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1.- Les vigilines i el domini KH

Les vigilines son proteines que es caracteritzen per estar formades gairebé
exclusivament per 14 o 15 dominis KH disposats en tandem (Henkel et al. 1992;
Plenz et al. 1994; Weber et al. 1997). El domini KH no és un domini exclusiu de les
vigilines, sinG que es troba present en moltes altres proteines, tant a organismes
procariotes com a cél-lules eucariotes, indicant un origen ancestral d’aquest domini

en I’evolucio.

En la possible funcionalitat d’aquestes proteines I’estructura del domini KH juga un
paper clau. Les caracteristiques d’aquest, juntament amb les peculiaritats de les

vigilines, seran revisats en aquest apartat.

1.1.- El domini KH

El domini KH rep el seu nom de la identificacié com a un motiu conservat present en
la proteina hnRNP-K (per “K Homology”) (Siomi et al. 1993) i ja préviament, de
forma independent, havia estat identificat com una repeticid present en 14 copies en
la vigilina de pollastre (Henkel et al. 1992).

La identificacio del domini en la proteina hnRNP-K, una proteina que s’havia vist
que podia unir RNA (Matunis et al. 1992) i la presencia d’aquest domini en altres
proteines relacionades amb el metabolisme del RNA va portar a suggerir que es
tractava d’un domini implicat en la unié de RNA (Siomi et al. 1993). Posteriorment,
també es va associar aquest domini a la unié de DNA de cadena senzilla (Takimoto
et al. 1993; Dejgaard and Leffers 1996), essent, per tant, definit com un domini

capac d’unir acids nucleics de cadena senzilla.

1.1.1.- Estructura i definicio del domini KH

L’estructura tridimensional d’alguns dominis KH ha estat resolta mitjangant RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear) i cristal-lografia de raigs X, tant de diferents

dominis aillats com de dominis units als seus substrats, RNA i ssDNA (Castiglone

29



Morelli et al. 1995; Musco et al. 1996; Musco et al. 1997; Baber et al. 1999; Chen et
al. 1999; Lewis et al. 1999; Jensen et al. 2000; Worbs et al. 2001; Braddock et al.
2002a; Braddock et al. 2002b; Huang et al. 2003). La resolucié de I’estructura
tridimensional d’aquest domini ha portat a diferents revisions de la definicio del

domini en si.

Actualment s’ha proposat la classificacio dels dominis KH en dos tipus diferents
segons els seu plegament: els dominis KH de tipus | o de tipus Il, com s’han
anomenat, es diferencien en el seu plegament i malgrat que presenten una
arquitectura molt similar, la disposicié topologica de les diferents cadenes és
completament diferent en ambdos tipus (Grishin 2001). L’arquitectura que presenten
aquests dominis en I’espai consta de tres cadenes A disposades en forma de fulla A,
que formen una estructura bastant plana sobre la qual s’empaqueten tres helix A,
quedant totes elles en el mateix canto de la fulla A. Els residus hidrofobics de la fulla
A queden tots en la mateixa cara de la fulla A empaquetats contra els residus
hidrofobics de les tres helix A, formant el nucli central hidrofobic del domini
(Castiglone Morelli et al. 1995; Musco et al. 1996; Musco et al. 1997; Grishin 2001)
(figura 1.1)

Els diferents tipus de domini KH comparteixen els motius estructurals AAAA i es
diferencien per la preséncia d’una extensié C-terminal AA en els dominis de tipus | i
per la preséncia d’una extensié N-terminal AA en els dominis de tipus Il, ambdos
necessaris per al plegament de la proteina. Inicialment el domini KH havia estat
descrit en funcio de I’alineament de seqliencia per les regions que componen les
estructures AAAAA del domini KH tipus I (Siomi et al. 1993), pero I’observacié que
el domini descrit originalment no era capa¢ de plegar-se correctament sense la
presencia d’una regié C-terminal, que tenia propensio a formar estructures del tipus
hélix A, i que la preséncia d’aquest domini C-terminal era comu a la majoria de
dominis KH, va portar a la redefinicié del domini anomenant com a dominis maxi-
KH aquells que presentaven I’extensio C-terminal i com a dominis mini-KH aquells
que no la presentaven, assumint que el paper crucial que tenia I’extensié C-terminal
en els dominis maxi-KH per al seu plegament era adoptat per altres regions de la

proteina en els dominis mini-KH (Musco et al. 1996; Musco et al. 1997).
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Posteriorment, la resolucié de I’estructura tridimensional de la proteina ERA (Chen
et al. 1999) i de la proteina ribosomal S3 (Wimberly et al. 2000), que presentaven
dominis KH del tipus Il en ambdos casos (vegeu I’apartat 1.1.2), va puntualitzar que
els dominis mini-KH no només no presentaven I’helix A més C-terminal, siné que
tampoc formava part de la seva estructura la cadena A més C-terminal del domini que
donava lloc a la cadena A central dels dominis maxi-KH (figura I.1A cadena c), i que
aquests motius estructurals eren substituits en aquestes proteines per la preséncia
d’una helix A i d’una cadena A addicionals situats a la part N-terminal del domini.
Els dominis inicialment definits com a maxi-KH i mini-KH han estat anomenats
posteriorment com a dominis de tipus | i dominis de tipus 1, donat que entre ells no

hi ha cap diferéncia de mida que justifiqui els prefixos maxi i mini.

B
A KH tipus | KH tipus I

vigilin

Figura 1.1.- Comparaci6 estructural dels diferents tipus de dominis KH. (A) Els dominis de tipus | presenten un
plegament del tipus AAAAAA amb les cadenes A en disposici6 antiparal-lela amb I’orde Al(a)-A3(c)-A2(b) a
I’espai. (B) Els dominis de tipus Il presenten un plegament del tipus AAAAAA amb una fulla A mixta amb I’ordre
Al(a’)-A2(a)-A3(b) a I’espai. L’extrem N- i C-terminal de les proteines es mostra a la figura. Els elements
estructuralment comuns als dos dominis es mostren amb el mateix color; les cadenes Al(a) i A2(b) del domini de
tipus | que es corresponen amb les cadenes A2(a) i A3(b) del domini de tipus Il es mostren en groc i les hélix
A1(A) i A2(B) del domini de tipus | que es corresponen amb I’hélix A2(A) i A3(B) del domini de tipus Il es
mostren en vermell. Els elements diferencials entre ambdés es mostren en verd en el domini de tipus I, A3(c) i
A3(C) i en blau en el domini de tipus I, AL(A’) i Al(a’). Adaptat de (Grishin 2001).

En ambdds casos es troben conservades les estructures al voltant del consensus
VIGXXGXXI, localitzat en les helix A1 i A2 en els dominis de tipus | (A2 i A3 enels
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dominis de tipus II; hélix A i B en la figura 1.1), aquesta sequiéncia es troba altament
conservada en els dominis KH, essent X qualsevol aminoacid, pero amb preferéncia
per als residus carregats positivament. El tetrapeptid GXXG, dins d’aquest motiu, es
troba situat en el loop que connecta les dues helix A essent, per tant, un motiu la
conservacio del qual no es pot explicar per criteris estructurals. Donada aquesta
conservacio, aixi com I’alta preséncia de residus carregats positivament en aquesta
regid, es va proposar que aquesta regio participava en la interaccié amb els acids
nucleics tal com ha estat confirmat per la resolucié de I’estructura d’aquest dominis
units a RNA i ssDNA (vegeu I’apartat 1.1.3). Una excepcid a aquest alt grau de
conservacio del tetrapeptid GXXG es troba en la proteina Rbfa procariota on aquest
motiu es troba substituit pel motiu AXG molt conservat entre diferents especies en

aquestes proteines (Huang et al. 2003).

Els dominis de tipus I presenten un loop flexible que connecta la cadena A2 amb la
cadena A3; les seqiiencies d’aquests loops no es troben conservades en els diferents
dominis KH, presentant llargues insercions de fins a mes de 50 residus, essent
aquesta la regié que presenta una major variabilitat en els dominis de tipus I. En la
familia de proteines STAR/GSG en aquest loop presenten insercions amb residus
conservats entre els diferents membres de la familia, indicant un possible paper
funcional d’aquesta regio en aquesta familia de proteines (Musco et al. 1996).
Aquesta regid del domini KH de tipus I és sovint referida com el loop variable.

1.1.2.- Proteines amb dominis KH

Encara que només es coneix el plegament exacte d’aquelles proteines de les quals
s’ha determinat I’estructura tridimensional, fins a la data només s’han descrit
proteines que presentin el plegament de tipus | en proteines d’organismes eucariotes i
proteines amb el plegament de tipus Il en proteines d’organismes procariotes (Huang
et al. 2003). Aixi doncs, podem parlar del domini KH de tipus | com el domini KH
eucariota i del domini KH de tipus Il com el domini KH procariota, no obstant
aquesta correlacio encara resta per acabar d’establir a mesura que es resolen més

estructures.
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Entre les proteines procariotes amb dominis KH dels quals s’ha resolt I’estructura i
s’ha comprovat que presenten un plegament del tipus 11 hi ha la proteina ribosomal
S3 que forma part de la subunitat 30S del ribosoma (Wimberly et al. 2000), la
GTPasa ERA (Chen et al. 1999), el factor de transcripcid NusA (Gopal et al. 2001,
Worbs et al. 2001) i la proteina RbfA (Ribosome-binding Factor A) (Huang et al.
2003). En altres proteines procariotes que presenten dominis KH, com per exemple
la ribonucleasa PNP, encara resta per determinar quin és el plegament que adopta la

proteina.

Entre les proteines eucariotes amb domini KH on s’ha determinat I’estructura
tridimensional d’algun del seus dominis KH hi ha les vigilines, de les quals s’ha
determinat I’estructura tridimensional d’un dels 15 dominis presents en la vigilina
humana (Musco et al. 1996); la proteina FMR1 (Musco et al. 1997), la manca o
mutacions de la qual son responsables del Sindrome de Fragil X, una de les malalties
de retard mental més comuna en humans; les proteines NOVA-1 i NOVA-2 (Lewis
et al. 1999), proteines que estan implicades en el desenvolupament de la malaltia
POMA ocasionada per I’aparicié en aquests pacients d’antigens contra les propies
proteines NOVA-1 i NOVA-2; la proteina hnRNP-K, ribonucleoproteina on va ser
per primera vegada descrit el domini KH, de la qual s’ha descrit I’estructura del
domini KH3 aillat (Baber et al. 1999) i unit a sSSDNA (Braddock et al. 2002a); i la
proteina FBP (FUSE Binding protein) de la qual s’ha resolt I’estructura unida al
element FUSE que es troba en forma de DNA de cadena senzilla en el promotor del

gen c-myc (Musco et al. 1996).

S’han descrit moltes més proteines eucariotes amb dominis KH que pels seus
alineaments de sequiéncies son compatibles amb el fet de presentar un plegament del
tipus AAAAAA caracteristic dels dominis de tipus I, com ara la proteina Merl de
Saccharomyces cerevisiae, proteina implicada en la regulacié del splicing
(Nandabalan et al. 1993); la proteina PSI també implicada en la regulacio del
splicing a Drosophila (Siebel et al. 1995); les proteines ACP-1 i ACP-2, implicades
en I’estabilitzacié del mMRNA de la A-globina (Kiledjian et al. 1995); i les proteines
de la familia STAR/GSG, caracteritzades per presentar un domini d’unié a RNA
d’aproximadament 200 aminoacids anomenat STAR que inclou entre altres elements
estructurals un domini KH (Vernet and Artzt 1997). S6n membres de la familia de
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proteines STAR/GSG, entre d’altres, la proteina gld-1 de Caenorhabditis elegans,
una proteina supressora de tumors (Jones and Schedl 1995); la proteina Sam68, una
proteina associada a RNA (Lock et al. 1996); i la proteina Who/How, una proteina
d’unié a RNA implicada en el control de I’activitat muscular (Zaffran et al. 1997).

Malgrat que no s’ha descrit cap proteina d’organismes eucariotes que presenti el
plegament de tipus Il aquest fet no es pot descartar ja que existeixen homolegs a
organismes eucariotes de les proteines ERA i S3, les quals adopten una estructura de

tipus Il en les proteines procariotes.

1.1.3.- Funcions del domini KH

Els dominis KH han estat relacionats amb la unio6 a acids nucleics de cadena senzilla
tant RNA com ssDNA, aixi com també amb la capacitat de les proteines amb

dominis KH de formar dimers.

Les proves de la unié a RNA van des de I’entrecreuament de moléecules de RNA a la
proteina ribosomal S3 (Urlaub et al. 1995), fins a estudis de I’associacio in vivo de
les proteina ACP amb mRNAs (Ji et al. 2003), aixi com moltes altres evidéncies que
associen aquests dominis a la uni6 de RNAs de diferents tipus (Leffers et al. 1995;
Dejgaard and Leffers 1996; Kruse et al. 1996; Dodson and Shapiro 1997; Kanamori
et al. 1998; Lang and Fridovich-Keil 2000; Lee and Schedl 2001; Git and Standart
2002; Irie et al. 2002; Li et al. 2003). També hi ha diferents evidéncies de
I’associacio d’aquests dominis a regions de ssDNA (Duncan et al. 1994; Michelotti
et al. 1996; Tomonaga and Levens 1996; Cortes et al. 1999; Cortes and Azorin 2000;
Liu et al. 2000).

Fins a la data s’han resolt estructures de dominis KH units als seus substrats, tant
RNA com ssDNA, només amb proteines que presenten un domini amb un plegament
de tipus I, no havent-se descrit I’estructura de cap proteina amb el domini de tipus 1l
associada als seus substrats. S’han resolt: I’estructura del domini KH3 de la proteina
NOVA-2 unit a RNA (Lewis et al. 2000) i I’estructura dels dominis KH3 i KH4 de la
proteina FBP (Braddock et al. 2002b) i el domini KH3 de la proteina hnRNP-K units
a ssSDNA (Braddock et al. 2002a). Les dades observades en aquestes estructures

revelen que la superficie d’uni6 a acids nucleics no esta formada solament per la
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fulla A o les cadenes A tal com havia estat proposat (Castiglone Morelli et al. 1995;
Musco et al. 1996; Musco et al. 1997; Baber et al. 1999; Lewis et al. 1999), sin6 que
esta formada per una plataforma hidrofobica constituida per les helix ALi A2 i
I’extrem més C-terminal de la cadena A2 (Lewis et al. 2000); els acids nucleics
quedarien situats en el solc que formen aquestes estructures flanquejats pels dos
loops presents en aquesta estructura, el loop format pel motiu conservat GXXG entre
les helix A1 i A2 i el loop variable entre les cadenes A2 i A3 (figura 1.2). En el centre
del solc quedarien situats residus hidrofobics i en els extrems d’aquest residus
carregats positivament. Comparant les estructures resoltes de dominis units a RNA i
a ssSDNA s’observa que la superficie encarregada d’interaccionar amb els acids
nucleics és la mateixa en ambdds casos, pero amb algunes diferencies significatives:
en el complex de la proteina FBP amb ssDNA s’observen contactes dels acids
nucleics amb I’hélix A2 i I’extrem més amino terminal de la cadena A2 que no
s’observen en el complex entre NOVA-2 i el RNA, on, per contra, si que s’observen
contactes entre el RNA i el loop variable no observats en els complexos amb sSDNA
(Braddock et al. 2002b).

Figura 1.2.- Representacié estructural dels dos complexos presents en el cristall resolt del domini KH3 de la
proteina NOVA-2 unit a RNA. Les cadenes proteiques dels diferents complexos presents en el cristall es mostren
en verd i blau respectivament amb el loop GXXG en groc i el loop variable en vermell en les dues cadenes. La
cadena de RNA es representa en gris amb els nucledtids implicats en la formaci6 dels contactes amb la proteina
acolorits amb diferents colors. Extret de (Lewis et al. 2000)
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Entre els dominis KH de tipus Il s’ha proposat I’existéncia de dos classes diferents
de dominis segons la seva unié a RNA: per una banda el domini de la proteina ERA
presenta una distribucid de carrega superficial similar a I’observada en els dominis
de tipus | en les regions equivalents a la zona d’uni6 a acids nucleics, amb residus
basics situats en la primera hélix A i la segona cadena A dels motius estructurals
AAAA comuns entre els dominis de tipus | i els dominis de tipus Il (hélix A i cadena b
en la figura 1.1), indicant que probablement aquest domini reconeix els acids nucleics
utilitzant la mateixa superficie que la utilitzada pels dominis de tipus I; pero per altra
banda els dominis de les proteines S3, NusA i RbfA presenten una distribucio de
carrega superficial negativa en la mateixa regio, presenten superficies carregades
positivament al voltant de la segona helix A i la segona cadena A de I’element
estructuralment comi AAAA (helix B i cadena b en la figura 1.1), indicant que hi
podria haver dos tipus de dominis KH de tipus Il en funcio de la regi6 utilitzada per

interaccionar amb els acids nucleics (Huang et al. 2003).

El domini KH també sembla estar implicat en I’establiment d’interaccions proteina-
proteina; entre les proteines amb domini KH cada vegada es veuen més exemples de
proteines que formen dimers (Chen et al. 1997; Kim et al. 2000), havent-se observat
que els dominis KH son capacos de formar dimers tant en solucio, observat
mitjangant estudis de RMN (Ramos et al. 2002), com en les estructures cristal-lines
on s’han observat com a dimers (Lewis et al. 1999; Lewis et al. 2000) (figura 1.2) i
que en ambdods casos utilitzen la mateixa superficie per a les interaccions entre els
diferents dominis KH (Ramos et al. 2002). Aquest fet pot jugar un paper clau en la
unié dels acids nucleics per les proteines que presenten més d’un domini KH on la
dimeritzacio pot ésser un factor determinant en la regulacid de I’especificat d’unié de

la proteina a acids nucleics concrets.

1.2.- Les vigilines

1.2.1.- Caracteristiques generals de les vigilines

El domini KH és un domini altament conservat que es troba present en moltes

proteines diferents d’organismes que cobreixen tot el ventall evolutiu existent, essent
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el segon motiu d’uni6 a RNA més abundant després del domini RRM (RNA
Recognition Motif) (Burd and Dreyfuss 1994). Entre les proteines que contenen el
domini KH destaca la presencia d’un nombre important de proteines que contenen
més d’un domini KH en la seva sequéncia, com per exemple les proteines NOVA-1 i
NOVA-2 que presenten 3 copies cadascuna (Lewis et al. 1999) o la proteina
Bicaudal C que presenta 5 dominis diferents (Mahone et al. 1995); alhora, la majoria
de les proteines que presenten dominis KH presenten també altres motius d’unio a
RNA com ara els motius RGG i RNP (Rohwedel et al. 2003). Entre aquestes
proteines amb mes d’un domini KH destaca la preséncia d’un grup de proteines, les
vigilines, que estan formades gairebé exclusivament per un nombre alt (de 14 a 15)
de dominis KH del tipus | disposats I’un al darrera de I’altre de forma consecutiva
quedant només regions curtes als extrems N-terminal i C-terminal que no estan
formant part de cap dominis KH (figura 1.3). Homolegs per a les vigilines han estat
descrits en humans, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, Schizosaccharomyces pombe i Saccharomyces cerevisiae entre d’altres
organismes dels mateixos grups evolutius, perd no han pogut ser trobats en el
genoma d’Arabidopsis thaliana (Lorkovic and Barta 2002), essent, per tant, les
vigilines un grup de proteines que sembla estar conservat en els grups dels fongs i els

metazous.

Les vigilines dels metazous presenten una elevada homologia entre elles amb la
majoria dels dominis KH conservats en totes elles i amb la preséncia d’un loop
variable molt més llarg en el domini 12 que en la resta de dominis, essent aquests
d’entre 6 a 8 aminoacids en la majoria de dominis. Per contra, els dominis KH de les
vigilines de Saccharomyces cerevisiae i de Schizosaccharomyces pombe s6n molt
més heterogenis quant a mida, i en el cas particular de la vigilina de Saccharomyces
cerevisiae, la proteina Scp160, un nombre elevat de dominis estan degenerats (vegeu
I’apartat 1.2.4). Les vigilines deuen el seu nom al motiu VIG conservat que es

localitza en els dominis KH1 i KH3 de la vigilina de pollastre (Schmidt et al. 1992).

Inicialment es van detectar només la preséncia de 14 copies del domini KH
mitjancant I’alineament de sequiencia, pero la resolucié de I’estructura tridimensional
dels dominis KH ha permeés identificar la preséncia d’un quinzé domini degenerat a

I’extrem més N-terminal de la proteina, present en la majoria de membres de la
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familia (Musco et al. 1996; Lewis et al. 1999). Aquesta observacio, a més a mes,
coincidia amb I’organitzacié genomica del gen; en la vigilina humana i de pollastre
s’havia observat que gairebé tots els dominis KH estan codificats per dos exons
cadascun, un que codifica per a la major part del domini i un altre que codifica per a
I’Gltima hélix A del domini (Henkel et al. 1992), aquesta organitzacié genomica es

manté en aquest domini addicional (Kruse et al. 1998b).

A HEFER LT R AT M ET TEYT CEEAT
- e —— ——— —

zirus Ly

I' '-"l 'I'll-l L .|J Lo |

R A W T P G 0 TR W R LRI [ L 51 LT LT o M O Lk P T R W L TR LY
e S8 0 TR T B N T B P TS IR ML 5

R TR T AN R AN T ANT I L I IR T T FLL TR TT. REA T

i i aEgTn ||
Lzuim ..::.:. K Puos 1 K1}

..| |- -_... |. |..

Bl

- e |

A L
FEE L v

¥ i L] i
1 Tl i
(L e £ !\.Illlla Wl B
i o Ky DA N T T R I T PREE I
o UnETr . ol [}

1 [ TEHT - ww i a0 4 e
naffuafiiinr i ioffe Trare )

Figura 1.3.- (A) Seqliéncia aminoacidica de la vigilina de pollastre amb cadascun dels diferents dominis KH
representats en un color diferent. Es mostren subratllats el senyal de localitzacié nuclear (NLS) i el senyal
d’export nuclear (NES). (B) Alineament de seqiiéncia dels diferents dominis de la vigilina de pollastre amb la
corresponent predicci6 d’estructura secundaria a la base. Es mostren en negre els residus que son idéentics i en gris
els que son similars; en ambdos casos es considera que els residus son idéntics o similars quan aquest fet es
manifesta en el 50% o més de les seqiiéncies presents. Alineament adaptat de (Lewis et al. 1999).

Altres motius conservats en totes les vigilines son la preséncia de senyals de
localitzacio nuclear (NLS) i d’export nuclear (NES) en totes les vigilines descrites,
senyals que, no obstant, no es troben molt conservades entre les diferents vigilines;
en les vigilines de ratoli, rata, home i pollastre hi ha una senyal de localitzacié
nuclear entre els dominis KH3 i KH4 que s’ha demostrat que és funcional (Kugler et
al. 1996) (figura 1.3), mentre que en d’altres vigilines s’ha descrit la localitzacio de
senyals de localitzacié nuclear a d’altres regions de la proteina (Rohwedel et al.
2003). També s’ha detectat la preséncia en totes les vigilines de senyals d’export
nuclear que de la mateixa manera que les NLS no es troben en la mateixa posicio a
totes les vigilines descrites, malgrat que en la majoria es localitzen entre el domini

KH10 i KH11 (figura 1.3), excepte en la proteina Scp160 on es localitza a I’extrem
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N-terminal de la proteina (Weber et al. 1997); tot i que s’han trobat senyals d’export
nuclear en totes les vigilines descrites encara no hi ha cap prova experimental que

aquestes seqliencies siguin funcionals (Rohwedel et al. 2003).

1.2.2.- Funcions de les vigilines

La conservacié en un ampli ventall evolutiu d’espécies d’aquesta peculiar estructura
que presenten les vigilines planteja el dubte sobre si la repetitivitat que presenten
aquestes proteines és un factor determinat per la seva funcionalitat, cosa que ha
forgat al manteniment de proteines amb aquesta estructura al llarg de I’evolucié dels
grups d’organismes on es troben presents les vigilines, o de si simplement aquesta
peculiar estructura li confereix a aquestes proteines una elevada flexibilitat funcional
permetent que I’acumulacio de successives mutacions en els diferents dominis KH
provoqui canvis en la funcionalitat de la proteina a causa de canvis en I’especificitat
d’unié a diferents substrats. El fet és que la funcié o funcions que aquestes proteines
puguin estar realitzant a la cel-lula es desconeixen, havent-se proposat diferents
funcions molt dispars a causa d’haver estat identificada de forma independent, en
diferents organismes, per grups treballant en processos molt diferents. Els tres
principals processos a qué s’han associat aquestes proteines son: regulador de la
sintesi protéica com a regulador de la traduccio de forma general a tota la cél-lula
(Kruse et al. 1996; Kruse et al. 1998a; Kruse et al. 1998b; Kruse et al. 2000;
Hilgendorf et al. 2001; Hilgendorf et al. 2003; Schuh et al. 2003), regulador de
mMRNAs especifics (Dodson and Shapiro 1997; Kanamori et al. 1998; Cunningham et
al. 2000; Dodson and Shapiro 2002; Goolsby and Shapiro 2003; Li et al. 2003;
Mendelsohn et al. 2003) i contribucions a la segregacio dels cromosomes en mitosi
(Wintersberger et al. 1995; Cortes et al. 1999; Cortes et al. 2003).

Tal com ja s’ha comentat, les vigilines van ser inicialment aillades en processos molt
dispars; la vigilina de pollastre va ser aillada en un screening per a trobar gens que
fossin expressats de forma diferencial en condrocits, un tipus cel-lular que forma part
del teixit cartilaginds (Schmidt et al. 1992); la vigilina humana es va clonar en
intentar caracteritzar una proteina amb capacitat d’unié a HDLSs, lipoproteines d’alta
densitat, fet pel qual se la va anomenar HBP (HDL Binding Protein) (McKnight et

al. 1992); Scp160 va se clonada de forma fortuita en provar un anticos que havia
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estat realitzat contra una fraccio proteica del llevat (Wintersberger et al. 1995), i ja
préviament s’havia descrit un clon parcial que codificava per part de la proteina,
també aillat per la seva capacitat de reaccionar amb un anticos, en aquest cas fet
contra una proteina que copurificava amb la cromatina (Delahodde et al. 1986); la
vigilina de Xenopus laevis va ser aillada com una proteina que s’unia al mMRNA de la
vitel-logenina i I’estabilitzava (Dodson and Shapiro 1997); i la vigilina de
Drosophila melanogaster, la proteina DDP1, va ser clonada per la seva capacitat
d’unir-se a la cadena rica en pirimidines del dodeca-satél-lit, un satel-lit centromeric

de Drosophila melanogaster (Cortes et al. 1999) (vegeu I’apartat 1.2.3).

A part dels tres processos principals als quals s’han associat aquestes proteines,
esmentats anteriorment, I’aillament com a proteina amb capacitat d’unié a HDL va
portar a proposar que aquesta proteina podia funcionar com a receptor de HDLs
(McKnight et al. 1992). Aquesta hipotesi se sustenta, segons els autors, pel fet que
tant la capacitat d’unir HDLs com I’expressi6 de la vigilina incrementen en presencia
de colesterol en el medi, aixi com per observacions posteriors que anticossos contra
la vigilina eren capacos d’inhibir parcialment la unié de HDLs (Nazih-Sanderson et
al. 1997). No obstant aixo, I’estructura de la proteina, formada Unicament per
dominis d’uni6é a acids nucleics sense cap domini transmembrana ni d’altres
caracteristiques tipiques d’un receptor de membrana, és un fort argument en contra
d’aquesta hipotesi. Tot i que els estudis inicials situaven aquestes proteines a la
membrana citoplasmatica, estudis posteriors semblen indicar que les vigilines no es
localitzen en aquest compartiment cel-lular (Neu-Yilik et al. 1993; Wintersberger et
al. 1995). El fet d’estar regulat pels nivells de colesterol, aixi com que es trobi
sobreexpressat en plaques arteriosclerotiques porten a implicar les vigilines en el
metabolisme dels esterols (Chiu et al. 1997), no obstant aixo, tot i que els nivells de
MRNA de la vigilina incrementen amb el colesterol els nivells de proteina no
semblen estar afectats (Marcil et al. 1999). Donada la manca d’evidéncies que
impliquin les vigilines en aquests processos i la implicacio d’aquestes de forma meés
clara en altres aspectes cel-lulars, aquesta hipotesi sembla estar descartada i avui dia

ningu relaciona les vigilines amb aquests processos.
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Les vigilines com a reguladors generals de la sintesi protéica: Les dades que
recolzen aquesta hipotesi es fonamenten en qué s’observa una major expressio de les
vigilines en cél-lules que produeixen un gran quantitat de proteines, en que
anticossos contra la vigilina sén capacgos d’inhibir la sintesi de proteines en
experiments de traduccié in vitro, i en qué les vigilines es troben formant part de
complexos que contenen tRNA tant en el nucli com en el citoplasma (Kruse et al.
1996; Kruse et al. 1998b). Segons aquests autors, aquests complexos, contenen una
composicio protéica diferencial en els dos compartiments, a jutjar per I’aspecte dels
gels de SDS tenyits en plata dels complexos aillats a partir d’extractes nuclears o
d’extractes citoplasmatics. En ambdos casos forma part del complex el factor
d’elongacio 1A, i en els complexos nuclears es troba, a més a mes, la proteina
exportin-t, identificada com un factor implicat en el transport dels tRNAs del nucli al
citoplasma (Kutay et al. 1998). Segons aquesta hipotesi el paper de les vigilines seria
formar part del complexos implicats en I’exportacio i processament dels tRNAs
contribuint d’aquesta manera a la sintesi proteica general de la cél-lula (Kruse et al.
2000). Aspectes que corroborarien aquesta hipotesi serien la capacitat d’unir tRNAs
de les vigilines, el fet que la injeccid de vigilines estimula I’exportacié de tRNA, que
la injeccié d’anticossos contra les vigilines inhibeix aquesta estimulacio, i que,
segons aquests autors, la injeccio de DNA antisense contra les vigilines és capag de
provocar la disminucio de la sintesi d’altres proteines, mesurat com a la produccid
d’enzims digestius en les cel-lules pancreatiques o la produccié de proteines

estructurals com les citoqueratines en cél-lules en cultiu (Schuh et al. 2003).

Altres autors, no obstant, han descrit que les vigilines presenten una baixa afinitat pel
tRNA (Weber et al. 1997; Kanamori et al. 1998) i que la disminucié dels nivells de
vigilina de la cel-lula mitjangant RNAi (RNA d’interferencia) no provoca cap canvi a

curt termini en els nivells de sintesi protéica mesurats per la incorporacio de *S.

Les vigilines com a reguladors de mRNAs especifics: Aquesta hipotesi neix de la
identificacio de la vigilina de Xenopus com una proteina que s’uneix al mMRNA de la
vitel-logenina estabilitzant-lo (Dodson and Shapiro 1997). La produccio de
vitel-logenina necessaria per a la formacio de I’oocit es produeix en el fetge d’una

forma induida per estrogens; s’ha observat I’acumulacié d’una proteina de forma
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induida per estrogens que s’uneix de forma especifica a una sequiéncia present a la
regio 3’-UTR del mRNA de la vitel-logenina havent-se proposat que aquest fet
estabilitza aquest mMRNA perqué es degradi amb més dificultat i d’aquesta manera
permet una major expressio de la vitel-logenina. Un cop caracteritzada aquesta
proteina, va resultar ser I’homoleg de les vigilines a Xenopus. Estudis posteriors han
permes comprovar aquesta hipotesi in vitro observant-se una proteccio especifica del
MRNA de la vitel-logenina a ser degradat per la ribonucleasa PMR-1 (Cunningham
et al. 2000). Estudis in vitro d’uni6 a mRNAs han permes trobar la seqliéncia a qué
s’uneixen preferentment les vigilines i predir que es podrien unir amb alta afinitat al
MRNA de la distrofina humana cosa que s’ha comprovat in vitro, puntualitzant que
les vigilines podrien unir-se a altres sequéncies especifiques i no només al mMRNA de
la vitel-logenina, no obstant aixo encara no hi ha cap evidencia que les vigilines

s’uneixin in vivo al mRNA de la distrofina (Kanamori et al. 1998).

L associacio a mRNAs especifics també s’ha descrit en el cas de Scp160, on s’ha
identificat aquesta proteina com un dels components que formen part del complexos
que es localitzen als poliribosomes (Lang and Fridovich-Keil 2000); s’han aillat de
forma global els mRNAs que queden retinguts en una columna amb afinitat per
Scpl160 i s’han hibridat contra un microarray que conté tots els ORFs de llevat on
s’han obtingut enriquiments reproduibles per aproximadament un 1% de tots els
MRNASs presents en el llevat, indicant que la unié amb aquests mMRNAs és especifica
(Li et al. 2003). L’associacio a mRNAs especifics en aquest cas no s’associa a un
paper d’estabilitzacid, sind més aviat a un paper en el posicionament i en la regulacié
de la traduccié d’aquests mRNAs especifics (Frey et al. 2001; Li et al. 2003); a favor
de la implicacio d’aquestes proteines en la regulacié de la traduccio, cal destacar que
Scpl60 s’ha trobat formant part de complexos en els poliribosomes que contenen
mRNAs i el factor pabl (polyA binding protein) (vegeu I’apartat 1.2.4), també cal
destacar que tant Scp160 com les vigilines de mamifers s’han trobat associades al
factor d’elongacio 1A (Kruse et al. 1998b; Kruse et al. 2000; Baum et al. 2004) aixi
com el fet que en un screening per trobar gens mutants que siguin letals en
combinaci6 amb la delecié de SCP160 s’ha trobat el gen EAP1 que codifica per una
proteina que, entre altres processos, s’ha vist associada a la regulacio de la traduccio

per la seva capacitat d’unir-se al factor d’elongacié 4E (Mendelsohn et al. 2003).
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En cel-lules de mamifer la deplecié de la vigilina per RNAI és letal de forma rapida
en cel-lules que no estan en un procés de divisio activa, cosa que s’ha suggerit que és
per efectes indirectes que afecten la regulacié d’altres mRNAs, demostrant una
funcio de les vigilines en el metabolisme de mRNAs especifics (Goolsby and
Shapiro 2003).

Contribucio de les vigilines a la segregacio de cromosomes en mitosi: EI mutant
de SCP160 presenta un major contingut de DNA per cel-lula i no és capag de
mantenir la ploidia correcta, cosa que porta al suggeriment que aquesta proteina esta
implicada en la segregacio dels cromosomes durant la mitosi (Wintersberger et al.
1995), aquest fet esta recolzat també per la caracteritzacio de la proteina DDP1 com
a la vigilina de Drosophila. La proteina DDP1 s’associa a I’heterocromatina
pericentromerica de Drosophila (vegeu I’apartat 1.2.3) indicant que part de les
funcions de les vigilines poden tenir Illoc com a element estructural de

I’heterocromatina contribuint a la segregacié cromosomica (Cortes et al. 1999).

Les vigilines també s’han trobat associades amb I’heterocromatina en estudis
ultraestructurals on s’han vist localitzades a la cara interna de la membrana nuclear

associades a les regions heterocromatiques (Klinger and Kruse 1996).

1.2.3.- DDP1 la vigilina de Drosophila melanogaster

La proteina DDP1 va ser aillada per la seva capacitat d’unir-se a la cadena rica en
pirimidines del dodeca-satel-lit, un satél-lit centromeric de Drosophila melanogaster.
El dodeca-satel-lit mostra una marcada asimetria en la distribucié de purines i
pirimidines entre les dues cadenes, essent una cadena rica en purines i I’altra en
pirimidines. Aquests tipus de seqléncies repetitives recorden a les sequéncies
telomeriques i per aixo reben el nom de “telomere-like”, seqiiencies amb aquesta
distribuci6 asimetrica de purines i pirimidines es troben presents en els centromers de
la majoria d’especies, des de Schizosaccharomyces pombe fins a plantes, insectes i
cordats (Fry and Salser 1977; Richards et al. 1991; Abad et al. 1992; Grady et al.
1992; Alfenito and Birchler 1993), la conservacio d’aquest tipus d’estructura pot
reflectir que aquesta asimetria és necessaria per al correcte funcionament de les

seqliencies centromeriques.
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El dodeca-satél-lit, igual que altres seqliéncies repetitives riques en guanina, és capag
de formar estructures alterades in vitro; s’ha observat que la cadena rica en purines és
capa¢c de formar estructures intramoleculars molt estables del tipus forqueta
(hairpin), mentre que la cadena rica en pirimidines queda en forma desestructurada
(Ferrer et al. 1995; Ortiz-Lombardia et al. 1998). No obstant aixo0, I’existéncia
d’aquestes estructures in vivo seria molt desfavorable sense I’existencia de factors
que les estabilitzessin, el manteniment de la cadena rica en pirimidines de forma
desestructurada seria energeticament molt desfavorable a la formacid del daplex de
DNA. L’estabilitzacidé d’aquests tipus d’estructures es podria produir per la preséncia
de proteines que reconeguessin de forma especifica, o bé els hairpins formats per la
cadena rica en purines, o bé la cadena rica en pirimidines de forma desestructurada;
en aquest sentit es va aillar en extractes nuclears de cel-lules SL2 la preséncia d’una
proteina capag¢ d’unir la cadena rica en pirimidines (Ferrer et al. 1995), que un cop
caracteritzada es va veure que corresponia a I’homoleg de les vigilines a Drosophila i
que ha estat anomenat com a DDP1 (Drosophila Dodeca-satellite binding Protein 1)
per la seva capacitat d’unir el dodeca-satel-lit (Cortes et al. 1999). La proteina DDP1
no nomes presenta capacitat d’unid in vitro al dodeca-satél-lit, sin6 que també s’ha
vist que és capa¢ d’unir-se amb alta afinitat i especificitat a la cadena rica en
pirimidines del satél-lit centroméric AAGAG (Cortes and Azorin 2000).

L estructura de DDP1 correspon al descrit per una vigilina tipica dels metazous: amb
la majoria de dominis KH conservats, els dominis KH forga homogenis, amb
excepcio del domini KH12 on es presenta un loop variable molt més llarg que en la
resta de dominis; DDP1 presenta tres possibles senyals de localitzacié nuclear
(Cortes et al. 1999), aixi com una putativa senyal d’export nuclear (Rohwedel et al.
2003). La proteina DDP1 presenta un 46% d’identitat d’aminoacids amb la vigilina

de pollastre i un 47% amb la humana.

La proteina DDP1 s’ha trobat associada en cromosomes politénics en el cromocentre
(Iloc on es localitza I’heterocromatina dels quatre cromosomes de Drosophila), aixi
com en llocs discrets en els bragos eucromatics on s’ha trobat colocalitzant amb la
proteina heterocromatica HP1 (Heterochromatin Protein 1) (figura 1.4) (Cortes et al.
1999) (vegeu I’apartat 2.2). En cromosomes politénics separats s’observa que DDP1
es localitza tant a la regié centromerica del cromosoma 3, on es poden detectar
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seqliencies de dodeca-satel-lit mitjancant hibridacio in situ, com a la regid
centromérica del cromosoma 2, on no es detecta senyal de dodeca-satel-lit, suggerint
que DDP1 no es localitza unicament a les regions on hi ha dodeca-satél-lit, sin6 que
podria estar associada a altres DNAs heterocromatics. A més, consistent amb la
localitzacio a cromosomes politénics a I’heterocromatina, la senyal de DDP1 esdeve
nuclear durant I’embroigenesi de Drosophila al voltant del cicle 13 moment en qué
I’heterocromatina es fa evident i en que s’organitza el cromocentre; en estadis

posteriors DDP1 es localitza associada amb els cromosomes (Cortes et al. 1999).

La proteina DDP1 no només s’ha vist associada mitjancant estudis citologics a
I’heterocromatina, sind que a més a meés s’ha observat que contribueix a les
propietats estructurals i funcionals de I’heterocromatina. Estudis funcionals de la
proteina DDP1 han mostrat que mutants hipomorfs per DDP1 es comporten com un
supressor de PEV (vegeu I’apartat 2.1.1), aixi com que en cromosomes politénics de
larves mutants per DDP1 s’observen menors nivells de HP1 i de metilacié de la
histona H3 en el residu K9, que s6n marcadors de les seqiiencies heterocromatiques
(Huertas et al. resultats no publicats). Aquests resultats reforcen una possible relacio
funcional entre DDP1 i HP1 tal com ja suggerien la colocalitzacié en cromosomes
politénics. Alhora, els mutants per DDP1 presenten problemes en la condensacié i en
la segregacio dels cromosomes reforcant la idea que les vigilines poden tenir un

paper en la segregacié cromosomica.
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Figura 1.4.- Immunolocalitzacions de DDP1 a cromosomes politénics. (A) La proteina DDP1 es localitza al
cromocentre (fletxa grossa) i a altres localitzacions discretes en els bragos eucromatics (fletxa petita). (B)
Colocalitzacié de DDP1 i HP1. Adaptat de (Cortes et al. 2003).

1.2.4.- Scpl60 la vigilina de Saccharomyces cerevisiae

La vigilina de Saccharomyces cerevisiae és la proteina Scp160 que rep el seu nom
per la identificacié com una proteina de 160 kDa implicada en el manteniment de la
ploidia cel-lular (Saccharomyces cerevisiae protein Controling the Ploidy)
(Wintersberger et al. 1995), posteriorment es va veure que corresponia a I’nhomoleg
de les vigilines de Saccharomyces cerevisiae format gairebé tnicament per dominis
KH (Weber et al. 1997). A diferéncia de les vigilines dels metazous, els dominis KH
que formen part de Scpl60 s6n més heterogenis quant a la seva mida i n’hi ha un
nombre molt més ampli que estan degenerats, havent-hi només 7 dominis amb el

motiu GXXG conservat i d’aquests només 2 contenen algun residu basic (arginina o
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lisina) en la part central, cosa que en els dominis KH de les vigilines d’eucariotes

superiors es compleix en la majoria dels casos (figura 1.5)

Inicialment Scp160 es va considerar com a formada Unicament per a 14 dominis KH,
considerant que el domini KH13 contenia una insercio de 61 aminoacids en el loop
variable (Weber et al. 1997), perd mitjancant prediccio d’estructura secundaria es pot
veure que aquest domini és més curt i que en els aminoacids que hi ha des d’aquest
fins a I’4ltim domini podria tractar-se d’un altre domini KH pero molt degenerat (en
blanc en la figura 1.5), essent, per tant, 15 el nombre total de dominis KH presents en
Scpl60.

La vigilina de Schizosaccharomyces pombe de la mateixa manera que Scpl60
presenta una gran heterogeneitat entre els diferents dominis KH, no obstant aixo,
presenta un grau de conservacié molt més alt dels dominis KH que no pas Scp160.
En cap de les vigilines hi ha cap prova experimental de la diferent capacitat d’unio a
acids nucleics entre els diferents dominis KH, pero, almenys a priori per I’alineament
de sequéncia, Scp160 mostra una major degeneracio dels motius d’unid a acids
nucleics i un menor nombre de dominis efectius, si aix0 té o0 no alguna incidéncia en
la seva funcio es desconeix, ja que com s’ha esmentat amb anterioritat no es coneix

si aquesta peculiar estructura de les vigilines és determinant per a la seva funcio.

Scpl160 ha estat localitzada mitjancant immunolocalitzacions i fusions amb GFP amb
una localitzacio perinuclear i amb un patré similar al de proteines que es troben en el
reticle endoplasmatic (Wintersberger et al. 1995; Frey et al. 2001; Lang et al. 2001);
a nivell bioquimic s’ha trobat formant complexos amb altres proteines en els
poliribosomes (Lang and Fridovich-Keil 2000; Frey et al. 2001; Lang et al. 2001), i
amb Gpal la subunitat A d’una proteina G associada a receptors de membrana de la

que s’ha proposat que Scp160 actuaria com a efector de senyal (Guo et al. 2003).
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Figura 1.5.- (A) Esquema de la distribucié dels dominis KH en diferents vigilines; cadascun dels cilindres
representa un domini KH diferent fet amb una mida proporcional a la seva llargada en aminoacids. En diferents
colors es mostra el grau de conservacio dels elements GXXG, en blau fort aquells que presenten les dues glicines
amb almenys un aminoacid basic en posicid central, en blau més fluix aquells als quals els manquen els
aminoacids basics, en gris fluix aquells a que els falta alguna de les dues glicines, en gris fort aquells que
presenten els motius totalment degenerats i en blanc un possible domini addicional a Scp160. (B) Alineament de
sequiencia dels 14 dominis KH de Scp160, sense considerar el possible domini addicional, el codi de colors es
correspon a I’utilitzat en la figura 1.3. Alineament adaptat de (Lewis et al. 1999).

Estudis funcionals amb mutants scp160 han mostrat que aquestes cel-lules contenen
nivells de DNA per cél-lula més elevat que el de les cél-lules wild type de forma que
es comporten com a pseudohaploides. En creuar les cel-lules mutants amb altres
soques i disseccionar-ne les tétrades resultants no s’obte la relacio 2:2 esperada, fet
que suggereix que les cél-lules mutants no contenen un genoma haploide perfecte,
sind que contenen més cromosomes que els que pertocaria a una cél-lula haploide;
aquest fet ha estat comprovat mitjancant analisi quimica on s’observa que el
contingut de DNA per cel-lula és superior al de les cél-lules wild type. En
experiments de micromanipulacié de cel-lules s’observa que hi ha una proporcio de
mutants que no son capacos de formar colonies, fet que semblaria correlacionar amb
I’observacié microscopica que en algunes divisions una de les cél-lules de la parella

mare-filla no conté DNA (Wintersberger et al. 1995).

Formant part dels poliribosomes s’ha trobat associada amb les proteines Pabl, Bfrl,
Ascl i amb el factor d’elongacio 1A. La proteina Pab1(PolyA binding protein) és un
component conegut del poliribosomes (Sachs 1990); la proteina Bfrl (Brefeldin-A
resistsance) va ser identificada en un screening de supressors de la letalitat induida
per la droga Brefeldin-A, aquesta proteina ha estat associada amb Bbpl, un
component del SPB (Spindle Pole Body) (Xue et al. 1996); Ascl és una proteina que

48



també ha estat implicada en processos de regulacié de mMRNAs especifics (Shor et al.
2003). Ascl s’ha proposat que forma part integral dels ribosomes actuant com una
plataforma d’unié de Scp160 a aquests (Baum et al. 2004). Simultaniament, estudis
genetics han permes identificar una relacié funcional de Scp160 amb Eapl la qual, a
més a més d’estar associat al factor d’elongacié 4E (vegeu I’apartat 1.2.2), també
s’ha relacionat genéticament amb NDC1, gen requerit per a la duplicacio del SPB
(Chial et al. 2000).

Finalment, a Scp160 se li ha proposat una nova funci6 totalment diferent a la resta de
funcions proposades per a les vigilines, la d’efector de la senyal de la proteina Gpal,
la subunitat A d’una proteina G associada a receptors de membrana, aquesta hipotesi
es basa en la capacitat d’aquestes dues proteines d’interaccionar aixi com en la
manca de transduccié de senyal induit per Gpal en un fons scp160 i en la capacitat
de Scp160 de recuperar aquest defecte (Guo et al. 2003).
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2.- L’heterocromatina i les seqliencies telomeriques

2.1.- Caracteristiques generals de I’heterocromatina

Com a heterocromatina classicament es consideren aquelles regions que es mantenen
condensades al llarg de tot el cicle cel-lular, a diferéncia de I’eucromatina que pateix
cicles de condensacié i descondensacié a mesura que les cél-lules entren o surten de
la mitosi respectivament. Les regions heterocromatiques van ser descrites inicialment
en els eucariotes superiors mitjangant criteris citologics ja en els anys 20; no obstant
aixo, el descobriment que les regions heterocromatiques estan associades a la
inactivacio dels gens situats en aquestes regions, i que regions silenciades que no son
visibles citologicament presents en organismes com ara Saccharomyces cerevisiae
requereixen una estructura especial de la cromatina (Kayne et al. 1988) va posar en
evidéncia que aquestes regions malgrat que no mostren indicis citologics de
condensacio podrien ser considerades funcionalment equivalents a I’heterocromatina
dels eucariotes superiors (Hecht et al. 1995), ampliant aixi el concepte de

I’heterocromatina.

Conve destacar la diferencia que classicament hi ha entre els conceptes de repressio i
silenciament. Per repressio génica s’entenen normalment processos que actuen a
nivell d’una seqiiencia o d’un promotor concrets actuant només de forma local, per
contra, el silenciament s’associa a grans regions de DNA actuant de forma regional.
Una altra propietat de les regions silenciades envers la repressio és la seva
persisténcia a través de la mitosi i de la meiosi donant lloc al fenomen de I’epigénesi.
No obstant aix0, a mesura que es coneixen mes els mecanismes moleculars implicats
en la formacio del silenciament és mes evident que ambdds processos, silenciament i
repressio, estan més intimament relacionats del que inicialment es creia, amb
exemples de gens eucromatics reprimits mitjancant la formacio de petites illes
d’heterocromatina (Fahrner and Baylin 2003; Schramke and Allshire 2003) o amb
processos de repressio a llarga distancia que actuen per mecanismes similars als

implicats en la formacio de I’heterocromatina (Courey and Jia 2001).
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El coneixement dels mecanismes implicats en la formacid de I’heterocromatina ha
avancat molt en els darrers anys. Un fet a destacar és que tot i la manca de
conservacio de les proteines implicades en la formacié de I’heterocromatina en les
diverses especies estudiades, els mecanismes moleculars subjacents en tots els casos
semblen ser molt similars (Moazed 2001) (vegeu l’apartat 2.2); de la mateixa
manera, troballes recents en aquest camp han obert tot un nou mén de possibilitats
com destaca el fet que la implicacié dels siRNAs (small interfering RNAS) en la
formacio de I’heterocromatina hagi estat qualificat per la revista Science com el
“Breakdown of the year” de I’any 2002 (Couzin 2002).

2.1.1.- Composicié Molecular de I’heterocromatina

No es coneix amb exactitud la composicido molecular de I’heterocromatina, pero
avangos recents en aquest camp han permes entreveure un panorama en que les
modificacions covalents de les histones jugarien un paper essencial en la formacié de

I’heterocromatina.

Modificacions posttraduccionals de les histones: A les cel-lules eucariotes el DNA
no es troba aillat sind que juntament amb les histones i d’altres proteines
cromosomals es troba formant part de la cromatina, la unitat repetitiva basica de la
qual n’és el nucleosoma (Kornberg 1974). El nucleosoma esta format per dues copies
de cadascuna de les histones que en formen part: H2A, H2B, H3 i H4 disposades en
forma d’un tetramer central format per dues copies de les histones H3 i H4
flanquejats per dos heterodimers formats per H2A i H2B; enrotllats al voltant
d’aquest octamer d’histones hi ha 146 pb de DNA. Els nucleosomes estan disposats
en la fibra de cromatina deixant seqliencies de DNA entre un nucleosoma i el seguent
que reben el nom de DNA linker. A la vegada, la fibra de cromatina esta
empaquetada en estructures d’ordre superior com ara la fibra de 30 nm de diametre
que es forma amb la participacio de la histona H1 o histona linker. Les histones que
formen part del “core del nucleosoma”, com s’anomena al complex entre I’octamer
d’histones i el DNA al voltant seu, presenten cadascuna d’elles un domini globular
amb un plegament similar, el histone fold (que esta implicat en la interaccié del DNA

amb les histones aixi com en la dimeritzacio de les histones), i de 15 a 30 residus en
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els extrems amino terminal que estan deestructurats que formen el que s’anomena
com a les *“cues amino terminals de les histones” (Kornberg and Lorch 1999). Les
cues de les histones no son necessaries per a la formacid del nucleosoma, pero si per
les interaccions entre nucleosomes (Luger et al. 1997) i per a la formacié de

I’heterocromatina (Kayne et al. 1988).

Les regions heterocromatiques presenten una estructura peculiar de la cromatina tal
com demostra el seu alt grau de compactacid: les regions heterocromatiques
presenten inaccessibilitat als enzims de restriccié (Wallrath and Elgin 1995), a altres
nucleases com la DNAsa | (Kerem et al. 1984), i a altres enzims com ara
metiltransferases de DNA procariotes (Singh and Klar 1992). Aquestes dades
suggereixen que les seqiiéncies heterocromatiques presenten nucleosomes amb un
espaiament regular en grans regions de DNA, amb una major proporcié de DNA que
esta formant part del core nucleosomal que no pas del DNA linker, a diferencia de
les regions eucromatiques on hi ha una disposicié més irregular dels nucleosomes

amb llocs sensibles a la DNAsa |.

Les cues de les histones son objectes d’una gran varietat de modificacions
posttraduccionals alguna de les quals, com ara I’acetilacid, ja se sap des de fa temps
que afecten a I’estat transcripcional de les seqliencies on es localitzen (Allfrey 1977;
Brownell et al. 1996). Recentment el descobriment del paper jugat per a les diferents
modificacions posttraduccionals en I’establiment d’un estat transcripcionalment actiu
o inactiu (silenciat) de la cromatina, aixi com el paper de moltes proteines implicades
en la regulacio transcripcional o en la formacio de I’heterocromatina en la catalisi o
en el reconeixement d’aquestes modificacions posttraduccionals, ha portat a proposar
I’existencia d’un codi de modificacions posttraduccionals a les cues de les histones,
el “histone code” (figura 1.6). Aquesta hipotesi postula que les diferents
modificacions a les cues de les histones generen una combinacié que serveix com a
marca per al reclutament de diferents proteines o complexos proteics que intervenen
en la regulacié transcripcional o en la formacio de I’heterocromatina, aixi com en
d’altres funcions on esta implicada la cromatina (Strahl and Allis 2000; Jenuwein
and Allis 2001). Segons aquesta hipotesi, les diferents modificacions son
interdependents de manera que les modificacions preexistents afecten les

subseglients modificacions ajudant a formar la combinacié de modificacions que
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defineix un estat transcripcional concret. S’han descrit diferents dominis proteics
capacos de reconeixer modificacions posttraduccionals concrets, entre els quals hi ha
el bromodomain que reconeix especificament lisines acetilades (Dhalluin et al. 1999;
Winston and Allis 1999; Owen et al. 2000), i el cromodomain que és un domini
proteic que ha estat implicat tant en el reconeixement de la lisina 9 metilada de la
histona H3 (MeK9-H3) (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 2001), fet que només
s’ha demostrat per al cromodomini de la proteina HP1, com en la interaccié amb
RNA (Akhtar et al. 2000).
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Figura 1.6.- Modificacions posttraduccionals a les cues de les histones; (A) Residus de les histones H2A, H2B,
H3 i H4 susceptibles de ser modificats per acetilacié (rosa), metilacié (vermell) i fosforilacio (blau). (B) Diferents
combinacions de modificacions posttraduccionals presents en regions actives o inactives del genoma. A destacar
que la lisina 9 de la histona H3 pot ser modificada tant per metilacié com per acetilacié i que aquesta es troba
modificada de forma diferencial en diferents estats transcripcionalment actius de la cromatina. Adaptat de
(Jenuwein and Allis 2001; Zhang and Reinberg 2001).

En la formacio de I’heterocromatina les modificacions que han estat més estudiades
son I’acetilacio i la metilacio. La cromatina acetilada correlaciona amb estats
transcripcionalment actius, mentre que estats inactius correlacionen amb cromatina
hipoacetilada, aixi doncs, en la majoria d’organismes I’heterocromatina esta
associada a histones hipoacetilades (Moazed 2001). A Saccharomyces cerevisiae la
hipoacetilacio de les histones s’ha proposat com un element clau per a la nucleacié
del complex de les proteines SIR, complex implicat en la formacio de la cromatina
silenciada a aquest organisme (vegeu I’apartat 2.3). En altres organismes com ara
Schizosaccharomyces pombe , Drosophila i mamifers, a part de la desacetilacié de
les histones, la metilacio de la lisina 9 de la histona H3 (K9-H3) és essencial per a la

formacio de I’heterocromatina (vegeu I’apartat 2.2).

Sequencies de DNA que formen part de I’heterocromatina: En la majoria
d’espécies les seqliencies heterocromatiques estan associades a seqtiencies de DNA

repetitiu, no obstant aixo, una excepcid important és Saccharomyces cerevisiae, on la
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implicacio de sequéncies especifiques conegudes com a “silenciadors” en I’inici de la
nucleacio de I’heterocromatina és ben coneguda (Brand et al. 1985; Fourel et al.
2002).

Una caracteristica peculiar d’aquests DNASs repetitius és que les seves sequieéncies
estan molt poc conservades al llarg de I’evolucié essent molt diferents fins i tot entre
especies molt properes, puntualitzant que blocs de seqiiéncia que aparentment no
tenen res en comu son tots capacos de portar a la formacié d’heterocromatina. Una
hipotesi per explicar aquesta observacio seria que la repetitivitat en si és la
responsable de la formacié de I’heterocromatina (Wolffe 1998). Aquesta hipotesi es
basa en queé la sola preséncia de diverses repeticions d’un transgen és suficient per a
la formacio d’heterocromatina en aquestes regions, tal com s’ha vist en treballs fets
en diferents especies. S’ha proposat que el mecanisme pel qual les sequéncies
repetitives formen I’heterocromatina pot implicar aparellaments entre aquestes
seqliencies (Dorer and Henikoff 1994), aixi com interaccions DNA-RNA i/o
RNA/RNA (Selker 1999).

Altres hipotesis proposades per explicar la relacié entre les sequéncies repetitives i
I’heterocromatina es basen en el model de Saccharomyces cerevisiae on, a part de les
seqliencies silenciadores, se sap que existeixen altres seqliencies anomenades
protosilenciadors que, a diferencia de les sequiencies silenciadores, per si soles no sén
capaces de nuclear la formacio de I’heterocromatina, perd que cooperen amb les
sequencies silenciadores per a estendre la formacié de I’heterocromatina (Boscheron
et al. 1996; Fourel et al. 1999; Lebrun et al. 2001). En aquest context es proposa que
multiples sequéncies capaces d’actuar com a protosilenciadors sén capaces d’actuar
induint la formacié d’heterocromatina fins i tot en I’abséncia d’un element
silenciador, la repeticio successiva d’un element protosilenciador pot induir a la
formacio d’estructures de cromatina d’ordre superior que permeten a aquests
elements actuar de forma cooperativa en la formacioé de I’heterocromatina, sense que

sigui necessaria la presencia d’un element silenciador (Fourel et al. 2002).

Finalment, pero, la implicacio del RNA en la nucleacid de I’heterocromatina és una
hipotesi que ha pres forga darrerament pel descobriment que a Schizosaccharomyces
pombe la maquinaria del RNAI és necessaria per a la iniciacio de la nucleacio de
I’heterocromatina (Hall et al. 2002; Volpe et al. 2002), fet que també s’ha demostrat
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important a Drosophila (Pal-Bhadra et al. 2004). En tot aquest procés les seqtiencies
repetitives hi juguen un paper fonamental. La implicacié dels RNAs no codificants
en processos relacionats amb la cromatina no és un fet nou. Es coneixen diferents
exemples on se sap de la participacio del RNA en processos relacionats amb la
cromatina, com els mecanismes de compensacié de dosi que, tant a mamifers com a
Drosophila, necessiten de la participacié de RNAs no codificants, tot i que els
mecanismes a que donen lloc aquests RNAs son molt diferents en cadascun
d’aquests dos casos (Park and Kuroda 2001); la implicacié de RNAs no codificants
en el procés d’imprinting a mamifers (Sleutels et al. 2002); i el paper del RNA en el
silenciament en plantes, tant a nivell del silenciament transcripcional (TGS,
transcriptional gene silencing), com a nivell del silenciament posttranscripcional
(PTGS, posttranscriptional gene silencing) (Matzke et al. 2001). A
Schizosaccharomyces pombe s’ha observat que dsRNAs derivats a partir de la
transcripcio de les repeticions centromériques son processats per la maquinaria del
RNAI donant lloc a siRNAs que s’han proposat com els responsables de guiar la
formacié de I’heterocromatina a aquestes regions (Volpe et al. 2002) (vegeu I’apartat
2.2). En aquest model el paper de les seqliéncies repetitives seria el d’actuar com a
focus de generacié de siRNAs de forma que es nuclearien regions heterocromatiques
preferentment en aquestes sequiéncies donada la relativa abundancia de siRNAs
generats a partir d’aquestes regions (Jenuwein 2002). Aquesta hipotesi es veu
reforcada per experiments recents on un dsRNA sintetic és capa¢ de dirigir la
nucleaci6 d’heterocromatina a una sequéncia concreta (Schramke and Allshire 2003),
aixi com I’aillament del complex RITS (RNA-induced initiation of transcriptional
gene silencing) que conté siRNA i es localitza a les regions heterocromatiques
(Ekwall 2004; Verdel et al. 2004) (vegeu I’apartat 2.2). A més a mes, hi ha altres
observacions que impliquen el RNA en la formacié de I’heterocromatina mostrant
que aquest és requerit per a la localitzacio subnuclear de proteines heterocromatiques
com HP1 (Maison et al. 2002; Muchardt et al. 2002).

Una altra caracteristica distintiva de les sequencies de DNA que formen
I’heterocromatina en moltes espécies és la metilacio de les citosines, no obstant,
aquest no sembla ser un element decisiu per a la formaci6 de I’heterocromatina com

indica el fet que algunes espécies com ara Saccharomyces cerevisiae,
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Schizosaccharomyces pombe, Drosophila i Caenorhabditis elegans careixen
completament de metilacié en el DNA. Més que un factor necessari per a la formacid
de I’heterocromatina es creu que la metilacio del DNA és un factor important en
I’estabilitzacié d‘aquestes seqléncies. S’ha proposat I|’existéncia d’una
interdependéncia entre la metilacio del DNA i el “histone code” (Jenuwein and Allis
2001). Recentment s’ha identificat I’existencia de “cromo-metilases” que combinen
un cromodomini amb I’activitat responsable de metilar el DNA (Henikoff and Comai
1998; Bartee et al. 2001; Lindroth et al. 2001), aixi com de proteines capaces d’unir
CpG metilat que contenen alhora un domini SET, implicat en la metilaci6 de les cues
de les histones (Hendrich and Bird 1998; Jenuwein 2001); aquestes proteines
permeten explicar la capacitat d’aquestes senyals de reforcar-se matuament. Alhora,
també s’han descobert connexions entre la metilacié del DNA i la desacetilacio de
les histones; per una banda s’han descrit complexos de proteines amb capacitat
d’unir DNA metilat amb proteines amb activitat HDAC (histone deacetylase), que
actuarien reduint el nivell d’acetilacié de les histones alli on hi ha CpG metilat
(Dobosy and Selker 2001); aixi com també s’han descrit interaccions entre DNMT1 i
HDAC, DNMT1 actua en la forqueta de replicacié mantenint la metilacio a les
citosines durant el procés de replicacié del DNA, aquest procés reforcaria la
desacetilacio de les histones a mesura que es replica el DNA en aquelles sequéncies
on el DNA esta metilat (Robertson et al. 2000; Rountree et al. 2000).

Proteines implicades en la formacio6 de I’heterocromatina: A part de les histones,
que, com ja s’ha explicat amb anterioritat, son un dels elements clau que amb les
modificacions posttraduccionals que presenten regulen la formacio de
I’heterocromatina, hi ha tota una série de proteines que s’han caracteritzat formant
part o implicades en I’establiment de les regions heterocromatiques, moltes de les
quals com ja s’ha comentat amb anterioritat son, o bé proteines que catalitzen les
modificacions de les histones, o bé proteines que reconeixen especificament aquestes

modificacions.

Actualment es coneixen amb un major grau dos processos diferents implicats en la
formacié de I’heterocromatina en organismes models diferents: la formacié de

regions silenciades a Saccharomyces cerevisiae amb un paper molt important dels
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complexos de proteines SIR i el mecanisme basat en HP1/Swi6 i SuVar3-9/Clr4 que
s’han implicat en la formacié de I’heterocromatina a Drosophila,
Schizosaccharomyces pombe i mamifers. Tal com ja s’ha comentat anteriorment,
aquests dos models, malgrat basar-se en grups de proteines molt diferents, utilitzen
mecanismes similars per a la formacié de I’heterocromatina (veure apartat 2.2). La
caracteritzacié d’aquestes proteines com a elements necessaris per a la formacio de
I’heterocromatina ha estat possible gracies als estudis del silenciament induit per la
presencia de regions heterocromatiques, els estudis classics de PEV (position effect
variegation) a Drosophila i mamifers, i els estudis de silenciament en diferents locus

del genoma de Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe.

El fenomen de PEV va ser identificat a Drosophila per la capacitat de
I’heterocromatina de reprimir I’expressié de gens eucromatics quan aquests
accidentalment queden situats a les proximitats de les regions heterocromatiques
(Muller 1930); en aquests casos I’estructura de I’heterocromatina es propaga cap a
les regions eucromatiques i provoca una repressio de I’expressié del gen. Aquest
fenomen es manifesta amb una expressio variegada del gen donat que I’expansié de
I’heterocromatina no es produeix de la mateixa manera en totes les cel-lules sin6 que
varia de forma aleatoria. Un cop establerta, no obstant, aquesta es transmet de forma
epigeneética a les seves descendents, fet que produeix que hi hagi grups de cel-lules
que expressen el gen i d’altres en qué esta completament reprimit. Els estudis de
PEV permeten detectar mutacions que afecten a la formacio de I’heterocromatina, bé
siguin mutacions que disminueixen el grau de silenciament (supressors of PEV), que
corresponen a mutacions de gens que codifiquen per proteines implicades en
I’establiment de I’heterocromatina, o mutacions que augmenten el grau de
silenciament (enhancers of PEV) que codifiquen per a proteines que actuen

disminuint el grau d’heterocromatitzacio.

A Saccharomyces cerevisiae es poden observar fenomens similars als locus silenciats
del mating type (Brand et al. 1985; Schnell and Rine 1986; Mahoney and Broach
1989), als telomers (Gottschling et al. 1990) i al locus del rDNA (Smith and Boeke
1997) (vegeu I’apartat 2.3); i a Schizosaccharomyces pombe als locus centromeérics
(Allshire et al. 1994), als telomers (Nimmo et al. 1994), al locus del mating type
(Lorentz et al. 1992) i al locus del rDNA (Thon and Verhein-Hansen 2000). En tots
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aquests casos s’observa, igual que en el fenomen de PEV, una expressio variegada
dels gens silenciats i que aquesta pot ser alterada per la mutacio de factors en trans

que regulen el silenciament en aquestes regions.

Aquests estudis han permeés identificar moltes proteines implicades en aquests
processos, per algunes de les quals es coneix el seu mecanisme d’accié donant lloc
als dos models esmentats anteriorment. Malgrat aixo encara avui en dia resten moltes
proteines identificades per aquests metodes de les quals se’n desconeix el mecanisme

d’accio.

2.1.2.- Funcions de I’heterocromatina

La natura repetitiva de les regions heterocromatiques, aixi com el fet que la insercio
de diferents elements repetitius en el genoma provoqui la formacio
d’heterocromatina ha portat a suggerir que I’heterocromatitzacié podria actuar com
un mecanisme de defensa de la cél-lula contra DNAs parasits; les cel-lules semblen
haver desenvolupat estratégies per silenciar aquests elements repetitius i impedir aixi
una invasié del genoma (Henikoff 2000; Avramova 2002). L’establiment de les
sequiencies repetitives en forma d’heterocromatina també sembla tenir un paper en
I’estabilitzacio del genoma impedint la recombinaci6 entre les diferents sequiencies
repetitives localitzades en el genoma (Grewal and Klar 1997; Guarente 2000), no
obstant aixo, les regions heterocromatiques no només semblen tenir funcions de

proteccio en el genoma, sin6 que desenvolupen funcions especifiques.

Les seqliencies heterocromatiques, tal com suggereix la seva localitzacié majoritaria
a les regions centromériques i telomeriques, tenen un paper essencial en la funcié
d’aquests dos elements estructurals del cromosoma (Palladino et al. 1993b; Bernard
et al. 2001; Peters et al. 2001; Hall et al. 2003). Al mateix temps, proteines que
intervenen en la formacid de I’heterocromatina no només estan implicades en
funcions estructurals, sind que també intervenen en la regulacié de I’expressié de

gens eucromatics (Hwang et al. 2001).

59



2.2.- Model general de formacio de I’heterocromatina

En els dos models de formacié de I’heterocromatina que es coneixen, les
modificacions posttraduccionals de les histones hi juguen un paper fonamental, tal
com ja s’ha esmentat amb anterioritat. En ambdds casos I’heterocromatina comenga
a formar-se a partir de llocs reguladors concrets, bé siguin les regions silenciadores a
Saccharomyces cerevisiae o sequéncies de DNA repetitiu a Schizosaccharomyces
pombe, Drosophila i mamifers (figura 1.7A). Un cop iniciada la nucleacio de
I’heterocromatina en aquestes regions aquesta s’estén a regions properes per lI’accio

dels complexos silenciadors.
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Figura 1.7.- Model general de formacié de I’heterocromatina. (A) Mecanismes de nucleacié de
I’heterocromatina. A la part superior es presenta el model de Saccharomyces cerevisiae on I’heterocromatina
s’inicia a partir de sequéncies silenciadores concretes, i a la part inferior es presenta el model de
Schizosaccharomyces pombe i la resta d’eucariotes estudiats on les sequéncies de DNA repetitiu son el lloc
d’inici de nucleacid de I’heterocromatina. (B) Procés sequencial d’extensid de I’heterocromatina. Amb una marca
vermella es representen els nucleosomes que han estat modificats per ser reconeguts pels complexos silenciadors,
i amb una marca verda aquells nucleosomes que tenen les modificacions propies de les seqiiéncies eucromatiques.
Adaptat de (Grewal and Moazed 2003).

L’heterocromatina s’inicia en les sequéncies silenciadores o els elements de DNA
repetitiu pel reclutament d’enzims amb activitats capaces de modificar les cues
amino terminals de les histones en aquestes regions; aquests enzims mitjangant la

seva activitat generen llocs d’uni6é que son reconeguts pels complexos silenciadors.

L’expansio de I’heterocromatina es produeix gracies a la preséncia en els complexos
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silenciadors de proteines capaces de reconeixer histones modificades covalentment
juntament amb enzims capacos de catalitzar de nou aquestes modificacions. Aquest
fet permet que es produeixi una expansié de I’heterocromatina mitjancant un procés
ciclic iniciat per la unié dels complexos silenciadors a les histones modificades, i la
subseguient generaci6 de nous llocs d’uni6 per aquest complexos amb la modificacio

de les histones properes (figura 1.7B).

A Saccharomyces cerevisiae la nucleacié de I’heterocromatina s’inicia als elements
silenciadors mitjangant la unié de proteines especifiques com ara Rapl que son les
responsables de reclutar els complexos formats per Sir2/Sir4. Sir2 és un enzim amb
activitat histona desacetilasa capa¢ de generar regions de cromatina amb histones
hipoacetilades, que sén reconegudes especificament per les proteines Sir3 i Sir4,
aquestes oligomeritzen i recluten nous complexos Sir2/Sir4 que creen noves regions

d’histones desacetilades permetent I’extensio de I’heterocromatina (figura 1.8A).

A Schizosaccharomyces pombe el procés de nucleaci6 de I’heterocromatina s’inicia a
partir de seqliencies de DNA repetitiu. En aquestes regions la nucleacio de
I’heterocromatina és produeix mitjancant el mecanisme de RNAI, responsable de
produir siRNAs que s’ha postulat que son els responsables de dirigir la formacio de
I’heterocromatina en aquestes regions. Aquesta hipotesi s’ha vist reforcada per
I"aillament del complex RITS (Verdel et al. 2004) que permet lligar els sSiRNAs
produits pel mecanisme del RNAi amb la formacio de I’heterocromatina, ja que
conte una proteina préviament coneguda amb cromodomini, Chpl de la qual se sap
que s’uneix a les sequéncies centromeriques (Partridge et al. 2002), aixi com Agol,
I’lhomoleg de la proteina Argonauta a Schizosaccharomyces pombe, proteina
responsable d’unir els siRNAs i dirigir la seva especificitat a mMRNAS concrets en el
complex RISC (RNA- induced silencing complex) en el mecanisme de silenciament
posttranscripcional (PTGS) (Hannon 2002). Es postula que el complex RITS
realitzaria una funcio6 analoga a la realitzada pel complex RISC en el PTGS utilitzant
els siRNAs per reconéixer i unir les regions concretes on s’inicia la formacio de

I’heterocromatina.

61



La presencia en el complex RITS de Chpl que conté un cromodomini s’ha proposat
que estabilitza la uni6 del complex a les regions heterocromatiques. No es coneix
pero encara com la metilacio del residu K9-H3 mitjancant la proteina Clr4 és dirigida
a les regions heterocromatiques. La propia proteina Clr4 podria jugar un paper molt
important en guiar la formacio de I’heterocromatina (Jenuwein 2002), Clr4 conté un
cromodomini i un domini SET (domini responsable de catalitzar I’addicié del grup
metil al residu K9-H3). EI seu cromodomini és indispensable per a la metilacié del
residu K9-H3 en el procés de nucleacié de I’heterocromatina (Nakayama et al.
2001). Aquest fet permet proposar un model en qué els siRNA interaccionarien amb
aquesta proteina a través del seu cromodomini (que com s’ha esmentat anteriorment
s’ha vist que és capa¢ d’unir RNA a més a més de reconeixer el residu MeK9-H3),
portant-la als llocs de nucleacié de I’heterocromatina, on Clr4 iniciaria la metilacio

del residu K9-H3 mitjangant el seu domini SET.
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Figura 1.8.- Models de formacié de I’heterocromatina a Saccharomyces cerevisiae (A) i Schizosaccharomyces
pombe (B). En ambdds casos el procés és molt similar amb I’extensié de I’heterocromatina gracies a I’acoblament
de proteines d’uni6 a histones modificades (Sir4 i Swi6 respectivament) amb els enzims responsables de la
catalisi d’aquestes modificacions posttraduccionals de les histones (Sir2 i Clr4 respectivament). En aquesta figura
també s’aprecien els diferents métodes de nucleacié de I’heterocromatina esmentats en la figura 1.7. Extret de
(Moazed 2001).

Aquest reclutament inicial pels siRNAs genera el codi de modificacions
posttraduccionals de les histones que és reconegut pels complexos silenciadors
responsables de I’extensio de I’heterocromatina (Hall et al. 2002). Concretament la
metilacio del residu K9-H3 és capac de crear un lloc d’unié de HP1/Swi6 (Bannister

et al. 2001; Lachner et al. 2001), un cop aquest s’ha unit a la cromatina és capag de
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crear nous llocs d’uni6 dels complexos de silenciament mitjancant la seva interaccid
amb enzims responsables de les modificacions posttraduccionals. HP1 s’ha vist que
és capa¢ de formar complexos amb Suvar3-9, I’homoleg de Cird en mamifers
(Aagaard et al. 1999), aquesta interaccié implicaria la creacié de noves regions amb
el residu K9-H3 metilat generant nous llocs d’unié per HP1/Swi6, d’aquesta manera
es pot explicar I’extensié de I’heterocromatina mitjangant cicles successius de

modificacid-unio a histones modificades (figura 1.8B).

Segons aquest model, les regions heterocromatiques serien nucleades a partir de llocs
concrets i un cop nucleades serien capaces d’estendre cap a les regions properes
produint un silenciament dels gens situats en aquestes regions. Aquest model
requereix que hi hagi elements que protegeixin les regions eucromatiques d’aquesta
expansio de I’heterocromatina; en aquest sentit s’han aillat regions anomenades
“boundary elements” que son els encarregats d’establir els limits entre les regions
heterocromatiques i les regions eucromatiques (figura 1.7). S’han descrit regions
concretes que actuen com a “boundary elements” en els locus del mating type de
Saccharomyces cerevisiae i de Schizosaccharomyces pombe (Noma et al. 2001,
Dhillon and Kamakaka 2002). Aquestes regions separen diferents dominis de
cromatina amb diferents modificacions posttraduccionals de les histones impedint
aixi I’extensio de I’heterocromatina. En aquest elements hi estarien implicats:
complexos amb activitat remodeladora de la cromatina que amb la seva activitat
impedirien la unid dels complexos silenciadors impedint I’avanc¢ de
I’heterocromatina; llocs d’unié de factors que modifiquen covalentment les histones
que amb la seva activitat impedirien la modificacio de les histones d’aquella regié
amb les marques propies de I’heterocromatina afegint altres marques antagonistes
que impedirien la uni6 dels complexos silenciadors; i alhora també s’ha vist que hi
podria haver proteines que actuessin com a barreres per si soles, per exemple a
Saccharomyces cerevisiae s’ha descrit la preséncia en les regions boundary de
nucleosomes amb una variant d’histona concreta, la H2A.Z, que actuaria impedint
I’avang de I’heterocromatina (Meneghini et al. 2003). Una altra idea és que els
diferents “boundary elements” podrien interaccionar entre ells o amb elements de
I’estructura nuclear definint diferents compartiments en el nucli (Labrador and
Corces 2002).
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A Schizosaccharomyces pombe, a part de la metilacio de la lisina 9 de la histona H3,
la desacetilacid de les histones és també un factor important en la formacio de
I”heterocromatina. Mutacions en HDACs, o I’Us d’inhibidors d’aquestes, provoca
pérdues en els nivells de silenciament. Sir2, una proteina amb activitat histona
desacetilasa (vegeu I’apartat 2.3), és I’Gnic membre dels complexos de proteines SIR
de Saccharomyces cerevisiae que té un homoleg a la resta d’eucariotes estudiats. No
es coneix, pero, si en aquests organismes hi ha un grup de proteines que actui com el
complex de proteines SIR reconeixent especificament les histones hipoacetilades en
el procés de nucleacio de I’heterocromatina, o de si la pérdua del grup acetil és
nomeés un pas necessari per a qué pugui tenir lloc la metilacié del residu K9-H3
(Shankaranarayana et al. 2003).

A Saccharomyces cerevisiae, a part del paper central de la desacetilacié de les
histones com a marca que és reconeguda per les proteines SIR per establir I’estat
silenciat, la metilacio també sembla jugar un paper en aquest proces; la histona
metiltransferasa Setl és capac de metilar la lisina 4 de la histona H3 (K4-H3), la
delecié d’aquest gen ddna lloc a defectes de silenciament en el locus del rDNA, el
locus del mating type i en els telomers (Nislow et al. 1997; Briggs et al. 2001;
Krogan et al. 2002) suggerint que la metilacio del residu K4-H3 és necessaria per al
silenciament. No obstant aixo I’observacidé que regions heterocromatiques estan
hipometilades en el residu K4-H3 a Saccharomyces cerevisiae (Bernstein et al.
2002), aixi com que regions transcripcionalment actives presenten metilacié en
aquest residu, tant a Saccharomyces cerevisiae (Santos-Rosa et al. 2002) com a
d’altres organismes models (Litt et al. 2001; Noma et al. 2001), permet explicar
aquest efecte de la mutacio de Setl com un efecte indirecte ocasionat per la
mobilitzacié de les proteines SIR a altres regions genoma. Les proteines SIR
s’uneixen preferentment a regions hipometilades i, per tant, la mutacié de Setl
provocaria la unio de les proteines SIR a llocs inespecifics disminuint el seu efecte
en les seqliencies heterocromatiques. A part de la metilacio de la lisina 4 , la
metilacid de la lisina 79 de la histona H3 també sembla jugar un paper similar al de
la metilacié de la lisina 4, en aquest cas també es proposa que les regions

heterocromatiques estarien hipometilades en la lisina 79 (Lacoste et al. 2002; Ng et
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al. 2002; van Leeuwen et al. 2002). Aquest residu, no obstant, no es troba situat en

les cues de les histones sind en el domini globular.

2.3.- L’heterocromatina a Saccharomyces cerevisiae

L’heterocromatina de Saccharomyces cerevisiae, com ja s’ha anat explicant al llarg
del capitol, presenta una serie de diferéncies forca significatives amb
I’heterocromatina de la resta d’eucariotes estudiats. Les regions heterocromatiques
en aquest organisme han estat les primeres de les quals s’ha pogut disposar d’un
model molecular de la formaci6 de I’heterocromatina (Grunstein 1997), donat el fet
de ser un organisme unicel-lular menys complex i de disposar d’un ampli ventall

d’eines que permeten estudiar aquests processos.

Saccharomyces cerevisiae presenta heterocromatina als locus silenciats del mating
type, al locus del rDNA i a les regions telomériques, definit com a la presencia en
aquestes regions d’una estructura cromatinica especial caracteritzada per una menor
accessibilitat de diferents agents a aquestes sequiéncies i per la seva capacitat de
silenciar gens marcadors situats en aquesta regio. En aquest organisme les estructures
heterocromatiques no son visibles citogenéticament donada la seva reduida mida,
pero, igual que en eucariotes superiors, aquestes regions es localitzen a les regions

perifériques del nucli.

En aquest organisme model I’heterocromatina presenta diferencies tant a nivell de les
sequiencies de DNA que formen aquestes regions com a nivell de les proteines
implicades en la seva formacio. De igual forma que en la resta d’eucariotes estudiats,
en aquest procés hi juguen un paper clau les modificacions posttraduccionals de les
histones, pero en aquest cas la metilacio de la lisina 9 de la histona H3 no té un paper
essencial com ocorre en la resta d’eucariotes. A nivell de les sequéncies de DNA
implicades en la nucleacié de I’heterocromatina es coneix I’existéncia de regions
reguladores concretes, els silenciadors, que juguen un paper en el silenciament al
locus del mating type i en els telomers, pero no en el locus del rDNA. Aquestes
seqliencies actuen iniciant la nucleacié de I’heterocromatina reclutant factors
especifics. Aquest sistema és completament diferent al de la resta d’eucariotes on
s’ha proposat la participacio dels mecanismes de RNAI en el procés de la nucleacid
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(vegeu els apartats 2.1 i 2.2). Convé destacar que Saccharomyces cerevisiae no
sembla tenir cap homoleg de les proteines implicades en la via del RNAI en altres

organismes.

De les diferents regions silenciades presents al genoma de Saccharomyces cerevisiae,
el silenciament a les regions telomeriques i al locus del mating type comparteixen
moltes caracteristiques comunes, mentre que el silenciament al locus del rDNA
sembla funcionar mitjangant un mecanisme diferent als dos esmentat anteriorment.
Aixi com el mecanisme de silenciament als telomers i al locus del mating type és
forca conegut, el mecanisme de silenciament del locus del rDNA encara no es coneix

totalment.

2.3.1.- Silenciament a les sequiéncies telomeriques i al locus del
mating type

Gens inserits en les proximitats de les regions telomeériques es veuen subjectes a un
silenciament per la formacio de regions heterocromatiques presents en aquestes
regions, fenomen conegut com a “Telomer Position Effect” (TPE). S’observa un
fenomen similar en els locus silenciats del mating type.

A Saccharomyces cerevisiae les cél-lules haploides només expressen un dels dos
tipus d’aparellament existents, el tipus a o el tipus A. Aquest fet és determinat per
I’al-lel que es troba en el locus MAT; els diferents al-lels possibles MATa 0 MATA
codifiquen per a proteines reguladores que controlen I’expressié d’altres gens
responsables de les diferencies entre els dos tipus d’aparellament. A part del locus
MAT totes les soques tenen copies silenciades de cadascun dels dos tipus
d’aparellament en els locus HML i HMR situats prop dels telomers del mateix
cromosoma on es localitza el locus MAT. En la majoria de les soques HML conté una
copia criptica del gen MATA i HMR una copia criptica del gen MATa. Les soques
homotaliques son capaces de canviar el tipus d’aparellament per un mecanisme
similar a la conversié génica, no obstant la majoria de soques de laboratori no tenen
aquesta capacitat, pero encara retenen les copies silenciades dels diferents tipus
d’aparellament (figura 1.9)
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Figura 1.9.- Esquema del locus del mating type en el cromosoma Ill de Saccharomyces cerevisiae. A part del
locus MAT en el cromosoma |11 de llevat es troben les copies HML i HMR que estan en mantingudes en forma
heterocromatica per la preséncia en cadascuna d’aquestes regions de dos elements silenciadors flanquejants:
HML-E (E,) i HML-I (1)) en el cas del locus HML i HMR-E (ER) i HMR-I (l;) en el locus HMR. L’expressié de
I’endonucleasa HO genera un trencament de la cadena de DNA que permet el canvi del tipus d’aparellament
mitjancant conversié genica. Adaptat de (Haber 1998).

En aquestes dues regions s’ha caracteritzat les sequéncies silenciadores que actuen
reclutant els factors que inicien la nucleacio de I’heterocromatina, aixi com les
proteines que s’hi uneixen. Cadascun dels dos locus del mating type estan flanquejats
per dos elements silenciadors coneguts com els elements E i | (figura 1.9). En
aquestes sequiencies hi ha llocs d’unié per a les proteines ORC (Origin Recognition
Complex), Rapl i Abfl. Les proteines Rapl i Abfl havien estat caracteritzades
previament com a factors de transcripcié (Planta et al. 1995) i ORC es localitza als
origens de replicacié i és essencial per a la iniciacié de la replicacio del DNA (Bell
and Dutta 2002). A les regions telomeriques les repeticions telomerics funcionen
com a silenciadors reclutant Rapl (Cockell et al. 1995; Hecht et al. 1996), en la
nucleacio de I’heterocromatina en aquestes regions actuen també altres proteines
com I’heterodimer Ku (figura 1.8A) caracteritzat anteriorment per la seva implicacié
en el procés de reparacio de trencaments de doble cadena en el DNA (Milne et al.
1996) .

Les proteines SIR (Silent Information Regulator) van ser identificades per mutacions

que activaven I’expressié dels locus HMR i HML (lvy et al. 1986; Rine and
Herskowitz 1987) :

 Sirl: Es una proteina necessaria per I’establiment del silenciament, pero no

sembla ser necessaria en el manteniment d’aquest tal com demostra el fet que

en els mutants sirl hi hagi cél-lules que es mantenen reprimides mentre que

d’altres estan desreprimides (Pillus and Rine 1989). Sirl sembla estar

implicat en promoure I’establiment de I’heterocromatina; aquesta proteina és
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reclutada als elements silenciadors mitjancant interaccions amb Rap1l i alli
intervé en el reclutament d’altres proteines com ara el complex Sir2/Sir4. Sirl
inicialment es creia que només era necessari en els locus HMR i HML i no en
els telomers, pero la majoria d’estudis de silenciament telomeric son fets
utilitzant telomers artificials que no tenen seqiiencies subtelomeriques, i Sirl
si que sembla ser necessari en I’establiment del silenciament a telomers
naturals de Saccharomyces cerevisiae (Pryde and Louis 1999).

e Sir2: Sir2 és una proteina amb activitat histona desacetilasa (Imai et al.
2000). S’ha vist que esta formant un complex amb Sir4 que és I’encarregada
de portar-la a les regions heterocromatiques (Moazed et al. 1997). Sir2
desacetila preferentment la lisina 16 de la histona H4 in vivo, que s’ha vist
com el residu més important per I’establiment de I’heterocromatina a
Saccharomyces cerevisiae (veure més endavant).

e Sir3: La proteina Sir3 no sembla tenir cap activitat enzimatica, pero juga un
paper estructural essencial en I’establiment de I’heterocromatina. Sir3, igual
que Sir4, s’uneix als nucleosomes amb molta més afinitat quan aquests estan
hipoacetilats. Aquesta proteina a part d’interaccionar amb les cues de les
histones és capac d’interaccionar amb Rap1, Abfl i Sir4.

e Sir4: Igual que Sir3, Sir4 no té cap activitat enzimatica i exerceix la seva
funcié com a element estructural de I’heterocromatina. Tal com ja s’ha
comentat és la responsable de portar Sir2 a les regions heterocromatiques.
Sird a més a més de ser requerida per a la localitzacié de Sir2 també sembla

ser necessaria per a la localitzacio de Sir3 (Luo et al. 2002).

Sir2 desacetila preferentment la lisina 16 de la histona H4, no obstant aix0, s’ha
observat que la unio de les proteines SIR és més eficient si totes les lisines estan
desacetilades; in vivo pero la lisina 16 de la histona H4 és la que presenta els majors
nivells d’acetilacié al conjunt de nucleosomes de la cel-lula (Clarke et al. 1993;
Smith et al. 2002). Aquesta observacié concorda amb el paper que s’ha proposat per
a la proteina Sas2 com a barrera a I’expansié de I’heterocromatina. Sas2 és un enzim
amb activitat acetiltransferasa que acetila preferentment la lisina 16 de la histona H4

(Kimura et al. 2002; Suka et al. 2002). Un altre factor important per a la unio de les
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proteines SIR, com ja s’ha esmentat anteriorment, és la manca de residus metilats en

les histones que formen aquests nucleosomes (vegeu I’apartat 2.2).

En les regions telomériques Rapl, a més d’unir les proteines SIR responsables de la
nucleacio de I’heterocromatina, s’uneix a les proteines Rifl i Rif2 (Rapl-interacting
factor). Aquestes proteines han estat identificades per la seva capacitat
d’interaccionar amb I’extrem C-terminal de Rap1l en assaigs de dos hibrids (Hardy et
al. 1992; Wotton and Shore 1997). La delecié del gens RIF1 i RIF2 ddna lloc a un
allargament de les sequiéncies telomeériques, fenotip que es veu molt agreujat en la
doble mutacié rifl rif2 (Wotton and Shore 1997). Segons el model proposat les
molécules de Rapl unides a la part més centromer proximal de les sequéncies
telomeriques, on comencen a trobar-se els primers nucleosomes, interaccionen
principalment amb les proteines SIR en el procés de nucleacio de I’heterocromatina,
mentre que les molécules de Rapl més telomer proximal estarien principalment
implicades en el procés de regulacio de la llargada de les seqiiencies telomeériques
mitjancant la seva interaccio amb Rifl i Rif2 (Marcand et al. 1997). Les proteines
Rifl i Rif2 a més d’estar implicades en el manteniment de la llargada de les
sequeéncies telomeriques afecten al procés de nucleacid de I’heterocromatina per la

seva capacitat de competir amb les proteines SIR per la unié a Rapl.

2.3.2.- Silenciament al locus del rDNA

Els gens que codifiquen per als rDNAs es troben disposats en tandem repetits entre
unes 100 i 200 vegades (Petes and Botstein 1977). Aquests gens son activament
expressats per la RNA polimerasa I, no obstant quan gens transcrits per la RNA
polimerasa Il s6n inserits en aquestes regions aquests s’expressen en un menor grau.
El silenciament a aquests locus requereix de I’accio de Sir2, perd no de cap altre de
les proteines SIR implicades en la formacié de I’heterocromatina en les regions
telomeriques i en el locus del mating type.

Sir2 s’ha trobat formant part d’un complex en aquestes regions, el complex RENT
(regulator of nucleolar silencing and telophase exit) (Straight et al. 1999). Altres
membres d’aquest complex també implicats en I’establiment del silenciament son les
proteines Netl i Cdc14 (Shou et al. 1999; Visintin et al. 1999). Fins a la data tampoc
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s’ha detectat en aquesta regié cap element que actui com a silenciador nucleant la

formacio de I’heterocromatina.

La repressio dels gens transcrits per la RNA polimerasa Il en aquesta regio és, pero,
un fet artificial, ja que en in vivo aquest fet no es produeix. La formacié d’estructures
semblants a I’heterocromatina podria servir en aquestes regions per disminuir la
recombinacio i alhora com un mecanisme per afavorir la transcripcié dels gens

regulats per la RNA polimerasa | envers els gens regulats per la RNA polimerasa I1.

2.4.- Els telomers de Saccharomyces cerevisiae

Les sequéncies telomeriques de Saccharomyces cerevisiae consisteixen en
repeticions TG,,/C, A, d’una longitud de 350+75 pb essent una de les dues cadenes
rica en guanines (cadena G) i I’altra rica en citosines (cadena C). La cadena G forma
en I’extrem del telomer un fragment de DNA de cadena senzilla amb I’extrem 3’
protuberant. La replicacié d’aquestes seqlencies és realitzada per un complex
ribonucleoproteic especific, la telomerasa, que utilitza un motlle de RNA per a la
sintesi de la cadena G, d’aquesta forma evita el problema de la pérdua progressiva de
sequencies telomériques donada la naturalesa del mecanisme de replicacié del DNA.
En els telomers de la majoria d’organismes s’ha trobat que la cadena rica en guanines
s’estén més enlla del final del duplex de DNA formant una extensié en forma de
sSDNA (Wright et al. 1992; Wellinger et al. 1993; Makarov et al. 1997; McElligott
and Wellinger 1997; Wright et al. 1997) a la que s’ha proposat que s’uneixen
proteines especifiques com ara Cdcl3 en el cas de Saccharomyces cerevisiae
(Bourns et al. 1998).

Adjacents a aquestes sequéncies telomeériques hi ha dos grans tipus de sequéncies
subtelomeriques, les repeticions del tipus Y’ i les repeticions del tipus X (Louis
1995). Aquests elements son molt heterogenis amb una elevada variabilitat entre els
diferents telomers i entre els mateixos telomers en soques diferents. Les seqiiéncies
de tipus X es troben presents en tots els telomers de Saccharomyces cerevisiae.
Aquestes presenten diferents elements (STR A, B, C i D; Small Telomere Repeat) i
un element, el “core X”, que és I’Unic que es troba present en tots els telomers i que

presenta una gran homologia entre els diferents telomers. Les seqtiencies de tipus Y’,

70



per contra, nomes es troben en dos tercos dels telomers aproximadament, havent-hi,
per tant, telomers que només tenen seqiiéncies subtelomériques del tipus X
(Telomers X). Aquestes seqliencies es poden trobar en dos formes diferents, els
elements Y’ de 6.7 Kb i els elements Y’ de 5.2 Kb. En aquells telomers on hi ha
elements Y’ aquests es poden trobar en més d’una copia i sempre es localitzen en una
posicid mes telomerica que les seqliencies X del mateix telomer (figura 1.10). En
aquells telomers que tenen seqliencies Y’ poden haver-hi regions de repeticions TG, ,
entre les diferents sequiencies Y’ o entre les sequiencies Y’ i les sequéncies de tipus
X.

El “core X” presenta llocs d’unio per al complex ORC i en la majoria dels casos per
Abfl1, elements que també es troben presents en els elements silenciadors dels locus
HML i HMR. En les sequéncies de tipus Y’ també hi ha llocs d’unié per ORC aixi
com dues ORFs internes que s’expressen durant la meiosi (Burns et al. 1994; Louis
1995). Estudis de silenciament en aquestes seqiiéncies demostren que alguns dels
elements STRs i I’extrem més proxim al telomer de les sequéncies Y’ sén capacos de
funcionar com a “boundary elements” impedint la propagacio del silenciament,
aquests elements reben el nom de seqtiéncies STAR (SubTelomeric Anti-silencing
Region). No obstant aixo, el silenciament en telomers que contenen aquestes
sequeéncies també ocorre i és capa¢ d’estendre’s més enlla d’aquestes regions gracies
a la presencia de les seqliencies “core X” i de la part més proxima al centromer dels
elements Y’ (on hi ha els llocs d’unié a ORC) que s6n capacos d’actuar com a
protosilenciadors. Aquests elements, com ja s’ha explicat anteriorment, no sén
capacos d’induir per si sols el silenciament, pero ajuden als elements silenciadors a
propagar I’heterocromatina (Fourel et al. 1999; Pryde and Louis 1999). Les
sequéncies subtelomeériques a part de la seva funci6 en el procés de formacid de
I’heterocromatina també s’han implicat en el manteniment de la llargada dels
telomers en aquelles soques amb defectes en el manteniment mediat per la
telomerasa (Kass-Eisler and Greider 2000; Lundblad 2002).
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Figura 1.10.- Esquema de diferents telomers on es representen alineats pel “core X”. Els diferents elements
subtelomerics es mostren a la part més terminal en diferents colors; en vermell el “core X", en verd els elements
STR de les seqiiencies X, en groc els elements Y’ i en blau les repeticions TG, ,. Les ORFs presents en les
regions més subtelomériques a aquestes regions es mostren en la figura. Extret de la pagina web del Dr. Ed J.
Louis (http://www.le.ac.uk/genetics/ejl12/index.html).

Els telomers juguen papers fonamentals en la funcionalitat de la cel-lula, amb
I’establiment d’estructures especifiques que eviten que es produeixi fusions entre
diferents cromosomes que portarien a consequéncies catastrofiques per la cél-lula
amb la formacié de cromosomes dicéntrics. Convé destacar la implicacio en el
metabolisme dels telomers de proteines com I’heterodimer Ku implicat també en la
reparacio dels trencaments de doble cadena (DSB), aixi com el fet que molts dels
constituents que formen la cromatina silenciada en les telomers sén mobilitzats als
punts de trencament quan es produeix un DSB on sembla que exerceixen un paper en
el procés de reparacié del DNA (Martin et al. 1999; Gasser 2000). Els telomers son
tractats per la cél-lula com una forma especialitzada de DSB on s’ha d’evitar que es
posin en marxa els mecanismes de reparacio per evitar que es produeixin fusions
entre diferents telomers. L’heterodimer Ku com ja s’ha explicat anteriorment a part
de regular diferents aspectes del metabolisme teloméric com és el manteniment de la
llargada dels telomers també esta implicat en el procés de nucleacié de

I’heterocromatina.
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Els telomers també semblen jugar un paper essencial en I’arquitectura nuclear
localitzant-se en la periferia del nucli formant diferents focus discrets en la
membrana nuclear. La mutacié d’algunes de les proteines implicades en la formacid
dels telomers, com I’heterodimer Ku, porta a una deslocalitzacié d’aquests focus,
indicant que una de les funcions dels telomers seria la participacié en I’organitzacio

funcional del nucli.
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lll. OBJECTIUS

75






En el nostre laboratori s’ha aillat la proteina DDP1, I’homoleg de les vigilines a
Drosophila melanogaster, com una proteina associada a I’heterocromatina
pericentromerica d’aquest organisme. Donada la conservacié d’aquestes proteines
entre els metazous i els fongs ens hem plantejat la caracteritzaci6 funcional
d’aquestes proteines utilitzant com a organisme model el llevat de gemmacio

Saccharomyces cerevisiae.

L’objectiu general d’aquesta tesi ha estat, doncs, estudiar la possible contribucié de
la vigilina de Saccharomyces cerevisiae, la proteina Scpl160, en la formaci6 i/o

manteniment de I’heterocromatina en aquest organisme.
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IV. MATERIALS | METODES
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En aquest apartat s’inclouen intercalades en el text les receptes de les solucions
emprades en aquest treball. Les diferents solucions emprades en aquest treball es

detallen només la primera vegada que apareixen en el text.
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1.- Tecniques de treball amb el llevat Saccharomyces
cerevisiae

1.1.- Caracteristiques generals de Saccharomyces cerevisiae
com a organisme model

Saccharomyces cerevisiae, o el llevat de gemmacié com també és conegut pel fet de
presentar una divisio asimetrica en que la cél-lula filla es produeix a partir de la
cel-lula mare mitjancant un procés de gemmacio, és un dels principals organismes
models utilitzats avui dia en Biologia Molecular. Saccharomyces cerevisiae és una
espécie ubiqua que ha estat utilitzat per I’nome en diferents processos de fermentacid
des de I’antiguitat, la seva utilitzacio en investigacié es remunta a mitjan década dels
30 i des de llavors ha estat utilitzat cada cop més donades les seves caracteristiques
que el fan molt adient per a la recerca: és un organisme unicel-lular molt facilment
manipulable que pot ser crescut en un medi definit permetent un control acurat dels
parametres experimentals; és un organisme molt facilment tractable per técniques de
genetica classica; permet I’estudi de la funcié de moltes proteines mitjangant
técniques bioquimiques, i és un organisme ampliament utilitzat en els estudis de
genetica reversa donada la facilitat de manipulacio genética que permeten les
tecniques de reemplacament genic a llevat.

Saccharomyces cerevisiae és el primer organisme eucariota del qual es va aconseguir
sequenciar el genoma complet. Ja en el comencament del projecte genoma es
coneixien uns 1200 gens d’aquesta espécie, un cop obtinguda la seqiiencia genomica
el nombre total d’ORFs descrites és d’unes 6000 que representen el 70% de tot el
genoma (Dujon 1996). EI genoma de Saccharomyces cerevisiae conté 12.8 Mb i esta
dividit en 16 cromosomes amb mides compreses entre les 250 Kb i les 2.5 Mb. A
part de les sequéncies genomiques hi ha els gens codificats en el genoma
mitocondrial d’unes 75 Kb i elements no cromosomals presents en algunes soques

com ara el plasmidi 2.
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1.2.- Creixement i manteniment de soques de Saccharomyces
cerevisiae

Les cel-lules de Saccharomyces cerevisiae poden ser crescudes en medi ric de
composicié desconeguda, el YEP, o en un medi sintétic, de composicié coneguda,
medi SD (Synthetic Dropout) que ens permet créixer selectivament soques
auxotrofiques a les quals hem complementat amb el gen necessari per eliminar

I’auxotrofia .

Les cel-lules de llevat poden ser crescudes tant en medi liquid com en medi solid,
preparats ambdos amb els mateixos components afegint agar en els medis solids per

a la seva solidificacio.

1.2.1.- Composicio dels medis utilitzats per créixer llevats

Medi ric (YEP): Extracte de llevat 10 g/L, peptona Bacteriologica 20 g/L, agar
(només per a plaques) 20 g/L.

Medi minim (SD): YNB-AA (Difco) 1.7 g/L, sulfat amonic 5 g/L, agar (homés per a
plaques) 20 g/L.

Ambdos tipus de medis es preparen autoclavant aquests components en el recipient
adequat (erlenmeyers o ampolles de vidre segons les necessitats). L’autoclau es
realitza a 121°C durant 20 minuts. Un cop autoclavats s’afegeixen la resta de

components adients en cada cas:

A. Font de Carboni : glucosa (50 ml de glucosa al 40%/L) o galactosa (75 ml de
galactosa al 30%/L)

B. Aminoacids o nucleotids necessaris per a complementar el medi en cas

necessari:

a) Al medi SD s’afegeixen diferents combinacions d’aminoacids i
nucleotids amb alguns components omesos per tal d’obtenir un medi
selectiu per la preséncia dels gens marcadors capagos de recuperar les

auxotrofies que presenta una determinada soca. Les diferents
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combinacions d’aminoacids i/o nucleotids es preparen en forma de
dropout 10X amb les seglients concentracions finals: adenina 200
mg/L, triptofan 200 mg/L, histidina 200 mg/L, leucina 1000 mg/L,
lisina 300 mg/L, uracil 200 mg/L.

b) Al medi ric es pot afegir Adenina a la concentracié indicada
anteriorment per tal de suplementar el medi (YEP-Adenina)

C. Components addicionals: Acid 5-Fluororotic (FOA) (50-90 mg/100 ml),
G418 (300 mg/L) o benomyl (2,5-20 mg/L).

Consideracions addicionals:

1. Tots els components utilitzats en els medis de llevat han de ser esterilitzats bé
mitjangant I’autoclau o mitjancant filtracié amb filtres Millex de 0,22 pm
(Millipore). S’esterilitzen mitjancant filtracié aquells components que son
susceptibles de ser fer-se malbé en ser autoclavats: galactosa, adenina,
triptofan, FOA, G418 i benomyl.

2. Els aminoacids o nucleotids es preparen en forma d’estocs esterilitzats a
partir del que es preparen el suplement a afegir al medi concret a preparar. Els

diferents estocs es preparen a les seglients concentracions:

a) Els aminoacids leucina, histidina, lisina i triptofan i el nucleotid uracil es
preparen a I’1%. L’aminoacid triptofan es conserva protegit de la llum

embolicat amb paper d’alumini.

b) El nucleotid adenina es prepara al 0.5%.

1.2.2.- Creixement i manteniment rutinari de Saccharomyces
cerevisiae

La temperatura optima de creixement de Saccharomyces cerevisiae és de 30°C,
creixent-se els cultius liquids en agitacio per tal d’afavorir I’intercanvi gasos i per
evitar la formacio de grumolls, i els cultius solids en plaques de Petri amb medi
solidificat per I’agar. Les plaques de medi solid se segellen amb parafilm per tal

d’evitar que s’assequin excessivament.
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Manteniment de les soques de Saccharomyces cerevisiae: Les soques de
Saccharomyces cerevisiae poden mantenir-se indefinidament en medi YDP amb 25%
de glicerol a —80°C. Si s’ha de mantenir la pressié selectiva per alguna auxotrofia
(contenen plasmidis que confereixen capacitat de créixer en medi selectiu per
aquestes auxotrofies) és millor conservar-les en el medi selectiu adient amb 25% de
glicerol. Els estocs congelats reben el nom de glicerinats.

Descongelacio dels estocs: Per recuperar cél-lules de llevat a partir de glicerinats
s’agafa una petita porcio del glicerinat rascant amb un escuradents esteril i es fa una
estria en el medi adient. Aquestes plaques s’incuben a 30°C fins a I’aparicio de

colonies (aproximadament de 3 a 5 dies) i es guarden segellades amb parafilm a 4°C.

Treball rutinari amb Saccharomyces cerevisiae: Les cél-lules amb que s’ha de
treballar rutinariament es mantenen en estocs crescuts en plaques de medi solid,
descongelant-se noves cel-lules a mesura que aquestes envelleixen, generalment es
preparen noves plaques cada 2 mesos a partir de les cél-lules congelades. Per al
creixement de cultius liquids a partir de cel-lules crescudes en plaques s’agafa amb
un escuradents una colonia gran (o un conjunt de colonies segons el cas) i es dissol
en 5 ml de medi liquid (minicultius) barrejant bé per dispersar les cél-lules. Si es
requereix creixer cultius de volum mes gran primer es creixen minicultius fins que
aquests arriben a la fase estacionaria (aproximadament ODgy, 1,5) i a partir d’aquests

s’inoculen els cultius de major volum.

Preparacio de glicerinats a partir de nous transformants: Per a guardar una soca
com un estoc congelat es creixen minicultius d’aquesta i es barreja 1 ml de cultiu
amb 1 ml de YPD (YEP-glucosa) (o el medi adient) que conté un 50 % de glicerol en
criotubs (Corning), aquests es congelen amb neu carbonica i s’emmagatzemen a
-80°C.

1.2.3.- Analisi de creixement en placa de diferents soques de
Saccharomyces cerevisiae

En aquest treball a I’hora d’estudiar la capacitat de créixer de les diferents soques de

llevat estudiades en plaques que contenen diferents compostos quimics (FOA o
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benomyl) s’han plaquejat dilucions seriades de cultius de llevat en creixement
exponencial en les diferents plaques utilitzades en cada analisi. EIs minicultius
liquids de cél-lules de llevat es dilueixen de manera que en tots ells hi ha una
concentracié de cél-lules corresponent a 20 x 10° cél-lules (1 ODgy), en el primer
carril de I’assaig es plaquegen 20 pl d’aquests cultius i en els seglents carrils es
plaquegen 20 pl de les dilucions 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000 respectivament.

1.3. Esporulacioé i microdisseccio de tétrades

1.3.1. Esporulacio de soques diploides de Saccharomyces cerevisiae
Cicle vital del llevat Saccharomyces cerevisiae:

El cicle vital de Saccharomyces cerevisiae alterna entre estats haploides i diploides;
ambdos tipus de cel-lules poden existir com a cultius estables i ser mantinguts de
forma vegetativa mitjangant divisions mitotiques. Les cél-lules de llevat son
facilment manipulables per obtenir cél-lules haploides a partir de les cél-lules
diploides (esporulacid) i viceversa (conjugacid) (figura M-1). Les cél-lules haploides,
tal com ja s’ha explicat en la Introduccid, poden ser de dos tipus d’aparellament
diferents, el tipus d’aparellament a o el tipus d’aparellament A; I’aparellament entre
dues cel-lules de diferents tipus d’aparellament dona lloc a la formaci6 de diploides
al/A que son incapacgos de creuar-se de nou, pero que poden entrar en meiosi donant

lloc a quatre espores haploides.

Figura M.1- Esquema del cicle vital de Saccharomyces cerevisiae. Extret de la pagina web del Dr. Horst
Feldmann (http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/feldmann/yeast_genome/Yeast_1.htm)

87



Les cel-lules diploides de Saccharomyces cerevisiae normalment creixen de forma
vegetativa mantenint-se com a cel-lules diploides, perd quan s6n sotmeses a stress
per manca de nutrients (especialment la manca de nitrogen) inicien la divisié
meiotica seguida de la formacio d’espores. Les quatre cel-lules haploides que es
deriven d’aquesta divisio es mantenen inicialment dins de les restes de la paret
cel-lular de la cel-lula de qué s’originen, formant I’estructura coneguda com a asc
(figura M-2). La formacio d’ascs, caracteristica dels ascomycets (o fongs formadors
d’ascs), fa que aquests organismes siguin molt adients per a I’analisi genétic, ja que
es poden obtenir de forma aillada les quatre cél-lules haploides procedents d’una

mateixa divisio meiotica mitjancant un procés de microdisseccio.

Per a I’obtencié d’espores en aquest treball es varen realitzar indistintament
esporulacions en medi solid o esporulacions en medi liquid; en ambdos casos es

comprova mitjancant microscopia I’aparicié dels ascs com a senyal que les cél-lules

han entrat en el procés de formacié d’espores.

Figura M.2- Imatge de contrast de fases de I’aspecte d’un asc amb les 4 espores abans (A) i després (B) del
trencament de la paret cel-lular mitjancant micromanipulacio.

1.3.1.1.- Esporulacié en medi solid

Les cel-lules diploides sén crescudes inicialment en plaques adients per a cada soca i
posteriorment son transferides a plaques especifiques per a induir I’esporulacié
(acetat potasic 10 g/L, agar 20 g/L), a aquesta barreja s’hi afegeixen els requeriments
nutricionals adients per a cada soca al 25% de la concentracié que s’utilitza per a la
produccio de plaques SD (vegeu I’apartat 1.2.1 dels Materials i Metodes).

Les cél-lules son aplicades en aquestes plaques en forma de “pilots” de cel-lules per
tal d’afavorir la formacid de les espores i s’incuben a 30°C fins a observar-se la

formaci6 d’ascs al microscopi.
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1.3.1.2.- Esporulacié en medi liquid

Inicialment es creixen les cel-lules en medi de preesporulacié PSP2 (phatalat potasic
50 mM a pH 5, YNB-AA 6,6 g/L, extracte de llevat 1 g/L, acetat potasic 10 g/L, s’hi
afegeixen els requeriments nutricionals necessaris per al creixement de la soca a la
mateixa concentracio de la usada en el medi SD, vegeu I’aparat 1.2.1 dels Materials i
Meétodes), deixant-les créixer fins que aquestes estan entre 0,4 i 0,6 ODgy,. ES renten
les cél-lules amb aigua estéril i es resuspenen en medi d’esporulacié SPM (acetat
potasic 3 g/L) deixant-les a 30°C en agitacio fins a observar la formacio d’ascs al

microscopi.

1.3.2.- Microdisseccio de tetrades

Un cop s’ha observat la formaci6 d’ascs al microscopi s’han de tractar les cel-lules de
forma que es digereixi suaument la paret cel-lular pero sense que aquesta arribi a
trencar-se, d’aquesta forma s’aconsegueix, mitjangcant micromanipulacid, separar en
una zona aillada de la placa I’asc sencer sense que aquest es trenqui i posteriorment
s’aconsegueix trencar la paret cel-lular mitjangant micromanipulacié mecanica
(figura M-2) per tal d’obtenir les quatre espores procedents d’un mateix asc de forma
aillada. Si la paret cel-lular esta digerida en excés no es poden separar les quatre
espores d’un mateix asc en una zona aillada de la placa i si no es realitza una digestid
suau de la paret cel-lular aquesta no pot ser trencada posteriorment mitjancant

micromanipulacié mecanica.

En aquest treball la digestid es va realitzar inicialment amb diferents concentracions
de Liticasa (Sigma) i veient que aquest produia una digestié molt forta fins i tot a
baixes concentracions, es va optar per utilitzar I’enzim A-glucoronidasa (Sigma). La
microdisseccié de tétrades es va realitzar utilitzant el microscopi de disseccié (Micro

Video Instruments, Inc., Avon, MA) per a la micromanipulacié mecanica.

1.4.- Determinacio del nivell de ploidia cel-lular mitjancant
citometria de flux

La citometria de flux és una tecnica que permet quantificar components o

caracteristiques estructurals de les cél-lules mitjancant métodes optics. El citometre
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de flux mesura una Unica cél-lula cada vegada, essent capa¢ de processar moltes
cel-lules per segon de forma que permet una analisi individualitzada de cadascuna de

les cel-lules que hi ha en una poblacié cel-lular.

El citometre és capa¢ de mesurar diferents parametres de les mostres: la [lum
dispersada per cadascuna de les cel-lules en diferents angles (el Forward Scatter i el
Side Scatter ) i la fluorescéncia emesa per la mostra a diferents longituds d’ona. El
Forward Scatter (FS) mesura la llum dispersada en la mateixa direccié d’incidéncia
que la llum laser incident, aquest parametre normalment és més sensible al tipus de
superficie que presenten les particules analitzades; el Side Scatter (SS) mesura la
Ilum dispersada en la direccié perpendicular a I’eix d’incidencia de la llum, aquest
parametre normalment esta condicionat per la forma i mida de les particules
analitzades. La fluorescencia emesa per les mostres a diferents longituds d’ona
generalment és el resultat de la tincié6 amb un fluorocrom concret que reconeix

estructures cel-lulars especifiques.

En aquest treball s’ha utilitzat com a fluorocrom el lodur de Propidi (IP), que s’uneix
especificament als acids nucleics. En utilitzar-lo després de sotmetre les cel-lules a
un tractament amb RNAsa aquesta tecnica ens permet quantificar la quantitat de

DNA que hi ha a cada cél-lula, o el que és el mateix, el seu nivell de ploidia cel-lular.

Les cél-lules analitzades per citometria de flux o FACS (Fluorescent Assisted Cell
Sorter) es creixen en medi liquid de forma que estiguin en fase exponencial i es fixen
amb etanol 70% on poden ser mantingudes indefinidament fins a ser tenyides i
portades al FACS.

Protocol de fixacio de les cél-lules:

Es creixen les cél-lules over-night (ON) en medi SD o YEP liquid segons sigui
adient, s’agafen aproximadament 0,5 ml de cultiu en un eppendorf de 2 ml i es
centrifuguen durant 3 minuts a 15000g, el precipitat de cél-lules obtingut es renta
amb 1,5 ml d’aigua esteril i es resuspen de nou les cel-lules amb 1,5 ml d’etanol al
70% fred vortexant al mateix moment per tal d’evitar la formacié de grumolls
cel-lulars. Finalment, les cel-lules en etanol es deixen un minim de 30 minuts a —20°

C i es guarden indefinidament a 4°C.

90



Es convenient mesurar la D.O. del cultiu utilitzat per tal d’agafar més o menys

cel-lules fixades per a la tincié per a portar al FACS.

Preparacid i tincié de les cel-lules:

S’agafen aproximadament 2 x 10° cél-lules fixades en un eppendorf de 2 ml i se
centrifuguen 2 minuts a 15.000g, s’elimina el sobrenedant, es renta el pellet de
cel-lules amb 0,5 ml de citrat sodic 50 mM i se centrifuguen de nou. Es resuspen el
pellet en 0,5 ml de citrat sodic 50 mM que conté 50 pg de RNAsa A (afegir 5 pl d’un
estoc de RNAsa A a 10 mg/ml) i s’incuba a 37°C durant 2 hores. Finalment s’afegeix
a les cél-lules 0,5 ml de citrat sodic 50 mM que conté 5ug de lodur de Propidi (IP)
(afegir 10 pl d’un estoc de IP a Img/ml) de forma que la concentracié final de IP a la
barreja és de 5ug/ml, i s’incuba un minim de 30 minuts a temperatura ambient
després dels quals les mostres es poden processar immediatament o bé es guarden

ON a 4°C en un lloc fosc per a processar-les I’endema.

Les mostres aixi tenyides poden guardar-se fins a un maxim d’una setmana, pero
s’han de mantenir sempre a 4°C i a les fosques. Les mostres van ser processades
utilitzant el Citometre Coulter XL dels Serveis Cientificotecnics de la Universitat de
Barcelona. Per a I’analisi dels resultats s’han emprat els programes WinMDI i

FlowExplorer.

1.5.- Transformacio de DNA a cel-lules de llevat

El terme transformacio s’utilitza per descriure la captacio de DNA extern per la
cél-lula i els conseglients canvis fenotipics que aquest fenomen produeix a les
cel-lules. La transformacio a cél-lules de Saccharomyces cerevisiae va ser descrita
per primera vegada I’any 1960 (Oppenoorth 1960) i és utilitzada de forma rutinaria
en els laboratoris on es treballa amb llevat des del desenvolupament del primer
protocol de transformacid genica a llevat (Hinnen et al. 1978). Des d’aleshores s’han
desenvolupat diferents metodes de transformacio a llevats que inclouen, entre els
més utilitzats, la formacio d’esferoplast, la utilitzacié de cations monovalents i

I’electroporaci6 (Gietz and Woods 2001). En aquest treball s’ha emprat el protocol
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de transformacio amb acetat de liti donat que és un metode simple i que proporciona

una elevada eficiéncia de transformacio.

1.5.1.- Protocol de transformacié de llevats mitjancant LiAc:
Obtencio de les cél-lules competents:

A partir de I’estoc de cel-lules crescudes en placa sobre les qué es vol realitzar la
transformacié de DNA es creix un minicultiu en medi SD o YEP segons sigui
convenient i es deixa créixer ON a 30°C en agitacio, a partir d’aquest I’endema
s’inocula un cultiu de 50 ml i es deixa créixer fins que aquest arriba a estar entre 0,4 i
0,6 ODygy,. Es transfereixen les cél-lules a un tub Falcon de 50 ml i se centrifuga a
1000g durant 5 minuts per tal de baixar les cél-lules, s’elimina el sobrenedant i es
renten les cel-lules amb 25-50 ml d’aigua mQ esteril tornant a centrifugar les
cel-lules igual que anteriorment, finalment es resuspenen les cél-lules en 250 pl de
TE/LiAc (TE: Tris-HCI 10mM, EDTA 1 mM pH 8; LiAc: 100 mM LiAc a pH 7,5)
per tal de tenir una concentracié de cel-lules de 2x10°. Un cop obtingudes les
cel-lules competents, aquestes han estat utilitzades a I’instant.

Transformacio de DNA plasmidic:

En un eppendorf de 1,5 ml es barregen 0,1 pg de DNA plasmidic a transformar amb
100 pg de DNA carrier (DNA d’esperma de salmd) sobre els quals s’hi afegeixen
100 pl de cel-lules competents recent obtingudes. Els tubs es barregen bé mitjancant
el vortex, s’afegeixen 600 pul de TE/LiIAc/PEG (TE/LiAc que conté un 40% de PEG)
i es barreja durant 10 segons amb el vortex. Les cél-lules s’incuben 30 minuts a 30°C,
s’hi afegeix 70 pl de dimetilsulfoxid (DMSO) i es barreja per inversio (és important
no vortexar les cél-lules en aquest punt del protocol). Posteriorment les cel-lules se
sotmeten a un xoc térmic, per aixé s’incuben les cel-lules durant 15 minuts a 42°C i
es deixen posteriorment 2 minuts en gel. Finalment, se centrifugen les cél-lules a
14.000 rpm, s’elimina el sobrenedant i es resuspenen les cel-lules en 500 pl de TE
esteril de les quals se’n plaquegen 100 ul en plaques selectives per al marcador

utilitzat en la transformacio.
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Transformacié de DNA lineal:

Per tal d’integrar un fragment al genoma per recombinacié homologa s’utilitza
aproximadament 1 pg de DNA linearitzat (bé sigui obtingut mitjancant reaccions de
PCR o mitjangant digestio dels plasmidis de disrupcid que contenen el cassette de
disrupcid; vegeu I’apartat 1.6 dels Materials i Metodes) i es realitza la transformacid
mitjancant el mateix procediment descrit per a la transformacié de DNA plasmidic,
pero resuspenent les cél-lules en un volum final de 150 ul de TE estéril que es

plaquegen en la seva totalitat a les plaques selectives.

Utilitzacio de la resisténcia a G418 com a gen marcador:

El gen KanMX és un gen hibrid que expressa I’enzim bacteria aminoglicosid
fosfotransferasa sota el control d’un promotor fort de llevat (Wach et al. 1994;
Steiner et al. 1995). L’expressio d’aquest enzim bacteria a Saccharomyces
cerevisiae, aixi com a d’altres llevats, confereix a aquests microorganismes
resisténcia a la geneticina o G418 (Jimenez and Davies 1980; Hadfield et al. 1990).
La utilitzacié d’aquest marcador com a seleccid confereix una série d’avantatges
sobre la utilitzacié dels marcadors auxotrofics classics: s’elimina la dependéncia de
la presencia dels marcadors auxotrofics en la soca hoste i la manca d’homologia del
marcador KanMX amb el DNA del llevat elimina I’alt percentatge de background
que es produeix en utilitzar marcadors auxotrofics propis del llevat per la

recombinacio entre aquests i les sequencies propies del llevat.

Com a procediment suplementari quan s’utilitza el gen KanMX com a gen marcador,
les cél-lules transformades no es plaquegen directament, siné que s’utilitzen per
inocular un cultiu de 50 ml que es deixa creixer ON, I’endema es precipiten les
cel-lules a 3000 rpm durant 5 minuts i es resuspenen en 1 ml de TE estéril del quals
es plaquegen 250 pl en plaques que contenen 300 mg/L de G418. Un cop incubades
les plaques durant 3-4 dies apareixen en elles colonies grans (3-4 mm de diametre) i
colonies petites (0,2-2 mm de diametre). Les colonies petites corresponen a falsos
positius que sén deguts, en la majoria dels casos, a cel-lules que porten copies del
gen KanMX pero no I’han integrat en el genoma i han produit suficient quantitat de
I’enzim aminoglicosid fosfotransferasa per tal d’inactivar I’accio del G418 durant

algunes poques divisions cel-lulars.
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Preparacié de les solucions emprades en aquest protocol:

Les diferents solucions emprades en aquest protocol TE/LiAc i TE/LiAc/PEG es
preparen al moment de realitzar I’experiment a partir de solucions estoc de PEG al
50%, TE 10X (Tris-HCI 0,1 M, EDTA 10 mM pH 8) i LiAc 10X (LiAc 1 M ajustat a
pH 7,5 mitjancant acid acétic diluit). L’esperma de salmo s’ha de desnaturalitzar
abans d’utilitzar-lo fent-lo bullir en aigua durant 20 minuts i deixant-lo posteriorment
en gel.

1.6. Técniques de manipulacié géenica a Saccharomyces
cerevisiae

Una de les caracteristiques principals de Saccharomyces cerevisiae que el fan un
organisme model molt adient per estudis de Biologia Molecular és la facilitat amb
que es poden realitzar experiments de manipulacié génica en aquest microorganisme.
A diferéncia de molts altres organismes, a Saccharomyces cerevisiae la recombinacid
dels fragments de DNA transformats que contenen sequéncies parcialment
homologues al genoma del llevat ocorre principalment a través de recombinacid
homologa, permetent que els fragments de DNA introduits a la cel-lula de llevat
puguin ser dirigits a localitzacions especifiques del genoma. Aquest fet permet que la
copia wild type d’un gen sigui reemplacada per una forma alterada d’aquest. Les
aplicacions concretes d’aquestes técniques inclouen, entre d’altres, la generacid
d’al-lels nuls en qué I’ORF ha estat substituida per un gen marcador, la generacié de
proteines de fusiéo amb diferents epitops que substitueixen la copia wild type propia
del genoma, o la substitucié del promotor endogen d’un gen per un promotor
regulable; aquestes aplicacions han permés un gran aveng en I’estudi de les funcions
in vivo de les proteines. El fet que Saccharomyces cerevisiae creixi com a cel-lula
haploide facilita la creacio de soques mutants d’un gen determinat modificant I’Unica

cOpia que presenten aquests microorganismes.

Basicament, per a les tecniques de manipulacio génica a Saccharomyces cerevisiae i
d’altres organismes models amb caracteristiques similars s’utilitzen dos grans tipus

de metodologies per a aconseguir disposar de cassettes especifics que permeten la
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manipulacié d’un gen determinat: les tecniques classiques de clonatge i la

manipulacio genica basada en tecniques de PCR.

1.6.1.- Tecniques utilitzades per a I’obtencié dels cassettes de
manipulacié génica

1.6.1.1.- Manipulacio6 genica mitjancant tecniques classiques de clonatge

Les técniques classiques de clonatge s’utilitzen principalment per a I’obtencié de
cassettes de disrupcié que permeten la truncacié o eliminacié parcial o total de
I’ORF, donant lloc a al-lels mutants per a un gen concret. Per tal d’aconseguir
disposar del cassette de disrupcié per a un gen determinat se subclona el gen diana
més les sequéncies adjacents en un plasmidi i posteriorment se substitueix un
fragment intern del gen diana per un marcador que ens permeti seleccionar aquelles
cel-lules que han incorporat el cassette de disrupcio en el seu genoma. Un cop es
disposa de la construccid que conté el gen marcador flanquejat per les seqliencies
homologues al gen diana, es digereix el plasmidi de forma que s’allibera en forma de
DNA lineal aquesta construccié que s’introdueix a les cél-lules mitjancant les
tecniques de transformacio del DNA, per tal que pugui recombinar amb les

sequencies propies del llevat (vegeu I’apartat 1.5 dels Materials i Métodes).

Aquesta técnica té I’avantatge que permet obtenir regions d’homologia molt més
Ilargues a les obtingudes amb les técniques basades en PCR (veure més endavant),
fet que permet obtenir una major freqtiéncia relativa de la recombinacié homologa
envers la recombinacié no homologa, donat que aquesta freqliencia és més elevada
com més llargues son les regions d’homologia utilitzades. Aquesta técnica, pero,
presenta una série de desavantatges importants respecte a les tecniques basades en
PCR: requereix de diferents passos successius de clonatge que poden fer que tot el
proces sigui llarg i feixuc i requereix de la presencia de dianes de restriccid adients
que permetin el subclonatge del marcador utilitzat en les sequéncies propies del gen
diana, aquest fet fa que moltes vegades no es pugui realitzar facilment la delecio
complerta de tota I’ORF d’un gen.
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1.6.1.2.- Manipulacio genica basada en técniques de PCR

Aquestes tecniques permeten I’obtencio del cassette utilitzat per a la recombinacié
homologa mitjancant I’amplificacio per PCR dels marcadors selectius amb
oligonucleotids que contenen cues amb regions d’homologia flanquejants a la regio
genomica que es vol modificar. Aquestes técniques permeten, amb molta facilitat, la
generacid de delecions exactes de I’ORF d’un gen concret, aixi com manipulacions
de les sequéncies propies del llevat com ara la formacid de proteines de fusié amb
epitops determinats o canvis en els promotors endogens, entre d’altres

manipulacions.

La manipulacio génica basada en técniques de PCR ofereix un ventall d’avantatges
sobre les tecniques classiques de clonatge: elimina la necessitat de clonar el gen que
es vol manipular, permet obtenir diferents cassettes de manipulacié génica per un
mateix gen amb marcadors selectius diferents utilitzant un mateix set
d’oligonucledtids gracies al fet de disposar d’un conjunt de plasmidis que contenen
diferents marcadors clonats en seqtiencies plasmidiques comunes (Wach et al. 1994),
i permet I’eliminacié completa de tota I’ORF. En aquesta técnica la regid que
s’elimina no depen de la presencia de dianes de restriccio concretes que permetin
eliminar una sequéncia determinada, siné que simplement depen de les seqiiencies

afegides als oligonucleotids utilitzats per a I’amplificacio.

Una limitacié important d’aquesta técnica és la llargada dels oligonucleotids que es
poden sintetitzar. A la practica es poden generar oligonucleotids de fins a 125 pb dels
quals, per norma general, 25 s’utilitzen per a I’amplificacio dels marcadors selectius i
els 100 restants poden utilitzar-se com a regions flanquejant d’homologia. Donat que,
com s’ha comentat abans, la freqiiéncia relativa de la recombinacié homologa
respecte a la recombinacié no homologa depen de la llargada de les regions
d’homologia utilitzades, aquesta técnica només es pot usar en cas que la frequéncia
de recombinacié homologa sigui elevada. A Saccharomyces cerevisiae aixo
generalment no és un problema donat que en aquest organisme la recombinacid
homologa és el principal fenomen responsable de la integracié del DNA; en aquest
organisme es poden aconseguir delecions de gens utilitzant regions d’homologia de

només 35 pb a cada oligonucleotid (Wach et al. 1994).

96



1.6.2.- Manipulacions geniques realitzades en aquest treball

En aquest treball experimental hem utilitzat les dues estrategies explicades
anteriorment per a I’obtencidé de mutants per deleci6é o disrupcié genica dels gens
SCP160, RPD3, RIF1 i RIF2 i per a la generacié d’una copia modificada del gen
SCP160 que codifica per a la proteina de fusié Scp160-3HA.

1.6.2.1.- Delecions geniques realitzades al gen SCP160

Per a I’obtencié de mutants per delecié del gen SCP160 hem utilitzat les dues

estratégies explicades anteriorment:

1. Hem utilitzat el plasmidi pASCP160::HIS3 que conté el marcador HIS3
flanquejat per regions d’homologia de les regions upstream i downstream a
I’ORF del gen SCP160 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Metodes). Per
tal d’obtenir el fragment lineal utilitzat com a cassette de delecio es digereix

aquest plasmidi amb I’enzim de restriccié Notl.

2. Mitjancant els oligonucleotids ASCP160-UP i ASCP160-LO (vegeu I’apartat
2.4 dels Materials i Métodes) podem amplificar els marcadors clonats en els
plasmidis YDp (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes) per tal
d’obtenir el cassette de deleci6 adequat. Per a la delecié del gen SCP160 hem
utilitzat els oligonucleotids esmentats sobre el plasmidi YDp-L que conté
clonat el marcador LEUZ2; un cop obtinguts els productes de I’amplificacid
per PCR s’ajunten 2 o 3 reaccions de PCR i es carreguen en un gel d’agarosa
per tal de purificar en gel la banda que conté el cassette de delecid,
posteriorment es precipita el DNA resuspenent-lo en un volum final de 10 pl

que s’utilitzen directament per transformar les cél-lules de llevat.

1.6.2.2.- Disrupcions del gen RPD3:

Per a I’obtencié de mutants del gen RPD3 hem generat soques que contenien la copia
wild type del gen RPD3 disrompuda per a I’insercié dels marcadors LEU2 o TRP1.
Per realitzar aquestes disrupcions hem utilitzat els plasmidis pARPD3::LEU2 i
pARPD3::TRP1, que contenen clonat el gen RPD3 disromput per la insercio

d’aquests marcadors (vegeu l’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes). Per tal
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d’obtenir el fragment lineal utilitzat com a cassette de disrupcio s’han amplificat per
PCR les sequéncies clonades en aquests plasmidis utilitzant els oligonucleotids
RPD3-Ul i RPD3-L1 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Métodes i I’ Apéndix de
Sequencies). Els fragments de PCR obtinguts es processen tal com s’ha esmentat
anteriorment per tal de concentrar el fragment de DNA lineal que posteriorment

s’utilitza per transformar els llevats.

1.6.2.3.- Deleci6 del gen RIF1

Per a I’obtencié de mutants de delecié del gen RIF1 hem utilitzat els plasmidi
PARIF1::TRP1 que conté els marcadors TRP1 flanquejat per sequéncies de la regid
5" del gen RIF1 upstream al marcador i sequéncies de la regi6é 3’ del gen RIF1
downstream al marcador. Les sequéncies flanquejants presents en aquest plasmidi
inclouen part de I’ORF del gen RIF1, de manera que en aquest cas no es realitza una
delecio complerta de I’ORF del gen RIF1 sind que se substitueix un fragment intern
a I’ORF del gen RIF1 pel marcador utilitzat (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i
Metodes). Per tal d’obtenir el fragment lineal utilitzat com a cassette de delecio es

digereix el plasmidi pARIF1::TRP1 amb I’enzim de restriccié Notl.

1.6.2.4.- Deleci6 del gen RIF2

Per a I’obtenci6 de mutants de delecié del gen RIF2 inicialment hem intentat utilitzar
el cassette de delecié obtingut mitjancant tecniques de PCR, per aix0 s’han
amplificat els marcadors presents en els plasmidis YDp mitjangant els
oligonucleotids ARIF2-UP i ARIF2-LO (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i
Métodes); no obstant, utilitzant aquest cassette de delecié no hem estat capacos de
generar soques mutants per delecié del gen RIF2, donat que en tots els clons
obtinguts s’havien produit fenomens de recombinacié no homologa. Posteriorment
hem utilitzat el plasmidi pARIF2::LEU2 que conte clonat el gen RIF2 on bona part
de I’ORF que codifica per la proteina Rif2 ha estat substituida pel marcador LEU?2
(vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes); utilitzant aquest plasmidi es genera
un mutant que presenta una deleci6 interna de I’ORF de RIF2 que inclou la majoria
de les sequiéncies codificants del gen RIF2. Per tal d’obtenir el fragment lineal
utilitzat com a cassette de delecid es digereix aquest plasmidi amb I’enzim de
restriccio Notl.
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1.6.2.5.- Generacid de la proteina de fusié Scp160-3HA

Per a I’obtencid del cassette de modificacié génica que ens permet generar una copia
modificada del gen SCP160 que codifica per a la proteina de fusié Scp160-3HA
s’han utilitzat els oligonucleotids F2-SCP160 i R1-SCP160 (vegeu I’apartat 2.4 dels
Materials i Métodes) per amplificar les seqliencies presents en el plasmidi PFA6a-
3HA-kanMX6 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Metodes) de forma que obtenim
un cassette de modificacié que en integrar-se en el genoma afegeix, en pauta a les
sequencies propies de I’ORF del gen SCP160, les sequiéncies que codifiquen per tres
copies de I’epitop de I’hemaglutinina del virus influenza (epitop HA). Un cop
obtingudes per PCR diferents reaccions que contenen el fragment desitjat aquestes es
processen tal com s’ha esmentat anteriorment, per tal de concentrar el fragment de

DNA lineal que posteriorment s’utilitza per a transformar els llevats.

1.6.3.- Técniques analitiques utilitzades per verificar la correcta
integracio dels cassettes de manipulacié genica en el genoma

Per a verificar la correcta integracié dels fragments utilitzats en els experiments de
manipulacié génica i poder d’aquesta manera discernir en quins clons s’han
incorporat aquests fragments per recombinaci6 homologa donant lloc a les
manipulacions geniques desitjades envers a aquells en qué la integracié ha tingut lloc
per recombinacié no homologa, s’utilitzen tecniques de PCR analitica que permeten
un rapid screening dels clons obtinguts. En general, en els llevats ascomycets
rarament la incorporacié de DNA extern en el genoma ocorre en més d’un locus a la
vegada (Cannon et al. 1992; Wendland 2003), podent confiar en les tecniques de
PCR com una forma rapida i precisa d’analitzar un llarg nombre de clons obtinguts
en els experiments de transformacié genica realitzats amb els cassettes de

manipulacio genica.
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Figura M.3- Els primers G1 i G4 es localitzen en regions externes a les regions d’homologia utilitzades per a
dirigir les modificacions géniques realitzades (en negre). (A) En el locus wild type s’obté una banda d’una mida
determinada amb els oligonucleodtids G1 i G4 que és modificada per la inserci6 del gen marcador (B).
Addicionalment es pot analitzar la manca d’amplificacié génica en les cel-lules mutants amb una parella
d’oligonucleotids interns a la regié modificada (oligonucledtids 11-12) o utilitzant els oligonucleotids G1 i G4
amb oligonucledtids especifics per al marcador utilitzat, els oligonucleotids H2 i H3 (B). Adaptat de (Wendland
2003).

En aquest treball, per tal d’analitzar la incorporacié d’aquests fragments en el locus
correcte s’han dissenyat oligonucleotids externs a la regio utilitzada com a regions
d’homologia (figura M.3; vegeu I’apéndix de seqliencies), d’aquesta manera es
poden analitzar les modificacions que s’han produit en un locus concret analitzant el
canvi de mida de les bandes obtingudes mitjancant I’amplificacié per PCR dels
DNAs genomics obtinguts a partir dels diferents clons generats (sempre que el

marcador no generi un insert de la mateixa mida que la regi6 substituida).

1.7.- Soques de Saccharomyces cerevisiae utilitzades en
aquest treball

En aquest estudi a I’hora d’analitzar els fenotips que presenta la mutacié del gen
SCP160 s’han generat cél-lules scp160 mitjancant I’obtencid d’espores a partir de
cel-lules diploides heterozigotes per la mutacio en el gen SCP160 (vegeu I’apartat 1.3
dels Materials i Métodes) o mitjangant técniques de manipulacié génica a partir de
cel-lules haploides (vegeu I’apartat 1.6.2.1 dels Materials i Métodes). En cadascun
dels experiments realitzats on s’han obtingut cél-lules scp160 s’han generat i
analitzat per separat diferents clons de cel-lules scp160 donada la variabilitat
observada en I’establiment dels fenotips estudiats en aquestes soques. Tenint en

compte la naturalesa de la mutaci6 scp160 (les cel-lules scp160 presenten aberracions
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en el nivell de ploidia cel-lular; vegeu I’apartat 1.1 dels Resultats i Discussio) és
impossible conéixer la composicio genotipica exacta d’aquestes soques (no es coneix
el nombre de copies que presenten les cel-lules scp160 de cadascun dels marcadors
génics esmentat en aquesta taula, aixi com si n’han perdut algun d’ells). En la taula
M.1 es recullen els diferents clons obtinguts sota unes mateixes condicions
experimentals amb una mateixa denominacio, si bé en les cel-lules scp160 cadascun
dels diferents clons individuals inclosos sota una mateixa denominacio presenta unes

caracteristiques fenotipiques propies.
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Soca/Soques

Genotip

Comentari

AK300

AK303

YXM1

YXM2

UCC506

YXM3
YDS21U

YXM4
AYH2.45

YXM5
YLS409

YXM6
YLP19

YXM7
JS125

JS128

YXM8
YXM9
YXM10
YXM11
YXM12
YXM13
YXM14
YXM15
YXM16
YXM17
YXM18
YXM19
AYH2.16

YXM20

MATa/MATA ade2-1/ade2-1 trpl-1/trpl-1
canl1-100/can1-100 leu2-3,112/leu2-3,112
his3-11,15/his3-11,15 ura3/ura3
MATa/MATA ade2-1/ade2-1 trpl-1/trpl-1
canl1-100/can1-100 leu2-3,112/leu2-3,112
his3-11,15/his3-11,15 ura3/ura3
SCP160/scpl60A::LEU2

MAT? ade2-1 trp-1 can1-100 leu2-3,112
his3-11,15 ura3

MAT? ade2-1 trp-1 can1-100 leu2-3,112
his3-11,15 ura3 scpl60A::LEU2

MATa ade2-101 his3-A200 leu2-Al lys2-
801 trpl-A1 ura3-52 URAS3::TELV-R
UCC506 scpl60A::HIS3

MATa ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-
3,112 trp1-1 URA3::TELV-R

YDS21U scpl60A::HIS3

MATa ade2-101 his3-A4200 leu2-3,112 lys2-

801 trp1-A901 ura3-52 adh4::URA3-
TELVII-L sir3::SIR3HA/HIS3

AYH2.45 scpl60A::LEU2

MATA ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-
3,112 trp1-1 ura3-1 hmrA77-144::SUP4-0
HMR::ADE2

YLS409 scpl60::HIS3

MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-
3,112 trp1-1 ura3-1 hmrAA::ADE2
YLP19 scp160A::HIS3

MATA his34200 leu2A1 ura3-167
RDN1::Tyl-mURA3

MATA his34200 leu2A1 ura3-167
RDN1::Tyl-mURA3

JS125 scpl60A::HIS3

JS128 scpl60A::HIS3

UCC506 rpd3::LEU2

YXM3 RPD3/rpd3::LEU2

YXM3 rpd3::LEU2/rpd3:: TRP1
YXM10 scpl60A::HIS3

UCC506 riflA::TRP1

UCC506 rif2A::LEU2

YXM14 rif2A::LEU2

YXM14 scpl60A::HIS3

YXM15 scpl60A::HIS3

YXM16 scpl60A::HIS3

MATa ade2-101 his3-4200 leu2-3,112 lys2-

801 trp-A901 ura3-52 thr- tyr-
adh4::URA3-TEL-VII-L
AYH2.16 scp160::SCP160HA/KanMX

Soca donada per la Dra. Ulrike
Wintersberger

Soca donada per la Dra. Ulrike
Wintersberger

80 clons generats a partir de la
soca AK300 i AK303

83 clons generats a partir de la
soca AK303

(Renauld et al. 1993)

30 clons diferents
(Rundlett et al. 1996)

5 clons diferents

(Strahl-Bolsinger et al. 1997)

5 clons diferents
(Sussel et al. 1993)

(Pemberton and Blobel 1997)

5 clons diferents
* (Smith and Boeke 1997)

* (Smith and Boeke 1997)

6 clons diferents
6 clons diferents

18 clons diferents

16 clons diferents

8 clons diferents

11 clons diferents

Soca donada pel Dr. Michael
Grunstein

Taula M.1.- Genotip de les soques de Saccharomyces cerevisiae emprades en aquest estudi.
*Les soques JS125 i JS128 contenen el transpos6 Ty-1-mURAZ3 inserit a diferents localitzacions dins del locus
del rDNA (figura R.11).
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2.- Metodes de manipulacio del DNA

2.1.- Tecniques de DNA recombinant

Per a I’obtencié i manipulacio de DNAs plasmidics s’han utilitzat les técniques

basiques de Biologia Molecular (Sambrook et al. 1989).

2.1.1.- Minipreparacions de DNA plasmidic

Per a I’obtencid de petites quantitats de DNA plasmidic a partir de colonies
bacterianes s’ha emprat el metode de minipreparacio per lisi alcalina (Sambrook et
al. 1989). EI DNA obtingut es resuspen en 50 pl de TE que conté 1 pug de RNAsa A i

es deixa incubar 30 minuts a 37°C per tal d’eliminar el RNA.

2.1.2.- Maxipreparacions de DNA plasmidic

Per tal d’aconseguir major quantitat de DNA plasmidic i d’una major puresa s’han
utilitzat columnes comercials de Quiagen i de Clontech, utilitzant en cada cas el
protocol recomanat pel fabricant. EI DNA obtingut és resuspeés en 400 pl de TE.

2.1.3.- Transformaci6 del DNA a bacteris

Les cel-lules competents son préviament preparades, alicuotades i congelades a
—80°C (Sambrook et al. 1989). La transformacié de DNA a soques bacterianes s’ha

realitzat mitjancant xoc termic o electroporacio.

Transformacio de DNA a bacteries mitjangant xoc termic

En un tub eppendorf es barregen 100 ul de cel-lules competents amb el DNA a
transformar i es deixa la barreja durant 30 minuts en gel. Posteriorment les cel-lules
se sotmeten a un xoc térmic de 2 minuts i 30 segons a 42°C, s’afegeixen 400 pl de
medi LB (Triptona bacteriologica 10 g/L, extracte de llevat 5 g/L, NaCl 10 g/L,
NaOH 1 mM) als bacteris i es deixen 20 minuts a 37°C per tal de permetre que les
cel-lules es recuperin del xoc termic. Finalment, els bacteris es plaquegen en plaques
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de medi LB que contenen I’antibiotic utilitzat per a la seleccié i es deixen incubar
ON a 37°C.

Transformacio de DNA a bactéries mitjancant electroporacio

Es preparen en un eppendorf 1-5 pl del DNA que es vol transformar en H,O
destil-lada, s’hi afegeixen 40 pl de cel-lules competents i es deixa incubar en gel
durant almenys 1 minut. Posteriorment es traspassa la barreja a una cubeta
d’electroporacio neta i es comprova que la mostra esta en el fons de la cubeta.
S’aplica a la mostra un corrent de 2,5 kV, es comprova que la constant de temps
resultant és d’aproximadament 5.2-5.8 ns, s’afegeixen 400 pl de medi LB i es deixen
incubar les cél-lules durant 30 minuts a 37°C. Finalment, els bacteris es plaquegen en
plaques de medi LB que contenen I’antibiotic utilitzat per a la seleccid i es deixen
incubar ON a 37°C.

2.1.4.- DNAs plasmidics utilitzats en aquest treball

pYES2: Invitrogen. Plasmidi comercial que permet I’expressio induible de proteines
recombinants a Saccharomyces cerevisiae. Aquest plasmidi conté el marcador URA3

com a marcador selectiu.

pPYES2-PACA: Plasmidi generat a partir del clonatge en el plasmidi pYES2 de
I’ORF que codifica per la proteina de Drosophila DDP1. Aquest plasmidi fou

construit per la Doctora Adoracién Huertas Ruz.

pRS303: Plasmidi centroméric de llevat que conté el marcador HIS3 com a marcador
selectiu (Sikorski and Hieter 1989).

pRS304: Plasmidi centroméric de llevat que conté el marcador TRP1 com a

marcador selectiu (Sikorski and Hieter 1989).

pPGEM-T Easy: Promega. Plasmidi comercial que permet el clonatge amb facilitat
dels fragments amplificats mitjangant PCR amb enzims que com la Taq polimerasa
afegeixen en els extrems 3’ dels fragments generats una unica deoxyadenina
protuberant (Clark 1988).
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YDp: Yeast Disruption Plasmid. Conjunt de plasmidis d’Integracié de llevats (Ylp)
que contenen clonats diferents marcadors auxotrofics (Berben et al. 1991). En aquest
treball hem emprat els plasmidis que contenen els marcadors HIS3 (YDp-H), LEU2
(YDp-L), URA3 (YDp-U) i TRP1 (YDp-W).

pGTSCP160: Plasmidi obtingut a partir del clonatge en el plasmidi pGEM-T Easy
de I’ORF i sequiéncies adjacents del gen SCP160. Per construir aquest plasmidi s’ha
clonat el producte de PCR obtingut de I’amplificacio de DNA genomic de llevat amb
els oligonucleotids U183 i L4459 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Métodes i
I’ Apéndix de Sequencies).

pGTSCP160-llarg: Plasmidi obtingut a partir del clonatge en el plasmidi pGEM-T
Easy de I’ORF i seqiiencies adjacents del gen SCP160 entre les quals s’inclouen les
seqliencies que presumiblement actuen com a promotor del gen SCP160. Per
construir aquest plasmidi s’ha clonat el producte de PCR obtingut de I’amplificacid
de DNA genomic de llevat amb els oligonucleotids U40 i L4585 (vegeu I’apartat 2.4

dels Materials i Metodes i I’ Apéndix de Sequencies).

pRSCP160::HIS3: Plasmidi generat mitjangant el clonatge del marcador HIS3 entre
les dianes Nrul i Kpnl presents en el gen SCP160 (vegeu I’Apéndix de Sequéncies).
Per construir aquest plasmidi el fragment de 1200 pb obtingut de la digestié amb els
enzims Smal i Sall del plasmidi YDp-H, sobre el qual s’han generat extrems rombs a
partir dels extrem 5’ protuberant generats per la digestio amb Sall, s’ha clonat en el
fragment de 3400 pb obtingut de la digestio del plasmidi pGTSCP160 amb els
enzims Nrul i Kpnl i sobre el qual s’han generat extrems rombs a partir dels extrems

3’ protuberants produits per la digestié amb I’enzim Kpnl.

pGTRPD3: Plasmidi obtingut a partir del clonatge en el plasmidi pPGEM-T Easy de
I’ORF i sequéncies adjacents del gen RPD3. Per construir aquest plasmidi s’ha clonat
el producte de PCR obtingut de I’amplificacio de DNA genomic de llevat amb els
oligonucleotids RPD3-U1 i RPD3-L1 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Metodes i
I’Apéndix de Sequeéncies). Plasmidi generat per la Doctora Maria Lluisa Espinas.

pBRPD3::LEU2: Plasmidi generat mitjancant el clonatge del marcador LEU2 en el
la diana BamHI present en I’ORF del gen RPD3 (vegeu I’Apéndix de Sequéncies).

Per a construir aquest plasmidi el fragment de 1600 pb obtingut de la digestié amb
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I’enzim BamHI del plasmidi YDp-L s’ha clonat en el plasmidi pGTRPD3 obert amb

la diana BamH]I. Plasmidi generat per la Doctora Maria LIuisa Espinas.

PBRPD3::TRP1: Plasmidi generat mitjangant el clonatge del marcador TRP1 en la
diana BamHI present en I’ORF del gen RPD3 (vegeu I’ Apendix de Sequéncies). Per
a construir aquest plasmidi el fragment de 800 pb obtingut de la digestié amb I’enzim
BamHI del plasmidi YDp-W s’ha substituit pel fragment que conté el marcador
LEU2 en el plasmidi pARPD3::LEU2.

pPpGTRIF1: Plasmidi obtingut a partir del clonatge en el plasmidi pGEM-T Easy de
I’ORF i seqliencies adjacents del gen RIF1. Per construir aquest plasmidi s’ha clonat
el producte de PCR obtingut de I’amplificacio de DNA genomic de llevat amb els
oligonucleodtids RIF1-U1 i RIF1-L1 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Métodes i

I’ Apéndix de Sequencies).

pRBRIFL::TRP1: Plasmidi generat mitjangant el clonatge del marcador TRP1 entre
les dianes Nhel i Aval presents en el gen RIF1 (vegeu I’Apéendix de Seqliencies). Per
construir aquest plasmidi el fragment de 800 pb obtingut de la digestié amb els
enzims Nhel i Aval del plasmidi YDp-W s’ha clonat en el fragment de 5200 pb
obtingut mitjancant la digestio del plasmidi pGTRIF1 amb els enzims Nhel i Aval.

pPGTRIF2: Plasmidi obtingut a partir del clonatge en el plasmidi pGEM-T Easy de
I’ORF i seqliencies adjacents del gen RIF2. Per construir aquest plasmidi s’ha clonat
el producte de PCR obtingut de I’amplificacio de DNA genomic de llevat amb els
oligonucleodtids RIF2-U1 i RIF2-L1 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Métodes i

I’ Apéndix de Sequencies).

pRRIF2::LEU2: Plasmidi generat mitjancant el clonatge del marcador LEU2 entre
les dues dianes BspTI presents en el gen RIF2 (vegeu I’ Apéndix de Sequéncies). Per
construir aquest plasmidi el fragment de 1600 pb obtingut de la digestio amb I’enzim
BamHI del plasmidi YDp-L, sobre el qual s’han generat extrems rombs a partir dels
extrem 5’ protuberants generats en la digesti6 amb BamHI, s’ha clonat en el
fragment de 3500 pb obtingut de la digestié del plasmidi pGTRIF2 amb I’enzim
BspTl i sobre el qual s’han generat extrems rombs a partir dels extrems 5’

protuberants generats per la digestié amb I’enzim BspT].

106



pRS425: Plasmidi episomal de llevat (YE-p) que conté el marcador selectiu LEU2
(Christianson et al. 1992).

pSIR3 (pHR67-23): Plasmidi episomal de llevat (YE-p) que conté clonat el
promotor i I’ORF del gen SIR3 (Christianson et al. 1992; Hecht et al. 1995).
Plasmidi cedit pel Dr. Sergio Pimpinelli.

pSCP160: Plasmidi episomal de llevat (YE-p) que conté clonat el promotor i I’ORF
del gen SCP160. Per obtenir aquest plasmidi el fragment de 4500 pb obtingut
mitjancant la digestio del plasmidi pGTSCP160-llarg amb I’enzim Notl s’ha clonat
en el plasmidi pRS425 obert amb I’enzim Notl.

pEL42: Plasmidi basat en el pGEM 3zf que conté clonades les seqlencies
subtelomeriques Y’(Louis and Borts 1995). Plasmidi cedit pel Dr. Ed Louis.

pFA6a-3HA-kanMX6: Plasmidi que conté clonat el cassette que permet obtenir
mitjancant amplificacio per PCR amb oligonucleotids especifics el cassette de
manipulacié génica que permet construir proteines de fusié que continguin I’epitop
HA (Longtine et al. 1998).

pET-29a-c: Novagen. Plasmidi comercial que permet la formaci6é de proteines de
fusié que contenen el S-Tag en posicid N-terminal i opcionalment el His-tag en
posicio C-terminal.

pPET-29-SCP160: Plasmidi d’expressio de la proteina de fusié S-Tag-Scpl60-His-
Tag. Per obtenir aquest plasmidi el producte de PCR obtingut de I’amplificacio
realitzada amb els oligonucleotids SCP160-5M i SCP160-3M sobre el plasmidi
pGTSCP160 (vegeu I’apartat 2.1.4, I’apartat 3.2.1 i I’Apéndix de Sequéncies), s’ha
digerit amb els enzims Ncol i Xhol i s’ha clonat en el plasmidi pET-29a-c obert amb

aquests dos enzims.

2.1.5.- Soques bacterianes utilitzades per a la preparacio de DNA
plasmidic

Soca Genotip
HB101 SUpPE44hsdS20(rgm7s) recAl3 aral4 proA2 lacY1 galk2 rpsL20 mtl-1
DH58 deoR endA1 gyrA96 hsdR17 (r,m*,) recAl relAl supE44 thi-1

F’[traD36 proAB+ laclq lacZ M15]

Taula M.2.
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2.2.- Obtenci6é de DNA genomic a llevats

El procediment utilitzat per a I’obtencié de DNA genomic a partir de cél-lules de
llevat es basa en la preparacio d’esferoplast, la lisi de la membrana cel-lular i el

posterior aillament del DNA que contenen les cél-lules.

Protocol d’obtencié de DNA genomic a llevat:

A partir de I’estoc de cél-lules crescudes en placa sobre les quals es vol realitzar
I’obtencié de DNA es creix un minicultiu en medi SD o YEP segons sigui
convenient i es deixa créixer ON a 30°C en agitacio, I’endema se centrifugen les
cel-lules a 3000 rpm durant 5 minuts i es resuspén el pellet de cel-lules en 0,5 ml de
Soluci6 A (Sorbitol 1M, EDTA 0,5 M; pH ajustat a 7,5). La suspensid de cel-lules es
transfereix a un eppendorf de 1,5 ml al qual s’afegeix 1 mg de liticasa i 3 pl de p-
mercaptoetanol, s’incuben de 60 a 90 minuts a 30°C i es comprova al microscopi la
formacid d’esferoplast (els esferoplasts es poden reconeixer per la perdua de la
refringéncia en observar-los amb contrast de fases). Es deixa la digestio amb liticasa
fins a obtenir un minim del 90% d’esferoplasts, se centrifugen els esferoplasts i es
resuspenen en 0,5 ml de Solucié B (Tris-HCI 50 mM, EDTA 0,5 M; pH ajustat a 7,4)
a la qual s’hi afegeixen 50 pl de 10% SDS. Aquesta barreja s’incuba durant 30
minuts a 65° C i posteriorment s’hi afegeixen 200 pl d’acetat potasic 5 M i es deixen
durant 30 minuts en gel. Posteriorment, se centrifuga la mostra a 15000 rpm durant 5
minuts i es transfereix el sobrenedant a un tub nou. Aquest procediment es repeteix si
la mostra no ha quedat prou neta. Finalment, s’hi afegeix 1 pg de RNAsa A i
s’incuba la mostra a 37°C durant 30 minuts per tal d’eliminar el RNA. EI DNA aixi
obtingut és purificat mitjancant fenol/cloroform, precipitat utilitzant isopropanol i

resuspés en un volum final de 50-150 pl de TE.

2.3.- Southern Blot de DNA genomic de llevat.

Aquesta técnica consisteix en la transferencia de les molécules de DNA previament
separades en un gel d’electroforesi a un suport solid (membrana de nylon) i a la
posterior hibridacié amb una sonda de DNA especifica, fet que permet la deteccid de

sequencies especifiques de DNA (Southern 1975).

108



Aquesta técnica és emprada en aquest treball per tal de detectar especificament les
sequéncies telomeriques i poder aixi detectar variacions en la llargada d’aquestes

(vegeu I’apartat 7 dels Resultats i Discussio).

2.3.1.- Southern Blot i hibridacié de la membrana amb sondes
marcades radioactivament.

Transferencia del DNA a la membrana de nylon

Els DNAs genomics de les soques de llevat analitzades es digereixen ON amb
I’enzim de restriccio adequat en cada cas (figura R.11A) i posteriorment se separen
els fragments de DNA en un gel d’agarosa de I’1% (Sambrook et al. 1989) que conté
Bromur d’Etidi. Un cop corregut el gel, aquest es visualitza utilitzant una font de
llum UV i es fotografia amb una regla com a marcador de distancies per tal de poder
determinar amb posterioritat la Ilargada dels fragments observats en
I’autoradiografia, comparant la seva posicié en el gel amb la distancia a qué es

localitzen els diferents marcadors de pesos moleculars coneguts.

Previament a la transferéncia el gel és sotmes a una série de tractaments; entre
cadascun dels diferents tractaments el gel es renta durant 5 minuts amb aigua
destil-lada. EI gel se sotmet inicialment a un procés de depurinitzacié submergint el
gel en una soluci6 al 0,125 M de HCI durant 10 minuts; aquest tractament permet un
trencament dels fragments de DNA més grans que d’aquesta manera sén transferits
amb major facilitat durant el procés de transferéncia. Posteriorment se sotmet el gel a
un procés de desnaturalitzacié submergint el gel en Solucié de Desnaturalitzacio
(NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) durant 30 minuts, i finalment es tracta el gel durant 30
minuts amb Soluci6é de Neutralitzacié (NaCl 1,5 M, Tris-HCI 0,5 M; pH ajustat a

7,5) i es procedeix a realitzar la transferéncia per capil-laritat.

Per realitzar la transferencia per capil-laritat es col-loca el gel sobre una plataforma
elevada en una cubeta que conté la Soluci6 de Transferéncia 20X SSC (NaCl 3M,
citrat sodic 0,3M; pH ajustat a 7); la plataforma es cobreix amb una tira de paper de
cromatografia 3MM mullat en 20X SSC amb els extrems submergits en la cubeta.
Sobre del gel es col-loca un fragment de membrana (Hybond H+; Amersham

pharmacia biotech) de la mateixa mida del gel assegurant-se que no quedin
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bombolles d’aire entre aquesta i el gel. Sobre la membrana es col-loquen 3-4 peces
de paper 3MM de la mateixa mida del gel i a sobre d’aquest una pila de papers de
filtre d’uns 5 cm de gruix aproximadament. Els voltants de la cubeta se segellen amb
film transparent per tal d’evitar I’evaporacio de la solucié de transferéncia i
assegurar-se que la transferéncia de liquid ocorrera principalment per capil-laritat a
través del gel. Finalment es col:-loca en la part superior un pes per tal d’aplicar
pressio al sistema i es deixa ON per tal que es produeixi la transferéncia del DNA a

la membrana (figura M.4).

| | Vidre

Paper de filtre

——— Paper JMM
Hybon H+
[ | ——— Gel agarosa
——— Paper 3IMM

E: I I t ; Cubeta de transferéncia

Figura M.4.- Esquema de I’aparell de transferencia utilitzat per a la transferéncia del DNA a la membrana de
nylon.

L’endema es desmunta I’aparell de transferencia, es renta la membrana en 2X SSC i
es guarda seca entre dues fulles de paper 3MM. Per tal de fixar el DNA a la
membrana es deixa la membrana a 80°C durant 2 hores.

Marcatge radioactiu de la sonda amb [B-**P]dCTP.

El marcatge de fragments especifics de DNA amb deoxiribonucleotids radioactius
permet I’obtencid de sondes especifiques a partir de fragments concrets de DNA.
L’obtencio de les sondes marcades radioactivament es va fer mitjancant el procés de
random primer (Feinberg and Vogelstein 1983; Feinberg and Vogelstein 1984)
utilitzant el Kit de marcatge Ready To Go (Amersham pharmacia biotech) segons les
instruccions proporcionades pel fabricant. Un cop finalitzada la reaccié de marcatge,
aquesta es va passar per una columna per tal de separar els nucleotids radioactius no
incorporats en la reaccié de marcatge (NICK columms, Amersham pharmacia
biotech).
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Protocol d’hibridaci6 de la membrana amb la sonda marcada radioactivament

La hibridacié de la membrana es realitza en tubs d’hibridacié a 65°C utilitzant com a
soluci6é d’hibridaci6 la Solucié d’hibridacié de Denhardt (5X SSC, 5X Solucid
Denhardt’s, 0,5% SDS) (100X Solucié Denhardt’s: 2% BSA, 2% Ficoll 400, 2%
olyvinylpyrrolidone). Préviament a la hibridacié la membrana s’incuba en solucio
d’hibridaci6 a 65°C durant 2 hores (prehibridacio). Posteriorment, la sonda marcada
radioactivament s’incuba a 100°C durant 5 minuts per tal de dissociar les cadenes de
dsDNA, s’afegeix immediatament als tubs d’hibridacio que contenen la membrana i

es deixa incubar a 65°C ON en un forn d’hibridacio.

L’endema es realitzen els rentats per eliminar la sonda no unida a la membrana: es
realitza un rentat amb 2X SSC de 5 minuts i 2 rentats amb 0,1X SSC 0,1% SDS de
20 minuts cadascun. Amb un comptador Geiger es comprova en cada pas la
radioactivitat present en la membrana. Finalment, la membrana s’exposa a una
pel-licula fotografica dins d’un cassette de revelat el temps suficient fins a obtenir un

senyal optim.

2.3.2.- Obtencid de les sondes utilitzades per als estudis de longitud
telomerica

En aquest treball, s’han utilitzat dues sondes diferents per a la determinacio de la
Ilargada de les seqliencies telomeriques: les seqliencies del marcador URA3 (inserit
en posicions telomeériques en algunes de les soques utilitzades en aquest estudi; taula
M.1) i les sequiéncies subtelomeériques del tipus Y’ (vegeu I’apartat 2.4 de la

Introduccio).

Sonda URA3: Per obtenir el fragment utilitzat per al marcatge de la seqliencia del
marcador URA3 s’ha purificat la banda de 1100 pb obtinguda de la digesti6 amb
I’enzim BamHI del plasmidi YDp-H (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes).

Sonda Y’: Per obtenir el fragment utilitzat per al marcatge de la sequéncia
subtelomerica Y’ es va purificar la banda de 340 pb obtinguda de la digestié amb els
enzims Xhol i Kpnl del plasmidi pEL42 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i
Métodes).
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2.4.- Reaccio en cadena de la polimerasa. PCR

La reaccié en cadena de la polimerasa és una técnica que permet I’amplificacio
exponencial de petites quantitats de DNA in vitro utilitzant dos oligonucleotids
flanquejants a la regi6 que es vol amplificar i que hibriden en les cadenes oposades
d’aquesta regié de DNA. Per a la reaccié d’amplificacio s’utilitza una DNA
polimerasa termoestable que permet realitzar un proces ciclic de desnaturalitzacio,
hibridacio dels oligonucleotids i extensid dels oligonucledtids per I’accio de la DNA

polimerasa (Saiki et al. 1988).

En aquest treball, per a I’amplificacio de fragments de DNA utilitzant la técnica de la
reaccio en cadena de la polimerasa s’han utilitzat diferents polimerases comercials,
utilitzant per aconseguir una amplificacié optima dels fragments desitjats o bé el
tampd proporcionat pel fabricant, o bé tampons preparats amb diferents
combinacions de forca ionica i/o concentracié de Mg®* per a optimitzar de forma

empirica la reaccié d’amplificacio.

Enzims comercials utilitzats:

Taq DNA Polymerasa: Amersham Pharmacia Biotech. Polimerasa termoestable
derivada de Thermus aquatiqus.

Biotools DNA polimerasa: Biotools. Polimerasa termoestable derivada de Thermus
thermophilus.

Vent DNA polimerasa: New England Biolabs. Polimerasa termoestable derivada de

Thermococcus litoralis.

Expand High Fidelity PCR System: Roche. Format per una barreja de Taq
polimerasa i Tgo polimerasa.

Per a les amplificacions rutinaries s’ha utilitzat indistintament la Taqg DNA
polimerasa o la polimerasa de Biotools. En aquelles amplificacions que requerien
una major fidelitat en I’amplificacié o que requerien de I’amplificacié de grans
fragments de DNA s’ha utilitzat la Vent polimerasa o I’Expand polimerasa segons

les necessitats.
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Oligonucleotids utilitzats com a encebadors en aquest treball:

Nom Seqiéncia (5’--->3") Comentari

u40 TCTTCATTGTTTTACGAGGATT SCP160

U183 CCCATCAGGTATTCATCCACTC SCP160

uU3037 GACAATATCAACGACATCAGAG SCP160

L4459 CTCGCTGTTTCTTATGTTCGTG SCP160

L4585 AAAGCAGCATTGGACATAGTT SCP160

SCP160-5M AACTACCATGQCTGAAGAACAAACCGCTATTG  Scpl60 a pET-29a-c *

SCP160-3M AGTTCGTCTcgagTCTTAAGGATTTCAAAAC Scpl60 a pET-29a-c *

RPD3-Ul GGCTACAACTCGATATCCG RPD3

RPD3-U2 CCATTTAATTACACCGGGGCAGAT RPD3

RPD3-L1 ATTCGTATATACTTCCAACTC RPD3

RPD3-L2 TATGGGACGCGGTTGATGTATGAA RPD3

RIF1-Ul AAGTGCGTATTTGTTTGTGAGG RIF1

RIF1-U2 CTAGATGACAACGGCAAAGA RIF1

RIF1-L1 TTGTGCGAATTATTGGGTTATG RIF1

RIF1-L2 TAGCGGAACAGGTATGACACAA RIF1

RIF1-L3 TGCGGTAAATCGGTGATG RIF1

RIF1-L4 CCTTTAAGCGGTCCCT RIF1

RIF2-U1 ACCCGGCTTAGTTATCTTGA RIF2

RIF2-U2 AGCGGCTATTTTTCTTTTGTCC RIF2

RIF2-L1 AGTTGCCATCTCTTTGTATTGT RIF2

RIF2 L2 CGTCCTATTTTTATCCACCATCTT RIF2

1-LO ATGCCTGCCATTTGACTAACC URA3-Tel’ (figura R.25A)

1-UP CAAAGCCAACAGTATGTCAGT URA3-Tel’ (figura R.25A)

U3T-U5 GAGAAGCATTGTTGAAAGCCATAC URAB3-Tel (figures R.13A i R.25A)

U3T-L3 ATATACCAATCTAAGTCTGTGCTC URAB3-Tel (figures R.13A i R.25A)

Y’-UP CTGTTTTGATTTAGTGTTTGTTGC Tel Y’ (figura R.25A)

Y’-LO CTACTCTCGCTGTCATACCTTAC Tel Y’ (figura R.25A)

HIS3-ORF GAGGCAGAAGCAGTAGCAGAAC HIS3

TRP1-ORF AGAGCACAGAGGCCGCAGAATG TRP1

LEU2-ORF TCAACCCTATCGCCACTATCTT LEU2

LEU2-ORF-2 TATCGCCACTATCTTGTCTGCT LEU2

URA3-U1 GTCAACAGTATAGAACCGTGGATG ura3-52 (figures R.13A i R.25A)

URA3-L1 CCTGTCTTATTGTTCTTGATTTGT ura3-52 (figures R.13A i R.25A)

BSCP160-UP ATGTCTGAAGAACAAACCGCTATTGACTCTCC 5’ Homologia SCP160 **
CCCTTCCAGGCACCCCAGGCTTTACACT

BSCP160-LO  TCGACACCAGCTTTGGTACCTCTAATGTAGAC 3’ Homologia SCP160 **
AACATCATCGGGCCTCTTCGCTATTACG

BRIF2-UP ATGGAGCATGTAGATTCCGATTTTGCACCTAT 5" Homologia RIF2 **
AAGGAGATGGCACCCCAGGCTTTACACT

BRIF2-LO TCTATCATGTACTTTTCGAGTTAACTTAAGTGG 3’ Homologia RIF2 **
AAGACGCCGGGCCTCTTCGCTATTACG

R1-SCP160 GGTTTCAAAGAGTTCGTCTATCTTCTTAAGGA  TAG Scpl60-3HA **
TTTCAAAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC (Longtine et al. 1998)

F2-SCP160 CGAAAAGGCCGGTGAAATGGTTTTGAAATCCT TAG Scpl60-3HA **

TAAGAAGACGGATCCCCGGGTTAATTAA

(Longtine et al. 1998)

Taula M.3.- Llistat d’oligonucleodtids utilitzats com a encebadors. La localitzaci6 relativa respecte a la
corresponent ORF de la majoria d’oligonucleotids llistats en aquesta taula es pot consultar a I’Apéndix de

Sequencies.

* En els oligonucledtids utilitzats per al clonatge de Scp160 al plasmidi pET-29a-c es representen en mindscula
les bases mutades respecte a la seqiiéncia propia del gen SCP160, i es subratllen les dianes generades (vegeu

I’apartat 3.2.1 dels Materials i Métodes)

** Els oligonucleotids utilitzats en els experiments de manipulacié génica inclouen en posicié més 5’ les regions
d’homologia utilitzades per a la recombinacio génica (vegeu I’ Apéndix de Sequencies) i en posicié més 3’ (en

cursiva) la sequencia homologa als plasmidis que contenen els cassettes amplificats.
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3.- Metodes generals per a I’estudi de proteines

3.1.- Electroforesi de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Per a la separacid de les proteines segons els seus pesos moleculars s’utilitzen els
gels de poliacrilamida que contenen SDS (SDS-PAGE). El SDS és un detergent
anionic que s’utilitza per desnaturalitzar les proteines i per evitar que interaccionin
entre si durant I’electroforesi; el SDS revesteix les proteines destruint I’estructura
tridimensional de la proteina i els hi confereix una carrega neta negativa, de forma
que les proteines migren cap el pol positiu del camp electric. La poliacrilamida,
formada per I’entrecreuament de llargues cadenes de monomers d’acrilamida amb
NN-metilé-bisacrilamida, forma un suport més o menys dens segons la concentracio
d’acrilamida utilitzada permetent la separacio de les proteines; les proteines
revestides de SDS migren en un gel de poliacrilamida de forma inversament

proporcional al seu pes molecular.

El sistema utilitzat per a la preparacié dels gels de poliacrilamida es basa en un
sistema discontinu de gels que consta d’una petita part del gel amb un baix
percentatge d’acrilamida i de pH acidic (gel concentrador o stacking: barreja
acrilamida-bisacrilamida 29:1 5%, Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1%, persulfat
amonic 0,1%, Temed 1 ml/L) seguida d’una altra part que conté una major proporcio
d’acrilamida i un pH més basic (gel separador o resolving: barreja acrilamida-
bisacrilamida 29:1 6-25%, Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, SDS 0,1%, persulfat amonic
0,1%, Temed 0,8 ml/L) (Laemmli 1970). En les condicions del gel concentrador les
proteines formen una Unica banda sense separar-se pel seu pes molecular de manera
que les proteines es concentren a I’inici del front mentre que les condicions del gel

separador permeten la separacid de les proteines pel seu pes molecular.

Muntatge i preparacié del gel

Els gels de poliacrilamida de proteines se solen correr en placa en posicié vertical.
Per obtenir el gel s’utilitzen dos vidres entre els quals es col-loquen uns separadors
d’un gruix definit; el sistema se segella mitjan¢ant una goma en la part inferior i es

manté unit mitjancant la utilitzacié de diverses pinces. Posteriorment, es preparen les
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barreges d’acrilamida a partir de les solucions estoc (estocs utilitzats: barreja
acrilamida-bisacrilamida 29:1 30%; SDS 10%; Tris-HCI pH 8,8 1,5 M; Tris-HCI pH
6,8 1 M; persulfat amonic 10%) i s’aboca entre els dos vidres, en primer lloc, el gel
separador deixant suficient espai a la part superior per abocar posteriorment el gel
concentrador. S’afegeix una fina capa d’isopropanol per tal d’evitar el contacte de
I’oxigen amb I’acrilamida (I’oxigen és un inhibidor de la polimeritzaci6 de la
poliacrilamida) i per a aconseguir que la superficie del gel quedi perfectament plana.
Un cop s’ha polimeritzat el gel separador s’elimina I’isopropanol, es renta amb aigua
destil-lada, s’asseca bé amb un paper de filtre, s’aboca el gel concentrador i es

col-loca la pinta a la part superior.

Els gels de proteines es corren en cubetes que contenen Tampd Laemmli (Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%), aquestes cubetes consten de dos reservoris, un
a la part superior i un altre a la part inferior que contenen cadascun d’ells un

electrode de plati que permet la formacié d’un camp electric uniforme.

Preparacié de les mostres

Les mostres es preparen barrejant-les amb el Tampo de Carrega de Proteines (Estoc
5X: Tris-HCI pH 6,8 250 mM, glicerol 50%, SDS 10%, bromofenol-blue 0,05%, A-
mercaptoetanol 1 mM). Aquest conté el A-mercaptoetanol com a agent reductor per
desfer els ponts disofre presents en les proteines de la mostra. Per tal de permetre una
bona uni6 del SDS a les proteines es bull la mostra durant 5 minuts abans de

carregar-la en el gel.

Tincio del gel amb blau de Coomassie

Per a visualitzar les proteines un cop han estat corregudes en un gel de poliacrilamida
aquest es tenyeix submergint el gel en una solucié que conté el colorant Blau de
Coomassie (Metanol 45 %, acid acetic 10%, Blau de Coomassie 0,25%) i es manté
en agitacid entre 30 i 60 minuts. Un cop tenyit el gel queda d’un color blau intens,
aquest es destenyeix incubant-lo ON en agitacié amb una soluci6 d’acid acetic del
10%.
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3.2.- Expressio i purificacié de proteines recombinants

En aquest treball s’ha expressat en soques d’Escherichia coli la proteina Scp160 de
llevat amb I’objectiu utilitzar-la per a generar anticossos policlonals que siguin
capacos de reconeixer especificament aquesta proteina (vegeu I’apartat 4.1 dels
Materials i Métodes). Per tal d’obtenir la proteina Scpl60 de llevat de forma
recombinant s’ha expressat aquesta proteina fusionada a una cua d’histidines en
posicié C-terminal que posteriorment s’ha purificat mitjancant cromatografia
d’afinitat utilitzant una columna de niquel que és capag de retenir de forma especifica

les proteines que presenten aquest tag.

3.2.1.- Obtencié de Scp160 fusionada a una cua d’histidines

Per a la produccio6 de la proteina Scp160 fusionada a una cua d’histidines es va
utilitzar el plasmidi pET-29a-c (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes). Per
tal de poder clonar la proteina Scp160 al plasmidi pET-29a-c i que aquesta s’ expressi
en fase amb els tags per als que codifica aquest plasmidi, la seqliencia del gen
SCP160 es va amplificar amb els oligonucleotids SCP160-5M i SCP160-3M que
incorporen diverses mutacions respecte a la sequéncia propia del gen SCP160 de
manera que es generen les dianes Ncol en posicié 5’ del gen i Xhol en posicié 3’ del
gen que permeten el clonatge de la proteina en fase (vegeu I’apartat 2.4 dels

Materials i Métodes).

El plasmidi pET-29a-c permet el clonatge dels gens diana sota el control del
promotor de la RNA polimerasa del bacteriofag T7, d’aquesta manera I’expressio
basal de les proteines clonades en soques d’Escherichia coli que no contenen la RNA
polimerasa del fag T7 és practicament nul-la. L’expressio a partir d’aquest plasmidi

s’aconsegueix proporcionant una font externa de RNA polimerasa del fag T7.

3.2.2.- Expressid de proteines recombinants en soques d’Escherichia
coli

Escherichia coli és el microorganisme procariota més emprat per a I’expressio

heterologa de proteines, és un sistema senzill, economic i del qual se’n coneix amb
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forca detall la seva fisiologia i genetica. En aquest estudi hem emprat per a la
produccié de la proteina Scpl60 recombinant les soques BL21 (DE3) i BL21
(DE3)pLysS (Novagen; vegeu I’apartat 3.2.4). Aquestes soques sén lisogens del
bacteriofag DE3, un derivat del fag lambda que conté el gen de la RNA polimerasa
del fag T7 sota el control del promotor lacUV5 (promotor de I’oper6 lac) i el gen lacl
que codifica per al repressor de I’oper6 lac (Studier and Moffatt 1986). EI promotor
lacUV5 és induible per la presencia en el medi d’IPTG (isopropyl-A-D-
thiogalactopyranoside), I’addicié d’aquest compost al medi indueix I’expressié de la
RNA polimerasa del fag T7, cosa que permet I’expressié de la proteina Scpl60
clonada en el plasmidi pET-29a-c. La soca BL21 (DE3)pLysS porta un plasmidi
resistent a cloranfenicol que codifica per a la lisozyma del fag T7, una proteina que
té activitat especifica com a repressor de la polimerasa del fag T7 (Studier 1991;
Zhang and Studier 1997), d’aquesta manera aquestes soques aconsegueixen reduir al
minim I’expressio basal produida en absencia d’IPTG, fet que permet evitar
possibles efectes toxics en les cél-lules d’Escherichia coli ocasionats per I’expressid

de la proteina recombinant.

Proves d’expressio de la proteina Scp160 recombinant

Inicialment varem realitzar proves expressio de la proteina Scpl60 recombinant
utilitzant ambdues soques descrites anteriorment, per aixo s’inoculen tres colonies
diferents que contenen el plasmidi pET-29-SCP160 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels
Materials i Métodes) (la utilitzacié de tres colonies diferents permet obtenir una
mitjana de I’expressio de diferents colonies) en un minicultiu de medi LB que conté
els antibiotics adequats; aquest es deixa créixer fins a arribar a 0,6-0,8 ODy,, i un cop
crescudes les cel-lules s’indueix I’expressio de la proteina recombinant afegint IPTG
al cultiu a una concentracio final de 1 mM. S’agafen mostres (400 ul de cultiu) a les
0, 1, 2i 3 hores de I’inici de la induccio que es carregen en un gel de SDS-PAGE per
comprovar I’expressid de la proteina recombinant (es resuspen el pellet de cél-lules
directament en Tampo6 de Carrega de Proteines i es soniquen les mostres per tal de

trencar el DNA genomic).
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Tal com es pot observar en la figura M.5 la proteina Scp160 recombinant s’expressa
sense problemes en les soques BL21 (DE3) i BL21 (DE3)pLysS, s’obté pero, una
major expressié amb la soca BL21 (DE3).
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Figura M.5.- Gel de SDS-PAGE tenyit amb Coomassie de I’extracte proteic de les cel-lules d’Escherichia coli
que expressen la proteina Scp160 recombinant.

Expressio a gran escala de la proteina Scp160 recombinant

Per a I’obtencio de grans quantitats de la proteina Scp160 recombinant s’inoculen
500 ml de medi LB que conté 20 pg/ml de kanamicina amb tres colonies de la soca
BL21 (DE3) transformades amb el plasmidi pET-29-SCP160. Aquest cultiu es deixa
créixer fins a arribar a 0,6-0,8 ODq,, s’indueix amb I’addicié d’IPTG fins a una
concentracio final de 1 mM i es deixa créixer a 37°C durant 3 hores mes.
Posteriorment, les cél-lules se centrifuguen a 6000g en un rotor GSA (Sorvall) i es
resuspenen en 100 ml de Solucié SPE (NaCl 0,1 M, Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA 1
mM), tornant-se a centrifugar de nou a 6000g en GSA,; el pellet de cél-lules obtingut
es deixa ON a -80°C per facilitar la lisi cel-lular. L’endema les cél-lules es
resuspenen en 10 ml de Solucid de Lisi (NaCl 0,5 M, Hepes pH 7,9 20 mM, EDTA 1
mM, A-mercaptoetanol 20 mM, glicerol 20%, NP-40 0,1%, PMSF 1mM) i se
soniquen fins a observar que la mostra adquireix una consisténcia més liquida i un
color més fosc. La mostra sonicada se centrifuga en una ultracentrifuga a 35000 rpm
durant 1 hora. El sobrenedant obtingut es congela a —80°C (fraccio soluble) i es
resuspen el pellet obtingut (fraccio insoluble) en 10 ml d’una soluci6 de Clorur de
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Guanidini (Clorur de Guanidini 6M, NaCl 100 mM, Hepes pH 7,9 20 mM; A-

mercaptoetanol 10 mM) que es deixa ON a temperatura ambient en agitacio.

3.2.3.- Purificacio de Scp160 fusionada a la cua d’histidines

La expressio de proteines recombinants a E. coli com a proteines de fusié és una
estrategia ampliament utilitzada per a facilitar la purificacié de les proteines
recombinants. La utilitzacié del tag d’histidines permet la purificacié de la proteina
de fusié mitjancant cromatografia d’afinitat amb una columna que conté ions Ni**; la
histidina és capag de formar complexos amb els metalls de transicié com ara Cu*,
Zn**, Ni** i Fe**, d’aguesta manera en una columna que conté ions Ni** immobilitzats
es retenen amb alta afinitat i especificitat les proteines que presenten una cua

d’histidines.

Per a la purificacio cromatografica de la proteina Scpl60 fusionada a la cua
d’histidines es van utilitzar per a cada purificacio 0,5 ml de la reina Chelating
Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech) a la qual es va immobilitzar
ions de Ni** segons les instruccions proporcionades pel fabricant. Un cop la columna
conte els ions immobilitzats aquesta s’equilibra amb la solucié d’inici corresponent
en que es tenen les proteines (Soluci6 de Lisi per la fraccio soluble i Soluci6 de
Clorur de Guanidini per a la fraccié Insoluble) (2 vegades el volum de reina
utilitzat); la mostra de proteines obtinguda de I’expressio a gran escala es fa passar
fins a tres vegades per la columna i es guarda al final com el Flow Trought (FT).
Posteriorment es realitzen dos rentats successius de la columna: un primer rentat amb
la Solucié d’Inici utilitzada (10 ml de Solucid) i un segon rentat amb el Tamp6 D
(KCI 0,1 M, Hepes pH 7,9 20 mM, EDTA 0,2 mM, PMSF 0,1 M, DTT 0,5 M,
glicerol 20%) per a la mostra soluble i el Tampd Urea (Urea 8 M, KCI 100 mM,
Hepes pH 7,9 20 mM, A-mercaptoetanol 10 mM) per a la mostra insoluble. L elucio
de les proteines unides a la columna es realitza utilitzant Imidazol com a competidor
de la unid de la proteina a la reina; I’elucié es va realitzar en tres passos successius
amb 20 mM, 100 mM i 500 mM d’Imidazol respectivament (en la solucid
corresponent: TampOo D o Tampd Urea). Finalment es comprova la purificacié
utilitzant gels de SDS-PAGE; la proteina Scp160 recombinant s’acumula tant a la
fraccid soluble com a la fraccid insoluble (figura M.6).
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Figura M.6.- Gels de SDS-PAGE tenyits amb Coomassie de les diferents fraccions obtingudes en el procés de
purificacié de Scp160 fusionada a la cua d’histidines. A la figura es mostren les fraccions obtingudes en la
purificacio realitzada a partir de la fraccié soluble (A) i de la fracci6 insoluble (B) obtingudes en el procés
d’expressi6 a gran escala de la proteina Scp160 recombinant.

3.2.4.- Soques utilitzades per a la produccio6 de proteines
recombinants

Soca Genotip

BL21 (DE3) F —ompT hsdSB (rB— mB-) gal dcm (DE3)
BL21 (DE3)pLysS F —ompT hsdSB (rB— mB-) gal dcm (DE3)pLysS (CmR)

Taula M .4.-

3.3.- Protocol d’obtencié de proteines a llevat

En aquest treball experimental per a I’obtencid d’extractes proteic a partir de cél-lules
de llevat s’ha utilitzat un protocol basat en la lisi cel-lular i la precipitacio de les

proteines mitjancant acid tricloracéetic (TCA).

Protocol d’extraccio de proteines a llevat mitjangant TCA

A partir de I’estoc de cél-lules crescudes en placa sobre les quals es vol realitzar
I’obtencid de I’extracte proteic es creix un minicultiu en medi SD o YEP segons
sigui convenient i es deixa créixer ON a 30°C en agitacid, aquest s’utilitza I’endema
per a inocular un maxicultiu de 50 ml que es deixa créixer fins a arribar a 0,4-0,6
ODgy. Les cél-lules aixi obtingudes se centrifuguen a 4°C, es renten amb 25 ml
d’aigua freda, se centrifuguen de nou a 4°C i s’asequen bé eliminant completament el
pellet en I’Gltima centrifugacio; el pellet de cél-lules es congela en neu carbonica i es
deixa a —=80°C un minim d’un ON. L’endema es descongela el pellet en gel i es

resuspenen les cél-lules en tampé TCA (Tris-HCI pH 8 20 mM, acetat amonic 50
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mM) (100 pl de tamp6 TCA/7,5 ODgy,) al qual s’ha afegit al moment PMSF a una
concentracio final de 1 mM i 10 pul d’inhibidors de proteases (Protease Inhibitor
Cocktail; Sigma). Es transfereix la barreja a un Falcon de 15 ml i s’hi afegeix 100 pl
TCA 20%/7,5 ODgy, (TCA100%: 500 g TCA/227 ml d’H,0) i 2 vegades el volum
total de Glass Beads (Sigma). Es trenquen les cel-lules mitjangant n cicles de vortex
d’1 minut (deixant reposar un minim d’1 minut en gel entre cada cicle) fins a obtenir
el 90% de les cel-lules trencades. Se separa el sobrenedant obtingut aixi com el
Primer Extracte cel-lular i es renten les restes de Glass Beads afegint-hi 500 pul d’una
solucié freda 1:1 de 20% TCA i Tampo6 TCA, aplicant 2 cicles addicionals de vortex-
gel. El sobrenedant obtingut aixi (Segon Extracte Cel-lular) es barreja amb el Primer
Extracte Cel-lular obtingut anteriorment obtenint-se I’Extracte Cel-lular Total. Les
proteines presents en I’Extracte Cel-lular Total es precipiten centrifugant la mostra a
14.000 rpm durant 10 minuts a 4°C i es resuspén el pellet (eliminant completament el
sobrenedant) en 10 pl de Tampd de Carrega TCA-Laemmli/l ODgy, (SDS 3,5%,
glicerol 14%, Tris-base 120 mM, EDTA 8 mM, A-mercaptoetanol 1 mM, PMSF

2mM, bromofenol-blue 0,01%) preparat a I’instant.
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4.- Técniques Immunologiques

4.1.- Obtencio i purificacio d’anticossos especifics

En aquest treball s’han obtingut anticossos policlonals especifics contra la proteina
de llevat Scp160 utilitzant la forma recombinant d’aquesta proteina per immunitzar

conills contra aquesta proteina.
4.1.1.- Obtencié d’anticossos policlonals B-Scp160

Preparacié de la mostra utilitzada com a antigen per a la immunitzacié

Els antigens utilitzats per a la immunitzacio es preparen directament a partir d’un gel
de SDS-PAGE al 8%. El gel es tenyeix en una solucié de Blau de Coomassie al
0,05% en aigua durant 10 minuts i es retalla la banda observada corresponent a la
proteina d’interes. Per tal de trinxar el fragment de gel retallat es passa la mostra per
una xeringa de 2 ml i es diposita en un eppendorf de 1,5 ml al qual s’han practicat
forats a la base amb una agulla, es col-loca el tub eppendorf dins d’un altre tub i es
centrifuga a maxima velocitat durant 2 minuts per tal que el gel, en passar pel forat
de la base del tub, quedi com una pasta trinxada; aquest procediment es repeteix fins
a tres vegades successives disminuint progressivament el diametre del forat practicat
a la base del tub. Finalment, la mostra es resuspen en un volum igual de PBS (NaCl
137 mM, KCI2,7 mM, Na,HPO, 8 mM, KH,PO,2 mM) i se li afegeix un volum de
I’adjuvant de Freund (Freund 1956).

Immunitzaci6

Les immunitzacions van ser realitzades per la Dra. Josefina Casas a I’estabulari del
IBMB-CSIC (Barcelona). La immunitzaci6 va ser realitzada en conills als quals se’ls
va aplicar I’antigen de forma subcutania. Es fa una primera immunitzacié amb
I’antigen i I’adjuvant complet, i a intervals de 15 dies dos recordatoris amb I’antigen
i ’adjuvant incomplet. L’adjuvant de Freund porta substancies estimulants de la

resposta immune, I’adjuvant complet es diferéncia de I’adjuvant incomplet per la
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preséncia del muramil dipéptid del bacteri Mycobacterium tuberculosis, I’adjuvant

complet genera una resposta immune primaria mes forta que I’adjuvant incomplet.

Processament de la Sang

La sang extreta del conills immunitzats es deixa reposar durant un parell d’hores a
temperatura ambient i posteriorment es va centrifugar a 3000 rpm separant el
sobrenedant obtingut (sérum) com a I’anticos policlonal especific contra la proteina
Scpl60.

4.1.2.- Purificacio per afinitat de I’anticos p-Scp160

Per a aconseguir anticossos especifics contra la proteina Scpl60 s’ha purificat
mitjancant immunoafinitat el serum obtingut a partir dels conills immunitzats amb la
proteina Scpl60. En aquest procediment I’antigen utilitzat per a generar anticos
policlonal s’uneix a un suport solid sobre el qual s’aplica el serum obtingut dels
conills de manera que només els anticossos especifics contra I’antigen d’interes son

retinguts en la columna, posteriorment aquests anticossos son eluits de la columna.

Protocol de purificacid per afinitat de I’anticos p-Scp160

Per a purificar per afinitat I’anticos p-Scpl160 s’uneix la proteina Scpl60
recombinant que conté la cua d’histidines a una columna que conté la reina Chelating
Sepharose Fast Flow (Sigma) amb ions de Ni** immobilitzats (vegeu I’apartat 3.2.3).
Es renta la columna amb 10 ml de Tampé B (NaCl 150 mM, Tris-HCI pH 7,4 50
mM) i es fan passar per la columna 2 ml del serum obtingut de la immunitzacio6 dels
conills amb la proteina Scpl60. Posteriorment, es renta la columna dues vegades
amb 10 ml de Tampo B i una vegada amb 10 ml del Tamp6 C (NaCl 2 M, Tris-HCI

pH 7,4 50 mM) i s’elueix els anticossos amb una solucié de MgCl, 4 M.

La purificacio per afinitat de I’anticos realitzada es va testar mitjancant la técnica de
Western blot (vegeu I’apartat 4.2 dels Materials i Metodes) sobre extractes proteics
de llevat. Tal com es pot observar en la figura M.7 els anticossos $-Scp160 purificats

per afinitat reconeixen una Unica banda en un extracte proteic de llevat.
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Figura M.7- Western blot sobre extractes de la soca UCC506 hibridat amb el sérum obtingut de la immunitzacio
de conills i amb I’anticos purificat per afinitat.

4.2.- Transferéncia de proteines (Western blot) i
immunodeteccio

Aquesta técnica consisteix en la transferencia dels antigens des d’un gel de SDS-
PAGE cap a un suport solid (membrana) i en la reaccio posterior amb un anticos
primari especific per I’antigen que es vol estudiar. Aquest anticos és reconegut
posteriorment mitjangant un anticos secundari marcat enzimaticament que ens

permetra reconéixer-lo especificament mitjangant un senyal colorimetric.

4.2.1.- Transferéncia de proteines

La transferéncia de molecules separades mitjancant una electroforesi cap a una
membrana va ser utilitzada per primera vegada en la tecnica de Southern blot per a la
transferéncia de molecules de DNA (Southern 1975), posteriorment aquesta tecnica
es va aplicar a molécules de RNA (Norther blot) i a proteines (Western blot)
(Towbin et al. 1979).

Per a realitzar aquesta técnica inicialment es corren les proteines que es volen testar
mitjangant un gel de SDS-PAGE, convé cérrer dos gels idéntics, un per a transferir-
lo (sense tenyir) i I’altre per a tenyir-lo amb Coomassie. La transferencia es realitza

mitjancant electrotransferencia, transferint les proteines presents en el gel a una
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membrana de nitrocel-lulosa (Schleister & Schuell), aquest procediment es realitza
emprant una cubeta de transferencia plena de Solucié de Transferéncia de Proteines
(Tris-base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0,05 %, metanol 20 %). Els diferents
components utilitzats en la transferencia es col-loquen formant un sandvitx tal com
s’esquematitza en la figura M.8 i se submergeixen completament en Soluci6 de
Transferencia de Proteines.
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Figura M.8.- Esquema de I’aparell utilitzat per realitzar la transferéncia western blot

La transferencia es realitza aplicant un voltatge de 80 Volts durant 3 hores a 4°C per
evitar el sobreescalfament i mantenint la solucié en agitacié constant per tal
d’assegurar I’homogeneitat del tampd. Un cop finalitzada la transferéncia i, per
comprovar que les proteines han quedat unides a la membrana es pot tenyir la
membrana amb una soluci6 de Roig de Ponceau al 0,02% durant 1-2 minuts deixant-

la destenyir posteriorment en aigua.

4.2.2.- Immunodetecci6

Préviament a la immunodeteccié de les proteines presents en la membrana de
nitrocel-lulosa, aquesta es blogueja mitjancant una Soluci6 de Bloqueig (blotto) (PBS
1X, llet en pols 5%, Tween20 0,1%; acida sodica 0,20%) per tal d’evitar la unié
inespecifica dels anticossos a la membrana; la membrana s’incuba en agitacié amb
blotto des d’una hora fins a un ON. Posteriorment, es renta la membrana tres vegades
en rentats de 5 minuts cada vegada en PBS-Tween (PBS 1X, Tween20 0,1%) i es
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deixa incubant 1 hora amb I’anticos primari (dissolt en PBS-Tween a la dilucio
adequada en cada cas). Un cop finalitzada la incubacié amb I’anticos primari es renta
la membrana amb tres rentats de 5 minuts en PBS-Tween i s’incuba durant 1 hora
amb I’anticos secundari (dissolt en PBS-Tween a la dilucié adequada en cada cas).
Finalment, es renta de nou la membrana amb cinc rentats de 5 minuts en PBS-Tween

i es procedeix a la deteccio dels antigens mitjancant quimioluminiscéncia.

L’ anticos secundari és I’encarregat de reconéixer les IgGs de I’anticos primari que
estan a la seva vegada unides a I’antigen. Per tal de poder visualitzar la localitzacid
d’aquestes molécules I’anticos secundari utilitzat esta conjugat a la peroxidasa de
rave (HRP) que és un enzim capa¢ de donar lloc a una reaccié quimioluminiscent en

interaccionar amb el seu substrat.

Per a la deteccié de I’anticos secundari conjugat a HRP es barregen 10 ml d’una
Soluci6 de Luminol (Tris-HCI pH 8,6 0,1 M, luminol sodic 1,25 mM, H,0, 2,7 mM)
amb 10 pl de Solucié Enhancer (acid p-hidroxicumarinic 0,1% en DMSO) i s’aplica
durant 1 minut sobre la membrana. Posteriorment s’asseca la membrana i s’exposa

amb una pel-licula fotografica el temps adient per obtenir un senyal optim.

4.3.- Chromatin immunoprecipitation (CHIP)

La técnica de Chromatin immunoprecipitation permet la determinacio directa de la
unio in vivo de qualsevol proteina al seu lloc d’uni6 al DNA, aquesta técnica permet
no només estudiar aquelles proteines que s’uneixen directament al DNA sin6 que
també permet detectar aquelles proteines que estan lligades al DNA per la seva
interaccié amb altres proteines, que sén les que s’uneixen directament al DNA. La
técnica es basa en la fixacio in vivo de les proteines al DNA mitjancant el
formaldehid com a agent reactiu i en la posterior utilitzacié de la cromatina
purificada a partir de les cél-lules entrecreuades com a substrat per a la
immunoprecipitacio utilitzant anticossos especifics contra la proteina d’interés
(figura M.9).

La utilitzacio del formaldehid com a agent reactiu permet que I’entrecreuament sigui

realitzat directament sobre les cél-lules intactes donat que aquest és capa¢ de penetrar
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amb facilitat les membranes biologiques, evitant aixi el risc de la redistribucid de les
proteines durant el procés de preparacio dels extractes cel-lulars. El formaldehid és
capac¢ d’entrecreuar tant les proteines amb el DNA com les proteines entre si i
presenta el gran avantatge de permetre una reversié completa de I’entrecreuament
(tractant les cél-lules a 65°C per revertir les unions DNA-proteina i a 100°C per les
unions proteina-proteina). Aquest fet permet que un cop s’ha realitzat la
immunoprecipitacié es puguin aillar les sequéncies de DNA unides a la proteina
d’interés i que aquestes puguin ser estudiades per métodes convencionals de
Southern blot o PCR.
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Figura M.9.- Esquema de la técnica de Chromatin immunoprecipitation, extret de la pagina web del Prof. Philip
Avner (http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Gmm/xinactiv.html).

Entrecreuament i obtencié de I’Extracte Cel-lular Total

Malgrat la capacitat del formaldehid d’entrecreuar tant el DNA amb les proteines
com les proteines entre si, s’ha vist que aquest és un agent d’entrecreuament
insuficient per a detectar la unié al DNA d’algunes proteines que no estan
directament unides al DNA. En aquest casos s’ha observat que la utilitzacié
addicional en la reaccio d’entrecreuament del compost dimetil-adipimidate (DMA;
Sigma), que és un agent capag d’entrecreuar especificament les proteines entre si,
millora la deteccid de la unié d’aquestes proteines al DNA (Kurdistani et al. 2002;
Kurdistani and Grunstein 2003).
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En aquest treball, per tal d’intentar detectar la preséncia de la proteina Scp160 a les
regions telomeériques de llevat es va utilitzar la técnica de CHIP utilitzant com a
agent d’entrecreuament el formaldehid sol o amb combinacié amb el DMA (vegeu

I’apartat 9.2 dels Resultats i Discussio).

A partir de I’estoc de cél-lules crescudes en placa sobre les quals es vol realitzar
I’experiment de CHIP es creix un minicultiu en medi SD o YEP segons sigui
convenient i es deixa créixer ON a 30°C en agitacio, aquest s’utilitza I’endema per a
inocular un maxicultiu de 40 ml que es deixara créixer fins a arribar a 1,5 ODy,,. Per
tal de realitzar la reaccié d’entrecreuament les cél-lules es transfereixen a un Falcon
de 50 ml i es tracten a temperatura ambient amb els agents d’entrecreuament
corresponents. Aquelles cel-lules tractades amb DMA i formaldehid s’incuben primer
durant 45 minuts amb DMA a una concentracié final de 10 mM afegint a la reaccid
DMSO a una concentracid final del 0,25% (el DMSO facilita I’entrada del DMA a la
cel-lula) i posteriorment durant 15 minuts amb formaldehid a una concentraci6 final
de I’1% rentant les cel-lules amb PBS fred entre cadascun dels dos tractaments.
Aquelles cel-lules tractades tnicament amb formaldehid es tracten directament amb
formaldehid a una concentracié final de 11% durant 15 minuts. S’afegeix a la
reaccio un excés de glicina per tal d’aturar la reaccié d’entrecreuament (concentracio
final 125 mM a partir d’una solucio estoc de 2,5 M) i es renten les cel-lules dues
vegades amb 10 ml de PBS fred | s’elinima completament el sobrenedant en el darrer
rentat. En aquest punt les cel-lules es poden congelar a —80°C per a prosseguir amb la

lisi cel-lular I’endema o processar immediatament.

La lisi de les cel-lules entrecreuades es realitza resuspenent el pellet de cél-lules en
500 pl de Solucié Lisi CHIP (Hepes pH 7,5 50 mM, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM,
Tritd X-100 1%, sodium deochycolate 0,1%), s’afegeix a la mostra 20 pl d’inhibidor
de proteases (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma). Es transfereixen les cél-lules a un
Falcon de 15 ml i s’afegeixen 2 volums de Glass Beads (Sigma) i es realitzen n
cicles d’1 minut vortex-gel fins a aconseguir tenir un 90% de cél-lules trencades. Per
tal de separar I’extracte cel-lular de les Glass Beads es forada el Falcon per la part
inferior amb una agulla (21G) escalfada a la flama i es posa dins d’un altre Falcon
per recollir el liquid després. Se centrifuguen durant 1 minut els dos falcons per a fer

baixar totes les restes de liquid present en al mostra. Les mostres se soniquen en 5-10
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cicles de 10 segons cadascun a 50% output (Bransom 250 Sonifier), entre cadascun
dels cicles de sonicacio es deixen refredar les cel-lules en gel. Finalment, es
transfereixen les mostres a un eppendorf de 1,5 ml, se centrifugen a 14.000 rpm dues
vegades (5 minuts la primera vegada i 15 minuts la segona). El sobrenedant obtingut

al final d’aquest procediment es guardar a —80°C com a Extracte Cel-lular Total.

Protocol d’Immunoprecipitacio de les proteines a partir d’extractes
entrecreuats

La immunoprecipitacio es realitza barrejant en un tub eppendorf de 1,5 ml 500 pl de
la Solucié de Lisi del CHIP, 200 pul d’Extracte Cel-lular Total, 30 pl de Proteina A
Sepharosa (Amersham pharmacia biotech) (equilibrada en Soluci6 de Lisi del CHIP)
i n pul de I’anticos especific amb el quals es van realitzar les immunoprecipitacions.
En aquest treball s’han utilitzat per a realitzar les immunoprecipitacions 10 pl (d’una
solucio a 0,4 pg/pl) de I’anticos contra I’epitop HA (12CA5 Boehringer). La
incubacié amb I’anticos es realitza ON a 4°C en agitacio; I’endema es precipita la
proteina A centrifugant la mostra a 14.000 rpm 30 segons guardant-se el sobrenedant
obtingut a —80°C per analitzar-lo posteriorment. El precipitat de proteina A és rentat
diverses vegades per tal d’eliminar les unions inespecifiques, els diferents rentats es
realitzen afegint al precipitat de proteina A 1 ml de Solucio de rentat i incubant-lo
durant 5 minuts a 4°C en agitacio després dels quals es precipita de nou la proteina
A. En total es varen realitzar cinc rentat successius: dos rentats inicials amb la
Solucié de Lisi del CHIP, un rentat amb la Solucié de Rentat 1 (Hepes pH 7,5 50
mM, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, Trité X-100 1%, sodium deoxycolate 0,1%), un
rentat amb la Soluci6 de Rentat 2 (Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA 1 mM, LiCl 0,25
M, NP-40 0,5%, sodium deoxycolate 0,5%) i un ultim rentat en TE, després del qual
s’elimina completament el sobrenedant. L’eluci6 dels anticossos de la proteina A es
realitza afegint 60 pl de Tampo d’Elucié (Tris-HCI pH 8 50 mM, EDTA 10 mM,
SDS 1%) al precipitat de proteina A i incubant-ho durant 10 minuts a 65°C.
Finalment, se centrifugen les mostres a 14.000 rpm durant 2 minuts i es guarda el

sobrenedant obtingut a —80°C com a Precipitat per analitzar-lo posteriorment.
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Obtenci6 de DNA a partir de I’Extracte Cel-lular total o dels immunoprecipitats

Un cop obtinguts els precipitats de les diferents mostres processades es reverteix
I’entrecreuament i s’aillen les seqliencies de DNA presents en el precipitats i en
I’Extracte Cel-lular Total (Input), per tal de poder observar I’enriquiment especific
d’una sequéncia concreta de DNA en comparar I’abundancia relativa de la seqliencia
d’interés estudiada en el precipitat amb comparacié amb I’abundancia present en
I’input. Per revertir I’entrecreuament s’afegeixen a n pl de les mostres 100 ul de TE
amb 1% de SDS (10 pl per a I’Extracte Cel-lular Total i 30 ul per als Precipitats) i
s’incuben a 65°C ON. L’endema es digereixen les proteines presents en la mostra
afegint a aquesta 120 pl de TE que conté 100 ug de Proteinasa K incubant-ho a 37°C
durant 1 hora. S’afegeix a les mostres 25 pl d’una solucié de LiCl (Tris-HCI pH 8 50
mM, LiClI 5 M) i es purifiquen els acids nucleics de la mostra mitjancant
fenol:cloroform:alcohol isoamilc (250 pl) i precipitaci6 amb etanol. El pellet
obtingut és resuspes en 50 pl de TE que conté 1 ug de RNAsa A i incubat a 37°C

durant 30 minuts.

Analisi per PCR de la immunoprecipitacio

La presencia d’una regio concreta de DNA en els precipitats es determina mitjangant
I’amplificacié per PCR utilitzant oligonucleotids especifics d’aquesta regio i
oligonucleotids d’una regid control; la determinacid de I’enriquiment que presenten
aquestes sequéncies en el precipitat es realitza comparant els valors de la relacid
entre els productes de PCR de la regid d’interés i de la regi6 control obtinguts a partir

del precipitat respecte als obtinguts a partir de I’input.

Donat que la determinacio de I’enriquiment es realitza a partir de la comparacio de la
relativa abundancia dels productes de PCR d’una regi6 concreta en relacié a una
regié control és important que les reaccions de PCR es realitzin en condicions
quantitatives. A I’inici de la reaccio de PCR tots els reactius necessaris per a la
reaccid estan en exces i la reaccio té lloc de forma exponencial, pero a mesura que la
reaccio de PCR avanca algun dels components de la reacci6 esdevé limitant i la PCR
entra en una fase estacionaria, per aixo és important que la quantificacié dels
productes de PCR es faci a partir de productes de PCR obtinguts de reaccions que

estan en fase exponencial. Per tal de determinar aquest aspecte s’inclouen en la
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reaccié de PCR diferents dilucions de I’input de forma que es pot testar que la
quantitat de producte obtingut és proporcional a la quantitat de DNA motlle afegit.
Alhora també millora molt la fiabilitat dels resultats quantitatius obtinguts si les
reaccions de PCR utilitzades per amplificar la regié d’interés i la regioé control a
partir dels diferents substrats es realitzen com a reaccions de PCR multiplex, de
forma que els diferents productes sén amplificats en una mateixa reaccié de PCR.

En aquest treball s’ha utilitzat la tecnica de CHIP per a determinar la unio de les
proteines estudiades a les regions telomeriques, per aixo s’han emprat com a
encebadors en la regio de PCR oligonucleotids especifics d’aquestes regions: les
parelles d’oligonucledtids U3T-UP i U3T-LO (fragment URA3-Tel; figures R.13A i
R.25A), 1-UP i 1-LO (fragment URA3-Tel’; figura R.25A) i Y’-UP i Y’-LO
(fragment Tel Y’; figura R.25A). S’ha utilitzat com a regio control la seqliencia
genomica del marcador URA3 (fragment ura3-52; figures R.13A i R.25A). Les
seqliencies d’aquests oligonucleotids es poden consultar a la taula M.3 (vegeu

I’apartat 2.4 dels Materials i Métodes.)

4.4.- Immunolocalitzacions

En aquest treball s’han realitzat immunolocalitzacions de la proteina Scpl160
utilitzant I’anticos 12CA5 (Boehringer) contra I’epitop HA en la soca YXM20 que
conté la proteina de fusié Scpl60-3HA (vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i
Métodes).

Protocol general d’immunolocalitzacions a llevat

A partir de I’estoc de cel-lules crescudes en placa sobre les quals es vol realitzar la
immunolocalitzacié es creix un minicultiu en medi SD o YEP segons sigui
convenient i es deixa créixer ON a 30°C en agitacio, aquest s’utilitza I’endema per a
inocular un maxicultiu de 20 ml que es deixa créixer fins a arribar a 0,5 ODgy,. Un
cop les cel-lules han arribat a la densitat optica adequada es fixen afegint al cultiu 2,5
ml de formaldehid al 37% (la concentracié final de formaldehid al cultiu pot estar
entre 3,5% i 5%) i 2,5 ml d’una solucié 1 M tamp¢ fosfat a pH 6,5 (K,HPO, 466

mM, KH,PO,534 mM) i es deixen a temperatura ambient durant 2 hores en agitacio.
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Posteriorment, se centrifugen les cél-lules a 700g durant 2 minuts, es renten dues
vegades en tampd SP (Sorbitol 1,2 M, tamp6 fosfat a pH 6,5 0,1 M) i es resuspenen
en 1 ml de tampo SP que conté 0,4 pg/ul de Zymoliasa 100T (ICN Biomedicals)
(afegint-hi 1,4 ul de A-mercaptoetanol a la reaccid) per a catalitzar la produccid
d’esferoplasts. Es deixen les cél-lules a 37°C durant 30-60 minuts i es comprova a la
formacio dels esferoplasts al microscopi cada 10 minuts a partir dels 30 minuts de
incubacié. La reaccié s’atura quan s’han obtingut un 90% d’esferoplasts. Es
important que les cél-lules estiguin correctament digerides, si les cél-lules no estan
prou digerides posteriorment no son capaces d’enganxar-se al suport de poly-L-Lys i,

per contra, si estan digerides en exces tenen tendencia a col-lapsar-se.

Durant la incubacié amb la zymoliasa es preparen els portaobjectes rentant-los per
immersio primer en aigua destil-lada i posteriorment en etanol del 95% (es deixen
assecar els portaobjectes a I’aire Iliure) i s’aplica a cadascun dels pouets 15 pl d’una
solucié de 1mg/ml poly-L-Lys durant 5 minuts després dels quals es renten tres
vegades amb aigua destil-lada cadascun dels pouets per separat. Per tal de permetre la
unio dels esferoplasts a els portaobjectes tractats amb poly-L-Lys s’aplica a cadascun
dels pouets 15 pl de suspensio cel-lular durant 10 minuts i s’elimina el sobrenedant
mitjangant una pipeta Pasteur. Es renta cadascun dels pouets 10 vegades amb 20 pl
de PBS-Tween evitant que s’assequin les plaques (es col-loquen els portaobjectes
dins d’una placa de Petri que conté paper de filtre mullat en PBS). Després de I’Gltim
rentat s’apliquen 15 pl de I’anticos primari a cadascun dels pouets i es deixa 1 hora a
temperatura ambient (realitzar diferents dilucions de prova per tal de determinar
quina diluci6 déna el senyal adequat; en aquest treball es va usar I’anticos 12CA5 de
Boehringer a les dilucions 1:10 i 1:100). Un cop acabada la incubacié amb I’anticos
primari es renten deu vegades amb 20 pl de PBS-Tween cadascun dels pouets i
s’incuba amb I’anticos secundari lligat a un fluorocrom (en aquest treball es van
utilitzar anticossos secundaris de conill conjugat a Cy5 a una dilucié 1:100) durant
30 minuts a temperatura ambient mantenint el portaobjectes apartat de la llum. Es
renten les cel-lules dues vegades amb PBS-Tween i 10 vegades amb PBS i es realitza
la tincio amb DAPI aplicant 15 pl d’una solucié de 2 ng/ul durant 5 minuts a

cadascun dels pouets. Posteriorment es renta dues vegades cada pouet amb PBS.
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Finalment, les mostres es munten afegint el medi de muntatge (Mowviol,

Calbiochem) i es cobreixen amb el cobreobjectes evitant la formacié de bombolles.

Les mostres poden observar-se a I’instant o guardar-se a 4°C en la foscor. En aquest
treball s’han emprat per a I’obtencio de les imatges d’immunofluorescéncia un
microscopi de fluorescéncia Axiophot (Zeiss) amb una camera digital Leica DC200 i

un microscopi Confocal Leica SP1.
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V. RESULTATS | DISCUSSIO
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1.- Les cel-lules scpl160 presenten problemes de segregacio
cromosomica

Tal com ja s’ha comentat a la introduccid, les cél-lules scp160 es comporten com a
pseudohaploides en ser creuades amb d’altres soques i analitzar la segregacio de
diferents marcadors genetics mitjancant microdisseccié de tétrades (Wintersberger et
al. 1995).

1.1.- Les cel-lules scp160 presenten un FACS aberrant

Per tal d’estudiar la ploidia de les cél-lules scp160 hem obtingut espores haploides a
partir de cel-lules diploides heterozigotes per al gen SCP160 i les hem analitzat
mitjancant FACS (vegeu I’apartat 1.4 dels Materials i Métodes). Les espores amb la
delecié del gen SCP160 (scpl60A::LEU2; soques Y XM2) obtingudes a partir de la
soca heterozigota AK303 presenten en tots els casos estudiats un nivell de ploidia
cel-lular més elevat que el de les espores wild type germanes obtingudes de la
mateixa soca, aixi com de les espores obtingudes a partir de la soca diploide wild
type AK300 (soques YXML1; vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Métodes). Les
soques diploides AK303 i AK300 s’han sotmés a un proces d’obtenci6 d’espores i
microdisseccid de tetrades (vegeu I’apartat 1.3 dels Materials i Métodes). Les espores
obtingudes a partir de la soca AK303 s’han testat mitjancant répliques en plaques de
medi minim sense leucina per tal de determinar quines porten la delecio del gen
SCP160.

S’han obtingut un total de 159 espores a partir de la soca AK303 entre les que
s’inclouen 19 tetrades senceres de les quals es disposa de les quatre espores
procedents d’una mateixa meiosi. D’aquestes cél-lules el 52% (83 espores) presenten
la delecié del gen SCP160, observant-se d’aquesta manera la relacié 2:2 esperada fet
que ens indica que la delecié del gen SCP160 no sembla afectar de manera

significativa la viabilitat de les espores durant el procés de germinacio d’aquestes.

En analitzar per FACS les diferents espores obtingudes es pot observar que hi ha
tetrades on les cel-lules amb la delecio presenten pics corresponents al valor de 1,5

vegades el nivell de ploidia que presenten les cel-lules wild type germanes de la
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mateixa tétrada, i d’altres tétrades en que les cél-lules amb la delecio presenten
continguts de DNA més elevats als corresponents a 1,5 vegades el nivell de ploidia

de les seves germanes wild type (figura R.1).
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Figura R.1.- (A) FACS de les cél-lules obtingudes a partir de I’esporulacié d’un diploide heterozigot per
SCP160; es representen els dos tipus de tétrades diferents obtinguts: tétrades amb cél-lules mutants que presenten
pics corresponents a 1,5 vegades els valors observats en les cél-lules wild type germanes (Tétrada 1) i tétrades on
els valors dels pics de DNA de les cél-lules mutants s6n superiors a 1,5 vegades els valors dels pics de les
cel-lules wild type germanes (Teétrada 2). (B) Comparaci6 dels histogrames d’una cél-lula scp160 (en gris) amb
una cél-lula SCP160 germana de la mateixa tétrada (en blau).

Aquest diferent comportament entre diferents tétrades sembla dependre, en part, de
les condicions experimentals utilitzades en I’obtencio de les espores i el seu posterior
processament per a observar-les al FACS. A I’hora d’obtenir les espores aquestes es
varen germinar o bé en plaques de YPD, o bé en plaques de YEP-galactosa. S’ha

observat que aquelles espores mutants obtingudes germinant-les en plaques de YPD
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es comporten majoritariament com les espores mutants del segon tipus de tetrada
representada en la figura R.1, mentre que les espores mutants obtingudes després de
germinar-les en plaques de YEP-galactosa es comporten majoritariament com les
espores mutants representades en el primer tipus de tétrada de la figura R.1. Un altre
factor experimental que sembla afectar I’establiment del fenotip de ploidia observat
és I’estat vegetatiu en que es troben les cel-lules en el moment de créixer els cultius
per analitzar les cél-lules mitjancant FACS, aquelles espores que han estat un temps
més prolongat a 4°C abans de processar-les per analitzar-les mitjangant FACS

presenten amb més facilitat fenotips amb un major contingut de DNA.

Malgrat aquesta variabilitat en el grau d’afectacié de la ploidia cel-lular en tots els
casos observats, el contingut de DNA per cel-lula de les cel-lules amb la delecio és
més elevat que no pas el contingut de DNA de les cel-lules wild type. A més a mes
els pics de cél-lules obtinguts en I’analisi per FACS de les cel-lules amb la delecid
son més amples que els pics obtinguts amb les cel-lules wild type (figura R.1),
indicant que la variabilitat quant al contingut de DNA per cél-lula present en les
poblacions de cél-lules mutants és més elevada que la variabilitat present en les
poblacions de cél-lules wild type.

Les dades obtingudes mitjancant citometria de flux s’han analitzat amb I’ajuda del
programa WinMDI, que ens permet obtenir el valor mitja de fluorescéncia de
cadascun dels pics observats en els histogrames obtinguts per I’analisi amb FACS,
aixi com el percentatge de cél-lules del total de la poblacié que hi ha en cadascun
dels pics. Tal com es pot observar en la taula R.1 tant els valors de fluorescéncia
(contingut de DNA) com el percentatge de cel-lules dins de la poblaci6 que presenten
continguts de DNA elevats son més alts en les poblacions de cel-lules mutants.

Valor Mitja de la de fluorescéncia
N 2N =>2N
115+7.97 211+15.6 394+29.11
153+10.6 296+13.6 552+33.5

Percentatge de cél-lules
‘ N 2N =>2N
48.4+4.36 36.8%4.41 13.3+4.51
20.2+16.3 41.0+5.8 31.9+10.5

SCP160
scpl60

Taula R.1.- Mitjana i error estandard del percentatge de cel-lules i del valor mitja de la fluorescéncia a cadascun
dels diferents pics de cél-lules obtinguts mitjancant I’analisi per FACS (figura R.1). Els valor N, 2N i >2N es
refereixen al nivell de ploidia atribuit a un pic en concret prenent com a valor N el pic de fluorescencia que
representa el valor de DNA més baix observat en cadascuna de les diferents categories de cél-lules analitzades
(SCP160 i scpl160).
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La delecid del gen SCP160 directament sobre soques haploides (vegeu I’apartat 1.6
dels Materials i Métodes) també dona lloc a cél-lules amb un major contingut de
DNA indicant que per a I’establiment del fenotip de ploidia aberrant no és necessari
el pas de les cél-lules per meiosi. Hem analitzat I’establiment del fenotip de ploidia
directament sobre soques haploides en dues soques diferents (UCC506 i YDS21U;
vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Metodes) observant-se, igual que en I’experiment
d’obtencio6 d’espores, variabilitat en I’establiment d’aquest fenotip. Malgrat que en
tots els clons obtinguts en major o menor grau s’ha observat I’aparicié de cél-lules
que presenten alteracions en el nivell de la ploidia, hem observat diferéncies quant a
la facilitat de I’establiment del fenotip de ploidia en les dues soques estudiades.
Mentre que en els derivats de la soca YDS21U s’observen en tots els casos analitzats
nivells de DNA més elevats que la soca parental, els derivats de la soca UCC506
presenten una major variabilitat pel que fa als nivells de ploidia cel-lular, observant-
se fins i tot colonies que en ser analitzades per FACS presenten un contingut de DNA

similar al de les cél-lules wild type (figura R.2).

Tal com ja havia estat descrit en analitzar el contingut de DNA per métodes quimics,
hem observat que les cél-lules derivades d’un mateix clon, després de ser sotmeses a
un procés de congelacio per tal de guardar-les com estocs i descongelar-les de nou,
tenen tendencia a mostrar continguts de DNA mes elevats (Wintersberger et al.
1995). Malgrat aquesta tendéncia, I’increment de ploidia observat en soques mutants

no sembla avancar més enlla del valor 4N de la soca parental.
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Figura R.2.- FACS de diferents clons scp160 obtinguts mitjangant técniques de manipulacié génica directament
sobre cel-lules haploides, a I’esquerra es mostren tres clons derivats de la soca UCC506 i a la dreta tres clons
derivats de la soca YDS21U. En gris es representa el FACS obtingut a partir de cel-lules scp160 i en blau es
mostra el contorn corresponent al FACS d’una cél-lula wild type de la mateixa soca..

1.2.- L’expressio de la proteina DDP1 complementa la delecio
del gen SCP160

En I’analisi de la funcionalitat génica d’una proteina a llevat se sol transformar la
soca mutant amb una copia intacta del gen que codifica per la proteina d’interes,
d’aquesta manera s’aconsegueix recuperar els fenotips que presenta la soca mutant.
No obstant, en els mutants scp160 la introduccié d’una copia wild type del gen, bé
sigui mitjancant creuaments de les soques mutants amb soques wild type o expressant
de forma ectopica la proteina Scp160, no dona lloc a una recuperacié del fenotips
mutants observats, reflectint que un cop la cél-lula ha perdut el seu cariotip correcte
aquest esdevé irrecuperable (Wintersberger et al. 1995). Malgrat aixo, si la delecio
del gen SCP160 es fa en preséncia d’un plasmidi que sobreexpressa la propia
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proteina de llevat aquesta no déna lloc a I’establiment dels fenotips mutants
(Wintersberger et al. 1995).

La proteina DDP1 ha estat aillada en el nostre laboratori per la seva capacitat d’unir-
se a les sequéncies pericentromeriques de Drosophila melanogaster i és I’lhnomoleg
de les vigilines en aquest organisme (vegeu I’apartat 1.2.3 de la Introduccio). Per tal
de determinar si la proteina DDP1 de Drosophila melanogaster i la proteina Scp160
de Saccharomyces cerevisiae s6n homolegs funcionals hem obtingut cél-lules amb la
delecioé del gen SCP160 en presencia d’un plasmidi que sobreexpressa la proteina
DDP1 de Drosophila melanogaster.

Hem transformat la soca de llevat AK303 heterozigota per la mutacié en el gen
SCP160 amb el plasmidi pYES2-PACA que conté clonada I’ORF que codifica per la
proteina DDP1 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes). El plasmidi pYES2
és un plasmidi d’expressié de llevat que permet I’expressié regulada de qualsevol
OREF clonada en el seu MCS. Aquest plasmidi dirigeix I’expressio dels gens clonats
mitjangant el promotor GAL1 que és induible per la preséncia de galactosa en el
medi i reprimible per la presencia de glucosa al medi (West et al. 1984; Giniger et al.
1985). Les ceél-lules derivades de la transformacio del plasmidi pYES2-PACA en la
soca AK303 han estat sotmeses a un procés d’obtencid d’espores i microdisseccié de
tetrades per tal d’obtenir espores que portessin la delecio del gen SCP160 i tinguessin
el plasmidi pYES2-PACA. Les espores obtingudes s’han testat mitjancant repliques
en plaques de medi minim sense leucina (seleccionen per scp160A::LEU2) i sense
uracil (seleccionen per al plasmidi pYES2-PACA) per tal d’aillar les espores
desitjades. Com a control s’han transformat cél-lules de la soca AK303 amb el
plasmidi pYES2. La germinacié de les espores i el posterior processament d’aquestes
s’ha fet sempre en plagues que contenien galactosa com a font de carboni per tal
d’assegurar I’expressio de la proteina DDP1. En analitzar per FACS aquestes espores
s’observa que les espores que contenen el plasmidi pYES2-PACA mostren un
contingut de DNA normal mentre que en les espores transformades amb el plasmidi
pYES2 mostren un contingut de DNA aberrant (figura R.3). En presencia del
plasmidi pYES2-PACA el fenotip de ploidia aberrant no s’observa mai. Les cél-lules

transformades amb el plasmidi pYES2 manifesten de forma variable el fenotip de

142



ploidia amb un 10% de les cél-lules analitzades que mostren un contingut de DNA
superior al de les cel-lules wild type.

En créixer aquestes mateixes cel-lules en medis que contenen glucosa per tal de
reprimir I’expressio induida de la proteina DDP1 en el plasmidi pYES2-PACA,
s’observa que les cél-lules amb la delecié que contenen el plasmidi pYES2-PACA
mostren un contingut de DNA més elevat que les cél-lules wild type (figura R.3) tot i
que sembla haver-hi una recuperacio parcial del fenotip que podria indicar que
encara hi ha expressid de la proteina DDPL1.
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Figura R.3.- FACS de cel-lules que expressen de forma ectopica la proteina DDP1 de Drosophila melanogaster.
Les diferents cel-lules analitzades s’han crescut en medi liquid utilitzant com a font de carboni galactosa (part
superior) o glucosa (part inferior) i han estat analitzades mitjancant citometria de flux (vegeu I’apartat 1.4 dels
Materials i Métodes) per tal de determinar els nivells de ploidia cel-lular.

S’han crescut les espores que contenen el plasmidi pYES2-PACA durant diverses
generacions en medi no selectiu i s’han plaquejat en plaques que contenien I’acid 5-
Fluororotic (FOA) per tal d’aillar clons que hagin perdut el plasmidi pYES2-PACA.
El FOA és un compost que afegit en el medi permet seleccionar de forma negativa
per al marcador URA3. Les cel-lules que expressen I’enzim orotidina-5'-fosfat
descarboxilasa, codificat pel gen URA3, no son capaces de créixer en medi que conté
FOA (Boeke et al. 1984) podent-se aillar aixi cel-lules que han perdut el plasmidi
pYES2-PACA (el plasmidi pYES2-PACA conté com a marcador selectiu URA3) i,
per tant, I’expressio de la proteina DDP1. Les cél-lules obtingudes a partir de les

plaques de FOA mostraven, tal com ja s’ha mostrat anteriorment, variabilitat en
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I’establiment del fenotip de ploidia aberrant. EI 10 % de les cél-lules obtingudes
mostraven inicialment el fenotip de ploidia aberrant. No obstant, els mateixos clons
de cel-lules que inicialment no manifesten per FACS el fenotip de ploidia aberrant, si
que manifesten alteracions en el nivell de ploidia cel-lular en analitzar cél-lules
procedents de la descongelacid dels estocs realitzats a partir d’aquests mateixos

clons.

1.3.- Les cel-lules scp160 son hipersensibles al benomyl, una
droga desestabilitzadora dels microtubuls

El benomyl és un dels membres de la familia de compostos basats en el
benzimidazol, que a concentracions adequades son capacos d’afavorir la
despolimeritzacid dels microtubuls, aquesta caracteristica s’ha observat tant in vitro
(Kilmartin 1981), com in vivo (Jacobs et al. 1988). Entre aquesta familia de
compostos hi ha un conjunt de drogues conegudes que afecten la funcié dels
microtubuls com ara el nocodazol, el thiabendazol (TBZ) i el methyl-benzamidizol-
carbamat (MBC). Es creu que aquestes drogues actuen unint-se a les subunitat lliures
de tubulina impedint la polimeritzacié d’aquesta per formar els microtubuls. La
preséncia de les drogues en el medi afavoreix la desestabilitzacid dels microtubuls

donant lloc a una major presencia de formes lliures de tubulina.

El tractament amb aquests tipus de drogues in vivo provoca un mal funcionament
dels processos mediats pels microtubuls en la cel-lula entre els que destaquen els
processos de divisio nuclear, migracio nuclear i fusio nuclear (Quinlan et al. 1980;
Delgado and Conde 1984; Jacobs et al. 1988). S’han detectat un conjunt de
mutacions que afecten la capacitat de les cel-lules de créixer en presencia d’aquestes
drogues, entre aquestes mutacions n’hi ha que afecten els propis gens de la tubulina i
d’altres mutacions que afecten la funcionalitat dels microtubuls. La hipersensibilitat a
aquestes drogues ha estat utilitzada com una eina d’estudi per a la caracteritzacio de
mutacions que afecten el procés de segregacié cromosomica. S’han descrit un
nombre important de proteines implicades en I’estructuracié de I’heterocromatina
centromeérica a Schizosaccharomyces pombe que presenten defectes en la segregacid

cromosomica i, alhora, mostren una hipersensibilitat a aquests compostos (Li and

144



Murray 1991; Interthal et al. 1995; Bernard et al. 1998; Hyland et al. 1999). La
hipersensibilitat a aquests compostos s’associa a un defecte estructural en la formacié
del fus mitotic o a un defecte en la regulacio dels processos que afecten aquestes
estructures com ara defectes en el spindle checkpoint.

El fenotip de ploidia aberrant manifestat per les cel-lules scp160 suggereix que
aquesta proteina contribueix d’alguna manera al procés de segregacié cromosomica.
Per aixo ens varem plantejar estudiar com es comporten les cél-lules scp160 en
preséncia de benomyl. S’han plaquejat dilucions seriades de cel-lules scp160 en
plagues de YPD que contenien diferents concentracions de benomyl compreses entre
els valors de 2,5 fins a 20 pg/ml, observant-se que les cel-lules scp160 comencen a
manifestar problemes de creixement a partir de 10 pg/ml de benomyl, mentre que les
cel-lules wild type sén capaces de créixer sense problemes en plaques de fins a 20

pg/ml (figura R.4).

SCP160 scp160
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Figura R.4.- Analisi de la capacitat de creixement que presenten les cél-lules scp160 en preséncia de diferents
concentracions de benomyl (2,5-20 pg/ml) en comparacié amb la capacitat de créixer que presenten les cél-lules
SCP160. Dilucions seriades de cultius en creixement exponencial de les diferents soques estudiades s’han
plaquejat a les diferents plagues que contenen concentracions creixents de benomyl (vegeu I’apartat 1.2.3 dels
Materials i Métodes).

En analitzar diferents espores scp160 obtingudes a partir de la soca heterozigota
AK303 mitjancant microdisseccio de tétrades en les plaques que contenen benomyl
s’observa, en un 50% de les cel-lules analitzades, aquesta hipersensibilitat al
benomyl. Donat que aquestes cél-lules procedeixen de I’esporulacié de la soca
AK303 i que aquest fenotip no es presenta en totes les cél-lules scp160 analitzades
podria donar-se el cas que la hipersensibilitat al benomyl fos deguda a la presencia
d’una altra mutacio en la soca diploide AK303 que estigués segregant de forma
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independent a la mutacid en el gen SCP160. Per descartar aquesta possibilitat s’han
analitzat, en plaques que contenien benomyl, totes les cél-lules obtingudes a partir de
cinc tétrades senceres obtingudes per micromanipulacio. En cap de les cél-lules wild
type analitzades s’ha observat una hipersensibilitat al benomyl, fet que si que es
manifesta en el 70% de les cél-lules scp160 analitzades (taula R.2). Aquesta analisi
ens permet concloure amb un nivell de significacié del 0,001 que la mutacio del gen
SCP160 i la hipersensibilitat al benomyl no segregen de forma independent. Per
corroborar aquesta idea posteriorment hem analitzat la hipersensibilitat al benomyl
de soques scp160 obtingudes directament a partir de cel-lules haploides, observant-se
també en aquest cas que les cél-lules scp160 presenten hipersensibilitat al benomyl
amb una penetracié incompleta (figura R.9).

Hipersensible | No hipersensible

SCP160 0 10

scpl60 7 3

Taula R.2.- Taula de contingencia per comprovar la dependéncia entre la delecié del gen SCP160 i la
hipersensibilitat al benomyl. Nivell de significaci6=0.001.

En analitzar per FACS les mateixes cel-lules que s’han analitzat mitjancant les
plaques de benomyl s’observa que les cel-lules que presenten una major
hipersensibilitat al benomyl s6n aquelles que mostren per FACS una major proporcio
de cel-lules amb contingut de DNA aberrant (figura R.5).
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Figura R.5.- Regressio lineal entre la proporcio de cél-lules capaces de créixer en plaques que contenen 10 pg/ml
de benomyl i el percentatge de cél-lules de la poblaci6 amb continguts de DNA A 2N. Coeficient de
Correlaci6=0.92.
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1.4.- En les ceél-lules scp160 no es detecta un major defecte
de segregacio de plasmidis centromerics

Donats els fenotips relacionats amb la segregacié cromosomica que presenten els
mutants del gen SCP160 ens varem plantejar I’estudi de la segregaci6 de plasmidis
centromerics en un fons mutant per tal de determinar si aquestes cel-lules presenten

una taxa meés elevada de pérdua d’aquests plasmidis.

Els plasmidis centromérics contenen, a més a més de les sequéncies ARS
(Autonomous Replicating Sequences), algun dels centromers de Saccharomyces
cerevisiae, els elements CEN, d’aproximadament 125 pb. Les seqlencies ARS
actuen com a inici de la replicacié permetent que el plasmidi es mantingui d’una
manera episomal, pero els plasmidis que només contenen sequéncies de tipus ARS
no segregen de forma dirigida i son altament inestables. Aquests plasmidis de
replicacié durant la divisio cel-lular tendeixen a mantenir-se en la cél-lula mare i no
es transmeten correctament a les cel-lules filles, requerint el manteniment de la
pressid selectiva de forma constant per a que es mantinguin en la poblacié. Els
plasmidis centromerics, a diferéncia dels plasmidis de replicacio, es comporten d’una
forma més semblant a minicromosomes. Es mantenen de forma estable en absencia
de pressid selectiva (malgrat que la taxa de pérdua d’aquest plasmidis continua
essent elevada comparada amb la dels cromosomes propis de llevat), segregen durant
el proces de meiosi de forma mendeliana i es mantenen com a plasmidis de baix

nombre de copia per cél-lula.

Hem mesurat la taxa de pérdua d’aquests plasmidis en cél-lules wild type i en
cel-lules mutants per al gen SCP160. Cel-lules que contenien els plasmidis pRS303 o
pRS304 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes) s’han utilitzat per a inocular
10 ml de medi YPD que s’ha deixat créixer fins a saturacio. S’han extret mostres a
I’inici 1 al final d’aquest cultiu que han estat plaquejades en plaques de YPD i de
medi minim selectiu per la preséncia del plasmidi per tal de determinar la proporcio
de cél-lules que contenen el plasmidi. La taxa de pérdua per generacid del plasmidi
s’ha calculat emprant la formula: taxa de pérdua = 1-(F/1)™, on F és la proporcié de
ceél-lules finals que contenen el plasmidi, | la proporcié de cel-lules inicials que

contenen el plasmidi, i N és el nombre de generacions transcorreguts (Kipling and
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Kearsey 1990). Els resultats obtinguts en aquest experiment (taula R.3) no ens
permeten detectar diferéncies significatives en la taxa de perdua per generacio entre
les dues poblacions estudiades (p-valor=0,6).

| Taxa de pérdua per generacio®

SCP160 0,07+0,02
scpl60 0,06+0,03

% Els valors corresponen a la mitjana i desviaci6 estandard de 6 transformants independents.
Taula R.3.- Taxa de pérdua dels plasmidis centromérics pRS303 i pRS304 en cél-lules SCP160 i scp160.
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2.- Les cél'lules scpl160 presenten un fenotip ts

Per tal de determinar si els mutants scpl160 presenten fenotips de sensibilitat a
diferents temperatures es varen créixer cel-lules scp160 a 37°C, 17°C i 14°C. En
analitzar la capacitat de créixer a 37°C de les cél-lules scp160 obtingudes a partir de
la soca diploide AK303 per microdissecci6 de tetrades hem observat que en un 50%
dels casos analitzats aquestes cel-lules no eren capaces de créixer a aquesta
temperatura (figura R.6). Tal com ja s’ha discutit anteriorment, aquest fenotip ts
podria ser degut a I’existencia en la soca AK303 d’una mutaci6 independent a la
mutacié del gen SCP160 que segregues de forma independent a aquesta. De la
mateixa manera que hem fet en I’estudi de la hipersensibilitat al benomy! per tal
d’adrecar aquesta questio, hem analitzat la capacitat de créixer a 37°C de totes les
cel-lules obtingudes a partir de cinc tétrades senceres. Tal com pot observar-se en la
taula R.4 cap de les cel-lules wild type analitzades en aquest estudi presenta
problemes de creixement a 37°C, mentre un 60% de les cel-lules scp160 analitzades
si que presenten problemes de creixement a 37°C. D’aquest estudi podem concloure
amb un nivell de significacié del 0,001 que ambdues mutacions no segregen de
forma independent. Per corroborar posteriorment aquesta hipotesi hem analitzat el
fenotip ts de cél-lules scp160 obtingudes a partir de cel-lules haploides mitjancant
tecniques de manipulacié genica, en aquest analisi hem observat de nou que les
cel-lules scpl60 presenten un fenotip ts que es manifesta amb una penetracid

incompleta (figura R.9).

30°C 37°C

SCP160
scp160

Figura R.6.- Analisi de la capacitat de creixement de les soques scp160 a 37°C en comparacié amb la capacitat
de créixer de les soques SCP160. Dilucions seriades de les diferents soques estudiades s’han plaquejat en plaques
de YPD que posteriorment han estat incubades a 30°C (A) o a 37°C (B) (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i
Métodes).
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Fenotip ts| No Fenotip ts

SCP160 |0 10

scple0 |6 4

Taula R.4.- Taula de contingéncia per comprovar la dependéncia entre la deleci6 del gen SCP160 i el fenotip ts.
Nivell de significacié=0.001

En analitzar per FACS les mateixes cel-lules que s’han analitzat per al fenotip ts
s’observa que en general les cel-lules ts sén aquelles que mostren per FACS una
major proporcio de cel-lules amb contingut de DNA aberrant (taula R.5), tot i que
també s’observen clons amb una elevada proporcio de les cél-lules amb contingut de
DNA aberrant que no manifesten el fenotip ts. Totes les cel-lules scp160 analitzades
en aquest estudi mostren pero, en major o menor grau, nivells de DNA superiors als

de les cel-lules wild type.

% cel-lules en pics = 2N

Fenotipts |80,73+21,5

No fenotip ts|57,4+19,1

Taula R.5.- Mitjana i desviaci6 estandard de la proporci6 de cél-lules que presenten continguts de DNA A 2N.
S’ha quantificat mitjancant el programa WinMDI la proporcié de cél-lules presents en cadascun dels pics
observats en les figures de FACS obtinguts a partir de les cél-lules scp160 analitzades en aquest estudi.

No hem detectat cap diferencia de creixement entre les cél-lules wild type i les

cel-lules mutants a temperatures baixes (17°C i 14°C).
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3.- Les cel-lules scp160 manifesten una desrepressio dels
marcadors situats en regions telomeriques i en el locus del
mating type.

En experiments realitzats al nostre laboratori la proteina DDP1 de Drosophila
melanogaster s’ha trobat associada estructuralment i funcionalment a regions
heterocromatiques d’aquest organisme (vegeu I’apartat 1.2.3 de la Introduccio).
Aquestes troballes suggereixen una implicacid de les vigilines en I’estructuracio de
les regions heterocromatiques. Per testar aquesta possibilitat hem examinat I’efecte
de la delecio del gen SCP160 en el silenciament génic ocasionat per la formacio de
regions heterocromatiques en diferents loci del genoma de Saccharomyces
cerevisiae. Amb aquesta finalitat varem realitzar la delecié del gen SCP160 en
diferents soques que porten gens marcadors integrats en les diferents regions del

genoma de Saccharomyces cerevisiae on hi ha seqliencies heterocromatiques.

Primerament hem estudiat la implicacio de la proteina Scp160 en I’estructuracié de
I’heterocromatina telomerica realitzant la delecié d’aquest gen en les soques
UCC506, YDS21U i AYH2.45, que porten el marcador URAS3 inserit en les regions
telomeriques, obtenint les soques scpl60 derivades YXM3, YXM4 i YXM5
respectivament (vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Metodes). En les soques
UCC506 i YDS21U el marcador URA3 esta situat a 2,1 Kb de les repeticions
telomeriques del telomer V-R, ambdues soques s’han generat en fons genetics
diferents a partir d’una mateixa construccié plasmidica (Renauld et al. 1993;
Rundlett et al. 1996). La soca AYH2.45 conté el marcador URA3 immediatament
adjacent a les repeticions telomériques en el telomer VII-L (figura R.7A). Hem
monitoritzat I’expressid del gen URA3 inserit en aquestes regions plaguejant aquestes
soques en plaques de medi minim que contenien FOA que, tal com ja s’ha explicat
anteriorment, impedeix el creixement de les cél-lules que expressen el gen URA3, de
manera que en les plaques de FOA només poden créixer aquelles cél-lules on
I’expressio del gen URA3 esta silenciada per la formacié de regions
heterocromatiques. Per comparar la capacitat de creixement de les cel-lules scp160
amb les cél-lules wild type hem plaquejat dilucions seriades de cultius en creixement

exponencial en plaques de medi minim amb i sense FOA. Com es pot veure en la
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figura R.7 en els cultius de cel-lules scp160 hi ha una menor proporcio les cél-lules
capaces de créixer en FOA (FOAF), de manera que la delecié del gen SCP160 es
comporta com un supressor de TPE. De la mateixa manera que s’ha observat amb
altres fenotips associats a la deleci6 del gen SCP160 aquest fenotip es manifesta amb
una penetracio incompleta, havent-hi clons que es comporten com les cel-lules wild
type. El grau de desrepressié que s’observa en les cél-lules scpl60 en comparacio

amb el creixement que manifesten les cél-lules wild type oscil-la entre 1 i 3 ordres de
magnitud.
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Figura R.7.- Efecte de la disrupcio del gen SCP160 sobre el silenciament teloméric. (A) Esquema de les
construccions telomériques presents en les diferents soques utilitzades en aquest estudi, les repeticions
telomeriques es representen en aquesta figura mitjancant una la linia de punts. (B) Analisi del creixement en placa
de les diferents soques analitzades mitjancant plaques de medi minim suplementat amb tots els marcadors
auxotrofics amb i sense FOA (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Métodes).
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L’efecte de desrepressio de les regions telomeriques s’observa en les tres soques
estudiades les quals porten dues construccions diferents en les regions telomeriques
(figura R.7A), excloent la possibilitat que aquest efecte sigui especific d’una
construccid concreta i remarcant que es tracta d’un efecte general de la mutacio del
gen SCP160 sobre la formacid de I’heterocromatina telomerica. La distancia entre els
marcadors inserits en aquestes regions i les repeticions telomériques és un factor clau
que determina el grau de silenciament d’aquests marcadors (Renauld et al. 1993), tal
com es pot observar en la figura R.7 comparant el creixement de les soques wild type
UCC506 i YDS21U (URA3 més allunyat del telomer) amb la soca AYH2.45 (URA3

més proxim al telomer).

En analitzar per FACS les mateixes cél-lules que s’han plaquejat en els assaigs de
TPE no hem pogut observar una correlacio evident entre els dos fenotips, si bé la
majoria de cél-lules analitzades presentaven problemes de ploidia. Cal destacar pero
que, en aquests analisis, s’han observat tant cél-lules que presentaven el fenotip de
TPE sense mostrar un increment de ploidia (figura R.8 clon 3), com cel-lules que
presenten increments de ploidia i no mostren cap efecte en el silenciament genic
(figuraR.8 clon 1).

A - FOA + FOA

Figura R.8.- Analisi en paral-lel dels fenotips de TPE i ploidia. (A) S’han plaquejat en plaques de medi minim
amb i sense FOA dilucions seriades de cultius en creixement exponencial de les diferents soques analitzades
(vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Métodes). (B) Els mateixos cultius de cél-lules analitzats mitjangant
plaques de FOA s’han analitzat per FACS per tal de determinar els nivells de ploidia cel-lular d’aquestes cél-lules.
En gris es representa el FACS obtingut per a les diferents cel-lules scp160 analitzades i en blau es mostra en
cadascun dels histogrames el contorn corresponent al FACS de la cél-lula wild type.
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Hem analitzat en paral-lel les cel-lules scp160 per als fenotips de TPE, ts, i
hipersensibilitat al benomyl (figura R.9) observant que, si bé no es pot establir una
correlaci6 perfecte, hi ha una elevada correlacié entre els diferents fenotips. Aquelles
cel-lules que manifesten una de les alteracions descrites tenen tendéncia a manifestar

la resta dels fenotips estudiats.
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Figura R.9.- Analisi en paral-lel de la presentacio dels fenotips de TPE, tsi hipersensibilitat al benomyl
observada en els mutants scp160 obtinguts a partir de la soca UCC506 (soca YXM3, vegeu I’apartat 1.7 dels
Materials i Métodes.). S’han plaquejat dilucions seriades de cultius en creixement exponencial en les diferents
plaques utilitzades per aquest estudi (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Métodes).

Hem estudiat I’efecte de la delecié del gen SCP160 sobre el silenciament génic en el
locus del mating type utilitzant les soques YLS409 i YLP19, que contenen el
marcador ADE2 inserit en el locus HMR, obtenint les soques scpl160 derivades
YXM6 i YXM7 (vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Metodes). El gen ADE2 codifica
per I’enzim fosforibosilaminoimidazole carboxilasa implicat en la via de sintesi de
novo de les purines, la manca d’expressio d’aquest gen provoca que les cel-lules
crescudes en un medi pobre en adenina adquireixin una coloracié vermellosa com a
resultat de I’acumulacio dels precursors de la biosintesis de I’adenina en les vacuoles
de la cel-lula (Fischer 1969). Aquesta caracteristica permet seguir I’expressio del gen
ADE?2 plaguejant les cel-lules en plaques que no han estat suplementades amb
adenina. En aquestes plaques les cel-lules que expressen el gen ADE2 donen lloc a
una coloracié blanquinosa mentre que les cel-lules on el gen ADE2 esta silenciat

donen lloc a una coloracié vermellosa.

La soca YLP19 conté una mutacio en la seqiiencia d’unié del complex ORC en
I’element silenciador HMR-E (hmrAA-ADE?2) (Sussel et al. 1993; Pemberton and

Blobel 1997) fet que provoca que presenti un menor grau de silenciament del

154



marcador ADE2 en comparacié amb el grau de silenciament mostrat en la soca
YLS409 (hmr-ADE2) (figura R.10; comparar A amb B). Les cél-lules scp160
derivades d’aquestes dues soques mostren una disminucio de la coloracio vermella
indicant que, tal com s’ha observat en les seqiiéncies telomeriques, la delecio del gen
SCP160 es comporta com un supressor del silenciament en el locus del mating type
(figura R.10; comparar A amb C i B amb D).

hmr-ADE2 hmrAA-ADE2

hmrAA-ADE2 scp160

Figura R.10.- Imatge detallada de colonies de les soques YLS409 (hmr-ADE2) (A) i YLP19 (hmrAA-ADE2) (B)
i de les seves derivades scp160 YXMG6 (C) i YXM7 (D) respectivament..

Finalment per I’estudi de I’efecte de la deleci6 del gen SCP160 sobre el silenciament
en les regions del rDNA hem utilitzat les soques JS125 i JS128, que contenen el
marcador URAS3 inserit en diferents regions del locus del rDNA (figura R.11A),
obtenint les soques scpl160 derivades YXMS8 i YXM9 (vegeu I’apartat 1.7 dels
Materials i Metodes). Hem analitzat la capacitat de silenciar aquests marcadors que
presenten les diferents soques estudiades plaquejant aquestes cél-lules en plaques de
FOA (figura R.11) observant-se que la delecio del gen SCP160 no té cap efecte sobre
els nivell de silenciament dels gens situats en la regi6 del rDNA.
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Figura R.11.- (A) Esquema del locus del rDNA on es mostren els llocs on esta inserit el marcador URA3 en les
dues soques utilitzades en aquest estudi. (B) Analisi del creixement en placa de les diferents soques en plaques de
medi minim suplementat amb tots els marcadors auxotrofics corresponents amb i sense FOA (vegeu I’apartat
1.2.3 dels Materials i Métodes).
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4.- Les ceéllules scp160 presenten un menor enriquiment de
Sir3 en les seqleéencies telomériques

El silenciament telomeric a Saccharomyces cerevisiae en els locus del mating type i
en les sequiéncies telomériques depén de I’accid de les proteines SIR. En especial la
proteina Sir3 juga un paper estructural essencial en I’establiment de les regions
heterocromatiques en les regions telomeériques i en el locus del mating type (vegeu
I’apartat 2.3.1 de la Introduccid). Per aixo ens varem plantejar analitzar mitjangant
assaigs d’immunoprecipitacié de cromatina (Chromatin immunoprecipitation, CHIP;
vegeu |’apartat 4.3 dels Materials i Metodes) la presencia de la proteina Sir3 en les
regions telomériques de les soques scpl160. L’Extracte Cel-lular Total de cél-lules
fixades amb formaldehid de la soca AYH2.45 i els seus derivats scp160 (Soca
Y XM5), que contenen la proteina Sir3 fusionada al epitop HA (vegeu I’apartat 1.7
dels Materials i Métodes), s’ha immunoprecipitat amb I’anticos contra I’epitop HA.
Per tal de determinar la presencia d’aquesta proteina en les regions telomeériques
s’han analitzat els immunoprecipitats obtinguts mitjangcant PCR amb els
oligonucleotids U3T-UP5 i U3T-LO3 (vegeu I’apartat 2.4 dels Materials i Metodes)
que amplifiquen especificament la copia del gen URA3 que presenten aquestes
soques en el telomer VII-L (figura R.12A, fragment URA3-Tel). Com a sequlieéncia
control en aquesta analisi s’han utilitzat els oligonucleotids URA3-Ul i URA3-L1
(vegeu I’apartat 2.4 dels Materials Métodes) que amplifiquen especificament el locus
genomic del gen URA3 en el cromosoma V (figura R.12A, fragment ura3-52). Les
reaccions de PCR s’han realitzat com a PCR multiplex de manera que els dos
fragments de DNA analitzats s’amplifiquen en una sola reacci6 de PCR per
cadascuna de les mostres estudiades. Les bandes obtingudes en analitzar les
reaccions de PCR mitjancant un gel d’agarosa del 2% han estat quantificades
utilitzant un aparell de captacio i analisi d’imatges (Fluor-S Multilmager, Bio-Rad).

En aquests assaigs hem pogut observar una disminucio significativa de la presencia
de la proteina Sir3 en les regions telomeriques de les soques mutants (figura R.12).
L abundancia relativa de les sequéncies telomériques en els immunoprecipitats
obtinguts a partir de les soques mutants esta disminuida en comparacio a I’observada

en les cel-lules wild type. Els diferents clons scp160 analitzats mostren de mitjana en
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els tres experiments realitzats una disminucio en els nivells de I’ocupacié de la
proteina Sir3 en les regions telomériques, si bé hi ha clons que mostren una elevada

variabilitat entre els diferents experiments realitzats.
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Figura R.12.- Analisi mitjancant CHIP de la preséncia de la proteina Sir3 en les regions telomériques. (A).
Esquema de la localitzacid relativa dels fragments URA3-Tel i ura3-52 utilitzats per I’analisi per PCR dels
immunoprecipitats (B) PCR multiplex realitzada a partir dels Extractes Totals (INPUT) i dels precipitats realitzats
en les diferents soques: AYH2.16 (No Tag), AYH2.45 (Sir3-HA) i YXM4 (scpl60 derivats de AYH2.45). (C)
Quantificaci6 de I’abundancia relativa de les sequéncies telomériques en les diferents mostres analitzades per
PCR. Els resultats presentats estan basats en tres immunoprecipitacions independents mesurades per dues
reaccions de PCR independents en cada cas (es mostra la desviacid estandard a la figura).

Aquests resultats suggereixen fortament que el defecte de silenciament que presenten
les soques scpl60 pot ser degut a problemes en els nivells de Sir3 presents en les
regions telomeriques. En un dels experiments de CHIP realitzats hem analitzat en
paral-lel el grau de silenciament en plaques de FOA que presenten aquestes mateixes
soques, no havent observat cap relacié directa aparent entre el grau de silenciament i
els nivells de Sir3 observats en els telomers mitjangant CHIP (figura R.13). Convé

destacar, no obstant, que en aquesta analisi, malgrat que totes les cél-lules scp160
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mostren per CHIP una disminucié en els nivells de Sir3 presents en les regions
telomeériques, el senyal de Sir3 no es perd en cap dels casos de manera complerta,

podent-se explicar el silenciament observat com a resultat de la presencia de nivells
suboptims de Sir3 en el telomer.

- FO& + FOA

e e ]

Eid

Figura R.13.- Analisi en paral-lel dels nivells de silenciament observats en plaques de FOA en la soca AYH2.45 i
en els derivats scp160 (YXMS5) (A) i els nivells d’enriquiment de Sir3 en les regions telomériques d’aquestes
mateixes soques (B). Les barres d’error mostrades es corresponen a la variabilitat observada en les diferents
PCRs realitzades a partir d’un mateix immunoprecipitat.

159






5.-Efectes que reforcen el silenciament telomeric son
capacos de recuperar el defecte de silenciament ocasionat
per la manca del gen SCP160

Entre les diferents hipotesis postulades sobre les funcions que realitzen les vigilines
s’ha proposat que aquestes estan implicades en la regulacio de la sintesi proteica de
forma general a la cel-lula (vegeu I’apartat 1.2.2 de la Introduccid). Aquesta hipotesi
permetria explicar els fenomens observats en diferents processos cel-lulars de les
cel-lules scp160 com a efectes pleiotropics inespecifics ocasionats per defectes en la
sintesi protéica general de la cel-lula en els mutants scp160. Per tal d’estudiar si el
defecte de silenciament produit per la delecié del gen SCP160 és deguda a aquest
fenomen i per aprofundir en la relacié entre el defecte de TPE de les cél-lules scp160
i la manca de Sir3 a les regions telomeériques ens varem plantejar estudiar com
s’afecta el silenciament teloméric de les soques scp160 per I’efecte de dos processos
que reforcen el silenciament en les regions telomériques: la delecié del gen RPD3 i la
sobreexpressio de la proteina Sir3.

5.1.- La mutacio del gen RPD3 és capac de recuperar €l
defecte de TPE ocasionat per la manca del gen SCP160

L observacié que les regions de DNA silenciat presents en el genoma de
Saccharomyces cerevisiae presenten histones hipoacetilades suposa una implicacid
directa de les desacetilases d’histona (HDACS) i les acetiltransferases d’histones
(HATS) en la regulacio del silenciament (Braunstein et al. 1993; Braunstein et al.
1996). La mutacid de la histona desacetilasa Rpd3 i d’altres proteines associades en
el complex Rpd3-Sin3 afecta al silenciament en tots els locus silenciats del llevat (De
Rubertis et al. 1996; Rundlett et al. 1996; Vannier et al. 1996; Sun and Hampsey
1999). Contrariament al que podria esperar-se, la funcié de Rpd3 en lloc d’estar
implicada en I’establiment o manteniment del silenciament esta implicada en
disrompre’l, donant lloc a qué la mutacié del gen RPD3 es comporti com un
enhancer de TPE; els mutants rpd3 presenten un major grau de silenciament en les
regions heterocromatiques (figura R.14, rpd3) (Rundlett et al. 1996) indicant que
I’efecte realitzat per la proteina Rpd3 és disminuir el grau d’heterocromatitzacio.
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Aquest efecte també s’observa a Drosophila on mutants de RPD3 es comporten com
a enhancers de PEV, indicant una possible conservacio de la funcié de Rpd3 en

contrarestar el silenciament (De Rubertis et al. 1996).

- FOA + FOA

Figura R.14.- Analisi mitjancant plaques de FOA dels nivells de silenciament de les soques rpd3 generades a
partir de les cél-lules scp160. S’ha disromput el gen RPD3 en la soca wild type UCC506, obtenint-se la soca rpd3
YXML10, i en les soques scp160 derivats de la soca UCC506 (soca XYM3). En aquestes soques s’han hagut de
realitzar dues disrupcions successives del gen RPD3 fins a obtenir una cel-lula que no conté cap copia del gen
RPD3 (soques YXM11 i YXM12 respectivament). Les diferents cél-lules obtingudes s’han assajat mitjangant
analisi de creixement en plaques de medi minim que contenen FOA per a determinar el grau de silenciament que
presenten (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Métodes). A I’esquerra de la figura es representen els genotips
rellevants de les diferents soques analitzades.

Per tal de comprovar quin és I’efecte de la mutacié de RPD3 sobre el silenciament
telomeéric en un fons scp160 hem realitzat la disrupcio del gen RPD3 en soques
scpl60 derivades de la soca UCC506 (Soca YXM3) (vegeu I’apartat 1.7.1 dels
Materials i Metodes). Donat el fenotip de ploidia present en aquestes soques ens
varem trobar amb la necessitat de realitzar una doble disrupcié del gen RPD3, ja que
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en soques on s’havia disromput una copia del gen RPD3 (YXM11) encara
presentaven una copia addicional del gen RPD3 wild type. La disrupcié en les
cel-lules scp160 de només una de les copies del gen RPD3 presents no déna lloc a
cap efecte sobre el TPE (figura R.14, scp160 RPD3/rpd3), pero en disrompre totes
dues copies del gen RPD3 presents es recupera la capacitat de les cel-lules scp160 de
créixer en plaques de FOA indicant que aquestes cel-lules han recuperat la capacitat
de silenciar els gens marcadors presents en les regions telomeriques (figura R.14,
scpl60 rpd3/rpd3). Aquest efecte demostra que el defecte de silenciament generat en
les sequiencies telomériques per la manca de Scpl60 és un efecte especific
recuperable per d’altres mutacions que afecten les seqliencies telomeriques. En el
procés d’establiment del silenciament teloméric RPD3 actua downstream de
SCP160.

5.2.- La sobreexpressio6 de Sir3 és capac de recuperar el
defecte de silenciament ocasionat per la manca del gen
SCP160

Tal com ja s’ha comentat amb anterioritat, Sir3 és un component estructural essencial
de I’heterocromatina en el llevat Saccharomyces cerevisiae en les regions
telomeriques i en el locus del mating type. En cél-lules wild type Sir3 es detecta en
les regions telomeériques i subtelomeériques fins a una distancia d’entre 2 a 4 Kb de
I’extrem del telomer (Renauld et al. 1993). La sobreexpressio de Sir3 dona lloc a
I’extensio de les regions ocupades per Sir3 detectant-se la preséncia d’aquesta
proteina en regions que disten fins a 17,5 Kb de I’extrem del telomer (Hecht et al.
1996), fet que correlaciona amb una extensié del silenciament ocasionat per la

presencia d’heterocromatina en aquestes regions.

Els resultats obtinguts amb els CHIPs per tal de detectar Sir3 en les regions
telomeriques de les soques scp160 suggereixen fortament que la manca de Sir3 en el
telomer podria ser la causa principal del defecte de silenciament observat. A la
vegada, els resultats de la delecié de RPD3 donen peu a pensar que la sola alteracié
de components implicats en I’estructuracid del telomer son suficients per recuperar el
defecte de silenciament observat en les cel-lules scp160. Per tal de corroborar

aquestes dues hipotesis varem sobreexpressar Sir3 en cél-lules scpl160 que
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manifestaven defectes de TPE. Es varen transformar aquestes cél-lules amb el
plasmidi pSIR3 que conté I’ORF de SIR3 utilitzant, com a control en aquest
experiment, el plasmidi pRS425 que no conté cap ORF clonada (vegeu I’apartat 2.1.4
dels Materials i Metodes). Ambdos sén plasmidis episomals donant lloc a alts nivells

d’expressio dels gens que contenen clonats (SIR3 en el cas del plasmidi pSIR3).

- FOA

scp160

Figura R.15.- Efecte sobre el silenciament de la sobreexpressio de Sir3 en cel-lules scp160. Les cél-lules
obtingudes a partir de la transformacio de les soques UCC506 (wild type) o YXMS3 (scp160) amb els plasmidis
pRS425 (control) o pSIR3, s’han analitzat mitjancant plaques de medi minim que contenien FOA per tal de
determinar els nivells de silenciament (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Métodes).

Tal com es pot observar en la figura R.15 la sobreexpressio de la proteina Sir3 és
capac de recuperar el defecte de silenciament que presenten les cel-lules scp160
obtenint-se, en les cél-lules mutants que sobreexpressen Sir3 (scpl60 pSIR3), uns
nivells de repressié dels marcadors inserits en les regions telomériques comparables
als nivells que s’obtenen en les cel-lules wild type que sobreexpressen Sir3 (WT
pSIR3). D’altra banda no s’observa cap efecte sobre el nivell de silenciament en
presencia del plasmidi control pRS425 ni en cel-lules wild type (WT pRS425) ni en
cel-lules scp160 (scpl60 pRS425).
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6.- Telomers amb “enhanced TPE” presenten una major
dificultat en I’establiment dels fenotips associats a la delecio
del gen SCP160

Per tal d’aprofundir en I’estudi de la funcié de Scpl60 en la formacid de
I’heterocromatina telomérica ens varem plantejar I’estudi de com es manifesten els
fenotips associats a la deleci6 del gen SCP160 en diferents fons genetics que tenen

afectades les propietats de I’heterocromatina telomérica.

6.1.- Les cel-lules rpd3 no manifesten defectes de TPE en
delecionar el gen SCP160i estableixen amb una major
dificultat el fenotip de ploidia observat en les cel-lules scp160

Hem analitzat com s’estableixen els fenotips de ploidia aberrant i TPE en delecionar
el gen SCP160 sobre cél-lules rpd3. Mitjancant tecniques de manipulacié génica hem
realitzat la deleci6 del gen SCP160 sobre cél-lules wild type de la soca UCC506 i
sobre cél-lules rpd3 de la soca YXM10 (derivada a partir de la soca UCC506; vegeu
I’apartat 1.7 dels Materials i Métodes). Els diferents clons obtinguts s’han crescut,
just després d’aillar-los en la placa de seleccio, en cultius liquids de medi YPD
durant aproximadament 80 generacions; s’han pres diferents mostres a les 10, 40, i
80 generacions que han estat analitzades mitjancant FACS per determinar els nivells
de ploidia cel-lular i mitjancant plaques de FOA per determinar els nivells de
silenciament que presentaven aquestes soques. En aquest experiment s’han analitzat
12 clons rpd3 scpl60 independents obtinguts a partir de la soca YXM10 (soques
XYM13); aquestes cél-lules no manifesten cap canvi en els nivells de silenciament
del marcador URA3 inserit en les regions telomériques (figura R.16). En cap de les
diferents mostres presses s’han detectat canvis en els nivells de silenciament dels
dobles mutants rpd3 scp160 en comparacié amb els nivells que presenta la soca
rpd3.
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Figura R.16.- Analisi mitjancant plaques de FOA de I’establiment en un fons rpd3 del fenotip de TPE en les
cél-lules scp160. S’han plaquejat en plaques de medi minim amb i sense FOA les diferents soques generades a
partir de la soca wild type UCC506, la soca YXM10 (rpd3), i els derivats scp160 d’aquesta (soques YXM13)
(vegeu I’Apartat 1.2.3 dels Materials i Metodes). A I’esquerra de la figura es representen els genotips rellevants
de les diferents soques analitzades.

Les cel-lules analitzades per FACS mostren que en les cél-lules rpd3 el fenotip de
ploidia aberrant observat en delecionar el gen SCP160 s’estableix amb una major
dificultat. Mentre que les cel-lules scp160 derivades de la soca UCC506 (soques
YXM3) manifesten en un majoria dels casos problemes en el nivell de ploidia
cel-lular (64% dels clons analitzats al inici de I’experiment i 86% al cap de 80
generacions), les cél-lules rpd3 scpl60 derivades de la soca YXM10 (soques
YXM13) només presenten problemes de ploidia en un 8% dels casos estudiats I’inici
de I’experiment, valor que s’incrementa fins al 33% dels casos al cap de 80

generacions.
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6.2.- En cél-lules que sobreexpressen Sir3 la delecio de
SCP160 no té cap efecte significatiu sobre el silenciament
telomeric

La disminucio significativa de la concentracid de Sir3 al telomer en els mutants
scpl60, aixi com la recuperacié de la manca de silenciament teloméric en aquestes
cel-lules mitjancant la sobreexpressio de Sir3 suggereixen fortament que el defecte
de silenciament observat en les cél-lules scp160 és degut a una disminucié en la
deposicid de Sir3 en les regions telomériques. Per tal d’aprofundir més en aquest
aspecte varem realitzar la delecié del gen SCP160 en cél-lules de la soca UCC506
que sobreexpressaven Sir3 (cel-lules transformades amb el plasmidi pSIR3).
L’obtencié i manteniment de les cél-lules mutants s’ha fet en medi selectiu per la
presencia del plasmidi, posteriorment aquestes mateixes cél-lules s’han fet créixer en
medi YDP i han estat plaquejades en els medis selectius adients per a seleccionar
clons que havien perdut el plasmidi pSIR3 i, per tant, la sobreexpressio de Sir3. Els
diferents clons obtinguts han estat analitzats mitjancant plaques de FOA per
determinar els nivells de silenciament teloméric d’aquestes soques i FACS per
determinar els nivells de ploidia cel-lular. En aquest experiment s’han analitzat 6

clons independents.

La majoria de cél-lules scp160 obtingudes sobreexpressant Sir3 no mostren cap
disminucié en els nivells de silenciament respecte als nivells que mostren les
cel-lules wild type transformades amb el plasmidi pSIR3 (figura R.17A). Només el
clon 4 manifesta una desrepressio significativa (figura 17A, clon 4). Els mateixos
clons, pero, en perdre el plasmidi pSIR3, mostren majoritariament un efecte clar de
desrepressio dels marcadors situats en les regions telomeriques (figura R.17B).
Convé destacar el fet que el clon 4, que manifesta algun efecte de TPE al
sobreexpressar Sir3, és el que posteriorment manifesta una major desrepressio dels
marcadors telomerics en perdre el plasmidi de sobreexpressio de Sir3, reflectint el fet
que aquesta soca podria tenir compromesa amb un major grau que la resta de clons

analitzats la capacitat de deposicio de Sir3 en les regions telomériques.
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Figura R.17.- Analisi mitjangant plaques de FOA dels nivell de silenciament de soques que sobreexpressen Sir3
(A) i dels derivats d’aquestes soques que han perdut el plasmidi pSIR3 (B).

L’ analisi d’aquestes cel-lules mitjancant FACS indica que la sobreexpressio de Sir3
no té cap efecte en I’establiment del fenotip de ploidia; totes les cél-lules scpl160
obtingudes sobreexpressant Sir3 presenten una continguts de DNA més elevats als
corresponents a les cél-lules haploides wild type, aquests fenotips no es veuen alterats
per la pérdua del plasmidi pSIR3 (figura R.18).
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Figura R.18.- Analisi mitjancant citometria de flux dels nivells de ploidia de cél-lules wild type transformades
amb el plasmidi pSIR3 i d’un derivat scp160 obtingut a partir d’aquesta soca mantenint la pressid selectiva per a
la preséncia del plasmidi pSIR3 (A) i dels clons derivats d’aquests que han perdut el plasmidi pSIR3 i, per tant, la
sobreexpressio de la proteina Sir3 (B).

6.3.- Efecte de la deleci6 del gen SCP160 en els fons mutants
rifl, rif2 i en el doble mutant rifl rif2

Les proteines Rifl i Rif2 han estat aillades per la seva capacitat d’interaccionar amb
I’extrem C-terminal de Rapl en assaigs de dos hibrids. La delecié dels gen RIF1 i
RIF2 ddna lloc a un increment en el silenciament observat en les regions
telomériques. Els mutants rifl i rif2 es comporten com a enhancers de TPE havent-se
proposat que amb la seva interaccio amb I’extrem C-terminal de Rapl aquestes
proteines actuarien com un competidor de la unié de Sir3 a Rapl, afectant d’aquesta
manera a la deposicio de Sir3 als telomers (Hardy et al. 1992; Wotton and Shore
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1997). Aquest fet explicaria I’increment de TPE observat en els mutants rifl i rif2

com un increment en la capacitat de Sir3 d’unir-se a les sequéncies telomériques.

Donada I’afectacié de la preséncia de Sir3 en les regions telomériques en els mutants
scpl60 ens varem platejar d’estudiar com es comporten els dobles mutants rifl
scpl60, rif2 scpl60 i el triple mutant rifl rif2 scpl60 en relacid al silenciament
teloméric. Hem realitzat la mutacio del gen SCP160 en les soques YXM14, YXM15
1 YXM16 totes elles derivades del la soca UCC506, que contenen respectivament les
mutacions rifl, rif2 i la doble mutacio rifl rif2 obtenint les soques scp160 derivades
YXML17 (rifl scpl60), YXM18 (rif2 scpl60) i YXM19 (rifl rif2 scpl60) (vegeu
I’apartat 1.7 dels Materials i Métodes). Varem analitzar mitjancant plaques de medi
minim amb i sense FOA la capacitat de silenciar els marcadors inserits en les regions
telomeriques que presenten aquestes soques analitzant 8 clons scp160 independents
obtinguts en cadascun dels diferents fons genétics analitzats.

En delecionar SCP160 en el fons genétic rifl rif2, si bé s’observen diferéncies en el
grau de silenciament, el grau de desrepressio que presenten aquestes cél-lules és
menor que la desrepressio observada en I’establiment del fenotip de TPE en les
cel-lules wild type. Les cél-lules de la soca YXM19 presenten una disminucié del
silenciament telomeéric, observat en I’assaig en plagues de FOA, no major a un ordre
de magnitud de diferéncia amb les cel-lules originaries (figura R19C); per contra, en
les cel-lules scp160 generades a partir de la soca UCC506 s’observen disminucions
dels nivells de silenciament genic de fins a tres ordres de magnitud (figura R.7B
UCC506).

En delecionar SCP160 en el fons genetic rifl s’observa un efecte similar pero menys
intens. En aquest cas, en alguns clons s’observen nivells de desrepressio comparables
als obtinguts en delecionar SCP160 en les cel-lules wild type, si bé la proporcié de
clons que presenten efectes significatius de desrepressio telomérica és menor en el
les cél-lules obtingudes en el fons genetic rifl que en el fons wild type (comparar la
figura R.19A amb la figura R.7B UCC506).
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Figura R.19.- Analisi mitjancant plaques de FOA de I’establiment del fenotip de TPE en les cél-lules scp160
obtingudes a partir de cel-lules mutants rifl (A) rif2 (B) i rifl rif2 (C). Hem plaquejat els diferents clons de
cél-lules generades a partir de la soca UCC506: les soques YXM14 (rifl), YXM15 (rif2) i YXM16 (rifl rif2)
generades directament a partir de la soca UCC506, i les soques YXM17 (rifl scpl60) YXM18 (rif2 scpl60) i
YXM19 (rifl rif2 scp160) generades mitjangant disrupcié del gen SCP160 en les soques YXM14, YXM15 i
YXM16 respectivament. En la figura es mostren a I’esquerra de cadascuna de les imatges els genotips
representatius de les diferents soques plaquejades.

En delecionar SCP160 en un fons rif2 la majoria de cel-lules presenten en major o
menor grau un efecte de perdua de silenciament comparable a I’efecte observat en les
cel-lules wild type (comparar la figura R.19B amb la figura R.7B UCC506)

En analitzat mitjancant FACS aquestes cél-lules per comprovar com s’estableix el
fenotip de ploidia hem observat que les cel-lules scp160 obtingudes en el fons rifl
rif2 no manifesten nivells de ploidia aberrant, fet que si que s’observa en els fons rifl
o rif2 sols (figura R.20).
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Figura R.20.- Analisi per FACS de les cél-lules scp160 derivades en els fons rifl, rif2 i rifl rif2. En gris es
mostren els histogrames dels nivells de fluorescéncia per cél-lula obtinguts mitjangant FACS en cadascuna de les
soques analitzades i en blau es mostra el contorn dels nivells de ploidia observats en una cél-lula wild type

analitzada en el mateix experiment.
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7.- Les cél-lules scp160 presenten una desregulacio de la
llargada de les seqliencies telomeriques

Els telomers de Saccharomyces cerevisiae contenen aproximadament 350+75 pb de
la repeticio TG,,/C, ;A (Shampay et al. 1984). Algunes de les mutacions que afecten
el silenciament en les regions telomeériques també afecten la longitud de les regions
telomériques (Greider 1996; Zakian 1996; Lowell and Pillus 1998). Per aix0 ens
varem plantejar mesurar la llargada de les regions telomériques en les soques scp160.
Hem mesurat la llargada dels telomers mitjancant Southern blot utilitzant com a
sonda les seqliencies del gen URA3 per tal de veure la llargada del telomers V-R en
aquelles soques que porten aquest marcador inserit en aquest telomer (UCC506,
YDS21U i els derivats scp160 corresponents, YXM3 i YXM4) i les sequéncies de
I’element Y’ present en dos tercos dels telomers de llevat aproximadament (vegeu
I’apartat 2.4 de la Introduccid). Tal com es pot apreciar a la figura R.21 la delecio del
gen SCP160 provoca una desregulacié en la llargada de les regions telomériques
malgrat que aquest fenotip, com els altres fenotips associats a la mutacio scp160,
mostra una certa variabilitat en diferents experiments realitzats. Hem estudiat en total
la longitud telomérica de 27 clons diferents, 13 dels quals mostraven clarament
alteracions en la llargada de les sequiencies telomériques. Aquells clons que mostren
algun efecte majoritariament presenten longituds telomeriques més llargues que les
corresponents als telomers de les soques wild type, tot i que també hi ha algun clon

individual que presenta longituds telomériques més curtes.

L’efecte de desregulaci6 de la longitud telomérica s’observa tant en el telomer V-R
de les soques YXM3 i YXM4 sobre el que s’ha comprovat els efectes de
desrepressio de les regions telomeériques, com en les seqiiencies Y’ presents en un
gran nombre dels telomers de llevat indicant que aquest fenomen afecta de forma
general tots els telomers del llevat i no és especific d’un telomer concret. No s’ha vist
cap relacid evident entre I’afectacié de la Ilargada de les seqliencies telomeriques i el
grau de silenciament que aquestes soques mostren en plaques de FOA.
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Figura R.21.- Efecte de la disrupcié del gen SCP160 en la llargada de les sequencies telomériques. (A) Esquema
de les regions genomiques i les sondes (linia gruixuda) utilitzades per mesurar la llargada dels telomers. Es
representen les dianes utilitzades en el Southern blocs realitzats. (B) Southern blot realitzat digerint el DNA
genomic de llevat amb I’enzim EcoRV i hibridat amb la sonda de la seqliéncia del gen URA3 (vegeu I’apartat
2.3.2 dels Materials i Métodes) per a determinar la llargada de les regions telomériques presents en el telomer V-
R de les soques UCC506 (SCP160) i YXM3 (scpl60) (vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Meétodes). (C)
Southern blot realitzat digerint el DNA genomic de llevat amb I’enzim Xhol i hibridat amb la sonda obtinguda a
partir de les seqliéncies de I’Element Y’ (vegeu I’apartat 2.3.2 dels Materials i Métodes).

Hem analitzat I’efecte de la disrupcio del gen SCP160 en els fons mutants per al gen
RIF1, el gen RIF2 i en el doble mutant per als gens RIF1 i RIF2 (vegeu I’apartat 6.3
dels Resultats i Discussio). Les proteines Rif sén proteines telomeériques que estan
implicades en I’establiment del silenciament teloméric i en el manteniment de la
Ilargada dels telomers, essent els telomers de les cél-lules mutants més llargs que en
les cel-lules wild type (Wotton and Shore 1997). En la figura R.22 es pot observar
que la manca de la proteina Scpl60 també provoca variacions en la llargada de les
sequencies telomeriques en aquests fons mutants, especialment en el fons mutant rifl
(figura R.22A) i en el doble mutant rifl rif2 (figura R22C).
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Figura R.22.- Efecte de la disrupci6 del gen SCP160 en la llargada de les seqiiéncies telomeriques en els fons
mutants rifl (A), rif2 (B) i rifl rif2 (C). El Southern blot s’ha realitzat digerint el DNA gendmic d’aquestes
soques amb Xhol i hibridant la membrana amb la sonda obtinguda a partir de les sequéncies Y’ (vegeu la figura

R.21).
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8.- La sobreexpressio de Scpl160 no és capac de recuperar el
defecte de TPE

Ens varem platejar estudiar quin és I’efecte en el silenciament teloméric de la
sobreexpressio del gen SCP160, tant en cel-lules wild type per tal d’observar quin
efecte té un excés de la proteina Scp160 en aquests processos, com sobre les cél-lules
scp160 per tal de comprovar si el defecte de TPE que manifesten aquestes cel-lules és
recuperable per la sobreexpressié d’aquesta proteina. Altres fenotips associats a la
delecio del gen SCP160 com ara I’increment de ploidia de les cel-lules mutants i
I’adquisicié d’una morfologia cel-lular aberrant no son rescatats per la sobreexpressio
de la proteina Scp160 (Wintersberger et al. 1995).

Per tal de sobreexpressar la proteina Scp160 hem transformat les soques analitzades
amb el plasmidi pSCP160, un plasmidi episomal que conté clonada I’ORF i el
promotor del gen SCP160 (vegeu I’apartat 2.1.4 dels Materials i Métodes). Com a
control en aquest experiment hem utilitzat el plasmidi episomal pRS425 que no conté
cap ORF clonada. Tal com es pot observar, en I’analisi per western blot amb
I’anticos AScpl60 realitzats sobre extractes cel-lulars obtinguts a partir de les
cel-lules transformades amb aquests plasmidis, les cél-lules transformades amb el
plasmidi pSCP160 sobreexpressen la proteina Scp160. Les cél-lules scpl160, en les
quals no es veu cap banda en ser analitzades amb I’anticos AScp160, mostren un
senyal molt més intens de la proteina Scp160, que el senyal observat en les cel-lules
wild type, en ser transformades amb el plasmidi pSCP160 (figura R.23).
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Figura R.23- Sobreexpressio de la proteina Scp160 en les cél-lules transformades amb el plasmidi pSCP160.
Extractes proteics de llevat han estat separats mitjangcant SDS-PAGE (A) i analitzats mitjangant Western blot amb
I’anticos AScp160 (B). S’han analitzat mitjangant SDS-PAGE i western blot cél-lules wild type i cél-lules scp160
sense transformar i cél-lules scp160 transformades amb el plasmidi control pRS425 i amb el plasmidi pSCP160.

Tal com es pot observar en la figura R.24, la sobreexpressio de Scpl60 no té cap
efecte sobre el silenciament teloméric en les cel-lules wild type, on els nivells de
silenciament de les soques transformades amb el plasmidi pSCP160 és identic al de
les cel-lules sense transformar, o al de les cel-lules transformades amb el plasmidi
control pRS425. Tampoc s’observa cap efecte en les cel-lules scpl160 on la
sobreexpressié d’aquest proteina és incapa¢ de restablir el silenciament en soques

que havien perdut completament la capacitat de silenciar els marcadors presents en
les regions telomériques.
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Figura R.24.- Efecte sobre el silenciament de la sobreexpressi6 de Scp160. Les cél-lules obtingudes a partir de la
transformacid de les soques UCC506 (wild type) o YXM3 (scp160) amb els plasmidis pRS425 (control) o
pSCP160, s’han analitzat mitjancant plaques de medi minim que contenien FOA per tal de determinar els nivells
de silenciament (vegeu I’apartat 1.2.3 dels Materials i Metodes).
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9. Localitzacio subcel-lular de la proteina Scpl160

Les vigilines dels diferent organismes estudiats han estat localitzades en diferents
estructures cel-lulars. Funcionalment s’ha relacionat les vigilines en processos molt
dispars que ocorren en localitzacions diferents de la cél-lula (vegeu I’apartat 1.2.2 de
la Introduccid). A Saccharomyces cerevisiae les imatges de localitzacid obtingudes
de la proteina Scp160 mostren una localitzacié de la proteina en la regio perinuclear i
en estructures membranoses dins del citoplasma, patré que recorda al de proteines
que s’uneixen al reticle endoplasmatic (Wintersberger et al. 1995; Frey et al. 2001).
La proteina DDP1 de Drosophila melanogaster contrariament s’ha vist associada a
les regions heterocromatiques d’aquest organisme suggerint que aquesta proteina
realitza una funcié especifica dins del nucli de la cel-lula d’aquest organisme (Cortes
et al. 1999). No obstant aquestes diferéncies, en cél-lules de pollastre les imatges
obtingudes mitjangcant microscopia electronica mostren que la vigilina es localitza
tant al voltant de les estructures membranoses del reticle endoplasmatic, com a la
cara interna de la membrana nuclear en regions heterocromatiques (Klinger and
Kruse 1996), suggerint que en tots els organismes on es troben presents les vigilines

podrien mostrar aquesta doble localitzacio.

Per tal d’estudiar la localitzacio subcel-lular de Scp160 varem taguejar el gen
SCP160 amb 3 copies del tag HA (epitop de I’hemaglutinina del virus influenza). La
soca YXM20, obtinguda en transformar la soca AYH2.16 (vegeu I’apartat 1.7 dels
Materials i Métodes) amb el cassette de modificacié genica que permet generar la
proteina de fusid Scpl60-3HA (vegeu I’apartat 1.6.2.5 dels Materials i Métodes),
s’ha analitzat mitjancant western blot per tal de detectar la presencia de la proteina de
fusié (figura R.25). En la soca YXMZ20 la construccid de fusié Scpl60-3HA s’ha
substituit en el genoma per la copia wild type propia del llevat de manera que aquesta
soca té com a Unica font de proteina Scp160 en la cél-lula la copia taguejada. En els
extractes cel-lulars obtinguts a partir de la soca YXM20 s’observa reactivitat amb
I’anticos contra I’epitop HA, amb una banda de la mida esperada per la proteina de
fusié Scp160-3HA (165 kDa; 160 kDa Scpl60 + 5 kDa tag), que no s’observa en la
soca AYH2.16 original (figura R.25B), aixi com una banda major que I’observada en
la soca AYH2.16 en ser analitzats mitjancant I’anticos AScp160 (figura R.25A).
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Figura R.25.- Analisi per Western blot realitzat a partir d’extractes proteics de les soques on s’ha taguejat I’'ORF
de SCP160 amb 3 copies de I’epitop HA. Els extractes proteics obtinguts a partir de les soques AYH2.16 i
YXM20 s’han analitzat amb I’anticos AScp160 (A) i amb I’anticos contra I’epitop HA (B).

En aquestes soques es va analitzar mitjangant immunofluorescéncia la localitzacio de
Scp160 per tal de confirmar els resultats descrits préviament. També es van utilitzar
aquestes soques en experiments de CHIP per provar de localitzar la proteina Scp160

en les regions telomeériques.

9.1.- Immunolocalitzacions de la proteina Scpl160

La localitzacio cel-lular de Scp160 s’ha analitzat a les soques Y XM20 (Scp160-3HA)
i AYH2.16 (Control) (vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Métodes) mitjangant
immunolocalitzacié amb I’anticos contra I’epitop HA (figura R.26). Les imatges
obtingudes ens permeten concloure que I’anticos contra I’epitop HA és capacg de
veure especificament la proteina Scp160-3HA en la soca YXM20, no detectant-se
cap senyal en la soca control, la soca AYH2.16 (figura R.26A). A la soca YXM20,
Scp160-3HA mostra una localitzacié fonamentalment perinuclear que es veu més
facilment en les imatges obtingudes mitjangcant microscopia confocal (figura R.26B).
El senyal de la proteina Scp160-3HA també es detecta en el citoplasma de les
cel-lules YXM20, pero amb menor intensitat que el senyal perinuclear observat.
Aquests resultats sén similars als obtinguts per altres autors (Wintersberger et al.
1995; Frey et al. 2001).
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Figura R.26.- Immunolocalitzaci6 de la proteina Scp160-3HA amb I’anticos AHA. (A) Imatges de microscopia
de fluorescéncia sobre les soques AYH2.16 (Contol) i YXM20 (Scp160-3HA). Les diferents mostres s’han tenyit
amb DAPI, un colorant que tenyeix especificament el DNA. (B) Detall de la localitzaci6 de Scp160 amb
microscopia confocal.

9.2.- Scp160 no pot ser detectada en les sequiencies
telomeriques mitjancant CHIP

Els telomers, aixi com d’altres estructures heterocromatiques, es troben situats a la
periferia del nucli tant a Saccharomyces cerevisiae com a d’altres organismes models
on s’ha estudiat (Gotta et al. 1996; Marshall et al. 1996) (vegeu I’apartat 2.4 de la
Introduccid). La localitzacio perinuclear de Scpl60 observada mitjancant
immunofluorescéncia és, per tant, compatible amb la preséncia d’aquesta proteina en
les regions heterocromatiques de Saccharomyces cerevisiae. Per tal d’intentar
determinar la presencia de Scp160 en les regions telomériques de Saccharomyces
cerevisiae varem realitzar experiments de CHIP amb la soca YXM20, que conté la
proteina de fusié Scp160-3HA amb I’anticos contra I’epitop HA (figura R.27B).

L’Extracte Cel-lular Total obtingut de la soca YXM20, que conté la proteina de fusio
Scpl60-3HA, s’ha immunoprecipitat utilitzant I’anticos contra I’epitop HA. Per a
I’entrecreuament de les cél-lules de la soca YXM20 s’han utilitzat com a agents
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d’entrecreuament formaldehid sol (FA), o amb combinacié amb dimetil-adipimidate
(DMA+FA), un agent que entrecreua les proteines entre si ajudant a detectar
mitjancant CHIP la presencia de proteines que no estan directament unides al DNA
(vegeu I’apartat 4.3 dels Materials i Métodes). Per tal de determinar la presencia de
la proteina Scpl60-3HA en les regions telomeriques s’han analitzat els
immunoprecipitats obtinguts mitjancant PCR amb els oligonucleotids U3T-UP5 i
U3T-LO3, que amplifiquen especificament la copia del gen URA3 que presenta
aquesta soca en el telomer VII-L (figura R.27A, fragment URA3-Tel); els
oligonucleotids 1-UP i 1-LO, que amplifiquen especificament una regié proxima al
telomer del cromosoma VII-L (figura R.27A, fragment URA3-Tel’); i amb els
oligonucleotids Y’-UP i Y’-LO, que amplifiquen especificament un fragment intern
de les sequiencies subtelomeriques de tipus Y’ (figura R.27A, fragment Tel Y’). Com
a sequeéncia control s’han utilitzat els oligonucleotids URA3-U1 i URA3-L1 que
amplifiquen especificament el locus genomic del gen URA3 en el cromosoma V
(figura R.27A, fragment ura3-52). Els fragments URA3-Tel i URA3-Tel’ s’han
analitzat com a PCR multiplex amplificant la seqiiencia control ura3-52 en la mateixa
reaccio de PCR, fet que no ha pogut ser realitzat amb el fragment Tel Y’ donada la
naturalesa repetitiva de les seqliencies Y’ que dificulta les reaccions de PCR
multiplex. Les sequéncies analitzades com a PCR multiplex s’han quantificat

utilitzant un aparell de captacié d’imatges (Fluor-S Multilmager, Bio-Rad).

Com a control positiu en aquests experiments s’ha determinat la preséncia de la
proteina Sir3-HA en les regions telomériques realitzant I’Extracte Cel-lular Total a
partir de la soca AYH2.45, que conté la proteina de fusié Sir3-HA. Com a control
negatiu en aquest experiment varem analitzar els extractes cel-lulars de la soca
AYH2.16 que no conté cap proteina fusionada a I’epitop HA en el seu genoma
(vegeu I’apartat 1.7 dels Materials i Métodes). Els resultats obtinguts en aquests
assaigs no ens permeten detectar la presencia de Scp160 en les regions telomeriques.
En aquest assaigs no hem pogut detectar en els immunoprecipitats obtinguts a partir
de la soca YXM20 un enriquiment de les bandes telomériques (URA3-Tel, URA3-
Tel” i1 Tel Y’) respecte a la banda control (ura3-52) (figura R.27B).
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Figura R.27.- Analisi mitjancant CHIP de la preséncia de Scp160 a les regions telomeriques. (A) Esquema de les
regions genomiques presents en aquestes soques. Es mostra la localitzacié relativa dels fragments URA3-Tel,
URA3-Tel’ Tel Y’ i ura3-52 utilitzats per I’analisi per PCR dels immunoprecipitats. (B) Analisi mitjancant PCR
dels immunoprecipitats obtinguts a partir de les diferents soques utilitzades en aquest estudi: AYH2.16 (no tag),
AYH2.45 (Sir3-HA) i YXM20 (Scp160-3HA). Els immunoprecipitats obtinguts s’han analitzat amb les regions
genomiques URA3-Tel, URA3-Tel’, i Tel Y’. Les diferents soques han estat processades utilitzant com a agent
d’entrecreuament el formaldehid sol (FA), o amb combinacié amb dimetil-adipimidate (DMA+FA). Es mostren
en la figura les quantificacions realitzades de I’abundancia relativa de les diferents bandes analitzades en aquells
gels on s’ha pogut realitzar la quantificacio. Els resultats quantificats presentats estan basats en de 2-3

experiments de CHIP diferents.
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VI. DISCUSSIO GENERAL
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Conservacio funcional de les vigilines al llarg de I'evolucio

Les vigilines dels diferents organismes estudiats han estat relacionades amb diferents
aspectes de la funcionalitat de la cél-lula, principalment relacionats amb el
metabolisme dels acids nucleics de cadena senzilla. Els tres principals processos a
que s’han associat aquestes proteines sén: (i) regulador de la sintesi protéica, com a
regulador de la traducci6 de forma general a tota la cél-lula, (ii) regulador de mMRNAs
especifics i (iii) contribucions a la segregacio dels cromosomes en mitosi. La hipotesi
d’una implicacié de les vigilines en el procés de traduccid protéica general de la
cel-lula postula que el paper principal de les vigilines en la cél-lula és formar part
dels complexos implicats en el transport i processament dels tRNAs del nucli al
citoplasma contribuint d’aquesta manera a la sintesi protéica general de la cél-lula
(Kruse et al. 1996; Kruse et al. 1998a; Kruse et al. 1998b; Kruse et al. 2000;
Hilgendorf et al. 2001; Hilgendorf et al. 2003; Schuh et al. 2003). Les vigilines
també s’han associat a un paper regulador de mRNAs especifics, bé sigui
estabilitzant determinats mMRNAs, o com a reguladors del posicionament o de
I’eficiencia de traduccio de mMRNAs especifics (Dodson and Shapiro 1997; Kanamori
et al. 1998; Cunningham et al. 2000; Dodson and Shapiro 2002; Goolsby and
Shapiro 2003; Li et al. 2003; Mendelsohn et al. 2003). Finalment també s’han
associat les vigilines amb el procés de segregacié cromosomica donat els fenotips
que presenta el mutant de la vigilina de Saccharomyces cerevisiae, aixi com
I’associacié d’aquestes a I’heterocromatina pericentromeérica de Drosophila
melanogaster (Wintersberger et al. 1995; Cortes et al. 1999; Cortes et al. 2003).

L’ analisi a priori de la peculiar estructura d’aquestes proteines indueix a pensar que
la seva funcionalitat esta basicament determinada per la seva capacitat d’unir-se als
acid nucleics de cadena senzilla; no obstant aixo, es desconeixen molts aspectes
determinants en la possible funcionalitat que puguin estar realitzant aquestes
proteines: (i) es desconeix si aquestes proteines realitzen la seva funcid (o funcions)
unint-se només a un sol tipus d’acid nucleic de cadena senzilla (ssSDNA, tRNA,
MRNA o rRNA) o si realitzen les seves funcions unint-se als diferents tipus d’acids
nucleics presents en la cél-lula, (ii) es desconeix si aquestes proteines exerceixen la

seva funcié via la uni6 de substrats especifics (determinat per una especificitat de
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sequéncia) o si s’uneixen de forma inespecifica de seqiéncia a la seves dianes, (iii)
no es coneix en definitiva quines sén exactament les dianes d’uni6 in vivo d’aquestes
proteines, ni quines consequéncies funcional té per a la cel-lula aquesta unio, (iv)
finalment, no nomeés la seva capacitat d’unir acids nucleics sembla ser determinant
per al seva funcio, sind que també cal tenir en compte la seva capacitat d’interacionar
amb d’altres proteines, de fet s’han trobat formant complexos amb diferents
proteines, malgrat que tampoc es coneixen les implicacions funcionals que aquestes

interaccions puguin tenir.

A I’hora d’estudiar la funcionalitat d’aquestes proteines, la seva localitzacio
subcel-lular també és una font important de controvérsia: diferents estudis han
relacionat aquestes proteines amb una localitzacid citosolica associada al reticle
endoplasmatic (Lang and Fridovich-Keil 2000; Frey et al. 2001; Lang et al. 2001),
altres estudis han relacionat aquestes proteines amb localitzacié nuclear (Cortes et al.
1999), i d’altres estudis han localitzat aquestes proteines en ambdues localitzacions
(Klinger and Kruse 1996; Kruse et al. 1998b; Kruse et al. 2003), obrint la possibilitat
que aquesta doble localitzacio sigui un reflex de la capacitat d’aquestes proteines de

realitzar diferents funcions cel-lulars.

A nivell estructural, les vigilines dels metazous mostren una elevada conservacio
evolutiva amb la preséncia de dominis KH molt regulars i conservats i la preséncia
de forma conservada d’un loop variable molt més Ilarg en el domini KH12 que en la
resta de dominis (vegeu I’apartat 1.2.1 de la Introducci6). Aquest és un argument a
favor d’una alta conservacio de la funcié (o funcions) que aquestes proteines puguin
realitzar dins d’aquest grup d’organismes. Les vigilines dels llevats Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe presenten un menor grau de conservacio
evolutiva amb dominis KH més heterogenis quant a la seva mida i amb un nombre
més gran de dominis degenerats. No obstant, el fet de compartir la mateixa
estructura, amb una preséncia constant d’un alt nombre (14 o 15) de dominis KH,
aixi com la seva disposicio en tandem en tots els homolegs descrits fa pensar que,
almenys en alguna de les funcions que realitzen aquestes proteines, aquesta
disposicio és determinant per a la seva funcid, fet que ha forgat la seva preservacio al
llarg de I’evolucid.

190



La capacitat de la proteina DDP1 de Drosophila melanogaster de complementar el
fenotip de ploidia que s’observa en els mutants scp160 de Saccharomyces cerevisiae
és un fort argument a favor d’una conservacié funcional d’aquestes proteines al llarg
de I’evoluci6. Aquests resultats doncs semblen suggerir que, si bé no es coneix com,
el mecanisme d’accid a través del qual realitzen part de les seves funcions sembla
estar conservat. Aquest escenari pero no exclou la possibilitat d’una diversificacid
funcional de les vigilines en els diferents organismes. Tot i mantenir alguna de les
seves funcions, les vigilines podrien haver adquirit la capacitat de realitzar funcions

diferenciades en les diferents organismes al llarg de I’evolucid.

Contribucio de les vigilines a I’'estructura de
I’heterocromatina

La vigilina de Drosophila melanogaster, la proteina DDP1, ha estat associada tant
estructuralment com funcionalment amb les seqliéncies heterocromatiques d’aquests
organismes. La proteina DDP1 s’ha trobat associada al cromocentre de cromosomes
politénics, on es localitza la heterocromatina pericentromerica dels quatre
cromosomes de Drosophila, aixi com en els bracos eucromatics colocalitzant amb la
proteina HP1 (Cortes et al. 1999; Cortes et al. 2003). Mutants hipomorfs del gen
DDP1 es comporten com a supressors de PEV a la vegada que presenten una
disminucié en les marques caracteristiques de les regions heterocromatiques com la
metilacio del residu K9 de la histona H3 en les regions heterocromatiques (Huertas et
al. resultats no publicats). Per tal d’estudiar una possible conservacio funcional de les
vigilines en aquests aspectes cel-lulars, hem estudiat la possible contribuci6 de la
vigilina de Saccharomyces cerevisiae, la proteina Scpl60, en I’estructuracié i
manteniment de I’heterocromatina en aquest organisme. Els nostres resultats son
compatibles amb una implicacid de les vigilines en aquests processos cel-lulars. La
delecié de SCP160 es comporta com un supressor de variegacid. Les cél-lules
mutants scp160 mostren pérdua de silenciament de marcadors inserits en el locus del
mating type i en les regions telomériques. Aquests resultats suggereixen que una de
les funcions de les vigilines podria ser contribuir a la formacié i/o manteniment de la
heterocromatina en aquestes regions. Aquest resultat és consistent amb les
observacions realitzades a Drosophila melanogaster on el mutant hipomorf ddp1™*

es comporta també com un supressor de variegacié suggerint que una de les funcions
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conservades de les vigilines pot ser la seva contribuci6 a I’organitzacio estructural de
I’heterocromatina. La delecio del gen SCP160 de Saccharomyces cerevisiae afecta
de forma especifica al silenciament observat en aquest organisme en la regi6 del
mating type i en les regions telomeériques, pero no té cap efecte en el silenciament de
les regions del rDNA. Aquests resultats sén compatibles amb el model proposat de la
formacid de les regions heterocromatiques a llevat on es coneix que un mateix grup
de proteines estan implicades, mitjancant els mateixos mecanismes, en I’establiment
del silenciament del locus del mating type i de les regions telomériques, perd no
afecten al silenciament de les regions del rDNA (Aparicio et al. 1991; Smith and
Boeke 1997). Seqliencies reguladores concretes en les regions del locus del mating
type i en els telomers inicien la nucleaci6 de la heterocromatina en aquestes regions
mitjancant el reclutament de factors especifics. Un mateix grup de factors reguladors
esta implicat en la nucleacié de la heterocromatina en aquestes dues regions.
Consistent amb aquest efecte especific de les vigilines en el silenciament de les
regions del mating type i de les regions telomeériques, la desrepressio observada en
les cél-lules scpl160 en les regions telomeriques és recuperable per d’altres mutacions
que contraresten la supressio del silenciament en aquestes regions: la mutacié del gen
RPD3 (Rundlett et al. 1996) i la sobreexpressio de la proteina Sir3 (Renauld et al.
1993; Hecht et al. 1996).

En els diferents estudis funcionals realitzats fins a la data s’han proposat diferents
hipotesis sobre la funci6 principal de les vigilines. L associacio d’aquestes proteines
al reticle endoplasmatic i, més especialment, als ribosomes dels diferents organismes
on s’ha estudiat (Wintersberger et al. 1995; Weber et al. 1997; Lang and Fridovich-
Keil 2000; Frey et al. 2001; Lang et al. 2001; Baum et al. 2004), ha portat a suggerir
que la funcid principal d’aquestes proteines es desenvolupa en aquestes estructures
cel-lulars mitjancant la seva capacitat d’unir acids nucleics de cadena senzilla (s’han
relacionat les vigilines tant amb el mMRNA com amb els tRNAs). S’han proposat dues
hipotesis diferents per explicar el paper desenvolupat per les vigilines en aquestes
processos. D’una banda s’han relacionat les vigilines com a part activa en el procés
de sintesi protéica de la cél-lula participant en el transport de tRNAs entre el nucli i el
citoplasma (Kruse et al. 1996; Kugler et al. 1996; Kruse et al. 1998a; Kruse et al.
1998b; Kruse et al. 2000; Hilgendorf et al. 2001; Hilgendorf et al. 2003; Kruse et al.
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2003) i, per altra banda, s’ha associat a aquestes proteines un paper regulador de
I’estabilitat o I’eficiencia de la traduccio de determinats mMRNAs especifics (Dodson
and Shapiro 1997; Cunningham et al. 2000; Lang and Fridovich-Keil 2000; Frey et
al. 2001; Lang et al. 2001; Li et al. 2003; Baum et al. 2004). En ambdés casos els
fenotips observats en els mutants de les vigilines s’associen no a efectes directes
ocasionats per I’accié de les vigilines en els diferents processos estudiats, sind a
efectes indirectes ocasionats per I’accio de les vigilines, ja sigui com a reguladors

generals de la traduccio o com a reguladors de mRNAs especifics.

L’efecte especific observat en les cél-lules scp160 de desrepressio en els marcadors
inserits en les regions telomeériques i en les regions del mating type, pero no en les
regions de rDNA, aixi com les observacions que el fenotip de desrepressio és
recuperable especificament per mutants que actuen com a enhancers de TPE
argumenten en contra d’un efecte de desregulacio global de la cel-lula, tal com seria
d’esperar si les vigilines estiguessin implicades en el procés de sintesi proteica
general de la cél-lula, tal com semblarien indicar els estudis funcionals que
relacionen les vigilines amb el metabolisme dels tRNAs (Kruse et al. 2000) i els
resultat obtinguts en cel-lules de mamifers, on la injeccié de DNA antisense contra
les vigilines és capag de provocar una disminucio en la sintesi protéica de la cel-lula
(Schuh et al. 2003). Els nostres resultats perd no permeten discernir entre una
implicaci6 directa de les vigilines en aquests processos 0 una accio indirecta com a
conseqiiencia de la contribuci6 de les vigilines al metabolisme de determinats
mMRNAs que codifiquen per proteines implicades en [’establiment de

I’heterocromatina.

Malgrat que el mecanisme pel qual la delecié del gen RPD3 desencadena un
increment en la repressid de les regions heterocromatiques no es coneix, el fet que la
mutacio de la histona desacetilasa Rpd3 es comporti com un enhancer de variegacid
tant a Drosophila melanogaster com a Saccharomyces cerevisiae suggereix una
implicacio directa d’aquesta proteina en la regulacio de les seqlencies
heterocromatiques que ha estat conservada al llarg de I’evolucié (De Rubertis et al.
1996). No obstant aix0, a partir dels estudis realitzats a llevat, s’ha proposat que
I’efecte de la mutacié de RPD3 sobre les seqliéncies heterocromatiques és degut a
efectes indirectes i que la proteina Rpd3 no té un paper determinant en la modificacid
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de les histones presents en les regions heterocromatiques (Bernstein et al. 2000;
Kurdistani et al. 2002; Robyr et al. 2002). S’han proposat diferents hipotesis per
explicar I’efecte de la mutaci6 de RPD3 sobre el silenciament genic com ara un
increment en I’expressio de Sir3 (Rundlett et al. 1996) o un increment de I’expressio
dels gens de les histones (Bernstein et al. 2000) com a resultat de I’increment general
d’acetilacio provocat per la delecié de RPD3. L’efecte de repressié genica observat
en mutar RPD3 en les cel-lules scpl160 que han perdut la seva capacitat de silenciar
els gens presents en les regions heterocromatiques indica que, siguin quins siguin els
efectes que ambdues proteines realitzen sobre les sequéncies telomériques, RPD3
actua downstream de SCP160. Consistent amb aquests resultats la pérdua de
silenciament teloméric associada a la delecié de SCP160 no s’estableix en el fons

mutant rpd3.

L’efecte de desrepressio observat en els mutants scp160 sembla ser degut a una
disminuci6 de la preséncia de la proteina Sir3 en les regions heterocromatiques. En
aquest sentit s’observen mitjangant CHIP uns nivells menors de Sir3 en les regions
telomériques de les cél-lules mutants i, consistent amb aquest fet, s’observa una
recuperacid del silenciament teloméric al sobreexpressar Sir3. De forma similar
s’observa que en realitzar la delecié de SCP160 en cel-lules transformades amb un
plasmidi multicopia que sobreexpressa la proteina Sir3 (pSIR3), no s’observen
canvis significatius en els nivells de desrepressid dels marcadors génics inserits en
les regions telomeriques. Les cél-lules scp160 no semblen tenir afectada de manera
irreversible la capacitat d’unir Sir3 en les regions heterocromatiques tal com posa de
manifest el fet que en les cel-lules scp160 transformades amb el plasmidi pSIR3
s’observen uns nivells de repressié comparables als de les cél-lules wild type
transformades amb el mateix plasmidi. No obstant aixo, I’observacid que I’Unic clon
en qué s’observa efecte de desrepressio telomérica en delecionar el gen SCP160 en
presencia del plasmidi pSIR3 és el que posteriorment en perdre la sobreexpressio de
Sir3 manifesta un major grau de desrepressié telomérica, pot ser una indicacié que
els diferents graus de desrepressio observats en les cél-lules scp160 poden ser el
resultat de diferéncies en la unié de Sir3 a les regions telomériques. S’ha proposat
que les proteines Rifl i Rif2, en interaccionar amb I’extrem C-terminal de la proteina
Rapl, interfereixen en la deposicié de Sir3 a les sequiencies telomeériques (Hardy et
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al. 1992; Wotton and Shore 1997) de manera que la delecié d’aquestes proteines
permet una unié més efica¢ de Sir3 a Rapl incrementant el silenciament. D’acord
amb I’efecte observat en delecionar SCP160 en cel-lules que sobreexpressen Sir3,
s’observa també un menor grau de desrepressio telomerica en realitzar la delecid de
SCP160 en un fons genétic que conté la doble mutacio rifl rif2 en comparacié amb
el grau de desrepressié genica que s’observa en realitzar la deleci6é en un fons wild
type. Aquest fet pot ser explicat perqué I’efecte inhibidor de la deposicié de Sir3
produit per la delecié de SCP160 és contrarestat per I’increment en la deposicio de
Sir3 en les seqliencies telomeriques que s’observa en els dobles mutants rifl rif2.

Tots aquests resultats permeten suggerir que I’efecte de perdua de silenciament
telomeric i del mating type observat en les cél-lules scp160 son deguts a una
disminucio en els nivells de Sir3 presents en aquestes regions. No obstant, els nostres
resultats no permeten establir si aquests efectes sén deguts a un efecte directe de
Scpl60 sobre la deposicio de Sir3 en els regions heterocromatiques o a efectes
indirectes ocasionats o bé a I’afectacid d’altres proteines que intervenen en la
deposicio de Sir3 en les regions heterocromatiques, o bé a canvis en els nivells de
Sir3 en la cel-lula.

La hipotesi que les vigilines, i en concret Scpl160, exerceixen la seva funcio principal
com a reguladores d’un grup concret de mRNAs esta sostinguda per I’observacio que
Scp160 és capa¢ d’unir de forma especifica mMRNAs concrets (Li et al. 2003). Entre
els mMRNAs concrets que queden retinguts en una cromatografia d’afinitat amb
Scpl60 no es troba Sir3, ni cap regulador conegut de Sir3, fet que suggereix que els
efectes observats en els mutants scp160 no sén deguts a canvis en els nivells de Sir3.
Els mRNAs especifics identificats en aquest estudi mitjancant hibridaciéo amb
microarrays que contenen totes les ORFs del llevat no mostren en tots els casos un
enriquiment especific en ser analitzats per RT-PCR, obtenint-se només resultats
reproduibles en menys del 50% dels mMRNAs estudiats. A més, I’especificitat d’unio
d’aquests mMRNAs identificats com a enriquits en una columna d’afinitat de Scp160
no ha pogut ser establerta amb claredat (Li et al. 2003). La hipotesi d’una accio
indirecta de Scp160 sobre les seqliencies heterocromatiques requereix un estudi amb
major profunditat per determinar si Scpl60 és capag d’estabilitzar els mRNAs de

proteines que es coneix que actuen en I’establiment de I’heterocromatina; malgrat
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aixo tampoc es pot descartar la possibilitat que Scp160 estigués afectant la formacid
de I’heterocromatina regulant alguna altra proteina desconeguda que estigui
implicada en aquests processos.

La localitzacié de les vigilines a regions heterocromatiques tant a Drosophila
melanogaster com en cél-lules de pollastre (Klinger and Kruse 1996; Cortes et al.
1999), juntament amb els fenotips de desrepressié génica en les regions
heterocromatiques observats tant a Drosophila melanogaster (Huertas et al. resultats
no publicats) com a Saccharomyces cerevisiae, suggereixen fortament que les
vigilines podrien tenir un paper directe en els processos implicats en la formacio de
I’heterocromatina. Si bé a Saccharomyces cerevisiae no hem estat capagos de
detectar mitjancant CHIP la preséncia de Scp160 a les regions telomeriques d’aquest
organisme, aquest fet podria ser degut a problemes técnics. En el cas de la proteina
Cdcl13 de Saccharomyces cerevisiae, una proteina que s’uneix a les regions de
ssSDNA presents en forma d’extensié en les regions telomeriques, s’ha pogut detectar
la presencia d’aquesta proteina en el telomer mitjancant assaigs d’un hibrid, si bé no
ha pogut ser localitzada en aquestes regions mitjancant CHIP (Bourns et al. 1998).
La possible localitzacié nuclear de Scpl60 esta sostinguda per la preséncia de
senyals de localitzacié nuclear (NLS) en aquesta proteina, que s’han comprovat
mitjancant assaigs de fusié a reporters de GFP que son capacos de dirigir
I’acumulaci6 d’aquests reporters al nucli (M. Seedorf, comunicacio personal). La
localitzacio perinuclear de Scp160 observada en els estudis d’immunofluorescencia
és compatible amb una localitzacio en les regions heterocromatiques, que es troben
situades a la periféria del nucli units a la membrana nuclear tant a Saccharomyces
cerevisiae com a d’altres organisme models on s’ha estudiat (Gotta et al. 1996;
Marshall et al. 1996). A més, en estudis on s’ha localitzat mitjangant microscopia
electronica la vigilina de pollastre, s’ha observat una localitzacio nuclear associada a
I’heterocromatina juntament amb una associacio al reticle endoplasmatic (Klinger
and Kruse 1996). Per tal d’aclarir aquests aspectes son necessaris estudis
complementaris posteriors a I’estudi realitzat per CHIP, com per exemple la
localitzacio de la proteina Scpl160 mitjangant microscopia electronica per tal de

detectar la preséncia de la proteina en el nucli de la cél-lula de llevat, aixi com la
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mutacid dels senyals de localitzacio nuclear que presenta aquesta proteina per tal de

determinar quines consequéncies funcionals té aquesta mutacio.

En els estudis realitzats sobre silenciament telomeéric a Saccharomyces cerevisiae
s’ha observat que algunes de les mutacions que afecten al TPE també tenen efectes
en la longitud de les seqliencies telomériques (Greider 1996; Zakian 1996; Lowell
and Pillus 1998). Aquest fet implica que els components de |’heterocromatina
telomerica a part d’estar implicats en el silenciament génic que s’observa en aquestes
regions estan implicats en el manteniment dels telomers. La desregulacié de la
llargada de les sequéncies telomériques observada en els mutants del gen SCP160
esta d’acord amb una implicacié de les vigilines en la regulacid de I’heterocromatina
telomérica a Saccharomyces cerevisiae. L’efecte que s’observa en les cel-lules
scpl60 és majoritariament un efecte d’allargament de les seqiiencies telomériques.
Aquest fet indica que els efectes observats en els telomers de les cel-lules scp160 no
poden explicar-se Gnicament per una manca de la proteina Sir3 en aquestes regions,
donat que en els mutants sir3 I’efecte observat en la llargada de les regions
telomeriques és d’escurcament de les mateixes (Palladino et al. 1993a), indicant que
Scp160 afecta a la llargada de les seqliéncies telomériques no només a través d’una
disminucio6 en la deposicié de Sir3. Si aquests efectes son o no deguts a I’accid
directa de Scp160 al telomer resta per determinar.

Els defectes en la llargada de les regions telomériques s’han associat als problemes
en la capacitat de silenciar els gens presents en les regions telomériques; generalment
I’allargament de les sequiéncies telomeriques s’associa amb un increment en la
capacitat de silenciar els gens marcadors. Les repeticions telomeriques contenen llocs
d’uni6 per la proteina Rapl i d’altres proteines implicades en I’establiment del
silenciament, de manera que un allargament d’aquestes regions dona lloc a una major
capacitat de reclutar els complexos silenciadors i, per tant, a un increment en el
silenciament (Kyrion et al. 1993). D’altra banda, la pérdua de les estructures més
terminals del telomer (uncapped telomeres) s’ha associat a una desregulacio de la
llargada de les regions telomériques. Mutants del capping telomeric presenten
desregulacio de les seqiiencies telomeériques, aixi com altres fenotips similars als que
presenta la delecid de scp160: I’increment de ploidia cel-lular i I’adquisicié d’una
morfologia cel-lular aberrant (Smith and Blackburn 1999). L’ efecte observat en els
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telomers de les cél-lules scp160 permet postular una implicacio d’aquestes proteines

en el procés de capping telomeric.

Donat el fenotip d’increment de ploidia que presenten les cél-lules scp160, s’ha de
considerar la possibilitat que els fenotips observats (i la variabilitat observada en la
presentacié d’aquest fenotips) siguin el resultat de la descompensacio de la dosi
genica que es produeix en aquestes cel-lules. Aquest efecte podria explicar els
fenomens de TPE i la variabilitat observada en aquest fenotip com el resultat de la
descompensacio en la dosi genica dels diferents elements implicats en la formacié de
les estructures heterocromatiques. Els nostres resultats pero contradiuen aquesta
hipotesi, ja que en els estudis realitzats en que s’han analitzat en paral-lel els fenotips
de ploidia i TPE, si bé la majoria de cel-lules analitzades presentaven increments de
ploidia, també hem observat algunes cél-lules que manifestaven efectes de
desrepressio génica en analitzar-les mitjancant plaques de FOA, perd no mostraven
cap efecte en els nivells de ploidia al analitzar-les per FACS (figura R.8).

Contribucio de les vigilines a la segregacio cromosomica

En els diferents organismes on s’ha estudiat, s’ha trobat un paral-lelisme entre els
problemes de la formacio de les estructures heterocromatiques i problemes en la
segregacié cromosomica. Aquest relacio s’ha descrit tant en Schizosaccharomyces
pombe o Drosophila melanogaster que presenten heterocromatina en les regions
centromeriques (Wines and Henikoff 1992; Allshire et al. 1995; Murphy and Karpen
1995; Ekwall et al. 1999), com en Saccharomyces cerevisiae que no presenta
heterocromatina en les regions centromeriques. En aquest organisme s’han descrit
defectes de segregacid associats a proteines implicades en la formacié de
I’heterocromatina, com ara Rapl (Longtine et al. 1992) o les proteines Sir3 i Sir4
(Palladino et al. 1993a).

Les cel-lules mutants scp160 presenten majoritariament un contingut de DNA més
elevat que les cel-lules wild type indicant un defecte en el control del manteniment de
la ploidia cel-lular (Wintersberger et al. 1995). Aquest fenotip suggereix que les
vigilines contribueixen d’alguna manera a la correcta segregacio dels cromosomes.
Consistent amb el fet de presentar defectes en la segregacié dels cromosomes, les

cel-lules scpl60 presenten una hipersensibilitat a drogues desestabilitzadores de
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microtubuls com el benomyl. Aquestes drogues han estat utilitzades com a eina
d’estudi per a la caracteritzacié de mutacions que afecten el procés de segregacid
cromosomica (Li and Murray 1991; Interthal et al. 1995; Bernard et al. 1998; Hyland
et al. 1999). La major hipersensibilitat a aquestes drogues s’associa a defectes

estructurals o de regulaci6 dels components implicats en la divisié nuclear.

Els mutants de deleci6 scp160 presenten fenotip ts fet que indica una contribucio
estructural de Scp160. El fet que el fenotip ts s’observi en cél-lules mutants per
delecio del gen SCP160 no permet atribuir aquest fenotip a defectes propis de la
proteina Scpl60, sind que han de ser deguts a I’afectacié d’algun altre component
cel-lular. Mutants d’algunes proteines telomériques implicades en silenciament, com
ara I’heterodimer Ku (Boulton and Jackson 1996; Barnes and Rio 1997) i la proteina
Cdc13 (Garvik et al. 1995) també presenten un fenotip ts que s’ha associat a defectes
estructurals en les sequéncies telomériques que donen lloc a I’activacio del
checkpoint de dany en el DNA (Teo and Jackson 2001).

La correlacié observada entre els fenotips d’hipersensibilitat al benomyl, el fenotip ts
i la supressi6 TPE permeten suggerir que en aquestes cél-lules la presentacio
simultania d’aquests fenotips podria ser deguda a la preséncia de defectes
estructurals. Segons aquesta hipotesi les cel-lules scp160 coexistirien en estats
diferents en funci6 del grau d’afectacio de les estructures estabilitzades per la
proteina Scpl60, donant lloc a la variabilitat observada en la manifestacio dels
fenotips associats a la delecié de SCP160. La correlacio observada entre els diferents
fenotips argumenta en contra de la possibilitat que els diferents fenotips associats a la
delecié de SCP160, que s’observen amb una penetracié incompleta, siguin deguts a
efectes indirectes com a consequéncia de problemes en la descompensacio de la dosi
génica entre altres components cel-lulars. La incapacitat de recuperar els fenotips en
les cel-lules mutants scp160 amb la propia proteina Scpl60 suggereix que aquesta
proteina no és capa¢ de recuperar els problemes estructurals ocasionats en les

cel-lules mutants un cop s’han establert.

Els nostres resultats no permeten establir una relacio directa entre els problemes de
silenciament observat en les cel-lules scpl60 i els problemes de segregacio

cromosomica que presenten aquestes cél-lules, si bé si que suggereixen que ambdos
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processos poden estar relacionats. Les observacions que cel-lules scp160 que no
presenten problemes de TPE presenten problemes de ploidia (figura R.8) i el fet que
en cél-lules que sobreexpressen Sir3 s’estableixi el fenotip de ploidia tot i que no
presenten péerdua del silenciament telomeric, indica que el defecte de TPE que
s’observa en les cél-lules scpl60 no és el factor determinant que provoca la
desregulacio en els nivells de ploidia d’aquestes cél-lules. L’adquisicié del contingut
de DNA aberrant pot ser degut a altres defectes associats a la manca de Scp160 que
es manifesten amb més facilitat. Aquest fet explicaria I’observacié que la gran
majoria de cél-lules scp160 presenten un increment en els nivells de ploidia cel-lular,
mentre que els altres fenotips s’observen amb una frequéncia més baixa. No obstant,
les observacions que en mutar SCP160 en les cél-lules rpd3 i en les cél-lules rifl rif2
s’observa un menor grau d’increment en els nivells de ploidia cel-lular indica que en
I’establiment de la ploidia aberrant I’afectacio6 de les seqiiéncies telomeriques pot ser
un factor important. En les cél-lules rpd3 no es pot establir de forma contundent una
correlacio entre els efectes de la mutacié del gen RPD3 sobre les sequéncies
telomériques i el menor grau d’increment en els nivells de ploidia cel-lular, donada la
naturalesa pleiotropica de la mutacié rpd3 que provoca un increment global de
I’acetilacié del genoma de Saccharomyces cerevisiae afectant a la regulacié de molts
gens. No obstant, el fet que s’observi també aquest efecte en les cél-lules rifl rif2,
que tenen afectades de forma especifica les seqliencies telomeriques, suggereix que
el fenotip de ploidia de la mutacié scpl60 pot ser degut a una alteracio en les
sequiencies telomeriques d’aquestes cél-lules. La implicacio de I’alteracié de les
sequeéncies telomériques en I’establiment del fenotip de ploidia aberrant també esta
sostingut per les observacions realitzades en Kluyveromyces lactis, on la mutacié de
les seqliencies telomeriques (mutant el gen que codifica per al RNA motlle de la
telomerasa) dona lloc a uns fenotips d’increment de ploidia i d’adquisicié d’una
morfologia cel-lular aberrant (Smith and Blackburn 1999) molt similars als fenotips

observats en els mutants scp160 (Wintersberger et al. 1995).

En aquest treball no hem estat capacos de detectar problemes de segregacio de
plasmidis centromeérics individuals, si bé aquest fet es pot atribuir a una segregacié
diferencial dels plasmidis centromerics respecte als cromosomes propis de llevat
donada la diferéncia de mida entre els dos, 0 a la manca de sequéncies telomeriques
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en aquest plasmidis. En d’altres estudis realitzats en el nostre laboratori les vigilines
han mostrat problemes de segregacié de minicromosomes individuals, tant a
Drosophila melanogaster (Huertas et al. resultats no publicats), com a
Schizosaccharomyces pombe (Marsellach et al. resultats no publicats).

La proteina Scp160 s’ha trobat formant complexos amb la proteina Bfrl (Lang and
Fridovich-Keil 2000), una proteina inicialment identificada en un screening com a
supressor de la letalitat induida per a droga Brefeldin-A. Els mutants d’aquesta
proteina presenten un fenotip d’increment de ploidia (Jackson and Kepes 1994)
similar al observat en les cel-lules scp160. De forma interessant la proteina Bfrl ha
estat relacionada mitjangant assaigs de dos hibrids amb la proteina Bbpl, un
component del Spindle Pole Body (SPB), el centre organitzador de microtubuls de
Saccharomyces cerevisiae. Alhora Scp160 ha estat relacionada geneticament amb
Eapl (Mendelsohn et al. 2003), una proteina que a la seva vegada ha estat també
implicada en el metabolisme del SPB (Chial et al. 2000). Tots aquests resultats
permeten entreveure la possibilitat que el defecte de ploidia associat a Scp160 estigui
relacionat amb la funcionalitat del SPB, mutants que afecten al SPB presenten
fenotips d’increment de ploidia (McGrew et al. 1992) similars als observats en les
ceél-lules scpl160. Consistent amb aquesta hipotesi i amb els nostres resultats, la
proteina Rif2 s’ha trobat formant complexos amb Bfrl en experiments de dos hibrids
realitzats per trobar interaccions entre totes les proteines del genoma de llevat (Ito et
al. 2001). Finalment, cal indicar que en d’altres estudis de dos hibrids realitzats a
gran escala amb un conjunt important de proteines del genoma de Saccharomyces
cerevisiae, Scp160 s’ha associat amb Cdc26 (Hazbun et al. 2003), una subunitat del
complex APC (anaphase promoter complex) (Zachariae et al. 1996).
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VIl. CONCLUSIONS
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1.-Les cél-lules mutants scp160A presenten, en analitzar-les mitjancant FACS, un
contingut de DNA per cél-lula més elevat que el de les cel-lules wild type, suggerint

la presencia en aquestes cel-lules de problemes en la segregacié cromosomica.

2.- La proteina DDP1 de Drosophila melanogaster és capa¢ de complementar
I’increment de ploidia observat en les cel-lules mutants scp160A de Saccharomyces
cerevisiae, indicant que ambdues proteines no només son homolegs estructurals, sind

que també son homolegs funcionals.

3.-La mutacid scp160A presenta, amb una penetracié incompleta, hipersensibilitat a
drogues desestabilitzadores de microtubuls. Aquest fet és consistent amb alteracions
en el procés de segregacid cromosomica. Malgrat aixo, aquestes cel-lules no

manifesten un increment en la taxa de pérdua dels plasmidis centromerics.

4.- Les cel-lules mutants scpl60A presenten, amb una penetracié incompleta, un
fenotip de sensibilitat a temperatures elevades, no essent capaces de créixer a 37°C,

suggerint que la manca de la proteina Scp160 produeix defectes estructurals.

5.- La mutaci6 scpl60A es comporta com un supressor de silenciament en les regions
telomeriques i en el locus del mating type, pero no te cap efecte en el silenciament
del locus del rDNA.

6.- Consistent amb I’efecte de desrepressié observat en les regions telomériques, les
cél-lules mutants scpl60A presenten una desregulacio en la llargada de les
sequiencies telomeriques suggerint una implicacié de Scpl60 en el manteniment

d’aquestes seqliencies.

7.- La pérdua de silenciament teloméric observada en les cel-lules mutants scp160A
és recuperable mitjancant la mutacié de la histona desacetilasa Rpd3 i la
sobreexpressio de la proteina Sir3, indicant que I’efecte de desrepressio telomerica té
lloc per una alteracio especifica en les regions telomeriques i descartant un efecte
indirecte com a resultat de la implicacioé de Scp160 en el procés de sintesi protéica

com a part activa de la maquinaria traduccional general de la cél-lula.
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8.- Les cél-lules mutants scp160A presenten un menor contingut de la proteina Sir3
en les sequéncies telomériques. Consistent amb aquest resultat, la sobreexpresio de
Sir3 i la doble mutaci6 dels gens RIF1 i RIF2 dificulta I’establiment del fenotip de
pérdua de silenciament telomeric associat a la delecio del gen SCP160. Aquests
resultats permeten suggerir una contribucio de la proteina Scp160 a la deposicid de
Sir3 en les regions telomériques, si bé no permeten discernir entre una contribucio
directa 0 una accid indirecta com a resultat de la regulacié d’altres proteines

implicades en aquest proces.

9.- Les mutacions rpd3 i riflA rif2A, que incrementen el silenciament telomeric,
presenten una major dificultat en I’establiment de la ploidia aberrant observada en
delecionar el gen SCP160, suggerint una relacio entre I’establiment del fenotip de

ploidia aberrant i les propietats de I’heterocromatina telomeérica.

10.- La sobreexpressid de la proteina Scpl60 no té cap efecte sobre el silenciament
telomeéric en soques wild type, i no és capa¢ de recuperar la perdua de silenciament
observat en les céel-lules mutants scp160A indicant que la propia proteina Scpl160 és

incapac de recuperar els defectes ocasionats per la seva manca un cop ja establerts.

11.- La proteina Scpl160 mostra una localitzacio perinuclear compatible amb la
preséncia d’aquesta proteina en les regions telomériques. No obstant, la preséncia de
la proteina Scpl60 en aquestes regions no ha pogut ser determinada mitjangant
experiments d’immunoprecipitacié de cromatina amb anticossos especifics. Son
necessaris treballs posteriors per tal de determinar si Scp160 es localitza a les regions

telomeriques d’aquest organisme.
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IX. APENDIX DE SEQUENCIES
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En aquest apendix es recullen les seqliencies genomiques dels diferents gens
analitzats en aquest treball. Es mostren les sequéncies de les dues cadenes de DNA
amb els nucleotids que codifiquen per I’ORF del gen estudiat ombrejats en gris.
S’indica en les sequencies la localitzacio relativa dels oligonucleotids emprats com a
encebadors en les reaccions de PCR (en vermell) aixi com les regions de DNA que
s’han emprat com a regions d’homologia en els experiments de manipulacioé génica

realitzats mitjancant tecniques de PCR (en blau).
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