Palangat et al., 1998). Toulmé y sus colaboradores (Toulme et al., 2005) han
observado que la presencia de una horquilla en la molécula de RNA naciente
impide la retrocesion de la enzima sobre el molde de DNA y al mismo tiempo
disminuye la capacidad de la RNApolll de avanzar sobre el molde. Esto es
debido probablemente a interacciones que se establecen entre la horquilla y la
RNApolll que estabilizan el complejo de transcripcién. Los autores han
demostrado que este mecanismo depende de la estructura secundaria del
RNA.

La disminucién de la acumulacién de mRNA de SHIV con respecto a
SHIVTARIess y la acumulacion de RNApolll en el extremo 5 de la region
transcrita de 8HIV pueden estar originadas por una pausa de la RNApolll
favorecida por interacciones entre ésta y la estructura de RNA en el extremo
5, como sugiere el resultado del estudio de la expresiéon de SHIVTARmut.
Hemos mutado el brazo 3’ del tallo de TAR con el objetivo de aumentar la
estabilidad de la horquilla alternativa que se genera durante la pausa de la
enzima en esta regiéon (Palangat et al., 1998) y eliminar la formacién de una
horquilla completa de la misma longitud de TAR que produciria un
desplazamiento de la RNApolll de 18 nucledtidos hacia el extremo 3’ del DNA
de HIV-1 en una zona donde no se ha detectado la pausa (Palangat et al.,

1998). Hemos observado que la expresion de la unidad transcripcional que
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llevaba el TAR mutado (pSHIVTARmut) disminuye un 50% con respecto a la
construccion que lleva el TAR silvestre. Este resultado sugiere que el
mecanismo de pausa dependiente de RNA demostrado, en el caso del HIV-1
por un estudio in vitro (Palangat et al., 1998), produce también una disminucion
de la expresion en la levadura. Para confirmar esta hipétesis es necesario
profundizar en la relacién entre estructura del mRNA y transcripcion,
estudiando distintos tipos de mutaciones del dominio TAR y sus efectos sobre
la expresion del virus y la distribucién de la RNApolll a lo largo del genomio
viral.

Cabe destacar que en el mutante spt4A los valores de acumulacién de
mRNA de SHIVTARmut aumentan de forma proporcional al incremento
observado con SHIV, indicando que la inhibicion de la transcripcion de HIV
ocurre también por un mecanismo dependiente de Spt4 que no se ve afectado

por la modificacién de la estructura secundaria de TAR.

4.3 Analisis genético de HIV-1 en mutantes de S. cerevisiae

Hemos llevado a cabo un andlisis genético con varios factores
transcripcionales en el intento de aclarar la naturaleza del efecto negativo
producido por el extremo 5’ de la regién transcrita de la LTR del HIV-1 sobre la
expresion del genomio viral en la levadura y hemos observado cuatro tipos de
comportamiento en funcién de la mutacién ensayada. En la tabla 3 hemos
agrupado los genes segun los patrones de expresion de dHIV y 8HIVTARIless
observado en las respectivas cepas mutantes

Tabla 3. Resumen del analisis genético

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Varlac.lones oHIV y SHIV aumenta,
. proporcionales SHIVTARIess se
Patron silvestre . . SHIVTARIess no
de 8HIVy igualan en niveles varia
SHIVTARIless bajos

RPD3 SPT2 SPT8 SPT4
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DST1 ISW1 PAF1 SPT6
LEO1 10C2 RTF1 SPT16
GCN5S CTK1 H2A-H2B
SPT3 BUR2 CHD1
I0C3
10C4

4.3.1 Grupo1: factores que no influyen en la expresion de SHIV y
oHIVTARIless

En el primer grupo hemos incluido los genes que no alteran los patrones de
expresion de las unidades transcripcionales SHIV y sHIVTARIess con respecto
al silvestre. Deducimos por ello que la transcripcién del HIV-1 en la levadura no
es dependiente de los factores codificados por estos genes.

Entre los genes que no afectan la expresién de SHIV y dHIVTARIess esta
Rpd3, la subunidad catalitica de los complejos de desacetilacién de histonas
RPD3 (L) y RPD3 (S) (Lieb and Clarke, 2005). La inhibicién de la
desacetilacion por drogas como TSA estimula la actividad basal del LTR
(Verdin et al., 1993), (el Kharroubi et al., 1998) indicando que la cromatina
posicionada en el genomio viral de células quiescentes debe de estar
desacetilada. Tat, entre sus funciones, tiene la de aumentar el grado de
acetilacién de los nucleosomas que acompafia a la remodelacion de la
cromatina en el extremo 5’ transcrito. Nuestros resultados descartan que las
diferencias de expresiéon entre 8HIV y SHIVTARIess dependan de estos
mecanismos.

TFIIS es un factor que cumple un papel central cuando la pausa de la
RNApolll se transforma en un arresto. En esta condicion la RNApolll desliza
sobre el molde de DNA en direccién 5 causando el desacoplamiento del
mRNA naciente del sito catalitico de la enzima (Kettenberger et al., 2004).
TFIIS estimula la actividad endonucleolitica de la RNApolll produciendo el
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corte del fragmento de mRNA que es necesario eliminar para que la enzima
pueda reanudar la sintesis del mensajero (Izban and Luse, 1991). La funcién
de este factor es necesaria para restablecer la transcripcion in vifro de RNA
polimerasas arrestadas ante un nucleosoma (Kireeva et al., 2005). En el caso
de HIV, TFIIS también es necesario para suprimir la inhibicién que sufre la
RNApolll en la regién TAR en el sistema in vitro descrito por Palangat et al.
(1998). En otros sistemas cuya expresién estd regulada a nivel de la
elongacién, como el gen hsp70 de Drosophila, la RNApolll se encuentra
acumulada aguas abajo del promotor y la activacién de la transcripcion tras la
induccién por choque térmico depende de TFIIS (Adelman et al., 2005). Los
autores concluyen que la RNApolll sufre un bloqueo en la fase temprana de la
elongacion que no solo afecta la actividad del complejo de elongacién ya
ensamblado sobre el DNA sino también la formaciéon de nuevos complejos de
preiniciacion en el promotor. Como hemos comentado anteriormente, la
expresion de SHIV y 8HIVTARIess no se ve afectada por la ausencia de este
factor sugiriendo que la RNApolll acumulada en el extremo 5’ de p3HIV no
sufre un bloqueo. La funcién de TFIIS in vivo se hace patente cuando la
transcripcion esta afectada por falta de nucleétidos (Mason and Struhl, 2005),
condicion en la que una pausa de la RNApolll se transforma con mas
frecuencia en un arresto. Varios parametros favorecen esa transicién: la
duracion de la pausa, la disponibilidad de nucleétidos y la organizacién
cromatinica (Kireeva et al., 2005). La presencia de nucleosomas no parece
determinar el sitio de pausa, pero si aumenta su intensidad favoreciendo el
arresto de la RNApolll (Kireeva et al., 2005). EI mecanismo por el que una
pausa se transforma en un bloqueo estable de la RNApolll consiste en el
deslizamiento de la enzima sobre el molde de DNA, lo que provoca el
desacoplamiento del extremo 3’ del mRNA del sito catalitico de la RNApolll.
Kireeva y sus colaboradores (2005) han demostrado que en un sistema in vitro
el desplazamiento de la enzima llega a ser muy pronunciado cuando un
nucleosoma se encuentra posicionado aguas abajo de la regién de pausa. La

RNApolll pausada presenta una tendencia intrinseca a deslizarse hacia atras
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sobre el molde de DNA debido a su estructura y a la escasa estabilidad que
caracteriza el complejo transcripcional pausado. Los autores especulan que en
estas condiciones un nucleosoma posicionado en 3’ ejerce, por su afinidad al
DNA, una fuerza que, sumada a la propensiéon de la RNApolll a retroceder
sobre el molde, desplaza la enzima varias pares de bases hacia el extremo 5’
del DNA y desacopla el mRNA naciente del sito catalitico. La enzima depende
de factores accesorios, como TFIIS, para reanudar la sintesis de mRNA su
procesividad.

Era nuestra intencién estudiar el efecto de esta droga sobre la expresion de
SHIV y 8HIVTARIless en el mutante dst’A en presencia de 6-AU, para
comprobar si la acumulaciéon de RNApolll que atribuimos a una pausa se
hubiese convertido en un arresto. Sin embargo, la activacién de la expresion
del promotor § en presencia de 6-AU, seglin hemos detectado, impide estudiar
la dependencia de la transcripcion de SHIV respecto de TFIIS en una
condicion, la escasez de nucleétidos, que la podria haber hecho mas patente.

Otra mutacién que no produce efecto sobre la expresién de SHIV
SHIVTARIess es /leo7A . Leo1 es una subunidad del complejo PAF1, por ello
discutiremos los resultados de este mutante conjuntamente a los de paffAy

rf1A.

4.3.2 Grupo2: factores que alteran la intensidad de la expresion de
SHIV y dHIVTARIess

El segundo grupo de genes se caracteriza por el hecho que su mutacion
varia la expresion de SHIV y 8HIVTARIess de forma proporcional con con
respecto al silvestre isogénico. Esto significa que el valor de la acumulacion de
los MRNA de SHIV y SHIVTARIess puede ser mayor o menor con respecto al
silvestre pero el cociente entre ellos no se ve afectado. Este patrén podria
coincidir con mutaciones que afectan a la iniciaciéon de la transcripcion y al
funcionamiento general del promotor 5. En este grupo de hecho encontramos

factores que preferentemente han sido relacionados con esta fase de la
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transcripcién y, en la mayoria de los casos, con la regulacién de la expresion
de los retrotransposones. Alternativamente podrian afectar procesos que
influyen sobre la acumulaciéon de mRNA, pero que ocurran de forma similar en
SHIV y 3HIVTARIess: elongacion transcripcional de la regién transcrita distal,
modificaciones del mRNA, estabilidad de esto.

La eliminaciéon de Gen5 y Spt3 causa una disminucion de la expresion de
8HIV y 8HIVTARIess de forma paralela. Ambas proteinas son subunidades de
SAGA, un complejo de acetilaciéon de histonas que actua a nivel del promotory
promueve la activaciéon de la transcripcion. El patréon observado concuerda con
lo esperado para factores involucrados en la regulacion de la iniciacion cuya
funcién ademas es necesaria para la expresién de los Ty1 (Pollérd and
Peterson, 1997)'(Morillon et al., 2002).Sin embargo, spt8A, que carece de otra
subunidad de SAGA, presenta un patrén transcripcional distinto a los
anteriores genes y parecido a aquellos mutantes que carecen de factores
implicados en la regulacion de la elongacion temprana como Ctk1, Bur2, Paf1,
Rtf1 e loc4 (grupo 4). Spt8, de hecho, presenta algunas peculiaridades que lo
diferencian de los demas componentes de SAGA y que apunta a un posible
papel de esta proteina en un proceso distinto de los que llevan a cabo otras
subunidades del complejo. Spt8 interactla fisica y genéticamente con TFIIS
(Wery et al., 2004). Unico entre todos los genes no esenciales que codifican
subunidades de SAGA, spt8A se comporta de la misma forma que dst1A en un
fondo rpb9A y, en ausencia de la subunidad Rpb4 de la RNApolll, la
transcripcion depende de la actividad de TFIIS y de su interaccién con Spt8
(Wery et al., 2004). En nuestro laboratorio se ha puesto a punto el ensayo
GLAM (GenelLength-dependent Acumulation of mRNA) para analizar el efecto
de mutaciones sobre la dependencia de la transcripcidn in vivo respecto de la
longitud del la regién transcrita (Morillo-Huesca et al., 2006). EI GLAM es un
ensayo que se basa sobre la cuantificacion de la actividad transcripcional
sobre distintas construcciones que comparten el promotor, el terminador, y el
gen informador que codifica el extremo 5’ del transcrito, pero difieren en la

longitud de la regién 3’ no traducida. Este sistema permite poner en evidencia
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defectos dependientes de la longitud del transcrito. Por el contrario, las
unidades transcripcionales §HIV y SHIVTARIess presentan una longitud muy
parecida y solo difieren en un pequefio fragmento en el extremo 5 que
representa en 10% de la longitud total. Por ello pensamos que estas
construcciones son un instrumento adecuado para evidenciar defectos
transcripcionales que ocurren en la transicion entre la salida del promotor y la
elongacion temprana. Los ensayos de GLAM han evidenciado un
comportamiento muy similar de los mutantes gcnbA 'y spt3A que presentan un
defecto en la transcripciéon de unidades largas (Morillo-Huesca et al., 2006), lo
que les otorga un papel a lo largo de toda la unidad transcripional. El mutante
SpI8A, sin embargo, presenta un comportamiento mas préximo al silvestre en
los ensayos GLAM(Quintero, Rodriguez-Gil, Chavez, en preparacion).

A la luz de estos resultados es muy sugerente que spt8A genere un patrén
de expresion de SHIV y SHIVTARless mas parecido a mutantes de factores
implicados en la elongacién temprana como paf1A, ctk1A'y bur2A. Tomaos en
conjunto estos resultados muestran a SAGA implicado en la elongacion
temprana a través de Spt8 y en fases posteriores a través de Genb y Spt3.

Otro mutante que afecta en igual medida la expresion de SHIV y
SHIVTARIess es spt2-150. SPT2 es una gen cuya funcién en la iniciacion de la
transcripcion ha sido inferida por su papel en la supresién de la insercion de Ty
o del elemento & en el promotor del gen HIS4 (Winston et al., 1984), asi como
en la supresion de los defectos de iniciacion observada en mutantes del
complejo Swi/Snf (Sternberg et al., 1987) o SAGA (Perez-Martin and Johnson,
1998; Pollard and Peterson, 1997).Recientemente se ha descrito que SPT2
interactia genéticamente con el complejo PAF1, que se localiza
preferentemente en la zona transcrita de varios genes y que su eliminacion
permite la transcripcion a partir de sitios de iniciacion cripticos en el gen FLOS8
(Nourani et al., 2006). El conjunto de estas observaciones apunta a un papel
de Spt2 durante la elongacion de la transcripcién, en concreto en el

mantenimiento de la cromatina de la regién transcrita, lo que requiere una
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revisioén del modelo anteriormente aceptado. En todo caso, nuestros resultados
excluyen que Spt2 juegue un papel en la modulacién de la transcripcion
ejercida por el extremo 5 de la region transcrita de HIV. Los patrones de
expresion de SHIV y S8HIVTARIess en spt2-150,lo asemejan a factores
transcripcionales implicados en la iniciacién o en la elongacién a todo lo largo
de la regién transcrita, pero no especificamente en la elongaciéon temprana.
Nuestros resultados alejan a Spt2 de los factores de elongacién con los que ha
sido relacionado, como Paf1 y Spt6 (Nourani et al., 2006).

Los mutantes /sw7A e loc2A tembién pertenecen a este grupo en el que se
ven afectada por igual la expresiéon de SHIV y SHIVTARIess, aunque en este
caso la acumulacion de mRNA aumenta en ausencia de estos factores.

Isw1 es la subunidad comin a los complejos remodeladores de cromatina
ISW1a e ISWIb (revisado por (Mellor and Morillon, 2004)). Isw1 controla
distintas etapas de la transcripciéon en funcién de las subunidades a las que se
une. ISWIa, constituido por Iswle loc3, regula negativamente la iniciacion
actuando sobre la estructura de la cromatina en el promotor (Morillon et al.,
2003). ISWIIb, integrado por Isw1 loc2 e loc4, regula y acopla la elongacion a
la maduracion del mRNA y a la terminacion de la transcripcion (Morillon et al.,
2003). Isw1 junto a Isw2, ejerce un efecto inhibitorio sobre los Ty1. Estas
proteinas acttan favoreciendo una organizacién de la cromatina en las
regiones promotoras, lo que produce la represion de varios genes, entre ellos
los Ty1 (Kent et al., 2001) (Morillon et al., 2003); (Xella et al., 2006)). En el
mutante, el gen que codifica la tercera subunidad de ISW1b, observamos que
los niveles de acumulacion mRNA de SHIV y HIVTARIess se igualan. La
presencia del gen /OC2 e /OC4 en grupos diferentes es aparentemente
sorprendente ya que nos esperariamos el mismo comportamiento para genes
que codifican subunidades del mismo complejo (ISWIb). Sin embargo, un
estudio ha puesto en evidencia diferencias entre la funcion de estos dos
factores (Morillon et al., 2003), loc2 posee un efecto negativo sobre la
transcripciéon, aumentando la propensiéon de la RNApolll pausada en el en el

extremo 5’ transcrito a disociarse del molde de DNA, mientras loc4, junto a
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Spt4, ejerceria un papel opuesto. Morillon et al. (Morillon et al., 2003) proponen
un modelo en el que loc4 y Spt4 ejercen un papel positivo sobre la
transcripcion opuesto a la tendencia de loc2 a aumentar la estabilidad de la
pausa en 5. La suma de estos efectos permite una distribucién de la RNApolll
compatible al correcto desarrollo de los procesos que ocurren de forma
cotranscripcional. A pesar de que loc4 y Spt4 actien conjuntamente en una
fase de la transcripcion, los patrones de expresidon de estos mutantes son
distintos. Esto podria ser debido a que joc4A presenta una fuerte disminucion
del grado de fosforilacion de la Ser2 del CTD y del reclutamiento de factores
dedicados a la terminacién de la transcripcion, defectos que no presenta
spt4A (Morillon et al., 2003).

joc3A presenta un patrén muy parecido a joc4A, aunque se ha demostrado
que pertenecen a dos complejos distintos que comparten su subunidad
catalitica, Isw1 (Vary et al., 2003). En joc3A la acumulacion de mRNA de SHIV
aumenta casi el doble con respecto al silvestre mientras en HIVTARIless este
valor es inferior con con respecto al silvestre. ISWla (Isw1-loc3) contribuye a la
represion de la transcripcion de genes inducibles en condiciones de no
activacion. (Mellor and Morillon, 2004). Se ha observado, de hecho, que en
ioc3A la distribucion de la RNAPolll a lo largo del gen MET16 en presencia de
metionina (estado no activado) sigue el mismo patron observado en la
induccién del gen.(Morillon et al., 2003). Los datos pertenecientes al papel del
gen /OC3 en la bibliografia son escasos y no nos permiten explicar de forma
sencilla el patrén de expresion de SHIV y SHIVTARIess en ioc3A, aunque es
probable que sea debido a un mecanismo de accién distinto del de /OC4.

En todo caso, el hecho de que las mutaciones ioc3A e ioc4A afectan de
forma mas intensa a la expresion de SHIV y 8HIVTARIless que a dHIV, sugiere
que los complejos ISWI no intervienen en la remodelacion del nucleosoma
posicionado en el extremo 5 de la regién transcrita de HIV durante la

transcripcién basal.
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4.3.3 Grupo 3: factores que anula la diferencia de expresiéon entre
OoHIV y 3HIVTARIess

En el tercer grupo encontramos genes cuyas mutaciones producen
variaciones en el patron de expresion de SHIVTARIless o de ambas unidades
transcripcionales de forma que los valores de acumulacion de mRNA se
igualan y el cociente entre ellos se acerca a 1. Hay que destacar que las
mutaciones en este grupo afectan en mayor medida a la expresién de la
unidad transcripcional SHIVTARIess.

Entre ellos encontramos dos subunidades de los complejos Bur1-Bur2 y
CTDK1 que llevan a cabo en la levadura funciones similares a las de P-TEFb.
En los experimentos realizados con GAL1-HIV observamos que Cdk9 y
especialmente hCycT1 junto a Tat aumentan la expresion de HIV-1 en la
levadura. La ausencia de sus homoélogos en la levadura produce una
disminucién de la expresién tanto de SHIV como de SHIVTARIess. Este patron
probablemente es debido a un defecto de la elongacién de la transcripcion
generalizado que actiia en un nivel superior al efecto negativo ejercido por el
extremo 5’ de la regién transcrita de HIV. Un patrén de expresién muy similar
se ha observado en el mutante paf1A, otro gen implicado en la elongacion de
la transcripcion que presenta un fenotipo de crecimiento muy severo.

Hemos ensayado otros mutantes del complejo Paf1 obteniendo resultados
distintos. Rtf1, subunidad que segun varios datos genéticos (Costa and Arndt,
2000) (Squazzo et al., 2002), lleva a cabo funciones distintas a Paf1 en el
complejo, presenta un patrén de expresién intermedio entre el de paffAy el de
los mutantes del grupo 4, donde también encontramos genes, como CHD1,
SPT6 y SPT4 con los que RTF1 interactiia genéticamente (Squazzo et al.,
2002) (Costa and Arndt, 2000).

Leo1 es otra subunidad del complejo Paf1 cuya funcién esta todavia por
aclarar. A diferencias de otras de las subunidades del complejo, su eliminacién
no produce un fenotipo evidente en la célula pero suprime parte de los efectos
del mutante paffA (Betz et al, 2002; Mueller and Jaehning, 2002). La
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expresion de las unidades transcripcionales dHIV y SdHIVTARIless no se ve
afectada en el mutante /eo7A.

spt8A, como previamente hemos comentado, presenta un patrén
transcripcional también parecido a los anteriores mutantes. A diferencia de
ellos, Spt8 es una subunidad de un complejo involucrado en la regulacion de la
iniciacion (SAGA), aunque algunos estudio han descrito interacciones fisicas y
genéticas de subunidades de SAGA con factores de elongacion (Prather et al.,
2005b) (Pray-Grant et al., 2005) (Wery et al., 2004), que amplian las funciones
tradicionalmente asignadas a este complejo.

Los resultados obtenidos con estos mutantes son en cierta medida
coherentes con trabajos que han demostrado la existencia de una relacion
entre el complejo Bur1-Bur2, el complejo Pafl y la metilacién de
histonas.(Daniel et al., 2004; Wood et al., 2003; Wood et al., 2005; Xiao et al.,
2005a). La metilacion de histonas por el complejo COMPASS es una
modificacién que presenta la cromatina de genes activamente transcritos
(Morillon et al.,, 2005) y esta subordinada a la monoubiquitinaciéon de las
histonas H2B por el complejo Rad6-Bre1 (Dover 2002 ). Bur1-Bur2 fosforilan
Rad6 y esta modificacion activa la subunidad catalitica Bre 1(Wood et al.,
2005). El complejo Paf1 es necesario para el reclutamiento de COMPASS y de
Rad6-Bre1 (Wood et al., 2003) a la zona transcrita mediando la unién del
complejo de monoubiquitinacién a la RNApolll, lo que a su vez depende de la
hiperfosforilacién del CTD.(Xiao et al., 2005a)

Bur2 y Paf1, de forma directa, y Ctk1, de forma indirecta, a través de la
fosforilacion del CTD, regulan la ubiquitinacion de H2B y la subsiguiente
metilacion de la histona H4, modificaciones que estan asociadas a la cromatina
de genes activamente transcritos(Zhang et al., 2005). Es de interés destacar
que la ausencia de estos factores afecta en mayor medida a la expresion de
SHIVTARIess, sugiriendo que en SHIV opera un mecanismo negativo prevalece
sobre la actividad de estos factores. Como se ha discutido antes, ese
mecanismo negativo parece estar mediado por las estructuras de RNA del

dominio TAR. No conocemos sin embargo la existencia de relaciones
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funcionales directas entre las estructuras de RNA que inhiben al RNApolll y los
factores que dirigen la hiperfosforilacion del CTD o la ubiquitinazcion—
metilaciéon de la cromatina durante la elongacién temprana. Otra componente
del efecto negativo que el extremo5 5’ de la region transcrita de HIV ejerce
sobre al transcripcion parece deberse a la existencia de un nucleosoma
posicionado sobre dicha regién, como se discutirA mas adelante. El
posicionamiento translacional de un nucleosoma podria antagonizar
directamente la actividad de los complejo Rad6-Bre1 y COMPASS sobre la
cromatina. La bibliografia existente no recoge datos a este respecto.
Alternativamente, el nucleosoma posicionado podria impedir la salida de la
RNApolll de la pausa favorecida por la estructura del extremo 5’ transcrito del
RNA, impidiendo ello la hiperfosforilacion del CTD y las subsiguientes
modificaciones de cromatina desencadenadas por el complejo Paf1. Por
ultimo, cabe posibilidad de que el nucleosoma posicionado no impida la
fosforilacion del CTD y las modificaciones covalentes propias de la cromatina
transcrita, pero que si impida el avance de la RNApolll en ausencia de factores

especificos de remodelacién.

4.3.4 Grupo 4: factores que influyen negativamente en la expresion
de SHIV

En el cuarto grupo esta constituido por mutantes cuyo Unico efecto es un
aumento de los niveles de expresion de SHIV. Por ello, deducimos que el
efecto negativo sobre la transcripcién del HIV-1 generado por el extremo 5’ a
partir de TAR depende de los genes afectados en estos mutantes. Se ha
demostrado para todos ellos su implicacion en el control de la organizacién de
la cromatina en la zona transcrita, excluyendo Spt4, para el que existen una
serie de datos que apoyan este papel. El efecto negativo del extremo de Ila
regidon &' transcrita del HIV requiere de la presencia de Spt4, ya que un
mutante spt4A no afecta a la expresion de SHIVTARIess pero aumenta los

niveles de SHIV.
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Spt4 es una de las dos subunidades que en células humanas constituyen
DSIF. Este complejo ejerce un efecto negativo sobre la transcripcion de HIV-1,
también, mediado por NELF y contrarrestado por la accién de P-TEFb y Tat
(Wada et al., 1998a), (Kim and Sharp, 2001), (Renner et al., 2001). La pausa
inducida por Spt4/Spt5 en las primeras fases de la elongacién esta relacionada
con el procesamiento del extremo 5 del pre-mRNA, Spt5 interactua con la
maquinaria de capping (Pei et al., 2003) y Tat favorece el procesamiento del
mRNA (Chiu et al., 2002). El estudio del sistema transcripcional del virus se
convertido en un instrumento muy valioso para el estudio del efecto negativo
sobre la transcripcion que ejerce DSIF, sin embargo, en los dltimos afios, se ha
demostrado que este complejo también actiia como un factor positivo sobre la
elongacién in vitro (Rondon et al., 2003) y en el mantenimiento de la tasa de
elongacién de la RNApolll (Mason and Struhl, 2005). La dualidad de la funcién
de este factor podria ser compatible con la ausencia de homélogos de NELF
en la levadura. El mecanismo de accién de NELF en el establecimiento de la
pausa mediada por DSIF, no es una prerrogativa de la regulacion de la
transcripcion de HIV-1 (Wu et al., 2005), (Wu et al., 2003), (Narita et al., 2003)
y se extiende a otros genes eucariéticos. La pausa de la RNApolll in vivo en el
extremo 5 de genes transcritos no estd completamente demostrada en la
levadura aunque hay pruebas que indican que el silenciamiento génico puede
llevarse a cabo en S. cerevisiae por un mecanismo independiente de la
iniciacion de la transcripcién y compatible con la presencia de RNApolll
pausadas en el extremo 5’ del gen (Sekinger and Gross, 2001). En células
humanas DSIF actGa como un factor negativo y se convierte en un factor
positivo de forma dependiente de la fosforilacion de Spt5 por parte de PTEF-b
en un dominio homdlogo al CTD de la RNApolll (Yamada et al.,
2006).Nuestros resultados sugieren que, al menos en determinados entornos
transcripcionales, el complejo Spt4-Spt5 actie como factor negativo.

SPT5 interacttia genéticamente con SPT6 y SPT16 (Lindstrom and Hartzog,
2001), y las proteinas codificadas por estos genes colocalizan en el

cromosoma politénico de Drosophila (Saunders et al., 2003). Los autores han



Discusion 109

demostrado que las tres proteinas se reclutan rapidamente al gen hsp70 de
Drosophila tras la activacion (Andrulis et al., 2000). Este gen se caracteriza por
la presencia de una cromatina establemente posicionada en el extremo 5’ y por
la presencia de una RNApolll acumulada en esa zona (Adelman et al., 2005).
Estos factores estan relacionados tanto por su funciéon (Bortvin and Winston,
1996; Orphanides et al., 1998) como por su localizacién y por su regulacion
temporal (Saunders et al., 2003), con la remodelacién de la cromatina y la
activacion de la transcripcion de este gen. Dos funciones han sido atribuidas a
Spt6 y FACT (Spt16 y Pob3) en la elongacién de la transcripcién. En genes
inducibles, Spt6 y Spt16 eliminarian el obstaculo que supone la presencia de
cromatina establemente posicionada al paso de la RNApolll; se piensa que el
reposicionamiento de la cromatina sobre el DNA durante la elongacion pueda
ser llevado a cabo asimismo por Spt6 y FACT (Orphanides et al., 1998),
1998(Formosa et al.,, 2002) y por Chd1 (Robinson and Schultz, 2003). El
reposicionamiento de los nucleosomas constituiria un impedimento al paso de
la maquinaria transcripcional en los siguientes ciclos de transcripcion. En
genes inducibles el elevado grado de expresiéon que caracteriza este tipo de
genes y que se refleja en una elevada densidad de RNApolll en la zona
transcrita (Kristjuhan and Svejstrup, 2004) dificultaria de por si el
reposicionamiento de nucleosomas. Sin embargo en genes que se expresan
de forma constitutiva a un nivel mas bajo, la densidad de la maquinaria
transcripcional si permitiria de forma efectiva el reensamblaje de histonas en la
regién codificante del gen Kaplan et al. (Kaplan et al., 2003) han demostrado
que varios alelos mutantes de SPT6 y SPT16 causan la perdida de cromatina
establemente posicionada en la regiéon transcrita de genes constitutivos de
forma dependiente de la transcripcion. El efecto observado en la transcripcion
de 3HIV y 8HIVTARIess por las mutaciones de SPT6 y SPT16 es compatible
con este modelo y sugiere que el extremo 5 integro presente en la
construccién pdHIV favorece una estructura cromatinica mas estable con
respecto al extremo 5 de SHIVTARIless. Kaplan et al. (2003) también

demostraron que en ciertos genes, las mutaciones spt6 y spt16 causan la
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activacién de sitios de iniciacion cripticos como consecuencia de la falta de
reposicionamiento de al cromatina durante la transcripcion. En nuestro caso no
hemos detectado nuevos transcritos en estos mutantes ni en SHIV ni en
SHIVTARIess.

Otro mutante que presenta niveles aumentados de 3HIV es chd1A. Chd1 es
un factor remodelador de histonas (Robinson and Schultz, 2003; Xella et al.,
2006) dependiente de ATP (Tran et al., 2000) que interactia con varios
factores de elongacién, como Rtf1, Spt5, y Pob3 y que se une a cromatina en
la regién codificante de genes activamente transcritos (Simic et al., 2003).
Actualmente se atribuye a Chd1 un papel en la regulacién de la elongacion.
Robinson et al. (Robinson and Schultz, 2003) han demostrado un defecto
dependiente de Chd1en las interacciones entre DNA e histonas in vitro. Xella
et al, (2006) han observado en chd7A una alteraciéon del posicionamiento de
cromatina in vivo en la regién transcrita del gen ADH2. En este escenario es
coherente que chd7A presente el mismo patrén de expresién de SHIV vy
3HIVTARIess que los alelos mutantes de SPT6y SPT16.

La eliminacién del Iocusy HTA1-HTB1 y la consiguiente disminuion de la
dosis de histonas H2A-H2B, también origina niveles mayores de expresion de
SHIV. Spt6 interacciona con las histonas H3 y H4 (Bortvin, 1996), FACT con el
dimero H2A-H2B (Orphanides et al., 1998; Orphanides et al., 1999) (Formosa
et al., 2002) y Chd1 con la histona H3 dimetilada en la Lys-4 consecuencia de
la accion de COMPASS (Pray-Grant et al., 2005). La disminucién de la dosis
de histonas produciria una desestabilizacion de la cromatina, lo que reduciria
el efecto inhibitorio del nucleosoma sobre la transcripcién (Kireeva et al.,
2002). Es de esperar por tanto que la disminuciéon de la dosis de histonas
mimetiza la falta de reposicionamiento de nucleosomas esperada en mutantes
de complejos de remodelacién de cromatina que actian durante la elongacion.
En htalA-htb1A se produce de hecho un patrén de expresiéon de SHIV y
SHIVTARIless muy parecido al observado en spt4A, spt6 140, spt16-197 y

chdA1. Este resultado sugiere que la expresion de SHIV se modula durante la
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elongaciéon temprana la transcripcion a través de un mecanismo dependiente

de la presencia estable de nucleosomas en la zona 5’ de la regién transcrita.

4.4 Contribucion del posicionamiento de nucleosomas a la
regulacion de la elongacion transcripcional temprana de
HIV.

El mapeo de nucleosomas en HIV y 3HIVTARIess ha puesto de manifiesto
una diferencia sustancial entre la organizaciéon de la cromatina del extremo &’
de las regiones transcritas de las unidades transcripcionales. En concreto
hemos observado que en pSHIV el extremo 5 esta protegido por un
nucleosoma establemente posicionado mientras en pSHIVTARIess el primer
nucleosoma posicionado en la zona codificante se encuentra
aproximadamente 80 pb desplazado hacia el extremo 3. En la figura se
representa de forma esquematica la organizacion de la cromatina en SHIV y
8HIVTARIless, segun los resultados de este estudio, comparandola con la
organizacién de la cromatina de la misma regién del genomio de HIV-1

integrado en células humanas (Verdin et al., 1993).

HIV-1 720

580 460 320 260 .- 120
| | /

Verdin et al., 1993

LTR TAR HIV

SHIV

promsj TAR HIV

8HIVTarless 520 440 300 150
| | /

proms HIV

Figura 20. Organizacién de la cromatina en HIV-1, SHIV y 3HIVTARIess. Esquema del posicionamiento de
nucleosomas (circulos grises) en el genomio de HIV-1 integrado en células humanas (Verdin et al.,1993) y en el
fragmento de HIV clonado en p3HIV y p HIVTARIess segun los resultados del mapeo de nuciesomas por “indirect
end labeling”. La posicién de los nucleosomas se indica en pb tomando como referencia el extremo 3’ del fragmento
de HIV clonado en 3HIV y SHIVTARIess.
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Como se puede observar, la region TAR, que coincide con el inicio de la
transcripcion, y la mayoria de la region U5 de la LTR viral estan protegidas por
un nucleosoma establemente posicionado tanto en el extremo 5’ del genomio
del HIV-1, como en 8HIV. La region intermedia no presenta una similitud
evidente, ya que el posicionamiento de un nucleosoma en esta zona de la
unidad transcripcional 8HIV es bastante dudosa. El siguiente nucleosoma
posiciona en zonas que solapan en amplia medida en las dos secuencias.

La activacién del promotor de HIV-1 inducida por TPA, produce una
reorganizacion drastica de la cromatina en el extremo 5’ del virus integrado
que se refleja en la aparicion de una zona de hipersensibilidad a la MNasa y a
la DNAasa I(Verdin et al., 1993). Queremos destacar que pSHIVTARIess
presenta un patrén de posicionamiento de cromatina muy parecido al del virus
en condiciones de activacién de la transcripcion que se caracteriza por tener el
extremo 5’ desprotegido. Varios estimulos pueden generar un aumento de la
transcripcion de HIV-1, aunque el nivel final alcanzado sea de distinta
magnitud: entre ellos recordamos la hiperacetilacion de histonas inducida por
drogas como TSA, la integracién del virus en un entorno cromatinico mas laxo
(Jordan et al., 2001)y sobre todo la transactivacion de le expresién mediada
por Tat. Diversos estudios han demostrado que, en respuesta a estos
estimulos y de forma independiente de la transcripcién (Verdin et al., 1993),
tiene lugar la remodelacién del nucleosoma en 5’ y se produce un aumento de
la expresion del virus (el Kharroubi and Martin, 1996; el Kharroubi et al., 1998).
Estos trabajo indican que el aumento de la accesibilidad a nucleasas de la
zona 5 del HIV correlaciona fuertemente con la activacion de la transcripcion
del HIV-1.

El papel de TAR en la transactivacion mediada por Tat, el tipo de
interacciones que involucran el dominio de RNA con la proteina viral y el
complejo P-TEFb, y los requisitos para que el dominio TAR sostenga la
activacion de la transcripcion mediada por Tat estan exhaustivamente
caracterizados. El papel de la regién 5’ en la transcripciéon basal estd menos

estudiado y los datos disponibles son escasos y en algunos casos
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contradictorios. Un estudio llevado a cabo en células COS en condiciones de
transfecciones transitorias demostré que la casi total eliminacién de TAR no
producia un aumento de la transcripcion basal y como era de esperar suprimia
la activaciéon de la transcripcion en presencia de Tat (Hauber and Cullen,
1988). Selby et al (Selby et al., 1989) demostraron que en la misma linea
celular la expresion de HIV-1 en ausencia de Tat aumentaba de 3 a 5 veces
cuando se eliminaba una region de TAR que incluia el sito de unién de Tat al
RNA o el tallo entero de TAR. Berkhout y Jeang (Berkhout and Jeang, 1991)
describieron una mutacién que afectaba la estructura secundaria del tallo en la
parte inferior y que impedia la replicacién del virus integrado en células T
humanas. En transfecciones transitorias con un plasmido que llevaba el TAR
mutante bajo la LTR viral observaron que la transactivacién por Tat alcanzaba
los valores silvestres (Klaver and Berkhout, 1994). Aunque no se pueda
descartar la hipétesis de que TAR desarrolle un papel distinto al de regulador
de la transcripcion, los autores (Klaver and Berkhout, 1994) plantean la
posibilidad que estas discrepancias sean debidas a los diferentes requisitos
necesarios para la transcripcién de un molde de DNA sin cromatina con con
respecto a un molde donde posicionan establemente nucleosomas. La
transcripcién del genomio del HIV-1 ocurre tras su integracién en el genomio
de la célula huésped y esto conlleva que la maquinaria transcripcional que se
encarga de la sintesis del mRNA viral debe ser funcional en el contexto de la
cromatina. En los Ultimos afios se ha dejado de considerar a la cromatina
como un mero obstaculo al paso de la maquinaria transcripcional: varios
estudios han puesto de manifiesto el papel regulador de la cromatina en la
expresién génica ya que del posicionamiento de nucleosomas en un molde de
DNA dependen parametros como la distancia entre elementos reguladores en
cis o su accesibilidad a factores transcripcionales (de Laat and Grosveld,
2003). Parece de gran interés disponer de sistemas in vivo que permitan el
estudio de la regulacién de la transcripcién en presencia de los principales
factores que en ella intervienen, entre ellos, la cromatina. En la bibliografia son

escasos los trabajos en los que se ha analizado la transcripcién del HIV-1 en
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presencia de cromatina pero en todos ellos se ha demostrado la existencia de
una correlacién entre la organizacion de la cromatina y la actividad
transcripcional del virus. Verdin et al. (1993)(Verdin et al., 1993) determinaron
la organizaciéon de la cromatina en el extremo 5 del genomio del HIV-1
integrado en el genoma de células humanas y observaron que el nucleosoma
posicionado en la regién del inicio de la transcripcién se remodela al tratar las
células con TPA. Esta droga aumenta la disponibilidad en el nacleo de NF-«B,
un factor transcripcional que se une a lal LTR viral promoviendo la iniciacién de
la transcripcién. La remodelacién de este nucleosoma no depende de la
actividad transcripcional si no que parece ser un requisito para que ésta se
desarrolle. el Kharroubi y Martin (el Kharroubi and Martin, 1996) observaron
gue mutaciones en el limite 3’ de este nucleosoma, en una zona comprendida
entre la regién U5 y la gag leader sequence (GLS) causaban una disminucién
de la actividad basal de la LTR viral y la disminucién de la accesibilidad a
nucleasas de una amplia zona de DNA, compatible con el posicionamiento
estable de dos nucleosomas. Por otro lado, la eliminacién de 60 nucleétidos en
esa zona, que también eliminamos nosotros en la construccion pSHIVTARIess,
causaba alteraciones de la actividad transcripcional basal de magnitud muy
variable segun el clon considerado. Este efecto es debido probablemente al
entorno cromatinico del sitio de integracién (Jordan et al., 2001). el Kharroubi y
Martin (1996) observaron que la accesibilidad de nucleasas a la zona 5’ de los
clones analizados era proporcional a la actividad transcripcional y que la
induccién de la transcripcién del clon con menor actividad basal se reflejaba en
un aumento de la accesibilidad de nucleasas a la zona Ry U5 de la LTR viral.
Uno de los efectos observados en la activacién de la transcripcion del HIV-1
mediada por Tat es la remodelacion del nucleosoma posicionado sobre la
region R-U5, aunque la alteraciéon de este nucleosoma por efecto de
inhibidores de desacetilasas como TSA, o por aumento de la disponibilidad de
NF-xB, como PMA o PBA, no permite el nivel de expresién alcanzados por
accion de Tat (el Kharroubi et al., 1998). El estudio que hemos llevado a cabo

con las unidades transcripcionales SHIV y SHIVTARIless ha confirmado que
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también en la levadura esta regién afecta a la transcripcién basal del HIV-1. Ei
efecto diferencial que ha sido posible observar gracias a estas construcciones
no se producia expresando el HIV-1 con la construcciones pGAL1-HIV y
pGAL1-HIVTARIess, lo que sugiere que la activacion del promotor GALT anula
el efecto negativo del nucleosoma posicionado en el extremo 5’ de la region
transcrita. De manera analoga, la activacion del promotor & por 6-AU también
elimina diferencias de expresién entre SHIV y SHIVTARIess.

Con 8HIV y SHIVTARIess hemos demostrado la existencia del mismo tipo de
correlacion entre los niveles de expresion de las dos unidades
transcripcionales y la accesibilidad de nucleasas a los extremos 5'. El estudio
del posicionamiento de nucleosomas en SHIV y 38HIVTARIless sugiere
fuertemente que el enriquecimiento de RNApolll que se detecta en el extremo
5 ftranscrito de SHIV sea favorecido por la presencia de un nucleosoma
posicionado en esta regién. La presencia de un nucleosoma establemente
posicionado en el 5’ transcrito es una caracteristica muy comun en los genes
eucarioticos (Yuan et al., 2005) asi como la tendencia de la RNApolll a sufrir
una pausa en esta zona, lo que parece estar vinculado con el correcto
procesamiento del extremo 5’ del mRNA (revisado por (Bentley, 2005). Es muy
sugerente la correlacion que existe entre la localizacién del sitio de pausa en el
extremo 5’, la capacidad de los nucleosomas de aumentar la intensidad de la
pausa (Kireeva et al., 2005) y la organizacién de la cromatina en esta zona.

El conjunto de los resultados obtenidos en el analisis genético y el analisis
molecular de las unidades transcripcionales 3HIV y sHIVTARIless ha permitido
identificar algunos factores que influyen en su transcripcién y definir un posible
modelo funcional que hemos intentado resumir en la Fig. 20.

Proponemos que, en un estado de transcripcién basal, el extremo %’
transcrito del HIV-1 ejerce un efecto negativo sobre la RNApolll que se refleja
en un incremento de su densidad en dicha zona y en un nivel de acumulacién
de mRNA inferior respecto a la unidad transcripcional SHIVTARIess, en la que

hemos eliminado el extremo 5’ de la regién transcrita de HIV.
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Este efecto negativo es debido en parte a la estructura del extremo 5’ de
RNA transcrito, pero el andlisis de la organizacién de la cromatina ha revelado
que en SHIV el extremo 5 transcrito estd protegido por un nucleosoma
establemente posicionado que creemos que contribuye a reforzar el efecto
negativo que esta regién ejerce sobre la actividad de la RNApolll. Los factores
pertenecientes al grupo 4, como Spt4, Spt6, Spt16, Chd1, o una dosis normal
de histonas H2A-H2B ejercen un papel positivo en la estabilidad de la
cromatina en la zona transcrita y en procesos relacionados (Kaplan et al.,
2003). Su eliminacién produce un aumento especifico de la acumulacion de
mRNA de 3HIV, de forma coherente con el papel negativo que atribuimos a la
organizacion de la cromatina en el extremo 5’ de esta unidad transcripcional.

Los factores pertenecientes al grupo 3, como Paf1, Ctk1, Bur2 y Spt8
afectan en mayor medida a la transcripcién de 3HIVTARIess, indicando que el
efecto positivo que ejercen sobre la transcripciéon se ve inhibido por algun
elemento que actia en la zona 5’ transcrita de SHIV. Es probable que la misma
organizacién de la cromatina en esta region o antagonice el efecto positivo
sobre la elongacion de la transcripciéon que detectamos en SHIVTARIless y que
se ha demostrado para Ctk1, Paf1 y Bur2 en otros numerosos estudios (Jona
et al., 2001; Keogh et al., 2003; Simic et al., 2003; Squazzo et al., 2002; Yao et
al., 2000).

En un estado de activacién del promotor 8, como el que hemos observado
en presencia de 6-AU, el efecto inhibitorio sobre la transcripcién del extremo &'
transcrito de HIV desaparece y el patrén de expresion de SHIV y SHIVTARIess
en estado de activaciéon se aproxima al observado en mutantes de los genes
del grupo 4. Esto parece indicar que la propensién de la RNApolll a sufrir
pausas en el extremo 5 de la region transcrita de HIV depende del estado de
activacion del promotor y de los factores implicados en la estructuracion de la
cromatina en la region transcrita. La presencia de un nucleosoma

establemente posicionado en el extremo 5’ de la regién transcrita contribuye a
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mantener bajos los niveles de transcripcién basal, sin que suponga un

obstaculo para la activacion de la transcripcion.

Factores del grupo 3
Factores del grupo 4

Spt4 Spté Spt16
Bur2 Spts Chd1 H2A-H2B

Paf1 Ctk1

TAR Hiv

Mutantes del grupo 4
Spt4A spt6A spt16A
6-AU chd1A h2a-h2bA

RNA pol Il

b 3
prom 3 TAR HIV

Figura 21. Modelo hipotético de la regulacién de la transcripcion del extremo 5’ transcrito de SHIV: (A) En un estado
de trasncricpion basal, la RNApolll (6valo gris) se acumula en el extremo 5 transcrito de 8HIV donde posiciona
establemente un nucleosoma (circulos celestes). La estructura del RNA contribuye a la pausa del la RNApolll (flecha de
blogueo). Los factores del grupo 4 mantienen la estabilidad del nucleosoma (flecha) y producen un efecto negativo sobre la
transcricpion de SHIV. Los factores del grupo 3 ejercen un efecto positivo sobre la transcirpcion (flecha) que es inhibido por
la estructura de la cromatina en el extremo 5’ transcrito (flecha de blogueo). (B) La ausencia de los factores del grupo4
afecta la estabilidad de la cromatina (circulos céléstes sobrepuestos) y la expresién de SHIV aumenta. En un estado de
activacién del promotor & (asterisco) por 6-AU, la maquinaria transcripcional no es sensible al efecto negativo sobre la
transcripcion del extremo 5' de SHIV. La expresion de SHIV aumenta de forma similar a lo observado en mutantes del grupo

4.
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1. El estudio de las unidades transcripcionales hibridas GAL1-HIV y
GAL1-HIVTARIless, en presencia de los factores Tat y P-TEFDb
expresados de forma heterdloga en Saccharomyces cerevisiae, indica
que la levadura ofrece un entorno celular adecuado para la
reconstruccion del sistema de regulacion transcripcional de HIV-1.

2. El estudio de las unidades transcripcionales hibridas SHIV y
SHIVTARIess ha puesto en evidencia un efecto negativo del extremo &’
de la region transcrita del HIV sobre la expresion del virus en la levadura.
3. Spt4, subunidad del complejo DSIF, juega un papel inhibitorio sobre
la elongacién transcripcional del HIV que parece ser independiente de la
estructura del extremo 5’ de su mRNA.

4. El analisis genético y molecular de las unidades transcripcionales
SHIV y 8HIVTARIess realizado en la levadura indica que el nucleosoma
posicionado en el extemo 5 de la region transcrita ejerce un papel
negativo sobre la elongacion transcripcional temprana, que conlleva la

acumulacién de la RNA polimerasa Il en esa region.
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6.1 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.. .

6.1.1 Medios de cultivo para levadura.

- Medio rico YEPD: 1% de extracto de levadura; 2% de bacto-peptona; 2%
de glucosa; suplementado con 20 mg/l de adenina.

- Medio minimo SD: 0,17% de bases nitrogenadas (YNB) sin aminoacidos ni
sulfato amoénico; 0,5% de sulfato amoénico; 2% de glucosa.

- Medio completo SC: medio SD suplementado con los aminoacidos leucina,
triptéfano, histidina, metionina y lisina y con las bases nitrogenadas adenina y
uracilo a las concentraciones finales descritas por Sherman et al. (Sherman et
al., 1986). Se especifican aquellos casos en los que uno o mas de estos
requerimientos se han omitido del medio. Por ejemplo; SC-ura indica medio
completo sin uracilo.

- Medio completo SG: Idéntico al medio SC pero con 2% de galactosa en
lugar de glucosa como fuente de carbono.

- Medio completo SG/L: Idéntico al medio SC pero con 3% de glicerol y 2%
lactato sédico. El glicerol se autoclavé aparte y se afadié al resto de los
componentes una vez autoclavados.

.- Medio de esporulacién SPO: 1% de acetato potasico; 0,1% de extracto de
levadura; 0,005% de glucosa. Se suplementé con los requerimientos descritos
para el SC pero a un cuarto de su concentracién habitual.

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo un 2% de agar antes de ser
autoclavados.

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo un 2% de agar antes de ser
autoclavados.

6.1.2 Medios de cultivo para bacterias

-Medio rico LB: 0,5% de extracto de levadura; 1% de bacto-triptona; 1% de
NacCl.
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-Medio rico LB+Amp: LB suplementado con 80 6 100 pg/l de ampicilina
sédica anadida tras ser autoclavado.

- Medio rico SOB: 0,5% de extracto de levadura; 2% de bacto-triptona;
0,005% de NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgSO,; 10 mM MgCl,. El Mg,SO4 y el
MgCl, se afadieron al medio justo antes de usarlo y autoclavados por
separado.

Los medios sélidos se prepararon afadiendo un 2% de agar antes de ser

autoclavados.

6.1.3 Condiciones de crecimiento

Las cepas de levadura se incubaron a 30°C, excepto en los casos
especificados. Las cepas de bacterias se incubaron a 37°C en todos los casos.

Los cultivos liquidos se incubaron con agitacién constante horizontal u orbital.

6.2 Antibidticos, drogas, enzimas, vectores e inhibidores

-Albumina de suero bovino (BSA) (New England): proteina que se obtiene
de suero bovino. Se emplea como estabilizador y tampon.

-Ampicilina, (Sigma): antibiético B-lactamico que inhibe la divisién celular
de E. coli impidiendo la sintesis de pared celular. Se usa para seleccionar
células que lleven los plasmidos con cassette de resistencia a Ampicilina.

-Anticuerpo anti c-Myc (9E10):sc-40 (Santa Cruz Biotechnology):
anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce el epitopo comprendido entre los
aminoacidos 408-439 de c-Myc humano.

-Anticuerpo M2 anti-FLAG (Sigma): anticuerpo monoclonal de ratén que
reconoce el epitopo FLAG en proteinas de fusion.

-Anticuerpo anti- igG (H+L) de ratén (BioRad): anticuerpo monoclonal de
cabra anti IgG de ratén conyugado con peroxidasa de rabano.

-Anticuerpo anti-lgG de cabra (Santa Cruz): anticuerpo monoclonal de
conejo anti-lgG de cabra.

-Anticuerpo anti-lgG de conejo sc-2030 (Santa Cruz): anticuerpo

monoclonal de cabra anti-IlgG de conejo conyugado con peroxidasa de rabano.
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-Anticuerpo anti-hCycT1 sc-8126 (Santa Cruz ): anticuerpo monoclonal de
cabra que reconoce el dominio N-terminal de hCycT1.

-6-Azauracilo (Sigma): inhibidor de la inosina 5-monofosfato
dehidrogenasa (IMPDH). La enzima participa en la ruta de sintesis de
nucleétidos de guanina.

-Benzamidina (Sigma): inhibidor por competicion de serin-proteasas del
tipo de la tripsina.

-Complete (Roche): mezcla de inhibidores de proteasas

-DEPC (Sigma) (dietil-dicarbonato): inactivador de la RNAasa A.

-DNAsa | libre de RNasas (Roche): endonucleasa especifica de DNA
bicatenario utilizada para degradar el DNA preservando la integridad del RNA.

-Dynabeads® Pan Mouse IgG (Dynal Biotech): perlas magnéticas de
poliestireno unidas a anticuerpos humanos anti-lgG de ratén.

-Fosfatasa alcalina (Roche): glicoproteina dimérica capaz de eliminar los
grupos fosfatos de los extremos 5 del DNA bicatenario impidiendo la
religacién.

-G418, Geneticina® (USB): antibiético aminoglicosidico para las levaduras
gue posiblemente afecta a la subunidad 80S de los ribosomas e inhibe la
sintesis de proteinas (Jiménez and Davies 1980). Se usa para seleccionar y
mantener células eucaridticas que lleven el gen de E. coli de resistencia a
neomicina (neo) o kanamicina (kan).

-HotMaster™ Taq polymerase (Eppendorf): Polimerasa Taq (de Thermus
aquaticus) Eppendorf cuya actividad es inhibida a una temperatura inferior a
55°C por el inhibidor Hot master™.

-IPTG (Roche): (isopropil-p-D-tiogalactésido) compuesto quimico que se usa
para inducir la expresién de proteinas bajo el control del promotor /ac.

-Klenow (Roche): fragmento mayor de la DNA polimerasa | de E. coli con
actividad polimerasa 5’-3’ y exonucleasa 3’-5’ (Klenow y Henningsen 1970).

-Ligasa de DNA del fago T4 (Roche): cataliza la unién covalente de

extremos lineales de DNA bicatenario (Weiss et al. 1968).
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-MNasa (nucleasa microccal) (Sigma): nucleasa de DNA de Staphylococcus
aureus.

-pGEM-T easy vector (Promega): sistema que permite clonar directamente
el producto de PCR sin usar enzimas de restriccion.

-PMSF (Sigma): (phenylmethanesulfonyl fluoride) inhibidor de proteasas de
serinas (tripsina y quimiotripsina) y de cisteinas.

-Polimerasa termoestable de DNA (Expand™ High Fidelity PCR
System/Roche): Mezcla de las polimerasas Taq (de Thermus aquaticus) y Pwo
(de Pyrococcus woesei) usadas en las reacciones encadenadas de
polimerizacion de DNA o PCRs. Temperatura 6ptima de elongacion, 68 °C.

-Polimerasa termoestable de DNA (MBI Taqg polimerasa): Polimerasa Taq
(de Thermus aquaticus) usadas en las reacciones encadenadas de
polimerizacién de DNA o PCRs. Temperatura éptima de elongacién, 72 °C.

-Proteinasa K (Roche): endoproteinasa inespecifica capaz de degradar
proteinas hasta el nivel de aminoacidos.

-Restrictasas (Amersham, Roche y New England): endonucleasas de DNA
con dianas especificas de secuencia.

-RNasa A (Sigma): mezcla de nucleasas de RNA aisladas de pancreas
bovino.

-SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) versién de M-MLV
RT con actividad RNAasa H reducida y mayor termoestabilidad.

- T4 polinucleétido kinasa (PNK) (USB): enzima que cataliza la
transferencia de un grupo fosfato desde ATP al grupo hidroxilico en el extremo
5 de un polinucleétido (DNA o RNA).

-T7 sequencing kit (USB): kit de secuenciacién que incluye la polimerasa
de RNA del fago T7, distintas mezclas de dNTPs y tampones.

-X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galact6ésido/USB). Sustrato de la -
galactosidasa que origina un precipitado azul en presencia de la enzima. Se
disuelve en N-N- dimetil formamida a 20 mg/ml.

-Zymoliasa 20T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con

capacidad de digerir la pared celular de S. cerevisiae.
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-Zymoliasa 100T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con
capacidad de digerir la pared celular de S. cerevisiae. La zymoliasa 100T
presenta mayor actividad p-1,3-glucanasa y mayor pureza con con respecto a

la zymoliasa 20T.
6.3 Cepas

6.3.1 Cepas de Escherichia coli

-DH5a: F- endA1 gyrA96 hsdR17 AlacU169(f80lacZAM15) recA1 relA1
supE44 thi-1 (Hanahan, 1983).

6.3.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae

La cepa MVcoat-b se construyé por cruzamiento entre L40-coat Ill y
Y17202.

Algunas de las estirpes de levadura usadas en esta tesis se muestran en la
tabla 4. |

Cepa Genotipo Referencia

W303-1A MATa, ade2-1 can1-100 his3-11,15 R. Rothstein
leu2-3,112 trp1-1 ura3-1

BY4741 Mata his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0 EUROSCARF

BY4742 Mata his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0 EUROSCARF

Y17202 BY4742 YDROO7::kanMX (trp1A) EUROSCARF

Y13232 BY4742 YBRO93c::kanMX (pho5A) EUROSCARF

FY120 MATa ura3, leu2A1, his4-9125, lys2- (Hartzog et
1286 al., 1998)

FY137 MATa ura3, his4-9126, lys2-1285 spt6- (Hartzog et
140 al., 1998)

FY348 MATa ura3, leu2A1, his4-9125, lys2- (Malone et al.,
1286 spt16-197 1991) et.al.

(1991)
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FY710 MATa ura3, leu2A1, his4-9123, lys2- (Clark-Adams
1285 hta1-htb1::LEU1 etal., 1988)-

FY232 MATa ura3, ade2, his4-9125, lys2-1284 (Winston et
spt2-150 al., 1984)

L-40COAT MATa, ade2-1, his3A200, leu2-3,112, Fraldi et al,

Hi trp1-A1, LYS2::(lexAop)s-HIS3, (2001)

ura3::(lexAop)s-lacZ, lexA-MS2coat (TRP1)

MVcoat-b MATa, his3A200, leu2-3,112, trp1-A1, Esta tesis
lys2A0, ura3::(lexAop)s-lacZ, lexA-MS2coat
(TRP1)

ARG3 BY4741 YDRO0O07::kanMX (trp1A) Laboratorio de
RPB1myc18::kITRP1 S.Chavez

F15 MATa thr1 arg4

F4 MATa thr4

Las restante estirpes mutantes usadas en el analisis genético, que no se
encuentran detalladas en la tabla 4, derivan de la estirpe BY4741 (tabla 4) y
proceden de la coleccion EUROSCARF (http://web.uni-

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/col_index.html

6.3.3 Analisis genético en levaduras

Las cepas parentales se cruzaron mezclandolas en YEPD sdlido e
incubando a 30 °C. Los diploides se aislaron mediante seleccion o
micromanipulando los zigotos. Se hicieron esporular en medio SPO durante
tres dias a 30 °C. Las ascas se diseccionaron tras un tratamiento con
zimoliasa 20T a 2 mg/ml en agua durante 2 minutos y medio a temperatura
ambiente. Se micromanipularon las ascas en YEPD con un micromanipulador
SINGER MSM system 200. Las esporas se incubaron en YEPD a 30 °C y su

fenotipo se determin6é mediante réplicas a los medios selectivos adecuados. El
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sexo se determiné analizando la capacidad de las esporas de formar diploides

con otras cepas F4 y F15 de sexos a y o, respectivamente.
6.4 Plasmidos

Los plasmidos usados se muestran en la Tabla 5

Plasmidos Descripcién Referencia
p413GPD-CDKO- p413GPD (Mumberg et al., 1995)con la ORF Esta tesis
FLAG de CDKJ9 fusionad en el extremo N-terminal con

el epitopo FLAG. La fusion procede de pFLAG-
CMV2 CDKJ (laboratorio de RICE). El fragmento
conteniente FLAG-CDK9, comprendido entre
BamHI-Bglll, se cloné en la diana BamHI del
sitio de clonacién multiple de p413GPD.
p414GPD-Tat p414GPD (Mumberg et al., 1995) con la ORF Esta tesis
de Tat procedente de pSV-Tat (We1, 1998). El
fragmento conteniente Tat, comprendido entre
Bglli-Sall, se cloné en las dianas BamHI| y Sall
del sitio de clonacién multiple de p414GPD.
p415GPD-CycT1 p415GPD (Mumberg et al., 1995)con la ORF Esta tesis
de procedente de pCMV-CycT1 (laboratorio de
K. Jones). El fragmento conteniente hCycT1,
comprendido entre Xbal-BamHI, se clon6 en las
dianas Spel y BamH| del sitio de clonacion

multiple de p415GPD.
pSCh202 p416GAL1 (Mumberg et al.,, 1994) con la Chavez
regién codificante del gen PHOS5 fusionada al and Aguilera
promotor de GAL1 (1997)
pGAL1-HIV1 Plasmido centromérico con el gen URA3 Esta tesis

como marcador que lleva la fusién HIV-PHOS
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pGAL1-
HIV1TARIess

pSHIV-TARIess

bajo promotor de GAL171. Este plasmido se
obtuvo en tres pasos: 1) se cléno en las dianas
EcoRI-Hindlll de p416Cyc1 (Mumberg et al.,
1995) el fragmento EcoRI-Hindlll que llevaba el
ORF de PHOS5 obtenido de pSCh202. El
plasmido obtenido se llamé p416Cyc1-PHOS;

2) se clondé en fase en la diana Smal de
p416Cyc1-PHOS5 el fragmento Pvull-Pwvull
obtenido del plasmido pNL4-3 (laboratorio de F.
Luque) que contiene la secuencia completa de
HIV-1 NL4-3. Este fragmento coincide con la
region comprendida entre los nucleétidos 433 y
1145 de HIV-1 NL4-3. El plasmido obtenido se
llamo6 p416Cyc1 HIV-PHOS5;

3) se cloné la fusién HIV-PHO5 obtenida de
p416Cyc1 HIV-PHOS5 con las enzimas BamHI y
Xhol en las dianas BamHI y Sall de pSch202.

Plasmido centromérico con el gen URAS3
como marcador que lleva [la fusién
HIV1TARIess-PHO5 bajo promotor de GAL1. Se
obtuvo eliminando el fragmento Hindlll-Hindlll de
pGAL1-HIV1. El fragmento de HIV-1 NL4-3
presente en esta construccion estd comprendido
entre los nucleétidos 531 y 1145.

Plasmido centromérico con el gen URAS3
como marcador que lleva la fusién
HIV1TARIless-PHOS5 bajo promotor & de Ty1. Se
amplific6 por PCR el promotor &con los
cebadores TAR Bglll up y TAR Bglll low a partir
de DNA genémico de W303-1A y se clon6 en

Esta tesis

Esta tesis
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pGEM-T easy vector (Promega). Se usaron la
diana Sacl del sitio de clonacion multiple de
pGEM-T y la diana Bglll del cebador TAR Bglll
low para sustituir en Sacl-Bglll (nucleétido 679
de HIV-1 NL4-3) de pGAL1-HIV1 el promotor
GAL1 por el promotor & . El fragmento de HIV-1
NL4-3 presente en esta construccién se ha
generado por ligacion de las dianas Bgill
situadas en 473 y 679 de HIV-1 NL4-3 y esta
constituido por la regién entre los nucleétidos
454-473 (parte de la secuencia del cebador TAR
Bglll low) y 679-1145 (parte de HIV clonado en
pGAL1-HIV1).

Plasmido centromérico con el gen URA3
como marcador que lleva la fusién HIV1-PHOS
bajo promotor § de Ty1. Se obtuvo clonando el
fragmento Bglll-Bg/ll obtenido de pGAL1-HIVA1
en la diana Bgll de p38HIViTARless. El

fragmento de HIV-1 NL4-3 presente en esta

construccion estd comprendido entre los

nucledtidos 454 y 1145 de HIV-1 NL4-3.

Plasmido centromérico con el gen URAS3
como marcador que lleva la fusién HIV1TARmut-
PHOS5 bajo promotor 3de Ty1. Se cloné el
producto de la PCR, obtenido con los cebadores
Faiso Tar up y Falso Tar low y con pGAL1-HIV1
como molde, en la diana Bg/ll de pdéHIV-
TARIess.

Plasmido centromérico que lleva el gen LEU2

como marcador y la hCycT1 fusionada al

Esta tesis

Esta tesis

Fraldi
al. (2001)

et.
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dominio de activacién del gen GAL4 bajo el

promotor de ADH.

pllIA-TAR-MS2 Plasmido centromérico con el gen URAS3 Fraldi
como marcador que lleva fusionado el dominio al. (2001)

TAR con la secuencia que codifica un RNA del
fago MS2 que se une a la proteina de cubierta
de MS2.

6.5 Transformaciones

6.5.1 Preparacion de células competentes de E. coli DH5a

6.5.1.1 Método del TB.

Se realizd siguiendo el método descrito por Hanahan (Hanahan, 1983) y
modificado por Inoue et al. (1990). Las células competentes se obtuvieron a
partir de cultivos de E. coli en medio SOB a 22 °C hasta DOgqo de 0,5. Tras
enfriar las células durante 10 minutos. en hielo, se recogieron por
centrifugacion a 4000 rpm a 4 °C 10 minutos. Se resuspendid el sedimento en
20 ml de TB (10 mM Pipes (acido libre); 15 mM CaCly; 250 mM KCl; llevado a
pH 6,7 con KOH). Se afnadié MnCl; hasta 55 mM (esterilizado por filtracién) a 4
°C, se ariadieron otros 60 ml de TB frio y se incubdé 10 minutos en hielo. Se
recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en 20 mi de TB a
4 °C. Se anadi6 1,5 ml de DMSO (dimetilsulféxido) y se mantuvieron 10
minutos. mas en hielo. Se hicieron alicuotas, se congelaron en nitrégeno

liquido y se almacenaron a —80 °C.

6.5.2 Transformacion de bacterias

Para transformar se mezclaron 100 ul de células competentes con 50-100
ng de DNA y se incubaron en hielo durante 30 minutos. A continuacién se
sometieron las células a un choque térmico de 42 °C durante 60-90 s, tras lo
cual se afiadi6 1 ml de LB y se incubaron durante 30-45 minutos. a 37 °C. Se

recogieron por centrifugacién y se sembraron en LB+Amp.

et.
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6.5.3 Transformacion de levaduras

Se realizé siguiendo el método descrito por Ito et al. (Ito et al., 1983) y
modificado por Gietz et al. (Gietz et al., 1995). Las células competentes se
obtuvieron a partir de cultivos de S. cerevisiae incubados en YEPD hasta una
densidad DOeggo de 0,4-0,6. Las células se recogieron por centrifugacion y se
lavaron con H20 y con 100 mM LiAc. Se resuspendieron en 1/100 del volumen
inicial (2 10° células/ml). Para cada transformacién se mezclaron 50 pl de
células, 240 pl de PEG4000 al 50%, 36 ul de LiAc 100 mM, 25 pl de DNA
desnaturalizado de esperma de salmoén (preparado como se detalla en el
apartado 13.3) a 2 mg/ml y 50 pul del plasmido mas agua (0.1-10 pg). Tras
incubar durante 30 minutos. a 30 °C con agitacién, se sometieron las células a
un choque térmico de 42°C durante 20 minutos. Se lavaron con H.O tras lo
cual se sembraron en el medio oportuno si se seleccionaba una auxotrofia o se
incubaron 2 h en YEPAD a 30°C en agitacion antes de sembrar si se

seleccionaba resistencia a G418.

6.6 Analisis de expresion génica a partir del promotor de
GAL1

Se recogieron cultivos de células en fase exponencial crecidos en medio SC
sin los requerimientos que permiten seleccionar los plasmidos portadores de
los sistemas de expresién dirigida. Se lavaron con agua destilada estéril y
SGIL selectivo para el plasmido y se diluyeron a una DOego 0,3-0,5 segtin su
tiempo de generacién. Tras 14-16 h de incubacién se afiadié al medio 2% de
galactosa (condiciones de activacion). A partir de ese momento se tomaron
muestras a los tiempos indicados para los estudios de cinéticas de expresion
por northern o tras 2 h de induccion se recogieron las células para analisis

enzimaticos.
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6.7 Analisis de expresion génica a partir del promotor 8.

Se recogieron cultivos de células en fase exponencial crecidos en medio SC
—Ura que permite seleccionar los plasmidos pSHIV y psHIVTARIless. Se
lavaron con agua destilada estéril, y se procesaron como detallado en el
apartado Opara extraer RNA.

El tratamiento con 6-AU se llevé a cabo afiadiendo a un cultivo en fase
exponencial la droga a una concentracién final de 100ug/ml. A partir de ese
momento se tomaron muestras a los tiempos indicados para los estudios de

cinéticas de expresién por northern o tras 1 h cuando no indicado.
6.8 Ensayo de actividades enzimaticas

6.8.1 Ensayo de B-galactosidasa en caja

Se cultivaron las células en cajas a 30 °C durante 2-4 dias. Se prepar6 agar
de cobertera mezclando un volumen de agarosa 1% fundida con igual volumen
de tampoén fosfato sédico 0,5 M precalentado a 60 °C, y SDS y X-gal a una
concentracion final de 0,1 % y 0,4 mg respectivamente. Se vertié sobre la
placa 12 ml de la mezcla .A los 30 minutos las células con actividad f-
galactosidasa se vuelven azules permaneciendo blancas las que carecen de

dicha actividad.

6.8.2 Ensayo de actividad fosfatasa acida

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Haguenauer-Tsapis y
Hinnen (Haguenauer-Tsapis and Hinnen, 1984). Las células, cultivadas en las
condiciones oportunas, se lavaron con H,O y se resuspendieron en 1 ml de
tampon acetato 50 mM pH 4, obteniéndose una suspension con una DOgoo: D.
El ensayo se realizé afiadiendo un volumen v (ml) de la suspensién celular a
un volumen final de 0,45 ml de tampdn acetato. Seguidamente se afadieron
50 ul de una solucién de 5 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en tampén Acetato 50

mM. Después de 10 minutos. a 37°C se pard la reaccién anadiendo 0,12 ml de
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acido tricloroacético al 25% y 0,6 ml de Na,CO3; en saturacion. Se determiné la
DOyos. Las miliunidades (mU) de actividad fosfatasa acida se definieron segun
la férmula: mU = DQOgygs 0,066/ t v D.

6.9 Extraccion de acidos nucleicos

6.9.1 Preparacion de DNA plasmidico de E. coli a pequefia escala
por lisis alcalina (miniprep)

Se realizé siguiendo en el método descrito por Bolivar y Backman (Bolivar
and Backman, 1979). De 1,5 ml de cultivo, se recogieron las células por

centrifugacion y se resuspendieron en 100 ul de solucién | (60 mM glucosa; 25
| mM Tris-C! pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0). Tras 5 minutos. a temperatura
ambiente se afadieron 200 pl de solucion |l (0,2 M NaOH; 1% SDS), se
mezclaron invirtiendo el tubo varias veces y se puso durante 5 minutos en
hielo. Seguidamente se anadieron 150 pl de solucién Il (3 M KAc; 11,5% acido
acético glacial). De nuevo se mezclé por inversién y se puso en hielo durante 5
minutos. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion y el
sobrenadante se mezclé con 500 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). El DNA presente en la fase acuosa se precipité con 0,9 ml de etanol
96%, se lavé con etanol 70% y se resuspendi6 en 50 ul de TE (10 mM Tris-Cl
pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0).

6.9.2 Preparacion de DNA “carrier”

El DNA de esperma de salmén (Sigma) se resuspendié en TE pH 8,0 a
10 mg/ml para lo cual se dejé toda la noche a 4 °C. Se sonicé con dos pulsos
de 9 s a 100 W. Se extrajo una vez con fenol, una segunda vez con
fenol.cloroformo:alcohol  isoamilico  (25:24:1) 'y por ultimo con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se precipité con 0,1 volimenes de NaAc
3 M pH 5,2 y 2,5 volimenes etanol 96%. Se resuspendié en TE tras secar al
vacio de forma que quedé a una concentracion final de 10 mg/ml. Finalmente,

se desnaturalizé hirviéndolo 20 minutos. y enfriandolo en hielo. Se congelaron
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en pequenas alicuotas. El tamafio medio de los fragmentos era de unas 7 kb
con objeto de que la eficiencia de transformaciéon de la levadura fuera la

optima.

6.9.3 Preparacion de RNA de levaduras

Se sigui6 el método de extraccién con fenol acido descrito por (Kohrer and
Domdey, 1991). A partir de 10 ml de cultivo en fase exponencial (DOggo de 0,5-
0,7) se recogieron las células por centrifugacién y se lavaron con H,O.
Posteriormente se resuspendieron en 0,4 ml de tampén TES (10 mM Tris-HCI
pH 7,5; 10 mM EDTA pH 8,0; 0.5% SDS) y 0,4 ml de fenol acido (saturado con
H,0), tras lo cual se agitaron fuertemente en un vortex durante al menos 10 s.
La mezcla se incubé durante 45 minutos. a 65 °C con agitacién ocasional.
Tras la incubacion, se dejé 5 minutos. en hielo, se centrifugd y la fase acuosa
fue transferida a otro tubo. Después se realizé una nueva extraccién con fenol
acido y otra con cloroformo. EI RNA se precipité con 0,1 volimenes de NaAc
3M pH 5,3 y 2 volimenes de etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se
resuspendi6 en 50 upl de H,O. La concentracién del RNA se determiné
mediante espectrofotometria, o por tincion con EtBr en geles de agarosa. Todo
el proceso se llevé a cabo en hielo o a bajas temperaturas y el material plastico
utilizado se manipulé siempre con guantes. El H,O y las soluciones acuosas

utilizadas fueron previamente tratadas con DEPC al 0,1% y autoclavadas.
6.10Electroforesis de acidos nucleicos

6.10.1 Geles de agarosa para DNA

Los fragmentos de DNA se separaron segln su tamafo por electroforesis
en geles de agarosa a una concentracion variable entre 0,6% y 3% en funcion
del tamario de los fragmentos a analizar. Los geles se prepararon con tampon
TAE 1x (Tris-acetato 40m, EDTA pH8 1mM) y EtBr 5ul/mi. El DNA se someti6
a un campo eléctrico constante de 5V/cm de longitud del gel. Previamente a

las muestras de DNA se le afadié tampén de carga 5x (2,5 ng/ml de azul de
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bromofenol, 2,5 ng/ml de azul de metileno, glicerol 30%, Tris-acetato 40m,
EDTA pH8 1mM)

6.10.2 Geles de agarosa para RNA

El RNA obtenido de levaduras se separd en geles de agarosa al 1% en
tampén MOPS (tampén MOPS 10x: 0,4 M MOPS pH 7,0; 0,1 M NaAc; 0,1 M
EDTA) y formaldehido 0,66 M. EIl RNA se someti6 a un campo eléctrico
constante de 5 V/cm de gel, con recircularizacién constante del tampoén.
Previamente, las muestras de RNA se prepararon mezclando 3 pl de RNA
(unos 8 ug), 1,25 pl de tampon MOPS 10x, 2,25 ul formaldehido 12,3 My 6,25
pl de formamida. Después se calentaron 15 minutos. a 65 °C y se les
afiadieron 2 ul de tampén de carga-formaldehido 10x (1 mM EDTA pH 8,0;

0,25% azul de bromofenol; 50% glicerol).
6.11Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

6.11.1 Método del fenol.

La banda del gel de agarosa con el fragmento de interés se machaco y se
mezclé con un volumen de fenol. Se congelé en N; liquido, se separé la fase
acuosa por centrifugacion a maxima velocidad 15 minutos. y se precipité el
DNA con 0,1 volimenes de NaAc 3 M y 2,5 volimenes de etanol 96%. Se

resuspendié en 10 pl de TE.

6.11.2 Kit de purificacion GFX™ (Amersham)

Se siguieron las instrucciones del fabricante. A la banda con el fragmento de
DNA se le afadi6 el tampén proporcionado que contiene un agente caiotrépico
que disuelve la agarosa. Se calenté a 60 °C unos minutos hasta que se
disolvi6 la agarosa. La muestra se pasé por una matriz de fibra de vidrio donde
el DNA se queda unido. Se lavé con un tampén que contiene etanol para

eliminar los contaminantes y se eluy6 en 50 pl de TE o agua.
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6.12Marcajes radioactivos de acidos nucleicos.

6.12.1 Marcaje de sondas de DNA por “random primer”

Las sondas de DNA se marcaron con [0—>?P]dCTP segln el protocolo
basico para sondas radiactivas. En este caso, a la misma cantidad de DNA,
previamente hervida, se le afadié 1 mM de hexanucleétidos no marcados, 5 yl
de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP 0,5 mM, 20 pCi de [a—>?P]dCTP y 2 U
de DNA polimerasa Klenow. La reaccion se incubd a 37 °C durante 1 h en un
volumen final de 50 ul. Los nucleétidos no incorporados en la reaccion se
eliminaron pasando el total del volumen a través de una columna GFX™
(Amersham). Se siguieron las instrucciones del fabricante. Se transfirié la
mezcla de reaccion a una columna y se le afiadié el tampén proporcionado que
promueve la union de DNA bicatenario a las fibras de vidrio que constituyen la
matriz de la columna. Se centrifugdé y se lavé con un tampén que contiene

etanol para eliminar los contaminantes. Se eluyé en 50 pl de agua.

6.12.2 Marcaje de sondas por PCR.

Sondas de tamario inferior a las 200 pb se marcaron por PCR. Para ello,
preparamos una mezcla con 0,5 ug de DNA a amplificar, 1ul de dATP, dTTP,
dGTP 10mM, 1ul de dCTP 0,1mM, 5ul de [a—>*P]dCTP, 5ul de cebadores
10mM, 5 ul de tampén polimerasa, 2ul de MgCl, 25mM, 1ul de Taq polimerasa
y H20 MilliQ hasta un volumen final de 50pl.

La reaccion en cadena de la polimerasa se llevo a cabo como descrito en el
apartado 6.18.

Los nucleétidos no incorporados en la reaccién se eliminaron pasando el

total del volumen a través de una columna GFX™ (Amersham).

6.12.3 Marcaje 5’terminal de un cebador.

Se mezclaron 2,5ul del cebador a una concentracién de10uM, 2pl
polinucledtido kinasa de T4 (T4 PNK), 2ul de tampén 10X de T4 PNK (TrisHCI
pH7,6 0,5M, MgCl, 100mM, 2-mercaptoetanol 100mM), 5pul de [y—>*P]dATP,
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8,5 ul de H20 MilliQ. Se incubd la mezcla a 37°C durante una hora y se fenoliz6

con fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1). Se precipité el cebador con NaCl
0,3My 2,5 volumenes de etanol 96%, se lavo con etanol 70% y se resuspendio6

en 25ul de H,0 MilliQ.

Tabla 6. Sondas usadas en esta tesis.

Sonda Descripcién

HIV Fragmento Bgl/ll-EcoRl de 0,55 Kb del plasmido psHIV-
TARless.

PHO5 Fragmento EcoRV de 0,9 Kk del plasmido pSCH202.

MN-EcoRI Fragmento obtenido amplificando pdHIV con los cebadores
Pho5 MN-asa up y Pho5 MN-asa low

MN-Dral Fragmento obtenido amplificando p8HIV con los cebadores
Mn-asa dra up y Mn-asa dra low

Sonda 1 Fragmento obtenido amplificando p&HIV con los cebadores
NucTAR up y NucTAR low

Sonda 2 Fragmento obtenido amplificando p8HIV con los cebadores
TARIlessNuc1 y TARlessNuc2

Sonda 3 Fragmento obtenido amplificando pSHIV con los cebadores
HIV up 5 y Nuc3’

Ty Fragmento de 214 pb correspondiente a la zona central de
Ty1-4 (desde 1097137 hasta 1097350 del cromosoma [V de
$288C www.yeastgenome.org/index.shtml) obtenido
amplificando el genoma de W303-1A con los cebadores Ty1cen
upy Tylcen low.

rRNA 258 Frragmento interno de 589 pb del rRNA 28S, amplificado con

los cebadores rDNAup y rDNA low, a partir del DNA gendmico
de W303.1A.
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6.13 Transferencia de acidos nucleicos a membranas

6.13.1 Transferencia de dna

Tras la electroforesis el gel de agarosa se incub6 en una solucién de HCI
0,25 durante 10 minutos. Se lavé con H;O y se traté con NaOH 0,4M durante
20 minutos. La transferencia del DNA se efectué por capilaridad con NaOH
0,4M durante 12-16 horas a una membrana de naylon Hybond+ (Amersham).
Una vez transferido, se lavd la membrana en SSC 2x (NaCl 0,3M, Na-citrato
0,4M; ajustado a pH7 con con NaOH).

6.13.2 Transferencia de RNA

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se lavé varias veces con varios
volumenes de H,O para eliminar el formaldehido. La transferencia del RNA se
efectué por capilaridad en tampén SSC 20x durante 12-16 h. Una vez
transferido el RNA se fijé covalentemente con radiacién ultravioleta (70000
pJd/cm2) por ambas caras. Para comprobar la eficiencia de la transferencia se
tind la membrana con solucién de azul de metileno (0,3 M NaAc pH 5,5; 0,02%
azul de metileno) durante 2-3 minutos. a temperatura ambiente. La membrana
se destifi6 con SSPE 0,2x (SSPE 20x: 3 M NaCl; 0,2 M NaH;PO,4; 20 mM
EDTA)-SDS 1%. Las membranas se guardaron entre papel Whatman a

temperatura ambiente hasta su uso.

6.14Hibridacion de DNA (Southern)

Las membranas se prehibridaron durante 1-4 horas a 65°C con agitacion
constante en solucién de hibridacién de DNA (SSPE 5X, SDS 0,1%, reactivo
Denhardt 5x, DNA de esperma de salmén 100ug/ml previamente
desnaturalizado). La hibridacién se realizé durante 48 horas a 65°C afiadiendo
a la solucién anterior la sonda marcada con con [0—>?P]JdCTP previamente
desnaturalizada por calor. Tras la hibridacién se lavé el filtro dos veces con
SSC2x-SDS0,1% a Tamb, una vez durante 30 minutos con SSC2x-SDS0,5% a
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50°C y una ultima vez con SSC2x-SDS0,5% durante 30 minutos a65°C
Finalmente, se envolvieron los filtros en papel celofan y se expusieron a

peliculas de autorradiografia.

6.15Hibridacion de RNA (northern)

Las membranas se equilibraron durante 1h a 65 °C con agitacién constante
en solucion de hibridacién (0,5M NaPO4 pH 7,0; 7% SDS). La hibridacion se
realizé durante 12-16 h a 65 °C afiadiendo a la solucién anterior la sonda
marcada con [0—>2P]dCTP previamente desnaturalizada por calor. Tras la
hibridacién se lavé el filtro una vez durante 5 min con solucién de lavado (0,1x
SSPE; 5 mM EDTA,; 0,5% SDS) a temperatura ambiente y una vez durante 1 h
con la misma solucién de lavado a 65 °C. Finalmente, se envolvieron los filtros
en papel celofan y se expusieron a peliculas de autorradiografia o a pantallas
Fuji BAS.

6.15.1 .Rehibridacion de filtros

La rehibridacion de membranas con nuevas sondas se llevd a cabo tras
eliminar la sonda previamente hibridada con un tratamiento de 5 a 30 minutos.
en agitaciéon con SDS 0,1% y SSPE 0,1% hirviendo.

6.16 Cuantificacion de filtros

La cantidad de sonda marcada unida a los filtros fue cuantificada en un
analizador de radiacién 8 FUJIX FLA3000. En los Northerns la cantidad de
RNA se normaliz6é con con respecto al RNAr 28S con una sonda de 589 pb
obtenida por PCR usando los cebadores rDNAup y rDNAlow, cuya secuencia

se especifica en la tabla 7,(Chavez and Aguilera, 1997).
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6.17Detecciéon de la expresion heteréloga de TAT in vivo por

sistema de triple hibrido.

Para detectar que la expresién heteréloga de Tat a partir del promotor
constitutivo de levadura fuera correcta usamos el sistema de triple hibrido
puesto a punto por Fraldi et al, 2001 al que aportamos algunas
modificaciones. Se cruzé la cepa de S. cerevisiae L40-coatlll con Y17202 para
obtener la cepa MVcoat-b que presenta, una copia integrada del gen /acZ bajo
4 sitios de unién de LexA, una copia integrada de la secuencia que codifica la
proteina de cubierta de MS2 fusionada éon el dominio de unién a DNA de
LexA y es auxotrofa para leucina, lysina, uracilo e histidina. Transformamos la
cepa con los plasmidos pACTII-Cyct1 que lleva hCycT1 fusionada al dominio
de activacién del gen GAL4 y con pllIA-TAR-MS2 lleva el dominio TAR
fusionado con la secuencia que codifica un RNA del fago MS2 y con
p413GPDTat o con p413 GPD. Cambiamos el marcador del plasmido que lleva
el marco de lectura abierto de Tat bajo el promotor GPD de tripté6fano a
histidina ya que la cepa es protétrofa para el triptéfano y auxétrofa para la
histidina. En presencia de la proteina viral, Tat, TAR y hCycT1 se reconocen y
forman un complejo que lleva el sitio de activacion de GAL4 en proximidad de
las secuencias reguladoras y activa la transcripcion de /acZ.

Seleccionamos los transformantes en Sc-ura,-his,-leu y llevamos a cabo
ensayos de actividad B-galactosidasa en caja para determinar la activacién del

sistema.

6.18 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Este método permite la amplificacion exponencial de fragmentos de DNA
con una polimerasa termoestable y un par de oligonucleétidos que sirven como
cebadores de la enzima (Saiki et al., 1985). Se mezclaron en frio 42 pl de
agua, 5 pl de tampdn polimerasa, 1 pl de mezcla de dNTPs (10 mM cada uno),
1 ul de mezcla de cebadores 0,1 nmoles/ul cada uno, 1 pl de DNA molde (6 2
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ul de lisado celular de levaduras) y 0,4 ul de polimerasa Expand™ High Fidelity
o 0,7 ul de polimerasa MBL Tac Polimerasa. Se agit6 brevemente con un
“vortex” y se incubé en un termociclador ProGene (Techne Ltd.). La reaccién
tipo consté de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C; 35 ciclos de (a) 30 s 94°C, (b) 30 s
a la temperatura de emparejamiento y (c) tantos s de elongacién como kbs
tenga el producto a 72°C (polimerasa Expand™) o 68°C (polimerasa de MBI
Taq polimerasa); 1 ciclo adicional de 10 minutos a 72°C (polimerasa

Expand™) o a 68°C (polimerasa de MBI Taq polimerasa).

6.18.1 Cebadores de PCR usados en esta tesis

Los nombres y las secuencias de los cebadores de PCR usados en esta
tesis se detallan a continuacién, en la tabla 7.

Tabla 7. Cebadores usados en esta tesis.

Cebador Secuencia Ref
Falso Tar low AGATCTCCTCTGGCTTTACTTTCGCTTTCAAGTCCCT | 1
GTTCGGGCGCCACTGCTAG
Falso Tar up AGATCTGAGCCTGGGACGAGAGACCGATTGATCCC 1
TTGGGACTGCTTAAGCCTCAATAAAG
FUS1-1F CATGTGGACCCTTTCAAAAC 1
FUS1-1R TGATGGCTTATATCCTGCTC 1
HIV chip3 GCGACTGGTGAGTACGCCAA 1
HIV chip4 AGCTCCCTGCTTGCCCATAC 1
HIV chip5 AGCTACAACCATCCCTTCAGACAGG 1
HIV chip6 GCTGCTTGCTGTGCCTTTTTCTTAC 1
HIV up 1 GCTTAAGCCTCAATAAAGCTTG 1
HIV low 2 GGCTTTACTTTCGCTTTCAAG 1
HIV up 5 GAGACATCAGAAGGCTGTAGAC 1
Pho5 MNasa| ATCTTTTTGGGTACCAATCTTG 1
low
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Pho5 MNasa up| TGTGTGCATCAAAGGATAGATG 1
Mn-asa dra low AAACATTGGTAATCGAATTC 1
Mn-asa dra up CAGGATCAGAAGAACTTAGATC 1
Nuc 3 Oligo| GCTTCCTTGGTGTCTTTTAC 1
low
NUCtar low TGACTAAAAGGGTCTGAGGGATC 1
NUCtar up AGATCTGAGCCTGGGAGCTC 1
Pho5 MNase| ATCTTTTTGGGTACCAATCTTG 1
low
Pho5 MNase up| TGTGTGCATCAAAGGATAGATG 1
Primer Tar CAGAGTCACACAACAGACG 1
rDNAlow CAGGATCGGTCGATTGTGC 2
rDNAup TTGGAGAGGGCAACTTTGG 2
Tar Bglll low ATAAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCCTAGGAATC | 1
CTCAAAATGGAATC
Tar Bglll up CGGAGCTCTGTTGGAATAGAAATCAACTATCATCTA 1
CTAACTAGTATTTACATTACTAGTAT
Tarless nuc1 GATCTCTCGACGCAGGACTCG 1
Tarless nuc2 CTTAATACCGACGCTCTCGCAC 1
Ty1cen up TACAGGAGAATCCGAGTGATG 1
Ty1cen low GCTTATTGTTCAATTGAATCGG 1

1. Los oligonucleétidos se disefiaron usando el programa Oligo 4.01. Se
muestran en la orientacion 5’ (izquierda) a 3’ (derecha).
2. Referencia: (1) Esta tesis (2) (Chavez and Aguilera, 1997)

6.19 Geles desnaturalizantes de proteinas (SDS-Poliacrilamida)

Para separar las proteinas se utilizé el método de geles de SDS-
poliacrilamida desarrollado por Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles se
prepararon a partir de una solucién de acrilamida:bisacrilamida (29:1) 30% al
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porcentaje adecuado para separar proteinas del tamario de las estudiadas. La
zona de apilamiento se preparé en el tampén 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1 %
SDS y la de separacién en 375 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1 % SDS. Para
desencadenar la polimerizacion se afadi6 persulfato amonico a una
concentracion final de 0,1% y TEMED. Las muestras diluidas al 1:1 en tampo6n
de carga se hirvieron 3 minutos. para desnaturalizar las proteinas y se
cargaron en el gel. Como marcador de tamaiio se utilizé el marcador de amplio
rango para geles de SDS- poliacrilamida suministrado por BioRad. El sistema
de cubeta empleado fue Mini-PROTEAN 3 Cell de BioRad. Los geles se
corrieron en el tampén 25 mM Tris pH 8,3; 194 mM glicina; 0,1% SDS; a un

voltaje constante de 200 V hasta que el frente alcanzé el final del gel.

6.20 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas en un gel de SDS-poliacrilamida se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (Inmobilon-P, Millipore) por el método de
transferencia hiumeda. La membrana se activé sumergiéndola en metanol
100% unos 15 s, se lavé dos veces en agua milliQ y se equilibré en el tampén
de transferencia (10x: 0,25 M Tris 'base; 1,92 M Glicina; pH 8,3). Para la
transferencia se utiliz6 el sistema Mini Trans-blot de BioRad. La membrana
activada se coloco sobre el gel al que previamente se le habia cortado la fase
de apilamiento, y ambos se introdujeron entre dos filtros Whatmann cortados al
tamanio del gel y las espumas protectoras de los casetes. El conjunto se colocé
en el casete de forma que el gel quedara orientado hacia el polo negativo y la
membrana al positivo. El tanque se rellené con tampén de transferencia frio y
se conectd a una fuente de electroforesis. La transferencia se realiz6 a4 °C y
400 mA durante 2 h. Al desmontar el sistema, si la transferencia habia sido
efectiva el marcador pretefiido se veia en la membrana. La membrana se tifié

con colorante Ponceau S, para ver las proteinas transferidas.
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6.21Inmunodeteccion de proteinas en gel (western)

Las membranas con las proteinas se colocaron en un recipiente del tipo de
una caja de Petri y se les afadié 50-200ml de solucién blogueante (5% leche
desnatada en polvo; 0,1 % Tween 20 en PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI , 10
mM Na;HPOQO,4, 1,8 mM KH,PO4 pH 7,3). Se incubdé de 1 a 16 h a Tamb en
agitacion suave. Se eliminé el tampoén. Se prepard una dilucién apropiada de
primer anticuerpo en la soluciéon de bloqueo. Se vertié el anticuerpo sobre el
filtro y se incubé 1 h a Tamb o toda la noche a 4 °C en agitacién suave. Se
recogié el primer anticuerpo y se lavé la membrana cuatro veces 5 minutos
cada vez con el tamp6n de lavado (0,1% Tween 20 en PBS) para eliminar
uniones inespecificas del anticuerpo. Se repiti6 la incubaciéon con una dilucién
recomendada del segundo anticuerpo durante 1h a temperatura ambiente. Se
lavd cuatro veces 5 minutos cada vez con el tampén de lavado y se reveld con

el sistema de deteccién de quimioluminiscencia de Amersham (ECL+plus).

6.22Extensién de un cebador mediante transcriptasa inversa

(primer extension)

Mediante protocolo de extracciéon de RNA con fenol acido se extrajo RNA de
10ml de un cultivo en SC-Ura a D.O.gp0 0,8 de un transformante de W303-1A
con el plasmido pGAL1-HIV.Se resuspendieron 25ug de RNA en 11,5 pl de
H,0 MilliQ anteriormente tratada con DEPC y autoclavada.

Se mezclé el RNA con 1,5 ul de tampén de tampén de hibridacién (KCI
150mM, Tris-HCI pH 8 10mM, EDTA pH8 1mM) y con 2ml del cebador Primer
Tar (nucledtidos 564-583 de HIV1 NL4-3) marcado en su extremo 5 con *P
(6.12.3) resuspendido en H,0 a una concentracién de 1 uM. Las disoluciones
usadas en este protocolo se prepararon con H,0 MilliQ tratada con DEPC vy
autoclavada para eliminar endonucleasas de RNA y evitar la degradacién del
RNA
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Se incubé la mezcla a 85°C por 10 minutos para eliminar estructuras
secundarias del RNA que dificultarian la hibridaciéon del cebador con el molde,
y luego se incubé la mezcla a 50°C durante 1 hora para llevar a cabo la
hibridacién del cebador con el molde.

Se aiadi6é a la mezcla de RNA y cebador una mezcla precalentada a 47°C
de 4,5ul de DTT 0,1M proporcionado por el fabricante con SuperScript™ I
Reverse Transcriptase; 4,5 ul de dNTPs (cada uno a una concentracion de
0,25 mM); 9 ul de tampén First Strand proporcionado por el fabricante con
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (KCI 375rﬁM, Tris-HCI pH 8,3 250mM y
MgCl, 15mM) finalmente, se afadi6 1pul de SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase.

Se llevé a cabo la extension a 47°C durante 1 hora.

Se eliminé el RNA mediante tratamiento con 40 ug de RNAasa A a 37°C y
las proteinas mediante tratamiento con 80ul de fenol equilibrado a pH8 y 80yl
de cloroformo. Se centrifugé 5 minutos a velocidad maxima, se precipitd el
sobrenadante afiadiendo 15ul de acetato sédico pH 5,2 3M y 500 pl de etanol
96% a -20°C durante 2 horas. Tras centrifugar 10 minutos a velocidad maxima
y lavar con 200ul de etanol 70%, se seco el precipitado y se resuspendié en
5ul de tampoén de STOP (95% de formamida, 20mM de EDTA, 0,05% de azul
de bromofenol y 0,05% de cianol xileno) diluido 1:1 en H,0 MilliQ.

Se llevé a cabo la secuenciacién del plasmido pGAL1-HIV con el mismo
cebador utilizado para la extension con transcriptasa inversa. Para ellos
utilizamos en T7 Sequencing Kit (USB) y seguimos las instrucciones del
fabricante para llevar a cabo la secuenciaciéon usando como nucleétido
marcado radiactivamente *°S-dATP.

Antes de ser usadas las muestras se desnaturalizaron mediante incubacién
a 80°C durante 5 minutos. La electroforesis se realizd en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante de 50cm de longitud y 0,4mm de grosor,

preparado con el sistema Gel System Sequi-Gen Sequencing gel (BioRad).
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La composicion del gel es 6% de acrilamida:bisacrilamida (19:1), urea 7M y
TBE1X. Tras preparar la mezcla del gel, ésta se filtré y se afiadié a los 50ml,
500ul de persulfato de amonio 10% y 50u de TEMED
(N,N,N’,N’tetrametiletilendiamina). Una vez extendido el gel de secuenciacion,
se dej6 polimerizar al menos 1hora y se hizo una pre-carrera en tampén
TBE1x durante una hora a 50W hasta que el gel alcance una temperatura de
45°C-50°C. La muestra y el producto de la secuenciacién se desnaturalizaron a
80°C durante 5 minutos y se cargaron en el gel. Se sometieron las muestras a
electroforesis 2000V durante el tiempo necesario. El gel se sec6 en un secador
DryGel Sr, Slab Gel Dryer Model SE1160 (Hoeffer Scientific Instrument). La
exposicion se hizo en peliculas de rayos X con pantalla amplificadora

(Hyperscreen™ de Amersham Biosciences).

6.23 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

Los ensayos de inmunoprecipitaciéon de cromatina se llevaron a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Hecht etal. (1999) con algunas

modificaciones.

6.23.1 Preparacion del cultivo

Para el ChIP sobre la secuencia HIV de dHIV y 6HIVTARIess, se prepararon
50 ml de cultivo en SC-Ura de transformantes de ARG3 con los plasmidos
SHIV y SHIVTARIess, y se recogieron en fase exponencial. Se afhadio
formaldehido al 1% v/v, para unir el DNA y las proteinas, y se incub6 durante
15 minutos a T amb con agitacién. A continuacién, se afadié glicina a 125mM
y se dejo 5 minutos a T amb con agitacién para inactivar el formaldehido. Se
centrifugé a 1500 g a 4 °C durante 5 minutos. Las células se lavaron cuatro
veces con tampén TBS (150mM NaCl; Tris-HCI 20mM; pH 7,5) frio.
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6.23.2 Preparacion del extracto celular y rotura del DNA.

Las células se resuspendieron en 300 pul de tampén de lisis (60 mM
HEPES/KOH pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% triton X-100; deoxicolato
sodico 0,1%;, benzamidina 1,5 mg/ml, PMSF 1mM) en el momento de su
utilizacion se le afadi6 una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete-
Roche). A continuacién se afiadié 1 volumen de bolas de vidrio y se agito
durante 12 minutos a 4°C, para romper las células. Se afnadieron 300ul de
tampoén de lisis y se eliminaron las bolas por centrifugacién. Se procedié a la
sonicacion, para fragmentar el DNA en trozos de entre 0,2-0,4 kbs. Se utiliz6
un sonicador Branson Sonifier 250 y cada muestra fue sometida siete veces a
las siguientes condiciones de sonicacion: output 2, duty constante durante 10
segundos. A continuacion se centrifugé durante 5 minutos a 4°C a maxima
velocidad, se pasé el sobrenadante a un tubo limpio y se centrifugo durante 15
minutos a 4°C a maxima velocidad. De esta forma se conseguia un volumen
aproximado de muestra de 500ul. Como control de la cantidad de DNA de la
que partimos para la inmunoprecipitacién, apartamos 10 pl de la muestra

(input) y el resto se inmunoprecipité.

6.23.3 Inmunoprecipitacion

Se tomaron 50ul por muestra de bolas magnéticas unidas a IgG
(DynaBeads), se incubaron durante toda la noche en agitacion lenta a 4°C con
10ul de anticuerpo anti-c-myc (Santra Cruz Biotechnology) y se lavaron 4
veces con PBS(140mM NacCl; 2,5mM KClI, 8,1mM Na,HPO 1,5mM KH,PO, pH
7,5)/BSA 5mg/ml. Las bolas magnéticas, resuspendidas tras el lavado en
PBS/BSA, se incubaron con el lisado durante 90 minutos a 4°C en agitacion
suave y constante. Tras la incubacién se realizaron lavados sucesivos con 1ml
de tampén de lisis por dos veces, 1ml de tampon de lisis con 380mM de NaCl
por dos veces, 1ml de tampén de lavado (TrisHCL pH8 10 mM;EDTA 1 mM ;
LiCl 250 mM; NP40 0,5%; SDS 0,5%, deoxicolato sédico 0,5%) por dos veces
y 1ml de tampén TE (Tris-HCL pH 8 50mM;EDTA 10 mM) una vez. A
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continuaciéon se eluyeron las proteinas de las bolas magnéticas incubando
durante 10 minutos a 65°C con 80ul de TE+1% de SDS. Se tomaron 60 pl del
sobrenadante (inmunoprecipitado). Se afadieron al input 40 pl de de TE+1%

de SDS y se incubé durante 10 minutos a 65°C como el inmunoprecipitado.

6.23.4 Procesamiento del input y del precipitado.

A los 60ul de muestra se le afiaden 90ul de TE con 1% de SDS y se
incubaron a 65° C durante toda la noche para separar el DNA de las proteinas.
Seguidamente se afadieron 150 pul de TE y 7,5ul de proteinasa K 20 mg/ml y
se incuba 90 minutos a 37 °C en agitacion. EI DNA se purificé con el kit GFX
de Amersham. Tanto el input como el precipitado se eluyeron en 50 ul de TE.
El DNA se conservé a —20°C. Para la PCR se utilizaron distintas diluciones del
input, hasta estar seguro de que la reaccidbn no estaba saturada. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo tal y como se describe en el apartado
20. Los cebadores utilizados fueron el HIV 1 up y HIV 2 low, que amplifican del
nucleétido 62 al 220 del fragmento de HIV1 clonado en pdHIV, HIV Chip3 y
HIV Chip4 amplifican del nucleétido 282 al 457 y HIV Chip5 y HIV Chip6 que
amplifican del nucledtido 523 al 714.Como cebadores intergénicos se utilizaron
los cebadores FUS1-1F y FUS1-1R que amplifican del nucleétido 71506 al
71785 del cromosoma lll. La secuencia de estos cebadores se detalla en la
tabla 6. Estos cebadores amplifican fragmentos de 150-300 pb que se
resuelven en geles al 3% agarosa-BrEt.

Los fragmentos amplificados por PCR, tras haber sido separado en los
geles fueron cuantificados en un analizador de fluorescencia FUJIX FLA3000.
El enriquecimiento de la RNApolll en las distintas zonas de las construcciones
analizadas se calculé como el cociente entre la intensidad de cada fragmento
obtenidos con los cebadores especificos y la de la regién intergénica obtenida
en la misma PCR para los inmunoprecipitados (IP) normalizadas con respecto

a la relacion obtenida en el “input” (1).
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6.24 Analisis de la estructura de la cromatina.

6.24.1 Digestion parcial con la MNasa.

Se realiz6 segun Bernardi et al (1991) (Bernardi et al., 1991). Las células se
obtuvieron a partir de 500ml de cultivos de la estirpe de S. cerevisiae Y13232
transformada con 8HIV o HIVTARIess incubados hasta una D.O.gg0= 0,9.

6.24.1.1 Obtencion de esferoplastos.

Se lavaron las células con H;0, se estim6 su peso y se resupendieron en 2
ml de solucién de preincubacion A (EDTA pH8 3mM, 2-mercaptoetanol 0,7M)
por g de células. Tras incubar durante 10 minutos a 30°C con agitacion, las
células se lavaron con 5 volimenes de sorbitol 1M y se incubaron en 5
volimenes de sorbitol 1M, 2-mercaptoetanol 5mM, zymoliasa 100T 0,04%
durante 30 minutos a 30°C.
6.24.1.2 Digestion con MNasa

Se centrifugaron los esferoplastos a 4°C, se lavaron con 50ml de solucion
de lavado 1 (sorbitol 1M, Tris-HCI pH8 20mM, EDTA pH8 1mM, NaCl 150mM)
preenfriado. Se lavaron con 50ml de solucién de lavado 1-PMSF 2mM
preenfriado y finalmente se resuspendieron en 2ml/g de solucién de lavado 2
(Tris-HCI pH8 20mM, EDTA pH8 1mM, NaCl 150mM, triton X-100 0,2%,
PMSF1mM).

Se tomaron alicuotas de 0,3-0,5ml y se diluyeron en 10 volimenes de
tampé6n de MN-asa (Tris-HCI pH8 15mM, EDTA pH8 0,2mM, EGTA 0,2 mM,
NaCl 60mM, CaCl 1,5mM, 2-mercaptoetanol 5mM) y se incubaron con varias
concentraciones de MNasa (500, 250, 125, 75, 37,5, 18,5, 9, 4,5, 2,25, 1,12
mU/ml) durante 20 minutosutosutos a 37°C. La reaccién se par6 con 60ul de
EDTA pH8 0,5M, 40 pl de Tris-HCI pH8,8 1M, 150l de SDS10% y 1,5mg de
proteinasaK en solucién.

6.24.1.3 Extraccién de DNA desde los esferoplastos.

Tras incubar 30minutos a 65°C se precipité el SDS incubando en hielo

durante 1 hora con KCI pH5,5 1,25M. Las alicuotas se centrifugaron y se
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fenoliz6 dos veces el sobrenadante, con fenol:cloroformo:isoamilico
(24:24:1).El DNA se traté con RNAasa 50 ug/ml y, tras una fenolizacién se
precipité con NaCl 0,3M y 2,5 volimenes de etanol 96%, se lavd con etanol
70% y se resuspendié en 50ul de TE.

Para los controles con DNA desudo se sigui6 el mismo protocolo de
obtencion de esferoplastos y se continué extrayendo el DNA como detallado
en el apartado anterior. Como ultimo paso, se llevé a cabo la digestiéon con la
MNasa con concentraciones 100 veces inferiores de enzima. Finalmente se
fenoliz6 el DNA con fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1), se precipité con
NaCl 0,3M y 2,5 volumenes de etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se

resuspendio en 50ul de TE.

6.24.2 Mapeo de los sitios de resistencia de la MNasa por marcaje

indirecto de extremos (indirect end-labeling).

Las muestras de DNA desnudo y cromatina con los grados de digestion
adecuados se cortaron con distintas enzima de restriccion.

En el caso de los transformantes de pSHIV la enzima usada fue EcoRI, y
para los transformantes de pSHIVTARIless se usé Dral.

Las diferentes bandas se resolvieron en un gel de agarosa al1% en TAE, se
transfirieron a una membrana de nylon HybondN+ (Amersham) y se hibridaron

con las sondas adecuadas marcadas por PCR con [0—>*P]dCTP.

6.24.3 Mapeo de nucleosomas por sensibilidad a MNasa

Se llevé a cabo el tratamiento del DNA con MNasa como descrito en el
apartado 6.24.1.

Las muestras de cromatina con los grados de digestion adecuados se
corrieron en un gel de agarosa al1% en TAE, se transfirieron a una membrana
de nylon HybondN+ (Amersham) y se hibridaron con las sondas adecuadas
marcadas por PCR con [a—*?P]dCTP.
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