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1. EL DOMINI KH

El domini KH és un motiu altament conservat a través de 'evolucio i es troba en moltes
proteines d’archea, bacteris i eucariotes. Identificat per primera vegada en la proteina
hnRNP K (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K), se’l va anomenar domini KH per
K-homology (Siomi et al., 1993a). EL seu descobriment en diverses proteines implicades
en el metabolisme del RNA va fer que el domini KH fos descrit inicialment com a domini
d’'uni6 a RNA (Gibson et al.,, 1993; Siomi et al., 1993a). Estudis posteriors van demostrar
que també podia unir DNA de cadena senzilla (ssDNA) (Takimoto et al., 1993; Dejgaard
et al, 1996) i es va definir definitivament com a un domini d’'unié a acids nucleics de

cadena senzilla.

1.1. Estructura del domini KH

L’estructura tridimensional d’alguns dominis KH s’ha resolt per RMN i difracci6 de raigs
X, tant de dominis sols o en tandem, com de dominis aillats o en complex amb els seus
substrats, RNA o ssDNA (Castiglione et al., 1995; Musco et al., 1996; Musco et al., 1997;
Baber et al.,, 1999; Chen et al., 1999; Lewis et al., 1999; Lewis et al., 2000; Liu et al, 2001;
Worbs et al.,, 2001; Braddock et al, 2002a,b; Ramos et al, 2002; Huang et al., 2003;
Backe et al., 2005; Beuth et al., 2005; Du et al., 2005; Maguire et al., 2005; Du et al., 2007;
Fenn et al, 2007; Garcia-Mayoral et al., 2007; Valverde et al., 2007; Du et al., 2008; Tu et
al, 2009; Chao et al, 2010). El domini KH comprén uns 70 aminoacids de llarg i es
caracteritza per tenir un motiu (I/L/V)-I-G-X-X-G-X-X-(I/L/V) molt conservat al mig del
domini, en que X pot ser qualsevol aminoacid. L’estructura secundaria consta de tres
fulles B i tres helices a amfipatiques, que en 'estructura tridimensional es disposen
formant un llit de fulles p amb els residus hidrofilics exposats al solvent, i amb els
residus hidrofobics empaquetats contra els residus hidrofobics de tres helices a,

formant el nucli hidrofobic del domini (Musco et al., 1996).

Tot i tenir I'estructura secundaria conservada, hi ha dos tipus de plegaments diferents
en funcié de si el domini KH es troba en una proteina eucariota o bé en una de
procariota (Grishin, 2001). Ambdés tipus de plegament tenen una part comuna formada

pel que s’Tanomena domini KH minim, que consta d’'uns 45 aminoacids estructurats en un

15



plegament facaf en que les dues helices a es troben connectades per un loop de quatre
aminoacids que conté un motiu GxxG altament conservat en els dominis classics, en que
x sol ser un residu basic (Musco et al, 1996; Brykailo et al., 2007a). Aquest motiu pot
tenir insercions o delecions en dominis KH no conservats o divergents (Musco et al.,
1996). El plegament de tipus [ es troba només en proteines eucariotes i presenta una
extensi6 Po en C-terminal al motiu KH minim (subratllat), amb una estructura
B,0,0,8,B;0; en que les tres fulles § es disposen de manera antiparal-lela entre si. El
plegament de tipus Il es troba tipicament en proteines procariotes i presenta una
extensio af en N-terminal al domini KH minim (subratllat), amb una estructura
a,f,8,0,0485 en que les dues fulles B2 i B3 son paral-leles entre si i antiparal-leles a 1
(figura L.1). Un segon loop menys conservat tant en seqiiencia d’aminoacids com en
llargada uneix les dues fulles  consecutives i se 'anomena loop variable. La localitzacio
d’aquest loop també és diferent segons el tipus de plegament: en el tipus I, el loop

variable es troba entre les fulles $2 i 33. En el tipus II, es troba entre $1 i 2.

A Type | KH domain:

KH minimal motif

GXXG

o @D ED W ) (o

B Type Il KH domain:

KH minimal motif

Fig. I.1. Plegaments dels dominis KH tipus I i II. A) Representacié del domini KH tipus I (eucariotic). B)
Representaci6 del domini KH tipus II (procariotic). En negreta es mostra el domini minim KH. En gris es
mostren les extensions N o C-terminal al domini minim KH. El loop GxxG entre les helices al i a2 es
mostra amb una linia blanca. El loop variable que connecta les dues fulles § consecutives es mostra amb
una linia puntejada. (Extret de Valverde et al., 2008)
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1.2. Evolucio6 dels dominis KH

El domini KH se sol trobar en multiples copies per proteina: dues a FMRP (Siomi et al,
1993b), tres a hnRNP K (Siomi et al., 1993a), quatre a Vg1RBP (Deshler et al., 1998), cinc
a Bicaudal (Mahone et al, 1995) i quinze a la Vigilina (Schmidt et al., 1992; Musco et al.,
1996), entre d’altres. Una caracteristica general de les proteines amb més d’'un domini
KH és que el primer domini KH sol ser més semblant al primer domini KH d’altres
proteines de la mateixa familia que al segon o tercer domini KH de la propia proteina. El
mateix passa en comparar el segon o el tercer domini KH (figura. [.2). Aquest fet es
repeteix en diferents families i diverses especies, i es dona el cas que dominis similars en
membres de la mateixa familia tenen més d’'un 95% d’identitat i, en canvi, entre dominis

dins de la mateixa proteina, aquesta no sol superar el 50%.

FMRP KH1 | FMRP KH2 | FXRIKHI1 FXR1 KH2 FXR2I KHI1 FXR2 KH2 dmFMR1 KH1 dmFMR1 KH2
— e bLILC L iU S N ULUBLE LU LR UL
FMRP KHI 100.0 - - - - - - -
FMRP KH2 217 100.0 -
FXR1 KH1 230 100.0
FXRI KH2 203 552 17.7 100.0 . .
| FXR2 KHI 643 20.0 B8.6 19.0 100.0 -
FXR2 KH2 21.7 537 29 B2.0 228 1000 =
2 e ——
dmFMR1 KH1 544 22.1 588 23.1 588 256 100.0 -
dmFMR1 KH2 25 43.1 24.0 653 26.7 615 226 100.0
NOVA-1KHI | NOVA-1KH2 | NOVA-1KH3 | NOVA-2KHI | NOVA-2ZKH2 | NOVA-2 KH3
sl E— =i E— ——— -
NOVA-1 KH1 100.0 "
NOVA-1 KH2 353 100.0 -
NOVA-1 KH3 403 373 100.0
NOVA-2 KHI1 0955 36 368 100.0
NOVA-2 KH2 324 A ETK] 000 "
NOVA-2 KH3 8.8 35. 09 37.3 54 T00.0
PCB1 KHI PCBI KH2 PCBI KID PCB2 KH1 PCB2 K2 PCB2 KI3
— S22 — LA L2251 e
"CB1 K 100.0 = 3
PCBI KH2 338 100.0 .
PCE1 KH? 354 138 100.0 .
PCBE2Z KH1 952 338 323 100.0 =
PCB2 KH2 354 [EE] 310 354 1000 >
|__PCB2KHD 138 354 QE 30.8 324 100.0
PCB3 KH 887 323 36.9 0903 138 354
PCB3 K12 354 6 54 338 2 369
PCB3 KIH3 364 385 ZH] 333 40.0 A
PCB4 KH1 742 354 35.4 694 338 354
PCB4 KH2 354 769 36.9 338 0.0 385
PCR4 KH3 38 118 66.7 308 354 714

Fig. 1.2. Identitats de seqiiéncia dels dominis KH dins d’'una familia de proteines. Per a cada familia,
les seqiiéncies dels dominis KH individuals estan aliniats amb dominis KH en diferents posicions dins de la
mateixa proteina, i amb dominis en la mateixa posici6 de diferents proteines. El percentatge més alt
d’identitat correspon invariablement a aquells dominis KH en la mateixa posici6 en diferents membres de
la mateixa familia. (Extret de Valverde et al.,, 2008)

S’han proposat algunes hipotesis per explicar I'origen i 'evolucié dels dominis KH. Per
exemple, si multiples dominis KH en una proteina provenen de duplicacions de gens,
aquestes haurien hagut de tenir lloc abans que ocorregués l'evolucié divergent que

donaria lloc a cada un dels membres de la mateixa familia. Alternativament, es podria
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raonar que les identitats interdominis sén el resultat d’'una evolucié convergent de
dominis diferents en una proteina mare, abans que la subseqilient evolucié divergent

donés lloc a la resta de la familia.

1.3. Caracteristiques generals d’'unié a acids nucleics per part del

domini KH

Com ja s’ha comentat anteriorment el domini KH se sol trobar en multiples copies, pero
també existeixen casos en qué només hi ha un domini KH per proteina. Es el cas de
Merp1 (Spingola et al, 2004), familia STAR (Chen et al,, 1997), S3 (Urlaub et al, 1995),
RbfA (Dammel et al, 1995) i ERA (Chen et al, 1999). Tant si es troba sol com en

multiples copies, el domini KH uneix principalment RNA i ssDNA.

A partir de resolucions d’estructures de dominis KH del tipus [ i Il en complex amb el seu
substrat (Lewis et al.,, 2000; Liu et al, 2001; Braddock et al, 2002a,b; Ramos et al., 2002;
Backe et al, 2005; Beuth et al, 2005; Du et al., 2005; Du et al,, 2007; Fenn et al., 2007;
Garcia-Mayoral et al., 2007; Du et al., 2008; Tu et al., 2009; Chao et al,, 2010), es dedueix
que la manera d’unir RNA o ssDNA pels dominis KH tipus [ o II és molt semblant: el
domini KH uneix I'acid nucleic formant una cavitat amb el loop conservat GxxG, les dues
helices a, la fulla p que les segueix (2 per al tipus KH I, i B3 per al tipus KH II), i el loop
variable (figura. [.3).

El centre de la cavitat és hidrofobic, essent els enllagos de Van der Waals els més comuns
en aquesta zona, mentre que les interaccions que es donen per acabar d'unir la proteina
i 'acid nucleic sén majoritariament enllagos de ponts d’hidrogen o interaccions
electrostatiques. El domini KH, a diferencia d’altres dominis com Pumillo (Wang et al,
2002), no presenta interaccions de van der Waals m- entre bases de l'acid nucleic i
residus aromatics de la cadena lateral dels aminoacids. La cavitat a/f hidrofobica on
s’encabeix el RNA o el ssDNA és forga estreta, i explicaria per que el domini KH sol unir
preferentment bases pirimidiniques i no puriques. Les bases pirimidiniques contenen
un sol anell aromatic i aixo les fa més petites que les puriques, que en tenen dos

(Braddock et al., 2002a,b; Beuth et al., 2005; Du et al., 2005).

18



5 J

}Variable Loop

Fig. 1.3. Estructura en cinta d'un domini KH tipus I
en complex amb un acid nucleic. La cavitat on s’'uneix
I'acid nucleic esta formada per I'hélice a1, el loop GxxG,
I'helice a2, la fulla B2 i el loop variable. Les estructures
implicades en la unié estan acolorides en verd. La linia
verda puntejada representa la localitzacié del loop
: variable en els dominis KH de tipus II. L’acid nucleic es
Variable Loop ~ Mmostraen blau. (Extret de Valverde et al., 2008)

(Type II)

Cada domini KH uneix un minim de quatre nucleotids (Braddock et al, 2002a,b;
Musunuru et al., 2004; Backe et al., 2005; Du et al.,, 2005; Du et al., 2007), tot i que es pot
ampliar el nimero de nucleotids fins a un maxim de nou (Tu et al., 2009) mitjancant
diferents estrategies com ara tenir loops variables més llargs (és el cas de la familia
STAR (Liu et al,, 2001; Maguire et al., 2005)), la preséncia de dominis addicionals (cas de
la familia STAR (Liu et al,, 2001; Maguire et al., 2005) o la GTPasa ERA (Tu et al,, 2009))
o la juxtaposicié de dominis (com el factor de transcripcié NusA (Beuth et al,, 2005)). En
totes les estructures trobades fins ara, el RNA/ssDNA s’orienta en l'espai de manera que
el seus extrems 5’ i 3’ uneixen les regions C i N-terminal del domini KH, respectivament.
L’estructura del domini es troba gairebé prefixada abans d'unir el RNA, excepte pels
extrems N i C-terminals i els dos loops, i gairebé no canvia en unir-se al seu substracte,
donant-se simplement una rigidificacié dels loops (Liu et al., 2001; Ramos et al., 2002;

Backe et al,, 2005; Beuth et al., 2005; Du et al., 2005).

Els dominis KH aillats uneixen els seus substrats amb una constant de dissociacié (Kd)
bastant elevada, de I'ordre de micromols. Per exemple, els valors de Kq del domini KH de
SF1 en complex amb RNA i del domini KH3 de hnRNP K en complex amb ssDNA sén de
3 uMi 1 uM respectivament (Liu et al,, 2001; Braddock et al.,, 2002a; Backe et al., 2005).
L’agrupacié de diversos dominis KH en una mateixa proteina és una teécnica per
incrementar tant l'afinitat com l'especificitat cap al substracte, obtenint afinitats
elevades, de 'ordre de nanomols: és el cas de la proteina PSI, amb quatre dominis KH

que uneixen el lligand cooperativament (Chmiel et al., 2006). De la mateixa manera, els
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dos dominis KH de la proteina NusA uneixen el RNA amb una afinitat de nanomols
(Beuth et al,, 2005), i els dominis KH3 i KH4 de la proteina KSRP uneixen més fortament

el seu substrat que per separat (Garcia-Mayoral et al., 2007).

1.3.1. Interaccions entre dominis KH

Tot i que la majoria de proteines amb dominis KH solen presentar-ne més d’una copia, la
major part de les estructures resoltes fins ara només analitzen com actua un domini KH
aillat. Fins ara només s’han resolt sis estructures amb dominis KH en tandem, amb i
sense unio al seu substrat: la proteina NusA aillada (Worbs et al, 2001) i en complex
amb RNA (Beuth et al, 2005), els dominis KH3 i KH4 de la proteina Far-upstream
element-binding (FBP) en complex amb ssDNA (Braddock et al, 2002b), els dominis
KH1 i KH2 de la proteina de la Sindrome de X fragil (FMRP) (Valverde et al.,, 2007), els
dominis KH3 i KH4 de la proteina KH-type splicing regulatory (KSRP) (Garcia-Mayoral et
al, 2007), els dominis KH1 i KH2 de la proteina humana PolyC-binding 2 (PCBP-2) (Du
et al, 2008) i els dominis KH3 i KH4 de la proteina Zipcode binding (ZBP) (Chao et al,
2010).

En tres de les sis estructures trobades els dominis KH no presenten cap interacci6 entre
ells, i actuen de manera independent. Es el cas de FBP, FMRP i KSRP (Braddock et al,
2002b; Garcia-Mayoral et al, 2007; Valverde et al, 2007). En la proteina FBP, els dos
dominis KH es troben separats per un linker flexible de 30 aminoacids ric en glicines.
Una situacié similar es déna en la proteina KSRP, mentre que els dominis KH de FMRP es
troben separats per un sol aminoacid i queden formant un angle de 60°, amb poques

interaccions entre ells.

Les altres tres proteines, NusA, PCBP-2 i ZBP, presenten interaccions entre els seus
dominis KH. En el cas de NusA, els dos dominis KH es troben separats per un linker de
sis aminoacids flexible que permet que els dominis KH interaccionin entre ells per
formar una superficie continua juntament amb el domini S1, a la qual s’uneix el RNA,
que és desestructurat per NusA abans d’unir-s’hi (Worbs et al., 2001; Beuth et al., 2005).
(Compareu les disposicions que adopten els dominis KH1 i KH2 en FMRP i NusA, figura
1.4)
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Fig. 1.4. Comparaci6 de les estructures cristal-lines dels dominis KH1 i KH2 de hFMRP i NusA. A)
Estructura dels dominis KH1 i KH2 de hFMRP. Els dominis KH1 i KH2 estan colorejats en blau i morat
respectivament. Els dos dominis KH, separats per un linker d’'un sol aminoacid, formen un angle de 60°
que no permet formar prou interaccions entre els dos dominis. B) Estructura dels dominis KH1 i KH2 de
NusA. Els dominis KH1 i KH2 estan acolorits en gris clar i gris fosc respectivament. Un linker de sis
aminoacids flexible permet juxtaposar els dos dominis KH un sobre I'altre, formant una superficie d’'unié
continua. C) Representacié esquematica dels dominis KH1 i KH2 de les proteines hFMRP i NusA. Cada
domini KH és representat amb un oval; les tres fulles § es representen en negre; les tres helices o que
s’empaqueten contra les fulles § es representen en ratlles negres i blanques. (Extret de Valverde et al,
2007)

variable loop

A PCBP-2 i ZBP, els dominis KH formen un pseudodimer en que els dominis KH s’alineen
antiparal-lelament, formant una superficie de sis fulles 3 amb els loops conservats GxxG
en direccions oposades (Du et al, 2008; Chao et al, 2010). En el cas de ZBP, a més
d’enllacos entre els dominis KH propiament dits, el pseudodimer es troba estabilitzat
per interaccions amb els aminoacids del linker, i mutacions en aquest aminoacids
provoquen la desestabilitzacié del dimer i aboleixen la uni6 a RNA. Aquesta disposicio
dels dominis fa que els llocs d’'unié a RNA dels dos dominis KH quedin en un angle de
180° en direccions oposades. Si el RNA reconegut és curt, cada substrat pot unir un
domini KH per separat, pero en el cas de ZBP, en que la seqiiencia zipcode conté 28
nucleotids amb les seqiiéncies d’'unié als dos extrems (Chao et al, 2010), aquesta
disposici6 dels dominis obliga el RNA a plegar-se en un angle de 180° per poder unir els

dos dominis KH simultaniament.
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L’arquitectura del domini KH només permet la unié d’'uns pocs nucleotids per domini.
Moltes proteines d’'unié a acids nucleics contenen diversos dominis KH per millorar
I'afinitat i selectivitat cap als seus substrats. A més a més, aquests dominis KH poden
arranjar-se en orientacions molt precises, interaccionat entre ells per afegir restriccions

addicionals als substrats a unir (figura I.5).

A Girrf/ B C,r\_imker
(03

™

KH1 KH2

Fig. I.5. Estructures de les proteines NusA, PCBP-2 i ZBP en complex amb els seus substrats. A) La
proteina NusA uneix RNA mitjan¢ant els seus dos dominis KH formant una superficie extensa de contacte.
El RNA s’hi uneix en una conformacié estesa i sense estructura secundaria. B) Estructura en soluci6 de
PCBP-2 unida a ssDNA. Els dominis KH interaccionen en una conformacié antiparal-lela formant una
superficie estesa de sis fulles . Les superficies d'uni6 a RNA de cadascun dels dominis queden orientades
en direccions oposades. C) Estructura en solucié de ZBP en complex amb RNA. Els dominis KH3 i KH4
s’orienten d’'una manera molt similar als de PCBP-2, amb les dues superficies d'unié a RNA en extrems
oposats, cosa que obliga el RNA a doblegar-se sobre si mateix si vol interaccionar amb els dos dominis KH.
S’han proposat dos models d’'unié. (Adaptat de Beuth et al, 2005; Du et al., 2008 i Chao et al., 2010)
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1.4. Dimeritzacio dels dominis KH

Diversos estudis estructurals havien observat la dimeritzacié6 de dominis KH aillats i
s’havia proposat que podien actuar no solament com a dominis d’unio6 a acids nucleics,
sin6 també com a dominis d’interaccié proteina-proteina (Lewis et al., 1999; Lewis et al.,
2000; Ramos et al., 2002; Du et al., 2005; Du et al.,, 2007). De totes maneres, no es podia
descartar que les dimeritzacions entre dominis KH en les estructures cristal-lines fossin
un artefacte que no es donés in vivo. Altres estudis bioquimics havien trobat algunes
proteines amb dominis KH que dimeritzaven entre elles o interaccionaven amb altres
proteines: la proteina de Xenopus Vg1RBP dimeritzava amb si mateixa de forma
dependent dels dominis KH (Git et al, 2002), les proteines de la familia STAR
dimeritzaven entre elles (Chen et al, 1997) i la proteina S3 interaccionava amb p53 i
MDM?2 de forma dependent del domini KH (Yadavilli et al, 2009). En cap cas, pero,

s’havia pogut demostrar que el domini KH aillat fos el responsable de les interaccions.

La resolucié de I'estructura dels dominis KH1 i KH2 de PCBP-2 va aportar una nova visio
al tema (Du et al, 2008). Els dominis KH1 i KH2 presenten una gran superficie

hidrofobica que compren residus de la fulla f1 i I’hélice a3 (figura 1.6).

KH1 KH2 KH3

Fig. 1.6. Superficie de dimeritzaci6 dels dominis KH1 i KH2 de PCBP-2. Representacid colorimeétrica de
la superficie de potencial electrostatic. El color blau indica superficie carregada positivament (hidrofilica).
El color vermell indica superficie carregada negativament (hidrofilica). El color verd marca la superficie
hidrofobica. Els dominis KH1 i KH2 de PBCP-2 presenten una gran superficie hidrofobica
d’aproximadament la mateixa mida. Com a comparaci6, es mostra la superficie de KH3 de PCBP-2. (Extret
de Duetal, 2007)
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Aquesta superficie seria inestable si estigués exposada al solvent, fent-la molt adequada
com a plataforma d’interaccié proteina-proteina. La dimeritzacié dels dos dominis a
través d’interaccions hidrofobiques entre les fulles $1 i les helices a3 de cada domini
evita aquesta interaccié desfavorable al solvent, i forma una superficie de sis fulles 3
amb els loops conservats GxxG en direccions oposades. Aquest arranjament deixa la
superficie d’interacci6 amb el RNA a la cara oposada de la superficie d’interaccié
proteina-proteina, i permet que aquestes tinguin lloc al mateix temps que les
interaccions proteina-acid nucleic. Els autors proposen que aquesta superficie
d’interacci6 proteina-proteina pot interaccionar no solament amb el domini KH
adjacent, sind que també pot fer-ho amb el domini KH d’una altra molecula de PCBP-2, o

amb qualsevol altra proteina (figura 1.7).

B
, FINA Lawdeen polyich mobhy (x I.
. Fig. 1.7. Possibles models d’'uni6 a RNA o DNA
B D/RNA 5' . A=
cooperatius per part dels dominis KH de la
‘@E’ Cetar proteina PCBP-2. Els tres dominis KH de la proteina
PCBP-2 sén capagos d’interaccionar amb RNA/DNA.
Els dominis KH1 i KH2, a més, sén capagos de mediar
interaccions proteina-proteina. En el dibuix es
C 3 DAY mostren tres tipus d'unié6 de PCBP-2 a un acid

N-ter

.w.@c.m nucleic amb tres llocs d'unié6 (motius rics en C)
separats per 2 o 3 nucleotids. (Extret de Du et al,

5' 3
D/RNA

Aquesta superficie d’'unié pero, no s’ha trobat a tots els dominis KH. De fet, el domini
KH3 de PCBP-2 no presenta cap superficie hidrofobica prou gran com per ser una
plataforma d’interaccions proteina-proteina, i la comparacié d’estructures en solucié del
domini KH3 aillat o en la proteina sencera PCBP-2 demostren que KH3 actua sol i no

dimeritza (figura 1.6) (Fenn et al., 2007).
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1.5. Proteines amb dominis KH

Les proteines amb dominis KH es troben a tots els regnes animals, des d’archea a
mamifers, i es troben involucrades en funcions molt diverses, donant fe de la versatilitat

del domini KH.

Entre les proteines procariotes trobem el factor de transcripcié NusA, involucrat en
elongacié transcripcional, pausing, terminacid, antiterminacié i, com s’ha vist
recentment, en la supressio de mutagenesi induida per 'estres (Ito et al., 1991; Cohen et
al, 2010); la GTPasa ERA, implicada en la biogeénesi dels ribosomes (Chen et al.,, 1999;
Sharma et al, 2005); RbfA (Ribosome-binding protein), una proteina adaptadora de
cold-shock (Dammel et al., 1995), i la proteina ribosomal S3, que forma part de la
subunitat del ribosoma 30S i es troba involucrada en la traduccié de proteines, la
maduraci6 de la subunitat 40S del ribosoma i la reparacié del DNA (Urlaub et al, 1995;
Schifer et al., 2006; Yadavilli et al., 2007). Com ja s’ha comentat al capitol 1.1, totes les
proteines procariotes de les quals s’ha resolt I'estructura tridimensional presenten un

plegament del domini KH de tipus IL

Entre les proteines eucariotes amb dominis KH, es troben proteines implicades en:

I) Localitzaci6 de mRNAs en compartiments cel-lulars determinats i repressio
traduccional associada a aquesta localitzacié: KHD1, proteina de S. cerevisiae
que reprimeix 'expressié del mRNA Ash1 (entre d’altres) en ser traslladat a la
cel-lula filla (Irie et al, 2002); Bicaudal, proteina de Drosophila que localitza el
mRNA Oskar al pol posterior de I'embrié i n’'impedeix la seva traduccio
prematura (Mahone et al,, 1995; Saffman et al., 1998); VgRBP1, proteina de
Xenopus implicada en la localitzaci6 del mRNA Vg1 al cortex vegetal (Deshler

etal, 1997; Deshler et al., 1998).

1) Splicing: PSI (P-element somatic inhibitor), proteina de Drosophila implicada
en la inhibici6é del splicing de diferents pre-mRNAs associats a processos
d’especificitat de génere o teixit, sobretot a la linia somatica (Siebel et al,

1994; Siebel et al, 1995); la proteina KSRP (KH-type splicing regulatory
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protein) implicada també en el decaiment del mRNA i en la maduraci6 de pri-
miRNAs (Min et al.,, 1997; Gherzi et al, 2004); Mer1, proteina de S. cerevisiae
necessaria per a la correcta segregaci6 a meiosi (Engebrecht et al, 1990;
Spingola et al., 2004); la proteina SF1 (Splicing factor 1), membre de la familia
STAR, involucrada també en la retenci6 de pre-mRNAs al nucli (Kramer,
1992; Rutz et al, 2000) i les proteines NOVA-1 i NOVA-2, implicades en la
malaltia POMA, en que els pacients desenvolupen anticossos contra aquestes
proteines impedint el correcte splicing de proteines implicades en funcions

neuronals (Buckanovich et al., 1993; Yang et al., 1998).

Transcripcid: les proteines hnRNP K (Heterogeneous nuclear ribonucleo-
protein K) i FBP (Fuse binding protein), activadores de la transcripcié de
I'oncogen c-myc (Matunis et al, 1992; Takimoto et al, 1993; Duncan et al.,

1994; He et al., 2000).

Estabilitzaci6 de mRNAs: les proteines PCBP1-4 (polyC-binding protein 1-4)
estabilitzen el mRNA de la a-globulina d’eritrocits entre d’altres mRNAs i
també es troben implicades en la regulacié de la transcripcié i de la traducci6

(Leffers et al.,, 1995; Choi et al., 2009).

Regulacié de la traduccié: MEX-3, proteina de C. elegans que actua com a
repressor de la traduccié de mRNAs implicats en la polaritat anteroposterior
a I'embrié (Draper et al, 1996); la proteina Vigilina, implicada també en
'estabilitzaci6 de mRNAs i en la segregaci6 cromosomica (Schmidt et al,
1992) i la proteina FMRP (Fragile X mental retardation protein), la mutacio de
la qual provoca la Sindrome de X fragil, una de les causes més comunes de

retard mental en humans (Pieretti et al., 1991; Siomi et al., 1994).

Transduccié de senyal: proteines de la familia STAR (Signal transduction
activator of RNA metabolism), caracteritzades per presentar un domini d’'unié
a RNA d'uns 200 aminoacids anomenat SGS que inclou un domini KH
divergent flanquejat per unes seqiiencies en N i C-terminal anomenades QUA1

i QUAZ. S6n membres d’aquesta familia les proteines Sam68, implicada en



multiples processos com l'exportaci6 de pre-mRNAs, splicing alternatiu,
creixement cellular, la proteina GLD-1, requerida per la diferenciaci6 de la
linia germinal a C. elegans, SF1, la proteina de Drosophila How, implicada en
en el desenvolupament de teixits, i la proteina de ratoli Quaking, implicada en
el procés de mielinitzaci6 del sistema nerviés central (Vernet et al, 1997;

Chen et al.,, 1997).

Les proteines eucariotes de les quals s’ha resolt I'estructura tridimensional d’algun dels
seus dominis KH presenten un plegament de tipus I. Malgrat que no s’ha descrit cap
proteina eucariota que presenti un plegament de tipus II, aquest fet no es pot descartar
del tot ja que existeixen homolegs a organismes eucariotes de les proteines ERA i S3
(Akiyama et al., 2001; Yadavilli et al., 2007), les quals adopten una estructura de tipus II

a procariotes.
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2. LES VIGILINES

2.1. Caracteristiques generals de les vigilines

Com ja s’ha comentat en el capitol anterior, moltes proteines presenten més d’'una copia
del domini KH o inclouen altres dominis per millorar I'afinitat i 'especificitat d’'uni6 a
I'acid nucleic. En el cas de les vigilines, una familia de proteines amb dominis KH,
aquesta multiplicacié s’ha portat a I'extrem. Les vigilines s6n una familia de proteines
trobades a tots els eucariotes analitzats fins ara que presenten una estructura molt
caracteristica: estan formades exclusivament per dominis KH de tipus [ i en presenten
catorze o quinze copies consecutives, sense cap altre domini d’'unié a RNA, quedant
només regions curtes als extrems N-terminal i C-terminal que no estan formades per

dominis KH.

Per comparacio6 de seqiliéncia, es va predir que les vigilines estaven formades per catorze
dominis KH (Schmidt et al.,, 1992), pero la resolucié de l'estructura tridimensional d'un
d’ells (Musco et al, 1996) va posar de manifest I'existéncia d’'un quinze domini KH
degenerat a l'extrem N-terminal de la proteina. Aquesta observacié coincidia amb
'organitzacié genomica del gen en que, en el cas de la vigilina humana i de pollastre,
s’havia vist que gairebé tots els dominis KH eren codificats per dos exons, un que
codificava el motiu conservat (subdomini A) i un altre que codificava per una helix a en
C-terminal (subdomini B) (Henkel et al, 1992; Schmidt et al, 1992). Aquesta

organitzaci6 genomica es conservava en aquest quinzeé domini KH (Kruse et al., 1998b).

Les vigilines d’eucariotes superiors presenten una elevada homologia entre elles, que va
des d'un 86% a Xenopus laevis (Dodson et al., 1997) fins a un 97,7% a ratoli (Rohwedel
et al, 2003) si les comparem amb la vigilina humana. En general presenten dominis KH
conservats, amb el loop GxxG intacte. També es conserva la presencia d’un loop variable
més llarg al domini KH12 (figura 1.8). A eucariotes inferiors, aquesta homologia baixa
fins a un 20% en el cas del llevat S. cerevisiae (Weber et al., 1997), tot i que I'estructura
secundaria dels dominis és la mateixa en totes les proteines de la familia. La vigilina de
llevat, Scp160, presenta catorze dominis KH enlloc de quinze, dels quals set son

degenerats (Weber et al, 1997) (figura 1.8). Sha demostrat, pero, que els dominis
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degenerats son tan importants per a la funcié6 de la proteina com els dominis KH
conservats (Brykailo et al, 2007a). Scp160 tampoc comparteix la presencia d'un loop

variable més llarg al domini KH12.
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Fig. 1.8. A) Esquema comparatiu de les vigilines de mamifer, pollastre, Drosophila, C. elegans i S.
cerevisiae. Cada domini KH és representat per un cilindre blau. Els dominis N-terminals i C-terminals es
troben dibuixats en proporcié a la seva mida real. Els senyals de localitzaci6é nuclear es representen com
capses vermelles. Els senyals d’export nuclear es representen com capses grogues. B) Comparaci6 de
seqliéncia aminoacidica dels quinze dominis KH de la vigilina de Drosophila amb la corresponent predicci6
d’estructura secundaria a la base. Els residus semblants presents en deu dominis com a minim es troben
ombrejats negre. (Adaptat de Cortés et al, 1999 i Rohwedel et al., 2003)

Apart dels dominis KH, totes les vigilines presenten senyals de localitzaci6 i export
nuclear (figura 1.8). El senyal de localitzacié nuclear (NLS) es troba entre els dominis
KH3 i KH4 en les vigilines de vertebrats, mentre que en les vigilines d’invertebrats la
localitzacié del NLS es troba menys conservada. La funcionalitat del NLS de la vigilina
humana s’ha demostrat parcialment fusionant el NLS de la vigilina a una proteina
reporter que en condicions normals és citoplasmatica i en ser fusionada al NLS es torna
nuclear (Kliigler et al., 1996a). En el cas de Scp160, el NLS no és funcional, ja que quan es
muta el NLS, la proteina mutada rescata completament la letalitat sintetica de la soca
mutant SCP160/ EAP1, en que scp160 esdeve un gen essencial (Brykailo et al., 2007b). El
senyal d’export nuclear (NES) es troba entre els dominis KH10 i KH11 en la majoria de
vigilines, excepte en la proteina Scp160, que es localitza a I'extrem N-terminal de la

proteina. En el cas de Scp160 el NES no és funcional, ja que ni la delecié d’aquest senyal
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ni la inhibicié de qualsevol export nuclear altera la localitzacié de la proteina (Li et al,
2004; Brykailo et al, 2007b). En la resta de vigilines no s’ha provat la funcionalitat del

senyal d’export nuclear.

2.2. Funcions de les vigilines

El domini KH d’unié a acids nucleics present en I'estructura de la vigilina involucra
aquestes proteines en el metabolisme dels acids nucleics de cadena senzilla, com ho
reflecteixen les circumstancies en que es van aillar les vigilines de Xenopus laevis i
Drosophila (Dodson et al.,, 1997; Cortés et al., 1999). Tot i que cada cop sabem més sobre
la naturalesa dels acids nucleics units per les vigilines, la disparitat de processos en que
s’han vist implicades fa dificil assignar-los una funci6 en concret. Sembla clar, pero, que
la conservacié de la seva peculiar estructura al llarg de I'evolucié és biologicament
rellevant, i la repetitivitat dels dominis KH deu ser important per a la funcié o funcions
que les vigilines puguin realitzar a la cel-lula. Aquesta repetitiviat podria ser donada per
requeriment del seus substrats, o simplement li atorgaria una gran flexibilitat a 'hora de
poder unir molts substrats diferents. Experiments realitzats a llevat suggereixen que no
només el nombre de dominis KH determina la funcionalitat de Scp160 sin6 que també
compta en quin ordre es col-loquen, i que cada domini KH té funcions compartides i
funcions uniques que fan que els dominis KH no siguin absolutament intercanviables

entre si (Brykailo et al., 2007a).

L’elevada flexibilitat funcional que li confereixen els quinze dominis KH es veu reflectida
en els multiples processos en que es va identificar la vigilina en els diferents organismes:
la vigilina de pollastre va ser aillada en estudiar diferencies d’expressi6 de proteines
entre cel-lules de pollastre no diferenciades (condrocits) i cel-lules diferenciades
(fibroblasts) (Schmidt et al, 1992); la vigilina humana es va clonar en buscar un
receptor de membrana per a la proteina HPL (High density lipoprotein) (McKnight et al.,
1992); la vigilina de S. cerevisiae, Scp160, va ser clonada per casualitat en fer un
screening amb un anticos que s’havia fet contra una fracci6 de llevat (Wintersberger et
al, 1995), i ja préviament s’havia descrit un clon parcial que codificava per part de la
proteina, també clonada per la seva capacitat d’interaccionar amb un anticds, en aquest

cas contra una proteina d’'unié a DNA mitocondrial (Delahodde et al.,, 1986); la proteina
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de Xenopus laevis va ser aillada per la seva capacitat de protegir el mRNA de la
vitel-logenina de la degradacié provocada per estrogen (Dodson et al., 1997), mentre
que la proteina de Drosophila, DDP1, es va clonar en buscar una proteina que pogués
unir la cadena pirimidinica de dodecasatel-lit, un satel-lit centromeric de Drosophila

(Cortés et al., 1999).

Les vigilines s’han vist implicades en multiples i diferents processos cel-lulars, pero en
linies generals es proposen dues funcions principals: regulacié de diferents aspectes del
metabolisme del RNA, des de I'export de tRNA a la traduccié del mRNA i contribucié a la

formacié i/o manteniment de I’heterocromatina.

2.2.1. Les vigilines com a reguladores del metabolisme del RNA

Les vigilines es localitzen majoritariament als poliribosomes de membrana i
interaccionen amb proteines ribosomals (Weber et al,, 1997; Lang et al., 2000; Frey et
al, 2001; Kruse et al, 2003; Vollbrandt et al, 2004; Wen et al, 2010). Aquesta
localitzacié suggereix un paper de les vigilines en la traduccié de proteines. En funcio
dels RNAs que uneixen i dels fenotips que provoca la seva mutacid, s’han proposat dues
grans funcions per a les vigilines en la regulacié del metabolisme del RNA: I) regulacio

general de la sintesi de proteines, II) regulacié de la traducci6 de mRNAs especifics.

I) Les vigilines com a reguladors generals de la sintesi de proteines: La funcio de les
vigilines com a reguladors generals de la sintesi proteica es fonamenta en dues dades: la
primera és I'observacié que la vigilina s’expressa en major quantitat en teixits o cel-lules
que es troben en procés de divisi6 i que tenen, per tant, uns elevats nivells de sintesi de
proteines. L’aturada del creixement cel-lular d’aquests teixits o cel-lules per
diferenciacié o per manca d’alimentacié provoca una baixada dels nivells d’expressi6 de
la vigilina (Neu-Yilik et al,, 1993; Kruse et al., 1998a,b; Hilgendorf et al, 2001; Hilgendorf
et al, 2003; Kruse et al., 2003). La segona és |'observacié que la vigilina humana forma
part de dos complexos involucrats en el metabolisme del tRNA: la vigilina s’ha trobat en
complexos citoplasmatics i nuclears que contenen ‘RNA i eEF1A (Elongation factor 1A).
Aquests complexos tenen composicions proteiques diferents en funcié del

compartiment cel-lular i s6n capacos d’unir ‘RNA i protegir-lo de la degradaci6 (Kruse et
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al, 1996; Kruse et al, 1998b; Kruse et al., 2000). A més a més, en el complex nuclear s’ha
trobat la proteina Exportin-t, el principal receptor d’export nuclear de tRNA (Kruse et al.,
2000; Kutay et al, 1998). Segons els autors, la vigilina formaria part de complexos
implicats en 'export de ‘RNA del nucli als ribosomes, contribuint d’aquesta manera a la
sintesi proteica general de la cel-lula (Kruse et al., 2000; Vollbrandt et al., 2004). Aquesta
hipotesi es veu corroborada pel fet que, la vigilina és capa¢ d’unir ‘RNA in vitro,
injeccions al nucli de cél-lules humanes amb vigilina recombinant o amb els complexos
trobats incrementen 'export al citoplasma de ‘RNA marcat fluorescentment i que la
coinjeccio d’anticossos de la vigilina inhibeix aquesta estimulacié (Kruse et al, 1998b;

Kruse et al.,, 2000, Hilgendorf et al.,, 2001; Hilgendorf et al., 2003; Schuh et al,, 2003).

No obstant, experiments duts a terme per altres investigadors descriuen una baixa
afinitat de les vigilines pel tRNA (Weber et al., 1997; Kanamori et al, 1998; Cortés et al.,
2000), i que la deleci6 de la vigilina mitjancant RNAi (RNA d’interferéncia) no provoca
una baixada general de la sintesi de proteines mesurada per la incorporaci6é de

metionina marcada amb 3°S (Goolsby et al., 2003).

IT) Les vigilines com a reguladors de mRNAs especifics: La primera evidéncia que es
va tenir que les vigilines podien actuar com a reguladors de mRNAs especifics va ser
amb el descobriment de la vigilina de Xenopus laevis (Dodson et al, 1997). Aquests
autors van demostrar que la vigilina uneix I'extrem 3’-UTR del mRNA de la vitel-logenina
i el protegeix de la degradaciéo mediada per 'endonucleasa PMR-1, emmascarant-ne el
lloc de tall (Cunningham et al.,, 2000). Els autors van proposar que les vigilines actuarien
com a estabilitzadors de mRNAs especifics perqué el mRNA de I'albumina és degradat
per PMR-1 en les mateixes condicions en que el mRNA de la vitel-logenina es troba
protegit, i perque analisis in vitro del lloc d’'unié a RNA de la vigilina van demostrar que
la vigilina podia unir altres mRNAs apart del de la vitel-logenina, sense que la seva unio
fos causada per interaccions amb la cadena de poli(A) de I'extrem 3’-UTR dels mRNAs

(Kanamori et al., 1998; Cunningham et al., 2000).
Més endavant s’han trobat les vigilines en diversos complexos relacionats amb la

traducci6 de mRNAs especifics. A Drosophila s’ha trobat DDP1 formant part d’'un
complex amb Pab1p (Poli(A) binding protein 1) i Hrp48 (hnRNP 48) que uneix |'extrem
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3’-UTR del mRNA de la proteina Hsp83 (Nelson et al, 2007). Els autors suggereixen que
aquest complex actua com a estimulador de la traducci6 de mRNAs que contenen en 3’-
UTR la seqiiencia HDE (Hsp83 element degradation). A llevat, Scp160 forma part de,
com a minim, dos complexos: un complex amb Bfr1 i la proteina d’uni6 a poli(A) Pablp
(Lang et al., 2000), i SESA, un complex amb l'inhibidor general de la traducci6 EAP1, el
receptor de la kinasa-C activada Ascl, i la proteina associada al reticle endoplasmatic
SMY2 (Sezen et al, 2009). La purificaci6 per afinitat dels RNAs units pel complex
Scp160/Bfrl/Pablp i la seva identificaci6 per microarrays van donar enriquiments
reproduibles en un 1% dels mRNAs de llevat. En aquest cas Scp160 no regula
'estabilitat dels mRNAs, sind que en regula la correcta localitzacié als poliribosomes i
molt possiblement la traduccié (Li et al, 2003a). El segon complex, SESA, inhibeix la
traducciéo del mRNA de la proteina POM34, una proteina integral de membrana nuclear
implicada en la biogenesi dels porus nuclears, quan el nou Spindle Pole Body no es pot

inserir a la membrana nuclear (Sezen et al., 2009).

Altres observacions que corroborarien la hipotesi que les vigilines tenen un paper en la
regulacié de mRNAs especifics serien les segilients: a cel-lules de mamifers la deleci6 de
la vigilina mitjangcant RNAI és letal tant en cel-lules que es divideixen com en cel-lules
que no es troben en procés de divisio. Els autors van estudiar la incorporacié de
metionina marcada amb 33S i van comprovar que la sintesi total de proteines no decreix
en reduir el nivell de vigilina amb RNAI, fet que descarta que la mort de les cel-lules sigui
deguda a una aturada general de la sintesi de proteines (Goolsby et al., 2003). A llevat,
un analisi dels RNAs units per Scp160 va concloure que Scp160 uneix especificament un
25% dels mRNAS de S. cerevisiae, entre ells POM34, refor¢ant la possible funcié de
Scp160 com a regulador de mRNAs especifics (Hogan et al., 2008).

2.2.2. Contribucié de les vigilines a la formacié d’heterocromatina

Aquesta hipotesi neix de la identificacié de la vigilina de Drosophila, DDP1, com una
proteina capa¢ d’'unir la cadena pirimidinica d'un satel-lit centromeéric de Drosophila
(vegeu l'apartat 2.6). DDP1 s’ha trobat localitzada a I'heterocromatina centromerica
juntament amb HP1 (Heterochromatin protein 1), una proteina associada a

I’heterocromatina, i la seva mutacié provoca mitosis aberrants en embrions i alteracié
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de marques heterocromatiques a cromosomes politenics (Cortés et al, 1999; Cortés et
al, 2003; Huertas et al., 2004; Piacentini et al, 2009). A S. cerevisiae, s’ha proposat que

Scp160 contribueix al silenciament telomeéric i de mating-type (Marsellach et al., 2006).

A mamifers, estudis de microscopia electronica a cél-lules de rata han trobat la vigilina a
la cara interna de la membrana nuclear, associada amb regions heterocromatiques
(Klinger et al., 1996, Kiigler et al, 1996a). La vigilina humana interacciona amb la
metiltransferasa d’histones SUVAR39H1, localitza a satel:-lits centromerics i I'expressio
de dominants negatius de la vigilina causen alteracions de la ploidia i canvis en les
marques heterocromatiques d’aquests satel-lits (Wang et al.,, 2005; Zhou et al.,, 2008). En
general es proposa que la vigilina contribueix a una correcta formacié i/o manteniment
de I'heterocromatina centromerica, i que els defectes de segregacié cromosomica i
alteracions de la ploidia vistos a Drosophila i humans (Huertas et al., 2004; Wang et al.,
2005; Zhou et al, 2008) podrien ser explicats per defectes en I'’heterocromatina

centromerica (Kellum et al., 1995a; Melcher et al., 2000).

Per contra, semblaria que els defectes en la ploidia i la segregacié cromosomica a S.
cerevisiae causats per la manca de Scp160 serien causats per una incorrecta duplicacié
del Spindle Pole Body (SPB) (Sezen et al, 2009). A més a més, en l'estudi sobre els
mRNAS units per Scp160 apareixen mRNAs de proteines implicades en la duplicaci6 del
SPB i de proteines que formen complexos deacetiladors d’histones (Hogan et al., 2008),
suggerint que 'alleujament del silenciament telomeric observat en mutants de Scp160
podria explicar-se per una incorrecta traduccié de transcrits implicats en I'establiment
de l'heterocromatina als telomers i al mating-type (Wintersberger et al, 1995;
Marsellach et al, 2006; Hogan et al, 2008). D’altra banda, estudis recents suggereixen
que a S. pombe la vigilina Vgl1 no es troba implicada en el manteniment de la ploidia

cel-lular (Wen et al, 2010).
2.3. Localitzacio de les vigilines
Les observacions discutides en els aparts anteriors suggereixen que les vigilines son

unes proteines multifuncionals que podrien actuar al nucli i al citoplasma. Si la

disparitat dels substrats que uneixen i dels processos en que s’han vist implicades fa
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dificil assignar-los una funcié en concret, I'analisi de la seva localitzacié tampoc ajuda a
aclarir-la: les dades que tenim sobre la localitzaci6é de les vigilines s6n poques i fins a

cert punt contradictories.

Consistent amb una funcié de les vigilines en la traducci6 de proteines, a S. cerevisiae i a
S. pombe, les vigilines Scp160 i Vgl1l presenten una localitzacié perinuclear consistent
amb una associaci6 als ribosomes del reticle endoplasmatic rugés (Wintersberger et al.,
1995; Frey et al.,, 2001; Marsellach et al.,, 2006; Wen et al., 2010). Estudis de microscopia
electronica han trobat que a cel-lules de rata la vigilina es troba associada al reticle

endoplasmatic rugés (Klinger et al., 1996; Kigler et al., 1996a).

D’altra banda, recolzant la hipotesi que la vigilina tindria una funci6 en la formacié de
I’heterocromatina, a Drosophila DDP1 es va trobar associada a cromosomes politenics,
on colocalitza al cromocentre heterocromatic i en algunes bandes discretes a
I'eucromatina (Cortés et al., 1999; Cortés et al, 2003; Piacentini et al.,, 2009), mentre que
estudis de microscopia electronica a cel-lules de rata han trobat la vigilina a la cara
interna de la membrana nuclear, associada amb regions heterocromatiques (Klinger et
al, 1996, Kiigler et al., 1996a). No obstant aix0, a S. cerevisiae Scp160 sembla exclosa del
nucli (Li et al, 2004; Brykailo et al., 2007b), mentre que a cél-lules HEp-2 humanes no
esta clar que una petita part de la vigilina sigui nuclear (Neu-Yilik et al, 1993; Kiigler et

al, 1996a; Kruse et al,, 2003, Wang et al., 2005; Zhou et al., 2008).

2.4.Scp160, l1a vigilina de S. cerevisiae

La vigilina de S. cerevisiae, Scp160, deu el seu nom, S. cerevisiae protein controlling the
ploidy, al fenotip que provoca la seva deleci6: increment de ploidia i problemes de
segregacio cromosomica (Wintersberger et al., 1995). Més endavant, es va veure que era
I'homoleg de les vigilines a S. cerevisiae i que presenta un 20 % d’homologia amb la

vigilina humana (Weber et al., 1997).
A diferencia de les vigilines d’eucariotes superiors, Scp160 no és una proteina essencial

(Wintersberger et al, 1995). La seva estructura també presenta diferencies: consta de

catorze dominis KH enlloc de quinze i el domini KH12 no té el loop variable més llarg
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que els altres dominis. El percentatge de dominis KH degenerats també és més elevat, i
només set dels catorze dominis tenen el motiu GxxG conservat (Weber et al, 1997).
Aquests dominis degenerats contribueixen a la funcionalitat de la proteina en la mateixa
proporcid que els conservats, i ambdds tipus de domini sén essencials per a la viabilitat
de la soca mutant per SCP160/EAP1, en que scp160 esdeve un gen essencial (Brykailo et
al, 2007a).

Scp160 presenta, per immunofluorescencia i per fusions amb GFP, una localitzacié
perinuclear i citoplasmatica (Wintersberger et al., 1995; Frey et al., 2001; Li et al., 2004;
Marsellach et al., 2006; Brykailo et al,, 2007b). Scp160 conté un senyal de localitzacié
nuclear entre els dominis KH3 i KH4 i un senyal d’export nuclear en el domini N-
terminal (Weber et al, 1997). Aquests senyals de localitzaci6 no semblen funcionals, ja
que ni mutacions o delecions dels senyals de NLS o NES imparellen la localitzaci6 o la
funcié de Scp160, ni la mutacié de totes les vies d’export nuclear provoca I'acumulacié
de Scp160 al nucli (Li et al, 2004; Brykailo et al., 2007b). A nivell més bioquimic, Scp160
s’ha trobat enriquida en els poliribosomes de reticle endoplasmatic i citosolics (Weber
et al, 1997; Lang et al, 2000; Frey et al, 2001a). Els dominis N-terminal KH13 i KH14
son essencials per a aquesta localitzacié (Baum et al.,, 2004; Li et al.,, 2004; Brykailo et al.,

2007a).

Als poliribosomes, Scp160 existeix com a part d'un complex ribonucleoproteic amb les
proteines Pablp i Bfrl (Lang et al, 2000; Lang et al., 2001). Pab1lp (Poly(A) binding
protein 1) és la proteina majoritaria d’'uni6 a poly(A); es troba implicada en la biogenesi,
estabilitat i traduccié del mRNA i actua com a estimulador de la traducci6 interaccionant
amb elF4G (Adam et al.,, 1986, Von der Haart et al, 2000; Sonnenberg et al., 2009). Bfrl
és un supressor de la letalitat produida per Brefeldin A, té una localitzacié perinuclear i
per interaccio de dos hibrids s’ha vist associada amb Bbp1p (Bfr1 binding protein 1), un
component essencial per a la duplicacié del Spindle Pole Body (SPB) (Jackson et al., 1994;
Xue et al., 1996; Schramm et al., 2000; Lang et al,, 2001). Aquest complex uneix mRNAs
especifics (Li et al., 2003a) i suggereix un paper de Scp160 en la traduccié de certs

mRNAs.
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Scp160 interacciona amb les proteines EAP1, SMY2 i Asclp formant part d’'un segon
complex anomenat SESA (Sezen et al, 2009). EAP1 és una proteina d’'uni6 al factor de
I'inici de la traducci6 elF4E, i actua com un inhibidor general de la traducci6 (Cosentino
et al, 2000). Smy2 és una proteina de funcions desconegudes associada al reticle
endoplasmatic (Higashio et al, 2008). Asclp és una proteina que forma part de la
subunitat ribosomal 40S i es troba, entre altres funcions, implicada en transduccié de
senyal (Gerbasi et al., 2004; Nilsson et al., 2004; Zeller et al, 2007). Aquest complex, en
cooperaciéo amb Bfrl, actuaria quan hi ha un problema en la inserci6 del nou SPB a la
membrana nuclear durant la replicacié del SPB, inhibint la traduccié6 del mRNA de la
proteina POM34, una proteina integral de membrana implicada en la biogénesi de porus
nuclears (Miao et al, 2006), i restaurant la viabilitat de la cel-lula. Aquesta funci6 de
Scp160 en la duplicacié del SPB podria explicar els fenotips d’increment de ploidia i
problemes de segregacié cromosomica observats en mutants de Scp160 (Wintersberger

et al, 1995), alhora que reforca la idea de Scp160 com a regulador de mRNAs especifics.

Un estudi posterior a gran escala de les interaccions entre proteines d’'uni6 a RNA i RNAs
va concloure que Scp160 uneix especificament un 25 % dels mRNAS de S. cerevisiae,
entre ells POM34, reforgant la possible funci6 de Scp160 com a regulador de mRNAs
especifics (Hogan et al., 2008). Aquest estudi també confirma que Scp160 i Bfr1l formen
part d’'un mateix complex, ja que les dues proteines uneixen gairebé el mateix grup de

mRNAs.

A part de la seva funcié en el metabolisme del RNA, s’ha proposat que Scp160 participa
en la regulacié del silenciament telomeric (Marsellach et al, 2006). La mutacié de
Scp160 alleuja el silenciament telomeric i de mating-type, es troba associada a una
menor deposici6 de Sir3 als telomers i a una alteraci6 de I'ancoratge dels telomers a la
membrana nuclear. Els autors suggereixen que Scpl160 forma part de la membrana
nuclear i juga un paper en 'ancoratge dels telomers a la membrana nuclear, millorant el

silenciament telomeric (Bupp et al, 2007; Taddei et al., 2009).
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2.5. La vigilina humana

La vigilina humana va ser descoberta en buscar una proteina receptora de membrana
per a la lipoproteina d’elevada densitat, HDL (McKnight et al,, 1992). Més endavant és va
veure que era la vigilina humana (Plenz et al, 1994), amb un 90 % d’homologia amb la

vigilina de pollastre, la primera vigilina que es va descobrir (Schmidt et al.,, 1992).

L’estructura del gen de la vigilina humana, igual que la vigilina de ratoli, presenta dos
exons no traduits de més a I'extrem 5’ que no es troben en les vigilines de cap altre
vertebrat superior (Kiigler et al, 1996b; Rohwedel et al, 2003). Aquests exons no
traduits presenten splicing alternatiu (Kiigler et al, 1996b), i I'’exé 1A, molt conservat
entre humans i ratolins, conté una ORF que codifica per un peptid de 13 aminoacids que
es localitza al reticle endoplasmatic i regula negativament la traduccié del mRNA de la
vigilina (Kuigler et al., 1996b; Rohwedel et al., 2003). Aquest resultat suggereix que la

vigilina es troba regulada a nivell traduccional en resposta a canvis en la proliferaci6.

La vigilina humana és una proteina essencial (Goolsby et al,, 2003) amb quinze dominis
KH. Presenta tres dominis KH degenerats i conté un NLS entre els dominis KH3 i KH4 i
un NES entre els dominis KH10 i KH11 (Plenz et al, 1994). No esta clar si aquests motius
son funcionals: la fusié del NLS de la vigilina a una proteina reporter n’altera la
localitzacié, que deixa de ser citoplasmatica i es torna nuclear, suggerint que el NLS és
funcional (Kliigler et al,, 1996a). D’altra banda, fusions de GFP amb formes truncades de
la vigilina en queé s’han eliminat els dominis KH que contenen el motiu NES, no

presenten acumulaci6 al nucli, suggerint que el NLS no és funcional (Zhou et al., 2008).

Les analisis per immunofluorescencia i fusions amb GFP suggereixen que la vigilina
humana es localitza majoritariament al citoplasma i a la regi6é perinuclear i, en menor
intensitat, al nucli (Neu-Yilik et al., 1993; Kigler et al., 1996a; Rohwedel et al, 2003;
Wang et al, 2005; Zhou et al, 2008). Estudis mitjancant microscopia electronica en
cél-lules de rata (97% d’homologia amb humans) han trobat la vigilina associada al
reticle endoplasmatic rugds i, en menor proporcid, a la cara interna de la membrana
nuclear, associada amb regions heterocromatiques del nucli (Klinger et al., 1996; Kiigler

etal, 1996a).
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Diversos estudis proposen que la vigilina humana té una funcié en el metabolisme de
diversos RNAs. S’ha trobat la vigilina humana en complexos citoplasmatics i nuclears
que contenen ‘RNA i eEF1A. Aquests complexos s6n capagos d’unir ‘RNA i protegir-lo de
la degradaci6 (Kruse et al.,, 1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000). A més a més, en
el complex nuclear s’ha trobat la proteina Exportin-t, el principal receptor d’export
nuclear de tRNA (Kutay et al, 1998; Kruse et al.,, 2000). El fet que la vigilina s’associi als
poliribosomes de membrana i uneixi proteines ribosomals (Vollbrandt et al, 2004)
suggereix un paper de la vigilina en el transport de ‘RNA del nucli als ribosomes. La
vigilina humana també uneix amb afinitat RNAs hipereditats (Wang et al, 2005).
L’edici6 de RNAs més comuna consisteix a intercanviar el nucleosid adenosina per
inosina mitjangcant una desaminacié hidrolitica. La inosina és reconeguda per la
magquinaria de traduccié com una guanosina. Aquesta edicié és portada a terme per les
proteines ADAR (Adenosine deaminases acting on RNA) (Nishikura, 2006). Consistent
amb una funcié en el metabolisme de I'edicié del RNA, la vigilina formaria part d'un

complex amb ADAR1 (Wang et al,, 2005).

S’ha proposat que la vigilina humana podria tenir una funcié en la regulacié de
I'estructura de I'heterocromatina. A rata, la vigilina s’ha vist associada a
I’heterocromatina per microscopia electronica (Klinger et al.,, 1996; Kiigler et al., 1996a).
A més, s’ha trobat associada a seqiiencies del satel-lit a heterocromatic (Wang et al,
2005) i formant un complex amb SUV39H1 (Zhou et al, 2008), la metiltransferasa
d’histones que metila la lisina 9 de la histona H3 i forma un lloc d'uni6 per HP1la
(Aagaard et al, 1999; Lachner et al, 2001). L’expressié d’'un dominant negatiu de la
vigilina en cel-lules humanes provoca canvis en les marques heterocromatiques del
satel-lit § pericentromeric, altera el cicle cel-lular i augmenta el contingut de DNA a la
cél-lula, suggerint un defecte en la segregaci6 cromosomica que podria ser causat per

alteracions en la heterocromatina centromerica (Zhou et al., 2008).

2.6. DDP1, la vigilina de Drosophila melanogaster

DDP1, la vigilina de Drosophila melanogaster, fou descoberta per la seva capacitat d'unir
la cadena rica en pirimidines del dodecasatel-lit de Drosophila (Cortés et al., 1999). El

dodecasatel-lit és un satel-lit del tipus telomer-like format per multiples repeticions de la
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seqiiencia GTACGGGACCGA, es troba localitzat al centromer, en I'heterocromatina
pericéntrica del brag¢ dret del cromosoma 3, i és troba conservat al llarg de l'evolucio
(Abad et al, 1992; Carmena et al, 1993). Una caracteristica dels satel-lits del tipus
telomer-like és la marcada asimetria que presenten les seves cadenes en la distribucié de
bases puriques i pirimidiniques, essent la cadena G rica en purines i la cadena C rica en
pirimidines. La presencia de seqliéncies amb aquesta distribucié asimetrica de purines i
pirimidines es troba conservada en els centromers de la majoria d’especies (Abad et al.,
1992; Grady et al, 1992; Alfenito et al, 1993; Carmena et al, 1993). La conservacio
d’aquest tipus d’estructura al llarg de l’evolucié pot reflectir que l'asimetria entre

cadenes és necessaria per al correcte funcionament de les seqiiéncies centromeriques.

La cadena rica en purines del dodecasatel-lit té la capacitat de formar estructures
intramoleculars estables de tipus hairpin in vitro, deixant la cadena rica en pirimidines
desestructurada (Ferrer et al., 1995; Ortiz-Lombardia et al, 1998). La formacié d’aquest
hairpin en la cadena G del dodecasatel-lit seria molt desfavorable si la cadena C no
estigués estabilitzada d’alguna manera. Mitjancant experiments de band-shift es va
detectar la presencia en extractes nuclears de cel-lules S2 d’'una proteina que unia de
manera selectiva la cadena pirimidinica desestructurada del dodecasatel-lit (Ferrer et
al, 1995). La purificaci6 de la proteina responsable de la uni6 a la cadena C va resultar
en la identificacié de la vigilina de Drosophila, que es va anomenar DDP1 per la seva
capacitat d’unir el dodecasatel-lit (Drosophila dodecasatellite binding protein 1) (Cortés

etal, 1999).

DDP1 conté quinze dominis KH i presenta una homologia del 26 % amb Scp160 i un
47 % amb la vigilina humana. La seva estructura s’assembla a la dels eucariotes
superiors, amb només quatre dominis KH degenerats i la conservacié d'un loop variable
més llarg al domini KH12 (Cortés et al, 1999). Conté diversos senyals de localitzacio
nuclear (Cortés et al, 1999) i un senyal d’export nuclear entre els dominis KH10 i KH11
(Rohewedel et al, 2003). No s’ha demostrat la funcionalitat de cap dels motius de

localitzacié cel-lular.

DDP1 s’ha vist majoritariament associada al nucli, tot i que en alguns organs de la mosca,

sobretot a ovaris, s’ha trobat DDP1 al citoplasma (Huertas et al, resultats no publicats).
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Experiments d'immunofluorescencia amb anticossos proposen que DDP1 es torna
nuclear a partir del cicle 13 de 'embriogénesi, quan es forma I’heterocromatina (Cortés
et al., 1999). Al nucli, DDP1 s’ha trobat associada als cromosomes politenics, on no es
troba restringida a regions que contenen el dodecasatel-lit, siné que es localitza a tot el
cromocentre (lloc on es localitza I'heterocromatina dels quatre cromosomes de
Drosophila), suggerint que podria estar associada a altres DNAs heterocromatics. DDP1
localitza en llocs discrets dels bracos eucromatics dels cromosomes politénics, on
colocalitza amb la proteina HP1 (Heterochromatin protein 1a), una proteina associada a
I’heterocromatina (James et al., 1986; Cortés et al., 1999; Cortés et al., 2003; Piacentini et

al, 2009) (figura 1.9).

Fig. 1.9. Immunolocalitzacions de DDP1 a cromosomes politénics. A) La proteina DDP1 es localitza al
cromocentre (fletxa grossa) i a altres localitzacions discretes als bracos eucromatics (fletxa petita). B)
Colocalitzacié de DDP1 i HP1. (Adaptat de Cortés et al., 2003)
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La seva localitzacié en regions heterocromatiques va suggerir que DDP1 podia tenir una
funcié en la formaci6 i/o manteniment de la heterocromatina, estabilitzant les cadenes
desestructurades riques en pirimidines dels satel-lits tipus telomer-like centromerics.
Altres experiments reforcen aquesta hipotesi: mutants hipomorfs de DDP1 es
comporten com a supressors de la variegacié (mecanisme mitjan¢ant el qual un gen
eucromatic portat a prop de I'heterocromatina pateix silenciament per extensié de
I’heterocromatina. El nivell de silenciament varia en cada cel-lula i es transmet de pares
a fills. Aquest fet es reflecteix en una expressié mosaica (variegada) del gen estudiat) i
presenten alteracions de marques heterocromatiques, amb disminuci6é dels nivells de
HP1 i me2K9H3. Al mateix temps, els mutants hipomorfs de DDP1 s6n molt poc viables i
presenten problemes de segregacié cromosomica (Huertas et al, 2004). També en
cel-lules S2 de Drosophila s’ha observat un efecte similar: la baixada dels nivells de DDP1
per RNAi provoca una deslocalitzacié de HP1 i provoca problemes de ploidia (Wang et
al,, 2005).

Més recentment s’ha proposat una funcié de DDP1 en l'estabilitzacié de certs RNAs.
DDP1 es troba formant part de, com a minim, dos complexos diferents involucrats en
I'estabilitzacio de RNAs: un complex amb Pab1p, la proteina majoritaria d’'unié a poly(A)
implicada en la biogenesi, estabilitat i traduccié del mRNA (Adam et al,, 1986; Von der
Haart et al.,, 2000; Sonnenberg et al., 2009) i Hrp48 (hnRNP 48), una proteina implicada
en splicing (Hammond et al., 1997). Aquest complex uneix I'extrem 3'UTR del mRNA de
la proteina Hsp83 i n’estimula la traduccié (Nelson et al., 2007). DDP1 forma un segon
complex amb les proteines HP1, PEP i Hrb87F. PEP (Peptide on ecdysone puffs) és una
proteina d’'unié a RNA i DNA associada als puffs (Hamman et al., 1998). Hrb87F (hnRNA
binding protein 87F) és la proteina homologa a hnRNP A-B a Drosophila i forma part
dels complexos hnRNP (Haynes et al, 1990; Raychaudhui et al, 1991). Aquest segon
complex s’ha vist que localitza en llocs discrets dels bragos eucromatics on regularia
positivament l'expressi6é de certs gens eucromatics controlant l'estabilitat i/o
I'empaquetament del transcrit sortint (Piacentini et al, 2009). DDP1 també uneix amb
afinitat RNAs hipereditats i en humans s’ha trobat la vigilina humana en un complex

amb ADAR1 (Wang et al, 2005) (vegeu I'apartat 2.5).
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I11. OBJECTIUS
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Les vigilines s6n una familia de proteines altament conservades al llarg de 'evoluci6 que
en linies generals han estat implicades en dues funcions principals: la regulaci6 de
diferents aspectes del RNA, des de I'export de ‘RNA i edici6 de RNA a la traducci6 del
mRNA (Kruse et al., 1996; Dodson et al, 1997; Kruse et al., 1998b; Cunningham et al,
2000; Kruse et al., 2000; Lang et al,, 2000; Frey et al., 2001; Lang et al., 2001; Li et al,
2003a; Mendelsohn et al, 2003; Wang et al, 2005; Nelson et al, 2007; Hogan et al.,
2008; Sezen et al, 2009; Wen et al, 2010), i la contribucié a la formacié i/o
manteniment de ’heterocromatina (Cortés et al., 1999; Cortés et al., 2000; Huertas et al.,
2004; Wang et al, 2005; Marsellach et al, 2006; Zhou et al, 2008). La disparitat de
processos en que s’han vist implicades fa, pero, dificil assignar-los una funcié en concret.
De fet, a I'hora d’estudiar la funcionalitat d’aquestes proteines, la seva localitzacié també
és font de controversia: diferents estudis han relacionat les vigilines amb una
localitzacié citosolica associada al reticle endoplasmatic (Frey et al, 2001; Lang et al.,
2001; Li et al, 2004; Brykailo et al, 2007b; Wen et al, 2010), altres estudis han
relacionat aquestes proteines amb una localitzacié nuclear (Cortés et al., 1999; Cortés et
al., 2003; Piacentini et al, 2009), i d’altres estudis han localitzat aquestes proteines en
ambdues localitzacions (Klinger et al., 1996; Kiigler et al, 1996; Kruse et al., 1998b;
Kruse et al., 2003; Wang et al., 2005; Zhou et al., 2008). Sembla doncs, que les vigilines

son unes proteines multifuncionals que podrien actuar al nucli i al citoplasma.

L’objectiu general d’aquest treball ha estat aprofundir en l'estudi de la localitzacio6
subcel-lular de DDP1, la vigilina de Drosophila melanogaster, per poder analitzar millor
la seva funcid, especialment en relacié a la seva contribucié a I'estructura i funci6 de

I’heterocromatina.
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IV. MATERIALS I METODES
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1. MATERIALS

1.1. Soques bacterianes i linies cel-lulars

1.1.1. Soques bacterianes d’Escherichia coli

A continuaci6 es detallen les soques bacterianes emprades en aquest treball (Sambrook

etal,2001):

- Soques per a 'ampliacié de plasmidis:

- DH5a: F- endA1 ginV44 thi-1 recAl relA1 gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rx mg*), A-

-GM2163: F-ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 ginV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6
hisG4 rfbD1 rpsL136 dam13::Tn9 xylA5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

- Soques per a la expressid de proteines:
- BL21 (DE3): F- ompT gal dcm lon hsdSp(rg mp’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1
ind1 sam?7 nin5])

1.1.2. Linies cel-lulars eucariotes: cél-lules S2 de Drosophila melanogaster

La linia cel-lular Schneider 2 (S2) deriva de cel-lules d’embrions de 20 a 24 hores de
Drosophila melanogaster (Schneider, 1972). Actualment és una de les linies cel-lulars de
Drosophila, juntament amb la linia Kc (Kc(167)), més emprada per a cultius cel-lulars in

vitro. Les cel-lules S2 creixen en una monocapa semiadherent a temperatura ambient,

sense COa.

1.2. Vectors utilitzats en aquest treball

A continuaci6é es resumeixen les principals caracteristiques dels vectors emprats en

aquest treball per dur a terme els clonatges.
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1.2.1. Vectors de clonatge

- pGEMP®-T easy vector (Promega): Aquest vector permet el clonatge de fragments que
han sigut amplificats per PCR mitjancant enzims que, com la Taq polimerasa, generen
productes amb una desoxiadenina protuberant a I'extrem 3’.

- pCR®2.1-TOPO (Invitrogen): De la mateixa manera que el vector pGEM®-T easy
vector, aquest vector permet el clonatge de fragments que han sigut amplificats per PCR
mitjancant enzims que generen productes amb una desoxiadenina protuberant a
I'extrem 3’.

- pBluescript II KS (Stratagene): Aquest vector conté una regié amb multiples dianes de
restriccio. S'utilitza com a pas intermedi en els clonatges.

- pEGFP-N1 (Clontech): Vector que permet la fusié de la proteina d’'interes a l'extrem
amino-terminal de la proteina GFP (Green fluorescent protein). En cel-lules eucariotes
permet I'expressio de la construccioé directament. A Drosophila és un pas intermedi en

els clonatges.

1.2.2. Vectors d’expressio a Escherichia coli

- pET29b (Novagen): Aquest plasmid permet I'obtencié de proteines fusionades a una
cua de 6 histidines en posicid carboxi-terminal.

- pET-DDP1: cDNA de DDP1 inserit dins del vector pET. Plasmid descrit a la tesi
doctoral del Dr. Alfred Cortés (Cortés Alfred, 1999).

1.2.3. Vectors d’expressio a cel-lules S2

- pMK33-CTAP: Vector que permet 'expressié de proteines fusionades al tag TAP en
cel-lules S2 sota el control del promotor metal-lotionina, induible per Cu?* (Veraksa et al.,
2005).

1.2.4. Vectors d’expressio a Drosophila melanogaster

- pCaSpeR-hs-act: Vector que permet 'expressié de proteines a Drosophila sota el

control del promotor hsp70. Porta el gen white com a marcador del transgenic.
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- pCaSpeR 4: Vector que permet I'expressio de proteines a Drosophila. Porta el gen white
com a marcador del transgeénic. No conté cap promotor, aixi que se n’ha d’introduir un
juntament amb I'ORF de la proteina d’interes.

- pNHT4: Vector que permet l'expressio de proteines a Drosophila sota el control del
promotor hsp70. Porta el gen rosy com a marcador del transgenic.

- pWIZ: Vector que permet I'expressio d’un hairpin de RNAi a Drosophila sota el control
del promotor UAS. Aquest promotor és induible per les construccions Gal4. Porta el gen

white com a marcador del transgénic (Lee et al., 2003).

1.3. Oligonucleotids

Els oligonucleotids descrits a la taula M.1 es van fer servir com a encebadors, tant per a
seqiienciar plasmidis com per 'amplificacié de fragments de PCR per a l'obtenci6 de

clonatges o per a la comprovacié per PCR d’aquests.

1.4. DNAs plasmidics utilitzats en aquest treball

A continuacid es detalla com es van obtenir cadascun dels plasmids emprats en aquest
treball. Els vectors en que s’insereixen els clonatges per facilitar la seva clonaci6 o per
expressar la construccid a Drosophila o a cél-lules S2 sén descrits a I'apartat 1.2 d’aquest
capitol. El motlle de DNA a partir del qual s’han fet tots els clonatges de DDP1 es troba
descrit a la tesi doctoral del Dr. Alfred Cortés (Cortés Alfred, 1999), i consta del cDNA de
DDP1 inserit en el vector pNB40 (ClonlI).

El cDNA de DDP1 té més de cinc mil parells de bases, la qual cosa fa dificil obtenir
fragments de PCR sense cap mutacid. Per evitar la insercié d’errors, es va substituir el
cDNA amplificat mitjancant PCR pel mateix fragment de cDNA provinent de Clonl, el
qual no ha patit mai una PCR. Es va comprovar per seqiienciacié que la part del cDNA no
intercanviada estigués lliure de mutacions. Aquesta substitucié del cDNA s’ha realitzat a

tots els clonatges de DDP1.
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Nom Seqiiéncia (5’2 3) Diana de | Caracteristiques/
restricci6 Clonatge
Adriana GAGCAGCAGCCCATCGCTCTC cDNA DDP1
Anandamoyi CGAGCAGGAGATCCGTCAGC --- cDNA DDP1
Capitan Trueno ATCGTGATAAACTCGCTCTC --- cDNA DDP1
Cerdalex CTTGTGGTGTTGCTGCTTGGC cDNA DDP1
Cluisa ACTCAATCATCGGCACTGGC cDNA DDP1
Hi Van GCGCCTGCCGTACTCCCTCC cDNA DDP1
Judas ACACGAGCTAGAGTCGAACC cDNA DDP1
Neva CGCCTAAGCGGGATGAACC cDNA DDP1
Ranchero CTGCGACTGAGTGTTGGGC - cDNA DDP1
Silba CTCTGCTTGATCTTATCCCC cDNA DDP1
Prom upper GACATGtCtAGATCCCGCATCACCTG Xbal Promotor DDP1
Prom low cggccgATACGCCGCAGCGGGTGCAGG Eagl Promotor DDP1
GFPesq CGACACCCAAGCTtTCAAACTGG HindIII DDP1-GFP
GFPdre GCAACGGGTACCAAGCCCCACACGGAGGTGAT Kpnl DDP1-GFP
GFPdre D14 AACAAAGGAGgGtACCTCACGATC Kpnl DDP1(AK14-15)
GFPdre D12 GATGGTcGaCTGCGCTTCCAGATC Sall DDP1(AK12.15)
Jondalar AACGACTTGGAACGAAAAAGatCTTT Bglll Lacl-DDP1
Ayla TTCCAGTTCCAGCTTCTagaCCAGC Xbal LacI-DDP1
DDP1 5’-Ndel catATGCAAGCAGCAGCAGTGATGGAC Ndel Lacl-DDP1
DDP1 3’-BspMII AAGCTCCGGATTGCGATTGAG Lacl-DDP1
Nicolinux CAGTGTGCTGGAATTCGCCCT DDP1-Lacl
Marmoteta GCGGCGGTGCACAATCTTCT cDNA Lacl
Aliena CAACGATCAGATGGCGCT cDNA Lacl
Lacl reverse GGTCAGAGACATCAAGAAA cDNA Lacl
Lacl-stopN GCGGCCGGATCTTCAAACCTTCCTC Eagl DDP1-Lacl
GFPN CGTCGCCGTCCAGCTGGACCAGG cDNA pEGFP-N1
UP RNAi CCCTACAtCtAGAACCTAAATAAGCTG Xbal RNAi DDP1
LOW RNAi AATCTTCTaGaCCTTAGCTCCGAT Xbal RNAi DDP1
pWIZ-1L CTGTAGGTAGTTTGTCCAATTATGTC - cDNA pWIZ
pWIZ-3L GAGTTTCAAATTGGTAATTGGACCCTTC cDNA pWIZ
pWIZ-intro
forward TGAGTTTCTATTCGCAGTCGG cDNA pWIZ
Hsp70w forward GCAACCAAGTAAATCAACTGC - cDNA pWIZ
XP5’ plus AATGATTCGCAGTGGAAGGCT DDP1A
WH5’ minus GACGCATGATTATCTTTTACGTGAC -—- DDP1A

Taula M.1. Llistat d’oligonucleotids emprats en aquest treball. En mintuscula es representen les bases

mutades respecte a la seqliéncia original i se subratllen les dianes de restricci6é generades.
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1.4.1. Clonatge de les fusions amb GFP

- DDP1-GFP: el fragment corresponent als aminoacids 1-1298 de DDP1 es va amplificar
a partir del Clonl amb els encebadors GFPesq i GFPdre, i es va inserir en el vector
pEGFP-N1 mitjancant les dianes HindIII i Kpnl.

- DDP1(AK14-15)-GFP: el fragment corresponent als aminoacids 1-1075 de DDP1 es va
amplificar a partir del Clonl amb els encebadors GFPesq i GFPdreD14, i es va inserir en
el vector pEGFP-N1 mitjancant les dianes HindIII i Kpnl.

- DDP1(AKi12-15)-GFP: el fragment corresponent als aminoacids 1-891 de DDP1 es va
amplificar a partir del Clonl amb els encebadors GFPesq i GFPdreD12, i es va inserir en

el vector pEGFP-N1 mitjanc¢ant les dianes HindIII i Sall.

Les diferents fusions DDP1-GFP es van treure del vector pEGFP-N1 amb les dianes de
restriccié adients i es van clonar al vector d’expressié pCaSpeR-hs-act per generar
construccions que expressen les diferents fusions de DDP1-GFP a Drosophila sota el

control del promotor de xoc termic hsp70.

Per obtenir la fusio DDP1-GFP sota el control del promotor propi es va treure DDP1-GFP
del vector pEGFP-N1 amb les dianes de restriccié adients, i es va clonar a un vector
d’expressié pCaSpeR 4 que contenia la regié 5’ reguladora de ddpl corresponent als
nucleotids -4445 a -3249, la qual s’havia amplificat préeviament a partir de DNA genomic
d’embrions white (vegeu apartat 2.5.1 d’aquest capitol) amb els encebadors Prom upper

i Prom low.

1.4.2. Clonatge del hairpin de DDP1 per obtenir RNA d’interferencia

El fragment corresponent als aminoacids 258-545 del cDNA de DDP1 es va amplificar a
partir del Clonl mitjangant els encebadors UP RNAi i LOW RNA], i es va inserir per

duplicat en el vector pWIZ mitjancant les dianes Avrll i Xbal (clonatge cedit per la Dra.

Dori Huertas).
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1.4.3. Clonatge de les fusions amb Lacl

- LacI-DDP1: I'ORF de DDP1 es va amplificar a partir del Clonl amb els encebadors
DDP1 5’-Ndel i Ayla, i es va inserir en un vector pBluescript II KS que contenia el cDNA
de Lacl (clonatge cedit pel Dr. Joan Font).

- DDP1-Lacl: I'ORF de DDP1 es va amplificar a partir del Clonl amb els encebadors
GFPesq i GFPdre, i es va inserir en un vector pGEM-T que contenia el cDNA de Lacl,
préviament amplificat amb els encebadors Nicolinux i LaclstopN (clonatge cedit per la
Dra. Monica Torras).

- Lacl-HP1: es va inserir el cDNA de HP1 en un vector pCR®2.1-TOPO que contenia el
cDNA de Lacl, previament amplificat amb els encebadors Nicolinux i LacIstopN (clonatge

cedit per la Dra. Monica Torras).

Les diferents fusions Lacl es van treure dels vectors on es trobaven amb les dianes de
restriccio adients i es van clonar al vector d’expressié pNHT4 per generar construccions
que expressen les diferents fusions Lacl a Drosophila, sota el control del promotor de xoc

térmic hsp70.

1.4.4. Clonatge de DDP1-TAP

El cDNA de DDP1 inserit dins del vector pEGFP-N1 es va treure amb les dianes BgllI i
Acc65], i es va inserir dins del vector pMK33-CTAP per generar una construccié que
expressa la fusi6 DDP1-TAP a cel-lules S2 sota el control del promotor metal-lotionina,

induible per Cu?+.

1.5. Generaci6é del mutant nul ddp14

El mutant nul de DDP1, ddp1® es va generar per delecié completa de I'ORF de DDP1
mitjancant el metode de recombinacié de FRT (Parks et al., 2004), utilitzant les linies
PBac{WH }CG5174[f00017 ] (Bloomington Stock Center) i P{XP!Dp1[d00066] (Exelixis
Collection, Harvard) com a font de FRT, i la linia P{hsFLP},w118;Adv' (Bloomington

Stock Center) com a font de recombinasa. En la figura M.1 es mostra un esquema de la
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Fig. M.1. Esquema de 'ORF de DDP1 que s’ha elimiminat en fer saltar els FRT dels transgens
inserits en el gen ddp1. A la figura es mostra el gen ddp1 tal i com es mostra a FlyBase. Entre parentesis
es mostra la zona que s’ha fet saltar en recombinar els FRT. La localitzacié dels diferents transposons que

es troben inserits dins del gen ddp1 es mostra amb triangles blaus. Modificat de FlyBase.

localitzacié en que es troben inserits els FRT en les linies PBac{WH }CG5174[f00017 ] i
P{XP}Dp1[d00066 ] i quina part del gen ddp1 s’ha eliminat en fer-los saltar. La deleci6 de
I’ORF es va confirmar per PCR amb els encebadors XP5’ plus i WH5’ minus per analitzar
el salt dels FRT (dades no mostrades), i amb els encebadors corresponents al cDNA de
DDP1 per comprovar que no hi ha ORF (vegeu l'apartat 1.5.1 del capitol de resultats).

També es va analitzar el nivell de proteina per Western blot (vegeu l'apartat 1.5.1 del

capitol de resultats).

1.6. Mosques utilitzades en aquest treball

En la taula M.2 es mostra un resum de les linies de mosques utilitzades en aquest treball.
S’indica el nom, la procedencia de la linia i quines caracteristiques té. No s’indiquen les

mosques utilitzades per mapar i balancejar els transgenics. Les mosques white s’han fet




servir com a mosques salvatges en els experiments on s’analitza DDP1 endogena, i com a

controls en experiments amb mosques transgeniques.

Linia Procedeéncia Carateristiques
PROM DDP1-GFP Aquest treball Expressa DDP1-GFP sota promotor de ddp1
Hsp70-DDP1-GFP Aquest treball | Expressa DDP1-GFP sota promotor de xoc termic hsp70
Expressa DDP1(AKi4.15)-GFP sota promotor de xoc
DDP1(AK14.15)-GFP Aquest treball
térmic hsp70
Expressa DDP1(AKji4.15)-GFP sota promotor de xoc
DDP1(AKi2.15)-GFP Aquest treball
térmic hsp70
GFP Aquest treball Expressa GFP sota promotor de xoc térmic hsp70
Lacl-DDP1 Aquest treball Expressa Lacl-DDP1 sota promotor de xoc térmic hsp70
DDP1-Lacl Aquest treball | Expressa DDP1-Lacl sota promotor de xoc termic hsp70
Lacl-HP1 Aquest treball Expressa Lacl-HP1 sota promotor de xoc térmic hsp70
Lacl Aquest treball Expressa Lacl sota promotor de xoc termic hsp70
shDDP1 Aquest treball Expressa hairpin RNAi sota promotor UAS
ddp1151 Dra. Huertas Mutant hipomorf ddp1
ddp14 Aquest treball Mutant nul ddp1
ddp14; shDDP1 Aquest treball Mutant nul ddp14 que expressa hairpin RNAi
ddp14; Act-Gal4/TM6b Aquest treball Mutant nul ddp14 que expressa Act-Gal4
ddp14; Dpp-Gal4/TM6b Aquest treball Mutant nul ddp14 que expressa Dpp-Gal4
ddp14; PROM DDP1- Mutant nul ddp14 que expressa DDP1-GFP sota el
Aquest treball
GFP/TM3 control del promotor de ddp1
Mutant nul ddp14 que expressa DDP1-GFP sota el
ddp14; hsp70-DDP1-GFP | Aquest treball
control del promotor de xoc térmic hsp70
ddp1151; PROM DDP1- Mutant hipomorf ddp11> que expressa DDP1-GFP sota
Aquest treball
GFP/TM3 el control del promotor de ddp1
In(1)wm+ Dr. Pimpinelli Presenta una inversio6 del gen white
39C-42 Dra. Wallrath Expressen una construccid hsp70-white
118E-5 Dra. Wallrath Expressen una construccid hsp70-white
Act-Gal4 --- Expressa Gal4 en la zona d’expressié d’Actina
Ptc-Gal4 --- Expressa Gal4 en la zona d’expressié de Patched
En-Gal4 --- Expressa Gal4 en la zona d’expressié d’Engrailed
59.2 Dra. Wallrath Conté llocs d’uni6 de Lacl a 5’ del gen white

H2av-GFP/TM3

Dr. Casanova

Expressa H2av-GFP sota el control del promotor de la

HZav

Taula M.2. Llistat de les linies generades i utilitzades en aquest treball. S'indica el nom de la linia,

d’on prové i quines sdn les caracteristiques principals.
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1.7. Anticossos utilitzats en aquest treball

Es resumeixen els anticossos utilitzats en aquesta tesi a la taula M.3. Se’n descriuen les

caracteristiques principals: nom, casa comercial i dilucié utilitzada segons el metode que

s’hagi emprat.

Anticos

Procedeéncia

Dilucio

Utilitzacio

DDP1 ratoli

Dra. Huertas

1:800

Immunolocalitzacions

DDP1 conill purificat

Aquest treball

Sense diluir

Microscopia electronica

DDP1 rata Dra. Huertas 1:10.000 Western blot

GFP policlonal de 1:1.000 Immunolocalitzacions
Molecular Probes

conill 1:400 Cromosomes politénics

GFP monoclonal de 1:2.000 Western blot

Roche

ratoli 1:50 Cromosomes politénics

1:2.000 Western blot

Lacl (Clone 9A5) Millipore
1:200 Cromosomes politenics
1:300 Immunolocalitzacions
Me2K9H3 Upstate

1:50 Cromosomes politenics

1:500 Western blot

TAP Open Biosystems

1:100 Immunolocalitzacions
Lamina ADL67.10 DSHB 1:500 Immunolocalitzacions
Calnexina Abcam 1:200 Immunolocalitzacions
PDI Abcam 1:100 Immunolocalitzacions

Actina Sigma 1:750 Western blot
BTubulina CHEMICON 1:5.000 Immunolocalitzacions
HP1 ratoli DSHB 1:100 Cromosomes politenics

HP1 rata Dr. Font 1:10.000 Western blot

Taula M.3. Resum dels anticossos utilitzats en aquest treball. S’indica el nom de I'anticos, la casa
comercial (quan pertoca), i les dilucions emprades en els diferents experiments.

59



60



2. METODES

2.1. Meétodes de manipulacié de DNA

Per a 'obtenci6 dels plasmids utilitzats en aquest treball (vegeu l'apartat 1.4 d’aquest
capitol) es van seguir les tecniques basiques de biologia molecular (Sambrook et al,
2001) i van ser comprovats per seqiienciacié automatica al Servei de Seqiienciacio de

I'IBMB-CSIC.

2.1.1. Métodes d’obtenciéo de DNA

Minipreparacions de DNA plasmidic

Per a I'obtencié de petites quantitats de plasmid es va emprar el metode de lisi alcalina
(Sambrook et al,, 2001). E1 DNA va ser ressuspés en 50 ul de tampé TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8, EDTA 1mM) en preséncia de 1 ug de RNAsa A i es va incubar 30 min a 37°C.

Maxipreparacions de DNA plasmidic

Per a I'obtenci6 de grans quantitats de DNA plasmidic amb un alt grau de puresa es van
utilitzar columnes comercials de Quiagen seguint les instruccions del fabricant,

ressuspenent el DNA en tampé TE.

Transformacié de DNA a bacteris

Les cel-lules competents van ser previament preparades mitjancant el metode del clorur
de calci (Sambrook et al., 2001), aliquotades i congelades a -80°C fins al moment de ser
utilitzades. Llavors, es van transformar per xoc térmic amb els diferents DNAs
plasmidics. Les cel-lules es van descongelar en gel, s’hi van afegir els microlitres
necessaris de DNA segons si el DNA provenia d’'una minipreparacid, maxipreparacié o
lligacié de DNA, es van incubar 20 minuts en gel i a continuacio es va fer un xoc termic
de 2 minuts a 42°C. Els bacteris es van recuperar en preséncia de 500 ul de medi LB

(triptona 10 g/1, extracte de llevat 5 g/1, NaCl 10 g/l, NaOH 1mM) durant 20 minuts a
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37°C, i finalment es van plaquejar en plaques LB (LB + agar 15 g/1) amb el corresponent
antibiotic: 100 ug/ml d’ampicil-lina o 50 ug/ml de kanamicina. Les plaques es van

incubar durant tota la nita 37°C.

2.1.2. Reacci6 en cadena de la polimerasa

La reacci6 en cadena de la polimerasa és una tecnica que permet l'amplificacié
exponencial de petites quantitats de DNA in vitro utilitzant dos oligonucleotids
flanquejants a la regié que es vol amplificar i que hibriden en les cadenes oposades
d’aquesta regi6 de DNA. Per a la reaccié d’amplificaci6 s’utilitza una DNA polimerasa
termoestable que permet realitzar un procés ciclic de desnaturalitzacio, hibridacié dels
oligonucleotids i extensié dels oligonucleotids per 'accié de la DNA polimerasa (Saiki et

al,, 1988).

En aquest treball, per a 'amplificacié de fragments de DNA utilitzant la tecnica de la
reaccié en cadena de la polimerasa, es van utilitzar diferents polimerases comercials,
utilitzant tant tampons proporcionats pel fabricant com tampons preparats al laboratori
amb diferents combinacions de forga ionica (diverses concentracions de Mg?*), per
aconseguir una amplificacié optima dels fragments desitjats. Es van fer servir els
segiients enzims: Biotools DNA Polimerasa (Biotools) i Expand High Fidelity PCR System
(Roche). Per a les amplificacions rutinaries es va utilitzar la polimerasa de Biotools. En
aquelles amplificacions que requerien 'amplificacié de grans fragments de DNA es va

utilitzar la polimerasa Expand.

2.2. Tecniques basiques per a I’estudi de proteines

2.2.1. Electroforesi de proteines en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

L’electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) és una técnica que permet
separar les proteines segons el seu pes molecular. E1 SDS és un detergent anionic que
s’utilitza tant per desnaturalitzar les proteines i evitar que interaccionin entre si, com

per revestir-les d’'una carrega neta negativa independentment del seu punt isoeléectric.
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Aixi doncs, en un camp eléctric la velocitat de migracié de les proteines és funci6 del 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 pH acidic a la part superior (gel apilador o stacking: acrilamida-
bisacrilamida 29:1 5 %, Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1 %, (NH4)2S208 0,1%, TEMED 1
ml/1) seguida d’'una altra part que conté una major proporci6 d’acrilamida i un pH més
basic (gel separador o resolving: acrilamida-bisacrilamida 29:1 6-25 %, Tris-HC1 0,375 M
pH 8,7, SDS 0,1 %, (NH4)2S20s 0,1%, TEMED 1 ml/1). En les condicions dels gel apilador
les proteines formen una Unica banda sense separar-se en funcié del seu pes molecular,
de manera que les proteines es concentren a l'inici del front, mentre que les condicions
del gel separador permeten la separacié de les proteines en funcié del seu pes

molecular.

A les mostres se’ls va afegir tampé de carrega desnaturalitzant de proteines PLB 5x
(Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 21,75 %, SDS 5 %, blau de bromofenol 0,25 %), fins a
obtenir una concentracié 1x i un 10 % de B-mercaptoetanol. Es van bullir 5 minuts a
95°C i es van carregar al gel immediatament. Com a tampé d’electroforesi es va utilitzar
Laemmli 1x (Tris-HCl 25 mM pH 8,3-8,5, glicina 200 mM, SDS 0,1 %), i els gels es van
correr a 25 o a 40 mA segons si es tractava d'un gel tipus Miniprotean (8,5%8,5 cm) o

gels grans de 20x20 cm, respectivament.

Visualitzacio de les proteines

Per visualitzar les proteines un cop han estat corregudes en un gel de poliacrilamida,
aquest es pot tenyir amb Comassie o es pot revel-lar amb nitrat de plata, segons la

quantitat de proteina que es tingui:

- Tinci6 amb blau de Comassie: aquesta tinci6 s’utilitza quan es té prou mostra, ja que
no és un metode molt sensible. Es va submergir el gel en una solucié que contenia el

colorant Blau de Comassie (EtOH 40 %, CH3COOH 10 %, Comassie blue brilliant 0,05 %) i

es va deixar en agitacidé entre 30 i 60 minuts. Un cop tenyit el gel, que queda d'un color
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blau intens, aquest es va destenyir amb una solucié d’acid acetic al 10 %. S’ha d’hidratar

el gel en aigua abans de dessecar-lo.

- Revelatge amb nitrat de plata: aquest métode s’utilitza quan es té poca mostra, ja que
és molt sensible. Hi ha molts tipus de revel-lat amb plata, i aqui es descriu el que s’ha
utilitzat més sovint. Es va submergir el gel en una soluci6é de metanol al 50 % a t.a durant
un minim d’1 hora (pot ser tota la nit). Es va preparar la segiient solucid: en un vas de
precipitats es van dissoldre 0,8 g de AgNO3 en 4 ml d’aigua. En un altre vas de precipitats
es va preparar la segiient solucié: 40 ml H20 + 190 ul NaOH 10 M + 1,4 ml NH3 25%. Es
va afegir la solucié de plata gota a gota sobre la soluci6 amoniacal, esperant que
desaparegués I'hidroxid de plata que es forma abans d’afegir la segilient gota. Ha de
quedar una soluci6 transparent. Es va descartar la soluci6 de metanol en que es trobava
el gel, i s’hi va afegir la soluci6 de plata complexada. Es va incubar 15 minuts en agitacio i
es va llencar la solucié. El gel es va rentar amb aigua corrent desionitzada durant 5

minuts, i es va revel-lar amb la solucid revel-ladora (150 ml H20 + 750 ul acid citric 1% +

75 ul de formaldehid 37 %) fins que les bandes van tenir la intensitat desitjada. El
revel-lat es va aturar amb la solucié acida (MeOH 50 %, CH3COOH 10 %). El gel es pot
mantenir fins a dues setmanes a 4°C en aquesta solucié. S’ha d’hidratar el gel en aigua

abans de dessecar-lo.

2.2.2. Western blot

Aquesta tecnica permet la deteccié de proteines presents en un gel de poliacrilamida-
SDS transferit a una membrana de nitrocel-lulosa mitjancant I'is d’anticossos especifics.
Aixi doncs, com a primer pas es va dur a terme una electroforesi SDS-PAGE (vegeu
I'apartat anterior) i posteriorment es va transferir el gel a una membrana de
nitrocel-lulosa Optitran (Schleicher & Schuell). Aquest pas es va realitzar emprant una
cubeta amb tampo de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0,05%, EtOH

20%) i aplicant un voltatge de 80 V durant tres hores a 4°C amb agitacié constant.

Un cop finalitzada la transferéncia, es va incubar la membrana en agitacié6 durant un
minim d’'una hora (normalment s’incuba tota la nit) amb la solucié de bloqueig (PBS

(NaCl 125 mM, NazHPO4 17 mM, NaH2PO4 8 mM), llet en pols desnatada 5 %, Tween 20
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0,1 %, azida sodica 0,01 %) per tal d’evitar la unié inespecifica dels anticossos a la
membrana. Posteriorment es van fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS-Tween (PBS, Tween
20 0,1 %) i es va incubar amb la dilucié d’anticos primari adient en cada cas durant 1
hora a temperatura ambient i en agitacio constant (la dilucié es va fer amb PBS-Tween).
Llavors, es van fer 3 rentats més de 5 minuts amb PBS-Tween i es va incubar amb la
diluci6 adequada d’anticos secundari (diluit en PBS-Tween) durant 45 minuts a
temperatura ambient i en agitaci6 constant. Finalment, es van fer 3 rentats de 10 minuts

amb PBS-Tween i es va procedir a la deteccié mitjancant quimioluminescéncia.

Per a la detecci6 de I'anticos secundari fusionat a la peroxidasa de rave (HRP) es van
barrejar 2 ml de Solucié de Luminol (Tris-HCl 0,1 M pH 8,6, luminol sodic 1,25 mM, H20:

2,7 mM) amb 2 ul de Solucié Enhancer (acid p-hidroxicumarinic 0,1 % en DMSO), es va

aplicar sobre la membrana i es va incubar durant 1 minut. Després es va assecar la
membrana i es va exposar amb una pel-licula fotografica Agfa Curix RP2 PLUS el temps

adient per obtenir un senyal optim.

2.2.3. Expressio i purificaci6 de proteines recombinants

En aquest treball s’ha expressat en soques d’E. coli la proteina DDP1 de Drosophila amb
'objectiu de purificar I'anticos de conill policlonal que reconeix DDP1, i d’obtenir un
control de DDP1 per a Western blot. Per tal d’obtenir la proteina DDP1 de Drosophila de
forma recombinant s’ha expressat aquesta proteina fusionada a una cua d’histidines en
posici6 C-terminal i s’ha purificat posteriorment mitjancant una cromatografia d’afinitat
utilitzant una columna de Ni?*, el qual és capa¢ de retenir de forma especifica les

proteines que contenen aquest tag.

Amb aquest objectiu es va utilitzar el plasmid d’expressié pET-DDP1 descrit a 'apartat
1.2.2 d’aquest capitol. L’expressio de proteines clonades als vectors pET es troba sota el
control de senyals de transcripcié i traducci6 del bacteriofag T7. La soca BL21 conté una
copia cromosomal del gen de T7 RNA Polimerasa sota el control del promotor lacUV5, el

qual és induible per IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosid).

65



Expressio a gran escala de DDP1 recombinant

Es va transformar la soca BL21 amb el plasmid pET-DDP1, i es van inocular cinc colonies
independents en cinc cultius diferents de 4 ml de LB/kanamicina 50 ug/ml, els quals es
van créixer a 37°C tota la nit. Al dia segiient es van inocular 500 ml de LB amb els cinc
minicultius i es va deixar creixer a 37°C fins a una DOsoo de 0,6-0,8. Llavors, es va agafar
una aliquota d’'un mil-lilitre i es va induir I'expressiéo amb IPTG 1 mM, deixant creixer el
cultiu a 37°C durant 2,5 h més. Es va agafar una altra aliquota d’'un mil-lilitre i es van
recollir les cel-lules centrifugant 15 minuts a 6.000 rpm a 4°C amb el rotor JA-14
(Beckman). El pellet es va rentar amb tamp6 STE (NaCl 1,1 M, Tris 10 mM pH 8, EDTA
1mM) i es va congelar a -80°C durant tota la nit per facilitar la lisi. Al dia segiient, es va
ressuspendre amb 10 ml de tampd de lisi (NaCl 0,5 M, glicerol 20 %, Hepes 20 mM pH
7,9, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, NP-40 0,1 %, B-mercaptoetanol 20 mM) i es va sonicar en
gel fins que la mostra adquiri una consistencia més liquida. Es va utilitzar el sonicador
Branson Digital Sonifier i es va sonicar amb el tip gruixut fent 8 cicles de 10 segons al
40% d’amplitud, amb intervals de descans de 30 segons. Llavors es va centrifugar a
3.500 rpm amb el rotor SW41 (Beckman) durant 1 hora a 4°C per tal de separar les fases
solubles i insolubles (sobrenedant i sediment, respectivament). Finalment es van

congelar amb neu carbonica i es van guardar a a -80°C.

Per analitzar si la proteina d’interes s’ha expressat de forma soluble o formant cossos
d’inclusié, es van carregar 10 ul de la fraccié soluble i una mica de sediment (se’n va
agafar una mica amb una punta groga, es va ressuspendre en 400 ul de tampd de carrega
i es van analitzar a 10 ul i 10 pl a una dilucié 1:10), juntament amb 25 ul de les mostres

d’abans i després d’induir.

Purificacio a partir de la fraccio soluble

La utilitzaci6 d'una cua d’histidines com a tag permet la purificacié de la proteina
recombinant mitjancant una cromatografia d’afinitat amb una columna de Ni?*, el qual

interacciona amb els grups imidazole de les histidines fent que aquestes quedin

retingudes a la columna.
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En el nostre cas, es va fer la purificacié a 4°C utilitzant 0,5 ml de la reina Ni-NTA Agarose
(Qiagen), la qual es va empaquetar en una columna Econocolumn (Biorad) i es va
equilibrar amb 10 ml de tampé de lisi. Aquest pas i els posteriors es van realitzar amb
'ajut d’'una bomba peristaltica LKB Pump P-1 (Pharmacia) a una velocitat entre 6 i 8 de
la posicié 1. Un cop empaquetada la reina, es van passar 2 cops els 10 ml de la mostra
corresponent a la fraccié soluble i es va recollir la fracci6 Flow Through (FT).
Posteriorment, es van fer dos rentats: el primer amb 10 ml de tamp6 de lisi (W1) i el
segon amb 10 ml de tampo6 D (W2) (glicerol 20 %, Hepes 20 mM pH 7,9, KC1 0,1 M, EDTA
0,2 mM, PMSF 0,1 mM, DTT 0,5 mM). Finalment es va eluir la proteina per competicié
amb imidazole en un procés de 3 passos. Primer, es va fer un procés de preelucié amb 3
ml de tampé D/imidazole 20 mM, recollint fraccions de 1 ml (PE1, PE2, PE3). Aquest pas
amb baixa concentracié d’'imidazole serveix per eliminar contaminants que s’uneixen a
la reina amb una afinitat menor que la cua d’histidines. Després es va eluir amb 5 ml de
tampd D/imidazole 100 mM i 5 ml de tamp6 D/imidazole 500 mM, recollint també
fraccions de 1 ml (E1-E10). Per comprovar el funcionament de la cromatografia es van
analitzar 10 ul de cadascuna de les fraccions per SDS-PAGE. La resta de mostres es va
congelar a -80°C. En cas d’utilitzar la proteina recombinant per a purificar anticossos, cal
dialitzar-la tres vegades amb tamp6 D a 4°C en una funda de dialisi de porus petit per
extreure I'excés d’imidazole. Es va fer una primera incubacié d'un hora, llavors es va
canviar el tamp0 i es va deixar en agitacié suau tota la nit. L’endema es torna a canviar el
tampo i es va deixar incubar una hora més. La proteina dialitzada es va aliquotar en

petites quantitats i es va guardar a -80°C.

2.3. Purificacio d’anticossos

Per aconseguir anticossos que es poguessin utilitzar en microscopia electronica, es va
purificar per afinitat I'anticos de conill que havia obtingut préviament la Dra. Dori
Huertas. La purificaci6 consisteix a unir ’antigen utilitzant un suport solid sobre el qual
s’aplica el serum policlonal. D’aquesta manera només son retinguts a la columna els

anticossos especifics, els quals poden ser eluits posteriorment.

Concretament, es va unir la proteina de fusié recombinant DDP1-His dialitzada (vegeu

I'apartat 2.2.3 d’aquest capitol) a la reina Ni-NTA Agarose (Qiagen). Llavors es va rentar
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la columna amb 10 ml de tampé B (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4) i es van
passar 2 ml de serum. Posteriorment es van fer dos rentats amb 10 ml de tampd B i un
tercer rentat amb 10 ml de tampd C (NaCl 2 M, Tris-HCl 50 mM pH 7,4). Finalment, es va
eluir amb una solucié de MgCl; 4 M. L’anticos es va dializar tres vegades amb tampé PBS
a 4°C en una funda de dialisi de porus petit per extreure 'excés de MgCl,. Es va fer una
primera incubacié d'un hora, llavors es va canviar el tamp6 i es va deixar en agitaci
suau tota la nit. L’endema es torna a canviar el tampé i es va deixar incubar una hora
més. Finalment I'anticos dialitzat es va passar a un eppendorf i es van afegir BSA, per
estabilitzar la proteina, i azida sddica a una concentracié final de 0,5 mg/ml i 0,02 %,
respectivament. L'anticos es va guardar a -80°C. Per comprovar si la purificacié havia
funcionat, es va realitzar un Western blot amb la proteina recombinant, fent servir I'eluit

de la columna com a anticos primari i comparant-lo amb el serum sense purificar.

2.4. Meétodes de treball amb ceél-lules S2

2.4.1. Manteniment

Les cel-lules S2 es van creixer a 25°C sense COz en medi Schneider (Sigma) suplementat
amb 10 ug/ml d’estreptomicina (Gibco), 100 unitats/ml de penicil-lina (Gibco) i un 10 %
de serum fetal bovi (FBS) (Gibco), el qual s’havia inactivat durant 30 minuts a 56°C. Es
van anar mantenint en flascons Corning de 75 cm? a una densitat de 3-10° cel-lules/ml

en un volum de 5-6 ml, fent dilucions 1:3 cada 3-4 dies.

2.4.2. Congelacio

Per congelar les cel-lules es va creixer un flasco de 75 cm? fins a una densitat de 4-5-10°
cél-lules/ml. En el cas de les cel-lules estables es van utilitzar flascons de 175 cm? a la
mateixa densitat. Per recollir les cel-lules es va transferir el cultiu a un falcon de 15 ml i
es va centrifugar 2 minuts a 1.500 rpm a temperatura ambient. Llavors, es va eliminar el
sobrenedant i es va ressuspendre el sediment cel-lular en 900 ul de FBS (1.350 ul en el
cas dels flascons de 175 cm?). Es va passar a un criotub i es va afegir gota a gota 100 ul

de DMSO (150 ul en el cas dels flascons de 175 cm?). El procés de congelaci6 ha de ser
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lent. Per aixo0, primer es va guardar el criotub a -20°C durant 2 hores, després tota la nit a

-80°C i, finalment es va guardar en nitrogen liquid.

2.4.3. Descongelacio

Préviament a la descongelaci6, es va preparar un falcon de 15 ml amb 10 ml de medi
Schneider. Llavors es va descongelar rapidament el criotub de cél-lules S2 amb les mans,
i es van abocar les cel-lules al falcon. Es va centrifugar 10 minuts a 200 g i es va
ressuspendre el pellet amb 5 ml de medi Schneider suplementat. Finalment, es va passar

a un flasc6 Corning de 25 cm? i es va deixar creixer durant 3-4 dies.

2.4.4. Obtencio de cél-lules estables

Les cel-lules establement transfectades es preparen de la mateixa manera que les
cél-lules transfectades transitoriament, pero el plasmid utilitzat per a la transfeccié
permet la utilitzacié d’un antibiotic per a la selecci6 de cel-lules que hagin incorporat el

plasmidji, resultant en una poblaci6 de cel-lules on totes expressen la proteina d’interes.

En el nostre cas, els plasmidis utilitzats sén PMK33-CTAP i DDP1-PMK33-CTAP, que
permeten l'expressi6 en cel-lules S2 del tag TAP i de DDP1 fusionada al tag TAP,
respectivament. El vector PMK33-CTAP codifica per la resisténcia a l’antibiotic
higromicina (vegeu els apartats 1.2.3 i 1.4.4 d’aquest capitol). El primer pas és la
transfeccié de les cel-lules amb el plasmid d’interes: es van creixer cél-lules S2 a una
densitat aproximada de 6-10°¢ cél-lules/ml. Un cop quantificada la concentracié exacta
mitjancant un comptatge amb la cambra de Neubauer, es van inocular 2,5-10° cel-lules
en 4 plaques de cultiu de 60 mm? (Corning) en un volum final de 5 ml, i es van incubar
24 hores a 25°C. Per cada placa es van transfectar 20 ug de DNA (obtingut a partir de
maxipreparacions). Aixi doncs, es van preparar 4 eppendorfs amb 20 ug de DNA i un
volum final de 50 ul. Es van afegir 400 ul de CaClz 0,25 M (esterilitzat per filtracié amb
un filtre de 22 um) a cada eppendorf, i aquesta barreja es va transferir gota a gota sense
deixar d’agitar a falcons de 15 ml que contenien 400 ul de HEBS 2x (NaCl 250 mM, KCI 9
mM, Na;HPO4 1,5 mM, glucosa 10 mM, Hepes 50 mM pH 7,1), també esterilitzat per

filtracié. L’addicio lenta i en agitacié del DNA-CaCl: sobre el HEBS permet la formaci6 de
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cristalls petits i d’aspecte blanquinds. Aquests precipitats es van incubar 35 minuts a
25°C i, transcorregut aquest temps, es van ressuspendre amb la pipeta i es van afegir

850 ul per placa. Les plaques es van incubar durant 24 hores a 25°C.

A les 24 hores es va treure la solucid de fosfat de calci, es van fer dos rentats amb medi
Schneider suplementat amb FBS i penicil-lina/estreptomicina i es van ressupendre les
cel-lules amb 5 ml de medi Schneider suplementat amb FBS i penicil-lina/

estreptomicina. Les plaques es van incubar dos dies a 25°C.

Al cap de dos dies, es van centrifugar les cél-lules i es van passar a un flascé de 25 cm?
amb 5 ml de medi Schneider suplementat amb 6 ul/ml d’higromicina B 50 mg/ml
esterilitzada per filtraci6 (Sigma) i un 10 % de FBS. La selecci6 de les cel-lules
transfectades es va continuar durant 3-4 setmanes canviant el medi cada 4-5 dies. Un
cop seleccionades les cel-lules, es van congelar diverses linies abans de comencar els

experiments.

2.4.5. Obtencio d’extractes proteics de cel-lules S2

Per obtenir extractes proteics de cel-lules S2 es van creixer les cél-lules fins a 4-6-10°
cél-lules/ml. Es van desenganxar dels flascons amb I'ajuda d’una pipeta i es van passar a
falcons de 15 ml. Es van centrifugar a 100 g durant 5 minuts i es va rentar el sediment
cel-lular amb 5 ml de PBS fred dues vegades. Es van ressuspendre les cel-lules en 500 ul
de tampé de lisi (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 136 mM, glicerol 10 %, NP-40 1 %, EDTA 2
mM, PMSF 1 mM), es van incubar 15 minuts en gel i es va sonicar la mostra durant 10
segons al 10% d’amplitud amb el microtip utilitzant un sonicador Brandson Sonifier.
Durant la sonicaci6é la mostra es va mantenir en fred. Finalment, es va centrifugar 5

minuts a 14.000 rpm a 4°C, i el sobrenedant es va guardar a -20°C.

2.4.6. Immunolocalitzacions a cel-lules S2

Per determinar la localitzacié de DDP1 a cél-lules es van immobilitzar 20 ul de cel-lules
confluents durant 20 minuts a temperatura ambient en cobreobjectes rodons

previament tractats amb 0,5 mg/ml de Concanavalina-A (Sigma). Es va retirar 'excés de
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medi amb paper Whatman i es van fixar les cel-lules amb paraformaldehid al 4 % (diluit
en PBS) durant 10 minuts a temperatura ambient. Quan es van analitzar els efectes de
'acid acetic, les cél-lules es van fixar primer durant 1 minut amb formaldehid 3,7 %
(diluit en PBS, NP-40 0,1 %) i després durant 7 minuts amb formaldehid 3,7 %/acid
acetic 50 %. Per permeabilitzar les cél-lules i facilitar I'’entrada d’anticossos es van fer 3

rentats de 5 minuts amb solucid de rentat (PBS, Tween 20 0,2 %) i es van incubar 2 cops

durant 20 minuts amb soluci6 de bloqueig (tampé de rentat + BSA (fraccié V) 2 %).

Aleshores es van incubar les cel-lules tota la nit a 4°C amb aDDP1 de ratoli 1:800
(dil-luit en tamp6 de bloqueig). Al dia segiient es van fer 3 rentats de 5 minuts amb
tampd de bloqueig i es va incubar durant 1 hora a temperatura ambient amb l'anticos
contra conill conjugat amb el fluorocrom Cy3 (1:400; Jackson ImmunoResearch). Un cop
s’ha incubat la mostra amb I'anticos secundari cal fer tots els passos protegint-la de la
llum amb paper d’alumini. Posteriorment es van fer 3 rentats més de 5 minuts amb
tampo6 de rentat per eliminar I'excés d’anticos, dos rentats de 10 minuts amb PBS per

eliminar I'excés de Tritd, i es va afegir una gota de medi de muntatge Mowiol-DAPI (500

ul Mowiol (Calbiochem) + 50 ul DAPI 2 ng/ml (Sigma)). Les cel-lules es van analitzar
amb un microscopi de fluorescencia Eclipse E-1000 (Nikon) equipat amb camera

CoolSnapfx (Photometrics) i software Metamorph (versio6 6.3r1).

2.5. Metodes de treball amb Drosophila melanogaster

2.5.1. Extraccié de DNA genomic d’embrions

Es van recollir postes d’embrions white de 'edat desitjada i es van decorionar amb
hipoclorit de sodi al 50 % durant dos minuts desenganxant-los amb I’ajuda d’un pinzell.
Es van rentar amb Trit6 X-100 0,1 % i es passaren a un eppendorf que contenia Trit6 X-
100 0,1 %. Es van deixar precipitar al fons i es va extreure el Trité X-100. Es van afegir
50 ul de tampo6 HB (Tris-HCI 0,1 M pH 9,2, sacarosa 0,2 M, EDTA 50 mM, SDS 0,5 %)
esterilitzat per filtraci6 i es van esclafar els embrions amb un homogeneitzador. Quan
van comengar a estar una mica esclafats, es van afegir 75 ul de tampé HB més i es va
seguir homogeneitzant. Quan ja gairebé estaven del tot esclafats, es van afegir 125 ul

més de tampd HB i es van acabar d’homogeneitzar. Aleshores, es van incubar durant 10
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minuts a 68°C en un bany d’aigua. Posteriorment, es van afegir 250 ul de TE + SDS 0,5 %
+ 2,5 wl de Proteinasa K (20 mg/ml), i es va incubar primer 1 hora a 37°C, i després 30
minuts a 50°C. Finalment, es van afegir 120 ul d’acetat de potassi 5 M, i es va incubar
durant 10 minuts en gel. Es va centrifugar durant 15 minuts a 13.000 rpm i es va passar
el sobrenedant a un nou eppendorf. Es va repetir la incubacié en gel i la centrifugacié.
Llavors, es van fer dues purificacions amb fenol/cloroform i una amb cloroform, sense
vortexar, només invertint 'eppendorf i centrifugant 1 minut a 13.000 rpm. Vam quedar-
nos sempre la part aquosa. Llavors, es va precipitar el DNA afegint 0,1 volums d’acetat
de sodi 3 M pH 5 i dos volums d’etanol. Es va centrifugar durant 30 minuts a 13.000 rpm
i es va rentar el DNA amb etanol 70 %, centrifugant després durant 4 minuts. Es va
decantar 'etanol i es va deixar assecar una mica el DNA abans de ressuspendre’l en 50 ul

de TE + RNAsa 20 ug/ml i incubar-lo 10 minuts a 65°C. El DNA es va guardar a -20°C.

2.5.2. Extraccié de DNA genomic de mosques

Per obtenir DNA genomic d’'una mosca adulta es va seleccionar la mosca d’interes i es va
passar a un tub eppendorf que es va incubar durant 5-10 minuts en gel per adormir-la.
Aleshores, es va aixafar la mosca amb la punta d'una pipeta que contenia 50 ul de tampd
SB (Tris-HClI 10 mM pH 8,1, EDTA 1 mM, NaCl 25 mM, Proteinasa K 200 ug/ml),
ressuspenent-la en 50 ul de tampd SB un cop esclafada. Es va incubar durant 20-30
minuts a 37°C, i finalment durant 2 minuts a 95°C per desnaturalitzar la Proteinasa K. El
DNA es va guardar a 4°C. Normalment, es va utilitzar el DNA a una dilucié 1:5 per evitar

que estigués massa brut.

2.5.3. Obtencio d’extractes proteics d’embrions

Per a l'obtenci6 d’embrions es van preparar nius de posta i després d’aproximadament
dos dies es van comencar a recollir plaques amb embrions de les edats que es volia
estudiar. Les plaques de posta es poden guardar a -80°C, precintades amb parafilm per
evitar que s’hidratin, fins a obtenir la quantitat d’embrions que calgui. Llavors es van
decorionar els embrions incubant-los amb hipoclorit de sodi 50 % durant 2 minuts i es
van desenganxar amb I'ajuda d’un pinzell. Aleshores, es van rentar amb Trit6 X-100 0,1

%, i amb l'ajut d’'un pinzell net es van passar a un eppendorf amb Trité X-100 0,1 %. Es
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va extreure el Tritd i els embrions es van ressuspendre en 50 ul de tampd d’extracci6
(PLB 2,5%, PMSF 2 %). Es van esclafar els embrions amb un homogeneitzador, mantenint
sempre I'eppendorf en gel. Un cop esclafats, es va afegir 200 ul de tamp6 d’extraccié i es
va escalfar 1 minut a 95°C. Es va homogeneitzar durant 1 minut en gel i es va sonicar
durant 10 segons al 10% d’amplitud amb el microtip utilitzant un sonicador Brandson
Sonifier. Durant la sonicacié la mostra es va mantenir en fred. Aleshores, es va afegir j3-
mercaptoetanol fins a una concentraci6 0,5 M i es va bullir la mostra 5 minuts a 95°C. Es

va centrifugar durant 10 minuts a 10.000 g a 4°C i es va guardar el sobrenedant a -20°C.

2.5.4. Obtencio d’extractes proteics de glandules salivals, discs imaginals i cervells

de larves de tercer estadi

Es van seleccionar aproximadament unes deu larves de tercer estadi de la linia d’interes
i es van passar a un vidre de rellotge. Es van rentar amb PBS fred 3-4 vegades i es van
disseccionar les glandules salivals, els discs imaginals i el cervell en PBS/NP-40 0,05%.
Es van passar els teixits disseccionats a un eppendorf amb I'ajuda d’'una punta tallada, i

es va afegir el mateix volum de tamp6 d’extracciéd (PLB 2x, PMSF 2 %). En total, ha de

quedar un volum final de 10 ul/larva disseccionada. Es va incubar en gel durant 10
minuts i es va homogeneitzar la mostra pipetejant amunt i avall fins que la mostra es va
tornar llefiscosa. Es va escalfar 5 minuts a 95°C, es va centrifugar 10 minuts a 10.000 g a

4°Cies va guardar el sobrenedant a -20°C.

2.5.5. Immunolocalitzacions a embrions

Per a l'obtenci6 d’embrions es van preparar nius de posta i després d’aproximadament
dos dies es van comencar a recollir plaques amb embrions de les edats que es volia
estudiar. Per recollir els embrions de la placa i decorionar-los, es va afegir hipoclorit de
sodi al 50 % i es van desenganxar amb 'ajuda d’un pinzell. El lleixiu es va deixar actuar 2
minuts i es van traspassar els embrions a una membrana per tal de filtrar-los, on es van
rentar amb Trité X-100 0,1 %. Amb el pinzell net es van recollir els embrions de la
membrana i es van posar en un vial que contenia 2 ml de PEM (PIPES 0,1 M pH 6,9,
MgS04 2 mM, EGTA 1 mM), 2 ml d’hepta i 250 ul de formaldehid 37 % i es va deixar en

agitacié durant 20 minuts a t.a. En el cas que es vulgui fer una immunolocalitzaci6 amb
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aTubulina, el metode de fixacié haura de ser diferent, ja que el meéetode descrit no
preserva 'estructura dels microtibuls. Per a la immunolocalitzacié amb aTubulina, un
cop decorionats els embrions, aquests es van passar a un vial amb 2 ml d’hepta, al qual

s’hi van afegir 2 ml de formaldehid 37 %.

Es va agitar durant 15 segons i es va deixar en agitacié 5 minuts a t.a tapat de la llum. Un
cop fixats els embrions es va extreure la fase aquosa (fase inferior) sense agafar els
embrions, els quals queden a la interfase. Llavors se’ls va afegir 2 ml de metanol per
treure’ls la membrana vitel-lina i es van vortexar durant 20 segons. Els embrions que
son bons per immunolocalitzacié sén aquells que han estat fecundats i han perdut la
membrana vitel:lina, i s6n els que baixen al fons del tub. Aixi doncs, es van recollir els
embrions que queden al fons amb I'ajuda d'una pipeta Pasteur i es van passar a un
eppendorf. Finalment es van rentar 3 cops amb metanol i es van guardar a 4°C un minim

de 12 hores i un maxim de dues setmanes.

Per realitzar la immunolocalitzaci6 es va eliminar el metanol, es van fer 3 rentats amb
soluci6 de rentat (PBS, Trité X-100 0,3 %) i es va bloquejar fent 2 incubacions de 20
minuts amb solucié de bloqueig (PBS, Trit6 X-100 0,3 %, BSA 2 %). Després es va

incubar tota la nit a 4°C amb tamp6 de rentat que contenia I'anticos primari: aDDP1
policlonal de ratoli (1:800), aGFP policlonal de conill (1:1.000; Molecular Probes),
ame2K9H3 policlonal de conill (1:300; Upstate), apTubulina monoclonal de ratoli
(1:5.000; Millipore). Al dia segiient es va treure |'anticos primari, es van fer 3 rentats de
5 minuts amb la solucié de rentat, es va bloquejar fent 2 incubacions de 20 minuts amb
solucid de bloqueig i es van incubar els embrions 1 hora a t.a amb una dilucié 1:400 de
'anticos secundari Cy2, Cy3 o Cy5 (Jackson ImmunoResearch) en solucié de bloqueig.
Un cop s’ha incubat la mostra amb l'anticos secundari cal fer tots els passos protegint-la
de la llum amb paper d’alumini. Finalment, es van fer 3 rentats de 10 minuts amb soluci6
de rentat, 2 rentats de 10 minuts amb PBS i es va tenyir el DNA amb una soluci6 de DAPI
0.02 ng/ml (Sigma) en PBS. Es va treure I'excés de DAPI amb 3 rentats de 10 minuts amb
solucid de rentat i es van muntar els embrions sobre un portaobjectes utilitzant 100 ul
de Mowiol (Calbiochem) i cobreobjectes de 24x24 mm. Les mostres es van analitzar en

un microscopi confocal Leica TCS/SPE equipat amb el software LAS/AF (versi6 v.1.6.3).
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2.5.6. Immunolocalitzacions a glandules salivals, discs imaginals, cervells i ovaris

Els discs imaginals, els cervells i les glandules salivals es van obtenir de larves de tercer
estadi crescudes a la temperatura indicada segons l'’experiment. Els ovaris es van
obtenir de femelles verges de 2 dies crescudes amb llevat a 25°C. Els teixits es van
dissecionar en PBS fred i es van fixar amb paraformaldehid 3,7 % durant 10-20 minuts a
t.a. Quan es va analitzar la localitzacié en teixits in vivo, sense fixar, aquests es van
muntar rapidament en oli 10A Voltalef (Prolabo) i es van analitzar de seguida al
microscopi confocal. Quan es van analitzar els efectes de I'acid aceétic, els teixits es van
disseccionar en PBS/NP-40 0,1 % fred i es van fixar primer durant 1 minut amb
PBS/NP-40 0,1 %/formaldehid 3,7 % seguit de 7 minuts amb formaldehid 3,7 %/acid

acetic 50%.

La immunolocalitzacié, muntatge i visualitzacié dels teixits fixats es va realitzar de la
mateixa manera que s’ha descrit a 'apartat anterior per a embrions. Els anticossos
primaris utilitzats han estat: aDDP1 policlonal de ratoli (1:800), aGFP policlonal de
conill (1:1.000; Molecular Probes), aCalnexina policlonal de conill (1:200; Abcam) i
aLamina ADL67.10 monoclonal de ratoli (1:500; DSHB). Com a anticossos secundaris

s’han emprat Cy3 i Cy5 (1:400; Jackson ImmunoResearch).

2.5.7. Immunolocalitzacions a cromosomes politénics

Per a la preparacié de cromosomes politenics es van realitzar diferents fixacions en

funcié de la proteina estudiada:

- Immunolocalitzacié de DDP1: les glandules salivals de larves de tercer estadi es van
disseccionar en PBS/NP-40 0,1 %, i es van fixar 1 minut amb PBS/NP-40 0,1%/
formaldehid 3,7 %. A continuacié es van transferir les glandules a un cobreobjectes
siliconat que conté 16 ul d’'una solucié de formaldehid 3,7 %/acid acetic 50 % i es van
incubar durant 7 minuts abans de cobrir-les amb el portaobjectes i esclafar-les amb
'ajuda d’'una agulla emmanegada. DDP1 també es pot visualitzar amb els dos protocols

seguents.
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- Immunolocalitzacié de Su(var)3-9: les glandules salivals de larves de tercer estadi es
van disseccionar en tampo6 de Cohen (MgClz 10 mM, glicerol sodic 3P pH 7 25 mM, CaClz
3 mM, KH2PO4 10 mM, KCI 30 mM, sacarosa 160 mM, NP-40 0,5 %) un maxim de 8
minuts i es van fixar 2 minuts amb PBS/formaldehid 0,74 %. A continuacié es van
transferir les glandules a un cobreobjectes siliconat que conté 16 ul d’'una solucié de
formaldehid 0,74 %/acid acetic 45 % i es van incubar durant 3 minuts abans de cobrir-

les amb el portaobjectes i esclafar-les amb l'ajuda d’'una agulla emmanegada.

- Immunolocalitzacié de HP1: les glandules salivals de larves de tercer estadi es van
disseccionar en tampé de Cohen un maxim de 8 minuts i es van fixar 25 minuts amb la

soluci6 fixadora 1 (NaCl 100 mM, KCl 2 mM, NaH;PO4 10 mM, NP-40 2 %, formaldehid

2%). A continuacio es van transferir les glandules a un cobreobjectes siliconat que conté
16 wl d’una solucié d’acid acetic 45 % i es van incubar durant 10 minuts abans de cobrir-
les amb el portaobjectes i esclafar-les amb l'ajuda d’'una agulla emmanegada. En aquest
protocol s’utilitza TBS (Tris-HCl pH 8 20 mM, NaCl 17 g/l, Tween 20 0,1 %) com a

solucié de rentat.

Un cop s’havien esclafat les glandules amb I'agulla, es va posar un tros de paper a sobre
el cobreobjectes i es va prémer ben fort amb el polze durant 15 segons. Finalment, es va
congelar en N; liquid i es van guardar els portes en una soluci6 de glicerol 67 % en PBS a

-20°C fins a la seva utilitzacid. Es van fer 3 rentats de 5 minuts amb solucié de rentat

(PBS, Tween 20 0,05 %), es va bloquejar fent 2 incubacions de 20 minuts amb solucié de
bloqueig (PBS, Tween 20 0,05 %, BSA 2 %), i es va incubar tota la nit a 4°C amb tamp6
de bloqueig que contenia la dilucié apropiada d’anticos primari: aDDP1 policlonal de
ratoli (1:800), ame2K9H3 policlonal de conill (1:50; Upstate), aGFP monoclonal de
ratoli (1:50; Roche), aGFP policlonal de conill (1:400; Molecular Probes) o aHP1
monoclonal de ratoli (1:100, DSHB). Al dia segiient es va treure I'anticds primari, es van
fer 3 rentats de 5 minuts amb la solucié de rentat, es va bloquejar fent 2 incubacions de
20 minuts amb solucié de bloqueig i es va incubar 1 hora a t.a amb una dilucié 1:200 de
'anticos secundari Cy2, Cy3 (Jackson ImmunoResearch) en solucié de bloqueig (en el
cas de aGFP monoclonal de ratoli, es va fer servir una dilucié 1:300). Finalment es van
fer 3 rentats de 5 minuts amb soluci6 de rentat i les mostres es van muntar en 20 ul de

medi de muntatge Mowiol-DAPI. Els cromosomes politénics es van analitzar amb un
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microscopi de fluoresceéncia Eclipse E-1000 (Nikon) equipat amb camera CoolSnapfx

(Photometrics) i software Metamorph (versié 6.3r1).

2.5.8. Immunolocalitzacions a neuroblastes

Per a 'obtencié de neuroblastes es van disseccionar els cervells de larves de tercer
estadi en medi sali NaCl 0,7 %, i es van rentar en aquest medi durant uns 5 minuts.
Després es van incubar 2 hores amb 100 ul de colcemida 5mg/ml (Roche) en medi sali a
les fosques i en una cambra humida a temperatura ambient. Llavors es va fer un xoc
hipotonic amb citrat sodic 0.5 % durant 8 minuts i es van fixar els cervells amb
formaldehid 3,7 % durant 30 minuts, preparant la soluci6 en aigua just abans d’utilitzar-
la. A continuacid es van transferir els cervells a un cobreobjectes siliconat que conté 16
ul d’acid acetic 60 %, es van cobrir amb el portaobjectes i es van esclafar amb I'ajuda
d’'una agulla emmanegada. Finalment es va posar un tros de paper a sobre el
cobreobjectes i es va prémer ben fort amb el polze durant 15 segons. Es va congelar en
N> liquid i els neuroblastes es van permeabilitzar i bloquejar incubant 1 hora a t.a en
PBST-llet (PBS, Tritd6 X-100 1 %, llet en pols desnatada 1 %). Seguidament, es van
incubar tota la nit a 4°C en una cambra humida amb aDDP1 policlonal de ratoli (1:800)
o a.GFP policlonal de conill (1:1.000; Molecular Probes) en PBST-llet. Al dia segiient es
van rentar les preparacions 3 cops durant 10 minuts amb PBST-llet i es van incubar
durant 1 hora, en una cambra humida i a t.a, amb una dilucié 1:200 en PBST-llet de
'anticos secundari Cy3 (Jackson ImmunoResearch). Finalment es van fer 3 rentats de 10
minuts amb PBS/Trité X-100 1 %, i es van muntar i visualitzar com s’ha descrit per als

cromosomes politenics en I'apartat anterior.

2.5.9. Experiments de PEV i reclutament ectopic

Per analitzar I'efecte de la mutacié ddpIl” en un experiment de PEV (Position Effect
Variegation) es van creuar mascles w1118; ddp1*/Cy0 amb femelles In(1)wm4, i es va
analitzar el fenotip d’ulls de la descendéncia heterozigota ddp1/+ comparada amb els
seus germans +/+. Com a controls, es va realitzar el mateix experiment amb mosques
ddp1151 i su(var)2-5%. Tots tres experiments es van realitzar per triplicat de forma

independent. Les imatges d'ulls es van prendre amb un macroscopi Olympus MVX10.

77



Quan es va analitzar I'efecte la mutacié de ddp1* amb les linies 39C-42 i 118E-5 es van
creuar mascles w; 39C-42 i w; 118E-5 amb femelles w1118; ddp1*/Cy0, i es va analitzar el
fenotip d’ulls de la descendéncia heterozigota ddp1*/+ comparada amb els seus germans
+/+. Com a controls, es va realitzar el mateix experiment amb mosques ddp1?5? i

su(var)2-5%. Les imatges d’ulls es van prendre amb un macroscopi Olympus MVX10.

Per dur a terme els experiments de reclutament de DDP1 mitjancant el sistema Lacl es
van creuar femelles $9.2 amb mascles w; Lacl-DDP1/Cy0 o w-; Lacl-DDP1/TM3.
L’expressio de la fusio Lacl-DDP1 es va induir fent un xoc térmic diari de 45 minuts a
37°C en un bany d’aigua, i es va analitzar el fenotip d’ulls la descendéncia heterozigota
Lacl-DDP1/+ comparada amb els seus germans +/+. Es van realitzar els mateixos
experiments amb DDP1-Lacl, Lacl-HP1 i Lacl. Les imatges d’ulls es van prendre amb una

lupa Leica MZ16F.

2.6. Microscopia electronica

Per a les analisis de microscopia electronica, es van disseccionar glandules salivals de
larves white de tercer estadi en PBS fred i es van fixar a 4°C amb paraformaldehid
2%/glutaraldehid 0,1 % en tampé PB. Després de rentar amb glicina 50 mM en soluci6
PB, es van enllitar en gelatina al 12 % i infiltrar amb sucrosa 2,3 M. Els blocs de gelatina
es van congelar en N; liquid. Amb un ultracriotom (Leica EM Ultracut UC6/FC6) es van
tallar crioseccions ultrafines que es van recollir sobre metilcel-lulosa 2 % en sucrosa 2,3
M, i es van incubar a t.a amb gotes de gelatina al 2 % en PBS durant 20 minuts a 37°C,
seguit d'una incubaci6é amb glicina 50 mM en PBS durant 15 minuts, i dos rentats de 10 i
5 minuts amb FBS 10 % en PBS. Les mostres es van incubar amb l'anticos aDDP1 de
conill purificat per afinitat en PBS/FBS 5 % durant 30 minuts, i després de 3 rentats de
10 minuts amb PBS, es van incubar durant 20 minuts amb proteina A marcada amb
particules d’or col-loidals de 10 nm de diametre (Cell Microscopy Center, Department of
Cell Biology, University Medical Center Utrecht, The Netherlands) a una diluci6é 1:60 en
FBS 5 %/PBS. Aleshores, es van fer 3 rentats de 10 minuts amb PBS, seguits de 2 rentats
amb aigua destil-lada. Com a control de I'anticds secundari, es va fer una mostra sense
anticos primari. Les mostres es van visualitzar al microscopi electronic Jeol 1010

equipat amb una camara CCD SIS Megaview III. El tractament de les mostres i la seva
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visualitzacié es van realitzar a la Unitat de Microscopia Electronica dels Serveis

Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona.

Per al comptatge de particules d’or es van dividir les imatges en seccions de 0,0625 um?
i es va comptabilitzar el nombre de particules d’or per cada seccié corresponent a nucli,
reticle endoplasmatic, citoplasma i mitocondries. Amb les dades recollides es va fer una
analisi estadistica per determinar la quantitat de particules d’or per um? segons el teixit.
Les dades de les mitocondries no s’han inclos en el grafic de la figura R.13 perqué no

eren estadisticament rellevants.

2.7. Obtencid i purificacié de complexos de DDP1

Per a la purificaci6 de proteines que interaccionen amb DDP1 es van utilitzar les
cel-lules estables TAP i DDP1-TAP descrites a 'apartat 2.4.4 d’aquest capitol, i es van
purificar els complexos mitjancant el metode de TAP (Tandem Affinity Purification)

adaptat de Veraksa et al.,, 2005 i Przewloka et al., 2007.

2.7.1. Proves d’expressio

El primer pas va ser deteminar la concentracié de Cu?* adient per expressar la
construccio DDP1-TAP a nivells endogens. Es van creixer les cel-lules a una densitat de
6-10° cel-lules/ml aproximadament en flascons de 25 cm? i es va induir I'expressio de
DDP1-TAP durant 24 hores mitjancant diferents concentracions de CuSO4 (100, 200,
300, 400, 500 uM). Com a control de la inducci6 es va reservar un flascé en que no s’hi
va afegir CuSO4. Al dia seglient es van fer extractes proteics a partir de les cel-lules
control i induides, i es van analitzar els nivells de DDP1-TAP per Western blot amb els
anticossos aTAP (1:500, Open Biosystems) i aDDP1 policlonal de rata (1:10.000). Es van
anar variant les concentracions de CuSOs fins a obtenir una expressio el més semblant a
la proteina endogena, i d’entre elles es va triar la més petita: 440 uM de CuSO4. Un cop
definida la concentraci6 optima, es van estudiar els temps d'induccié: es va induir
I'expressio de DDP1-TAP a 440 uM de CuSO4 a diferents temps (12, 24, 36 hores) i es van
estudiar els efectes per Western blot. Finalment, es va determinar que la induccié amb

440 uM de CuSO4durant 24 hores era la millor.

79



2.7.2. Preparacio dels extractes citoplasmatics i nuclears

Es van creixer entre 20 i 30 flascons de 175 cm? fins a una concentraci6é aproximada de
6:106 cel-lules/ml, es van desenganxar les cél-lules amb l'ajut d’'una pipeta i es van
traspassar a un spinner fent una dilucié 1:2. Es van deixar aclimatar al spinner durant 12
hores en agitaci6 suau, i llavors se’ls va afegir CuSOs4 100 mM fins a obtenir uns
concentracio final de 440 uM. Al cap de 24 hores es van recollir les cel-lules
centrifugant-les 15 minuts a 500 g. Es van rentar les céel-lules 3 cops amb 50 ml de PBS i
es va congelar el pellet a -80°C. L’operaci6 es va repetir fins a tenir aproximadament uns
10 g de cel-lules i es van prendre aliquotes de cada induccié per fer-ne un control per

Western blot.

Un cop es va tenir suficient material, es van preparar extractes proteics citoplasmatics i
nuclears amb el meétode Dignam. Es van ressuspendre les cel-lules congelades en 2
volums de tamp¢6 A fred (Hepes 10 mM pH 7,9, MgCl; 1,5 mM, KCl 10 mM, Trit6 X-100
0,05 %, DTT 0,5 mM, PMSF 0,1 mM, inhibidors de proteines 10 ug/ml), es van passar a
un Dounce i es van trencar les cel-lules fent com a minim 40 passades amb un pist6 L. Es
va centrifugar a 3.000 rpm durant 15 minuts a 4°C i es va separar el sobrenedant (part
citoplasmatica) del pellet (part nuclear). Al sobrenedant s’hi van afegir 0,11 volums de
tampo6 B (Hepes 0,3 mM pH 7,9, MgCl; 30 mM, KCI 1,4 M) per pujar la forca ionica i es va
centrifugar a 20.000 rpm durant 1 hora a 4°C. Es va recollir el sobrenedant, que va ser
considerat com a extracte citoplasmatic. D’altra banda, el pellet corresponent a la part
nuclear es va rentar primer amb 2 volums de tampé A i després amb 2 volums de tampo
C (Hepes 20 mM pH 7,9, MgCl; 1,5 mM, NaCl 0,42 M, glicerol 25 %, EDTA 0,2 mM, DTT
0,5 mM, PMSF 0,1 mM, inhibidors de proteines 10 ug/ml). El pellet es va ressuspendre
en 1 ml de tamp6 C/ml pellet (en cap cas la concentraci6 final de NaCl ha de ser menor a
0,35 M), es va passar a un Dounce i es van trencar els nuclis fent 40 passades com a
minim amb el pistd S. L’homogeneitzat es va traspassar a un falcon i es va incubar
durant 30 minuts a 4°C amb agitacié constant. Finalment es va centrifugar a 15.000 rpm
durant 30 minuts a 4°C i el sobrenedant va ser considerat com a extracte nuclear. Un cop
obtinguts els extractes citoplasmatics i nuclears, es pot continuar amb la purificacié dels
complexos directament o es poden congelar els extractes amb neu carbonica i guardar-

los a -80°C fins a la seva utilitzacio.
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2.7.3. Purificacio dels complexos

Els extractes obtinguts es van incubar 1,5 hores en agitaci6é suau a 4°C amb Dynabeads
M-270 Epoxy preequilibrats amb BSA segons les instruccions del fabricant (Invitrogen)
per eliminar interaccions inespecifiques. Llavors, es van incubar tota la nit en agitacio
suau a 4°C amb Dynabeads preequilibrats amb IgG de conill (MP Biochemicals). Es van
fer 10 rentats de 10 minuts amb els tampons en que estaven ressuspesos els extractes
(tampo A+B per a la fracci6 citoplasmatica i tamp6 C per a la nuclear) i un rentat amb TE
per eliminar interaccions inespecifiques. Finalment, les mostres es van eluir fent dues
incubacions de 1 minut amb NH4OH 1M/EDTA 5 mM. Les proteines es van liofilitzar i es
van analitzar per LC-MS a la Plataforma de Proteomica dels Serveis Cientifico-Tecnics de
la Universitat de Barcelona. Les proteines identificades es van analitzar mitjancant el
programa Mascot utilitzant les bases de dades NCBr i SwissProt. Els complexos també es

van analitzar per SDS-PAGE tenyits amb plata.
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V. RESULTATS
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1. ESTUDI DE LA LOCALITZACIO DE DDP1

1.1. Estudi de la localitzacié de DDP1 mitjan¢ant I'iis d’anticossos

1.1.1. Estudi de la localitzaciéo de DDP1 a cel-lules S2 i organs de Drosophila

En aquest treball s’ha volgut fer un estudi exhaustiu de la localitzaci6 subcel-lular de
DDP1 en diferents organs i teixits de Drosophila melanogaster. Amb aquest proposit es
van disseccionar (en cél-lules S2 aquest pas no és necessari) i fixar amb paraformaldehid
al 4% els diferents teixits a estudiar: cel-lules S2, glandules salivals, cervells, discs
imaginals i ovaris. Es van realitzar immunolocalitzacions de tots els teixits amb I'anticos
aDDP1 i se’'n va determinar la localitzaci6 mitjancant microscopia confocal de

fluorescéncia.

En cel-lules S2 la immunolocalitzacié6 amb aDDP1 presenta un patr6 citoplasmatic sense

cap senyal visible al nucli (figura R.1).

DAPI oDDP1 Merge

Fig. R.1. Immunolocalitzacié amb anticos a DDP1 a cél-lules S2. El DNA es va tenyir amb DAPI (blau) i
en vermell es mostra el senyal de fluorescencia obtingut amb aDDP1.

Aquesta localitzaci6 es repeteix a glandules salivals, cervells i discs imaginals obtinguts
de larves de tercer estadi i a ovaris de mosques adultes. A cervells i discs imaginals
DDP1 presenta una localitzaci6é citoplasmatica mentre que, a glandules salivals, DDP1
mostra una localitzacié perinuclear i una estructura en forma de xarxa al citoplasma,

similar a la formada pel reticle endoplasmatic (figura R.2).
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Fig. R.2. Immunolocalitzacions amb a DDP1 a glandules salivals, cervells i discs imaginals de larves
de tercer estadi. En blau es mostra el DAPI, que marca el DNA, i en vermell es mostra el senyal de
fluorescencia obtingut amb aDDP1. A) Glandules salivals. B) Cervells. Es mostra una ampliacié de la
imatge per poder apreciar millor la localitzacié de DDP1. C) Disc imaginals d’ala, pota i halteri. En el disc
d’ala es mostra una ampliacid de la imatge per poder apreciar millor la localitzacié de DDP1.
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A ovaris, DDP1 és present al citoplasma de les cel-lules fol-liculars i, tot i que presenta

una menor intensitat, al citoplasma de les cel-lules nurse (figura R.3).

A
DAPI oDDP1 Merge
DAPI oDDP1 Merge

Fig. R.3. Immunolocalitzaci6 amb a DDP1 a ovaris. El DNA es va tenyir amb DAPI (blau) i en vermell es
mostra el senyal de fluorescéncia obtingut amb o-DDP1. A) Cél-lules fol-liculars de la part externa de
I'ovari. B) Part interna de 'ovari, on es troben les cél-lules nurse.

Aixi doncs, en organs de larves de tercer estadi i a ovaris de mosques femelles adultes,
DDP1 presenta una localitzacié citoplasmatica, essent perinuclear en el cas de les

glandules salivals.

1.1.2. Estudi de la localitzaciéo de DDP1 durant el desenvolupament

Per acabar de completar I'estudi, es va analitzar la localitzaci6 de DDP1 al llarg del
desenvolupament embrionari on, a més d’estudiar la localitzacié de DDP1 en interfase,
se’n pot estudiar el comportament en cel-lules en procés de divisi6. En primer lloc es van
estudiar els nivells de DDP1 al llarg de les primeres sis hores del cicle embrionari per

Western blot.
Es van recollir postes a intervals de dues hores per obtenir embrions de 0-2 h, 2-4 h i 4-

6 h, i es van efectuar extractes proteics totals de cada una de les mostres. El contingut de

DDP1 es va analitzar per Western blot utilitzant la proteina Actina com a control de
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carrega (figura R.4). S’observa una gran abundancia de DDP1 en les dues primeres hores
de vida de I'’embrid, entre els estadis de preblastoderm i blastoderm sinsticial. En les
dues hores seglients, corresponents a estadis avancats de blastoderm sinsticial (mitosi
13) fins a rapid germ band elongation s’observa una baixada significativa dels nivells de
DDP1, que es recuperen cap a les 4-6 hores, sense arribar al nivell maxim observat entre
les 0-2 hores. Aquests resultats suggereixen que DDP1 presenta efecte matern, ja que els
nivells de proteina observats entre les 0-2 hores, quan hi ha transcripcié materna,
decreixen cap a I'estadi de gastrula, quan s’atura la transcripcié materna i els nivells de

transcripci6 zigotics sén encara molt baixos (Tadros et al., 2007).

0-2h 2-4h 4-6h
Fig. R.4. Analisi per Western blot dels nivells de DDP1 al

llarg del desenvolupament embrionari. En la figura es
aDDP1 ‘ . . ! mostren els nivells de DDP1 determinats per Western blot amb

anticos aDDP1 en extractes proteics d’embrions de 0-2 h, 2-4 h i

. .| 4-6 h. Es mostren els nivells d’Actina com a control de carrega.
OActina — e —— 8

Un cop analitzats els nivells de DDP1 en els diferents estadis del desenvolupament, es
van fixar embrions de 0-4 hores (vegeu l'apartat 2.5.5 de materials i métodes) i es van
realitzar immunolocalitzacions seguint el mateix procediment experimental que s’havia
emprat en el cas de discs imaginals i cervells. La localitzaci6 de DDP1 en cada cicle de
divisi6 es va estudiar per microscopia confocal de fluorescencia (figura R.5). A
preblastoderm, DDP1 es troba distribuit heterogéniament al yolk, amb una major
acumulaci6 al voltant del nucli (figura R.5A). En embrions sinsticials, DDP1 presenta una
localitzacié citoplasmatica que no es veu alterada durant la mitosi (figura R.5B). Aquesta
localitzacié citoplasmatica es manté fins a la cel-lularitzacié de 'embrid, en el cicle 14, en
que el senyal amb aDDP1 es torna nuclear (figura R.5C). D’altra banda, en la mitosi del
cicle 13, DDP1 no es localitza als cromosomes condensats, sind que es troba fora de la
placa metafasica, envoltant els cromosomes en una estructura que s’assembla al fus
mitotic, i suggereix una associacid als microtubuls. La localitzacié nuclear es manté en
'estadi de gastrula, tot i que s’aprecia una baixada dels nivells de DDP1, i només es pot
observar clarament senyal en els dominis mitotics (grups de cel-lules que estan en
procés actiu de divisi6), en que DDP1 es localitza sobre els cromosomes condensats

(figura R.5D).
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Blastoderm sinsticial

Preblastoderm Interfase Metafase Anafase

DAPI

oDDP1
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Interfase 13 Metafase 13 Interfase 14 Gastrula

DAPI

aDDP1 I I

Fig. R.5. Immunolocalitzacié amb aDDP1 a embrions de 0-4 h. El DNA es va tenyir amb DAPI (blau) i
en vermell es mostra el senyal obtingut amb aDDP1. A) Estadi de preblastoderm. B) Blastoderm sinsticial.
Es mostren diferents estadis de la divisié cel-lular. C) Embrions en la divisié6 13, en que es passa de
blastoderm sinsticial a cel-lular. Es mostren diferents estadis de la divisi6é cel-lular amb ampliacions per
poder apreciar millor la localitzaci6 de DDP1. D) Embri6 en estadi de gastrula. Es senyalen els dominis
mitotics amb un cercle puntejat blanc.

Merge
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La localitzacié nuclear de DDP1 observada en interfase de blastoderm cel-lular sembla
excloure I'heterocromatina. Aquesta es forma en el cicle 14, un cop han acabat les
divisions rapides i sincroniques de I'embri6 sinsticial i se separen les cel-lules amb
membranes citoplasmatiques individualitzades (Kellum et al., 1995b). Moltes proteines
que intervenen en la formacié de I'heterocromatina colocalitzen amb ella en aquest
moment (Rudolph et al, 2007). Per comprovar si DDP1 exclou el cromocentre
heterocromatic en aquest estadi, es van realitzar immunolocalitzacions amb aDDP1 i
ame2K9H3, un marcador heterocromatic que colocalitza amb el cromocentre en la regi

apical del nucli.
A B

DAPI ame2K9H3/DAPI
\ 4

heterocromatina —»

Yo .y

eucromatina ——

ame2K9H3 oDDP1/DAPI
\4

Fig. R.6. Immunolocalitzacions a embrions cel-lulars (cicle 14) en interfase amb oDDP1 i
ame2K9H3. A) Esquema de la distribucié entre heterocromatina i eucromatina al nucli. L’heterocro-
matina es localitza a la regi6 apical del nucli i es tenyeix amb DAPI intensament. B) L’heterocromatina,
tenyida amb DAPI, es mostra en color blau. En vermell es mostra el senyal de ame2K9H3 i, en verd, el
senyal de aDDP1. DDP1 no es troba a I'’heterocromatina, ja no colocalitza ni amb DAPI ni amb ame2K9H3.

Com es pot observar en la figura R.6, en la interfase del cicle 14 el senyal amb aDDP1 es
troba a les regions eucromatiques del nucli i no colocalitza amb el DAPI ni amb
ame2K9H3, que marquen 'heterocromatina situada en la zona apical del nucli. Sembla
doncs que el senyal de DDP1, tot i ser nuclear, no es localitza al cromocentre

heterocromatic.
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1.2. Estudi de la localitzacié de DDP1 mitjanc¢at fusions amb GFP

Amb l'objectiu de complementar I'estudi de la localitzacié subcel-lular de DDP1 iniciat
amb anticossos aDDP1 a l'apartat anterior, es va fusionar DDP1 a la proteina verda
fluorescent GFP. La proteina de fusi6 es va expressar sota el control del promotor de xoc
termic hsp70 per obtenir elevats nivells d’expressid, o sota el control del promotor de
ddp1 per mimetitzar I'expressié endogena. L'expressio de proteines de fusié amb GFP
permet evitar 1'ds d’anticossos i de metodes de fixaci6, ja que es pot observar la

fluorescencia directament.

1.2.1. Analisi de la localitzaci6 de DDP1-GFP expressada sota el control del

promotor de ddp1

Per estudiar la localitzaci6 de DDP1-GFP en un context que mimetitzés el seu
comportament endogen, es va clonar el promotor de ddpl (vegeu l'apartat 1.4.1 de
materials i metodes) i es va utilitzar per expresar la construcci6 DDP1-GFP. La
localitzacié de DDP1-GFP es va analitzar en els diferents organs de Drosophila utilitzant
els mateixos procediments de disseccié i fixacié que en I'apartat anterior, perd en aquest
cas no es van utilitzar anticossos siné que es va visualitzar la fluorescéncia emesa per la

proteina GFP.

La localitzaci6 observada amb DDP1-GFP mimetitza completament 'observada per la
proteina DDP1 endodgena, visualitzada amb I'anticos aDDP1. DDP1-GFP és citoplasma-

tica a discs imaginals, cervells i ovaris, i perinuclear a glandules salivals (figura R.7).

Igual que en I'apartat anterior, es va realitzar un seguiment de la localitzacié de DDP1-
GFP al llarg del desenvolupament. Es van fixar embrions de 0-4 h i es va observar la
localitzaci6 de DDP1-GFP per fluorescencia directa del GFP (figura R.8). DDP1-GFP
recapitula, en general, la localitzaci6 observada a embrions amb oDDP1: a
preblastoderm, DDP1-GFP es troba distribuit heterogeniament al yolk, amb una major
acumulacié al voltant del nucli (figura R.8A). En embrions sinsticials, DDP1-GFP

presenta una localitzacio citoplasmatica en interfase (figura R.8B).
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Fig. R.7. Localitzacié de DDP1-GFP a diferents organs de Drosophila. El DNA es va tenyir amb DAPI
(blau), i en verd es mostra la fluorescencia emesa per la construccié6 DDP1-GFP. A) Glandules salivals. B)
Discs d’ala. Es mostra una ampliacié de la imatge per poder apreciar millor la localitzacié. C) Cervells. Es
mostra una ampliacié de la imatge per poder apreciar millor la localitzacié. D) Ovaris. Es mostren les
cél-lules fol-liculars situades a I'exterior de 'ovari a la part esquerra de la imatge, i les cel-lules nurse
situades dins de 'ovari a la part dreta de la imatge.
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La seva localitzacié en mitosi varia segons l'estadi: en profase-metafase, DDP1-GFP es
localitza fora de la placa metafasica, envoltant els cromosomes en una estructura que
s’assembla al fus mitotic. Aquesta localitzaci6 no s’aprecia a anafase i telofase, on DDP1-

GFP envolta els cromosomes sense formar cap estructura en concret (figura R.8B).

Es especialment destacable que DDP1-GFP no recapitula la localitzacié nuclear
observada amb I'anticos aDDP1 a blastoderm cel-lular, essent DDP1-GFP citoplasmatica
(figura R.8C). A la figura R.9 es pot apreciar que, mentre que el senyal aDDP1 és
clarament nuclear, DDP1-GFP es localitza al citoplasma, i no n’hi ha al nucli. En les
imatges s’aprecia una certa localitzacio citoplasmatica amb l'anticos aDDP1, on el senyal
nuclear no és tan net, indicant que I'anticos aDDP1 reconeix la proteina DDP1-GFP
citoplasmatica. A gastrula, DDP1-GFP mimetitza la localitzaci6 observada per DDP1
endogena als dominis mitotics, on localitza als cromosomes condensats, pero en cel-lules
en interfase difereix de la localitzacié nuclear observada per DDP1 endogena, ja que

DDP1-GFP és citoplasmatica (figura R.8D).

A B Blastoderm sinsticial (cicle 11 i 12)
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Fig. R.8. Localitzaci6 de DDP1-GFP a embrions de 0-4 h. El DNA s’ha tenyit amb DAPI (blau) i en verd
es mostra la fluorescéncia emesa per DDP1-GFP. A) Preblastoderm. B) Divisions mitotiques dels cicles 11 i
12. C) Divisions mitotiques del cicle 13 amb una ampliacié de la imatge. D) Embrié en estadi de gastrula,
on se senyalen els dominis mitotics amb un cercle puntejat blanc.

DAPI oDDP1 DAPI/aDDP1 GFP/aDDP1

Fig. R.9. Immunolocalitzaci6 amb aDDP1 a embrions PROM-DDP1-GFP en estadi de blastoderm
cel-lular . El DNA esta marcat amb DAPI (blau). En verd es mostra el senyal de DDP1-GFP, i en vermell el
senyal de aDDP1. DDP1-GFP i el senyal de aDDP1 no colocalitzen, ja que DDP1-GFP es troba restringit al
citoplasma, mentre que el senyal observat amb aDDP1 és sobretot nuclear.
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A embrions, DDP1 envolta els cromosomes mitotics en la profase-metafase d’una
manera que recorda la forma del fus mitotic. Per analitzar si l'estructura observada
colocalitza amb el fus mitotic, es van realitzar immunolocalitzacions tant a embrions que
expressen DDP1-GFP sota el control del propi promotor amb ofTubulina, com a
embrions que expressen Tubulina-GFP amb aDDP1, els quals havien estat fixats amb un
metode que preserva els microtibuls (vegeu I'apartat 2.5.5 de materials i metodes). La
colocalitzaci6 de DDP1 amb la Tubulina en profase i metafase es va analitzar per

microscopia confocal de fluorescencia.

A

DAPI DDP1-GFP aTubulina DDP1-GFP + aTubulina

B A2

DAPI Tubulina-GFP aDDP1 Tubulina-GFP + aDDP1

Sl L.ES

Fig. R.10. A) Immunolocalitzacié amb o Tubulina a embrions PROM-DDP1-GFP. El DNA s’ha tenyit
amb DAPI (blau). En verd es mostra la fluorescencia propia de DDP1-GFP. En vermell es mostra la
localitzaci6 de la Tubulina. B) Immunolocalitzacié amb a DDP1 a embrions Tubulina-GFP. E1 DNA s’ha
tenyit amb DAPI (blau). En verd es mostra la fluorescéncia propia de Tubulina-GFP. En vermell es mostra
la localitzacié de DDP1. Es mostra una ampliacié de totes les imatges per apreciar millor la colocalitzaci6
entre DDP1 i la Tubulina.

Com es mostra en la figura R.10, DDP1 colocalitza parcialment amb la Tubulina en
profase i metafase, tot i que no en anafase (dades no mostrades), la qual cosa indica que

DDP1 estaria parcialment associada als microtibuls durant la mitosi.
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1.2.2. Analisi de la localitzaci6 de DDP1-GFP expressada sota el control del

promotor de xoc téermic hsp70

La localitzacié6 de DDP1-GFP expressada sota el control del promotor de xoc termic
hsp70 es va analitzar a glandules salivals i cervells fixats de la mateixa manera que en
'apartat anterior. La utilitzaci6 d’'un promotor més fort va permetre, a més, estudiar la

localitzacié de DDP1-GFP in vivo, sense cap metode de fixacio.

A B

Fixacio amb PFA

GFP IN VIVO

Fixacié amb PFA

DAPI Merge IN VIVO

Fig. R.11. Localitzaci6 de DDP1-GFP a cervells i glandules salivals. L’expressi6 de DDP1-GFP es va
induir mitjancant un xoc térmic d’'una hora en totes les mostres. En blau es mostra el DAPI, que marca el
DNA. En verd o vermell es mostra la fluorescéncia emesa per la GFP. A) Glandules salivals fixades amb
pFA. B) Glandules salivals in vivo. C) Cervells fixats amb pFA. D) Cervells in vivo.

Es va estudiar la localitzaci6 de DDP1-GFP a cervells i glandules salivals en que s’havia
induit I'expressio de la proteina mitjangant un xoc térmic d’'una hora. La fluorescencia
emesa pel GFP es va analitzar tant en teixits fixats amb paraformaldehid com en teixits
sense fixar. En la figura R.11, es mostra la localitzaci6 de DDP1-GFP a glandules salivals i
cervells. A cervells i glandules salivals fixats DDP1-GFP és citoplasmatica i perinuclear,

respectivament. Aquesta localitzacié es manté en els teixits sense fixar, indicant que la
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fixacio no afecta la localitzaci6 de la proteina. Aquest experiment també suggereix que la
localitzacié perinuclear i citoplasmatica de DDP1 no és causada per una sobreexpressio
de la proteina, ja que DDP1-GFP induida amb el promotor de xoc térmic hsp70 presenta
la mateixa localitzaci6 que en ser expressada amb el promotor de ddp1, que mimetitza el

promotor endogen.

1.2.3. Estudi de la contribucié dels dominis KH 12-15 en la localitzaci6 perinuclear

de DDP1

La localitzacié perinuclear de DDP1 a glandules salivals podria indicar una associaci6 de
la proteina al reticle endoplasmatic rugés. A llevat s’ha proposat que la localitzacié de
Scp160 al reticle endoplasmatic rugds depén de l'associaci6 de Scpl160 amb els
poliribosomes associats a membrana a través dels dos ultims dominis KH (Baum et al,
2004; Brykailo et al,, 2007a). Amb l'objectiu de determinar si els dos ultims dominis KH
de DDP1 contribueixen a la localitzaci6 perinuclear de la proteina, es van realitzar
fusions amb GFP de formes truncades de DDP1 en que s’havien eliminat els dos ultims
dominis KH, KH15 i KH14, o els ultims quatre dominis KH, KH12-KH15 (vegeu I'apartat
1.4.1 de material i métodes), es van expressar sota el control del promotor de xoc térmic

hsp70, ila seva localitzacio es va estudiar per microscopia confocal de fluorescencia.

Es va estudiar la localitzacié de DDP1-GFP i de les formes truncades a glandules salivals
en que s’havia induit 'expressié de les proteines mitjancant un xoc térmic d’'una hora. La
fluorescencia emesa pel GFP es va analitzar tant a glandules fixades amb
paraformaldehid com a glandules sense fixar. En la figura R.12 es mostren les fusions
amb GFP realitzades i la seva localitzacié a glandules salivals fixades i in vivo. Les
imatges mostren que totes les construccions son perinuclears i presenten l'estructura
citoplasmatica en forma de xarxa. Aixi doncs, els Ultims quatre dominis KH no tenen cap
paper aparent en la localitzacié perinuclear de DDP1, la qual cosa suggereix que si la
localitzaci6é perinuclear és causada per la unié de DDP1 als ribosomes de membrana, a
Drosophila aquesta unié no depén dels ultims quatre dominis KH. El control GFP
suggereix que la localitzacié perinuclear no pot ser atribuida a la proteina GFP, ja que

aquesta presenta una localitzacié sobretot nuclear.
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DDP1 KH1 KH2 KH2 KH3 KH4 KH5 KH6 KH7 KH8 KH9 KH10 KH11 KH12 KH13 KH14 KH15 |

DDP1-GFP KH1 KH2 KH2 KH3 KH4 KH5 KH6 KH7 KH8 KH9 KH10 KH11 KH12 KH13 KH14 KH15 -

DPP1(AK,, ,)-GFP | KH1KH2KH2 KH3 KH4 KHS KH6 KH7 KH8 KHO KH10 KH11 KH12 KHII

DPP1(AK12_15)-GFP KH1 KH2 KH2 KH3 KH4 KH5 KH6 KH7 KH8 KHS KH10 Kle-

GFP [ or |

Fixacié amb PFA C IN VIVO

GFP

GFP

DDP1-GFP

DPP1(AK,, ,.)-GFP

DPP1(AK,, ;;)-GFP

Fig. R.12. Analisi de la localitzacié a glandules salivals de les construccions truncades de DDP1
fusionades amb GFP. A) Esquema de les construcions analitzades. Totes les construccions es troben sota
el control del promotor de xoc termic. B) Glandules fixades amb pFA. En blau es mostra el DAPI, que
marca el DNA. En verd es mostra la fluorescéncia emesa per GFP. C) Glandules sense fixar, in vivo. En verd
es mostra la fluorescéncia emesa per la GFP.
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1.3. Analisi de la localitzacié de DDP1 al reticle endoplasmatic rugés

En els apartats anteriors s’ha vist que DDP1 presenta una localitzaci6 citoplasmatica en
tots els organs estudiats i que, a glandules salivals, presenta una localitzaci6 perinuclear
que podria ser deguda a una associacié de DDP1 al reticle endoplasmatic rugés, tal i com
s’ha descrit per Scp160, Vgl1 i les vigilines humanes (Wintersberger et al., 1995; Klinger
et al, 1996; Kiigler et al, 1996a; Frey et al, 2001; Wen et al, 2010). D’altra banda, la
localitzacié perinuclear de DDP1 podria ser causada pel fet que DDP1 formés part de la
membrana nuclear, com s’ha proposat per Scpl160 (Marsellach et al, 2006), ja que
'eliminaci6 dels ultims dominis KH, descrits a llevat i a humans de ser els responsables
d’uni6 als poliribosomes de membrana i citosolics (Baum et al., 2004; Vollbrandt et al,

2004) no afecta la localitzaci6 perinuclear de DDP1.

Per estudiar més en profunditat si DDP1 es troba associada al reticle o forma part de la
membrana nuclear, es van fer immunolocalitzacions a glandules salivals que expressen
la proteina DDP1-GFP sota el control del promotor de xoc térmic amb aCalnexina, una
proteina integral de membrana que marca el reticle endoplasmatic rugds (Kleizen et al,
2005) i amb aLamina Dmy, una proteina de membrana nuclear que es troba a la part
interna del nucli (Gruenbaum et al.,, 2000). En la figura R.13 es mostren les localitzacions
de DDP1-GFP amb Lamina i Calnexina a glandules salivals en qué s’ha induit I'expressié
de DDP1-GFP mitjan¢ant un xoc termic d’'una hora. Les imatges mostren una elevada
colocalitzacio entre DDP1-GFP i la Calnexina, tant a l'anell perinuclear com a la xarxa
citoplasmatica. En canvi, no mostren cap colocalitzacié amb la Lamina, que marca la part
interna de la membrana nuclear, suggerint que DDP1 no forma part de la estructura de
la membrana nuclear per se, sin6 que es localitza a la cara citoplasmatica d’aquesta, a la

regio corresponent al reticle endoplasmatic rugos.

Per corroborar que la localitzacié perinuclear de DDP1 es troba a la part citoplasmatica
de la membrana nuclear, es van realitzar experiments de microscopia electronica. Aixi
doncs, es van fixar quimicament glandules salivals de larves white i se’'n van obtenir talls
ultrafins, sobre els quals es van realitzar immunolocalitzacions amb aDDP1 de conill
purificat per afinitat seguit d’'un marcatge amb un anticds secundari de conill marcat

amb particules d’or.
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Fig. R.13. Immunolocalitzacions a glandules salivals hsp70-DDP1-GFP amb oLamina i aCalnexina.
A) Immunolocalitzacié amb aLamina. En verd es mostra la fluorescencia de DDP1-GFP. En vermell es
mostra el senyal de Lamina. Es mostra una ampliaci6 de la zona propera a la membrana nuclear. Les
fletxes verda i vermella indiquen la posici6 de DDP1-GFP i Lamina respectivament en la membrana
nuclear. B) Immunolocalitzacié amb aCalnexina. En verd es mostra la fluorescéncia de DDP1-GFP. En
vermell es mostra el senyal de Calnexina. Es mostra una ampliacié de la zona propera a la membrana
nuclear. Les fletxes verda i vermella indiquen la posici6 de DDP1-GFP i Calnexina respectivament en la
membrana nuclear.

La localitzaci6 de DDP1 es va analitzar per microscopia electronica, mitjangant la
visualitzacié de les particules d’or lligades a I'anticos secundari (vegeu I'apartat 2.6 de

materials i metodes). El que s’observa és que DDP1 es localitza a la part citoplasmatica
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de la membrana nuclear i no presenta cap acumulaci6 a la cara interna d’aquesta. En la
zona citoplasmatica de la cel-lula, DDP1 es troba enriquida en el reticle endoplasmatic
rugos, visible pels seu plecs caracteristics, sense cap acumulaci6 significativa en altres

organuls cel-lulars com el nucli o les mitocondries (figura R.14).
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Fig. R.14. Localitzacié de DDP1 a glandules salivals mitjancant microscopia electronica. A) Glandula
salival focalitzada sobre la zona propera a la membrana nuclear. Les diferents parts de la cel-lula es troben
indicades. RER: reticle endoplasmatic rugds. MN: membrana nuclear. La proteina DDP1 es visualitza com a
punts negres. El reticle endoplasmatic rugos es visualitza com a plecs paral-lels a la membrana nuclear. B)
Analisi estadistica del nombre de particules d’or per superficie a nucli, reticle endoplasmatic rugos i
citoplasma.

Sembla doncs, que DDP1 es troba enriquida en la zona del reticle endoplasmatic rugés,
envoltant la membrana nuclear per la part citoplasmatica d’aquesta. Aquest enriquiment
és clarament visible a glandules salivals, les quals presenten un reticle endoplasmatic
molt desenvolupat i cel-lules molt grans, en queé gairebé tot el citoplasma es troba ocupat
pel reticle endoplasmatic, mentre que en els altres organs de Drosophila no s’ha pogut
apreciar una localitzacio perinuclear distingible de la localitzaci6 citoplasmatica perque

segurament el citoplasma és massa petit o el reticle no es troba prou desenvolupat.

1.4. Estudi de la localitzacié de DDP1 en teixits de Drosophila tractats

amb acid acetic

Dels resultats obtinguts en els apartats anteriors es pot concloure que DDP1 és una

proteina citoplasmatica en tots els teixits estudiats, i que només presenta localitzacio
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nuclear a certs estadis a embri6. Aquests resultats sén recapitulats per DDP1-GFP, que
presenta la mateixa localitzacié citoplasmatica que 'observada amb aDDP1 excepte a
blastoderm cel-lular i gastrula, on el senyal amb I'anticos es torna nuclear a partir del
cicle 14 de l'embriogenesi. A blastoderm cel-lular DDP1-GFP és completament
citoplasmatica, pero a gastrula es veu nuclear als dominis mitotics, en els quals es
posiciona sobre els cromosomes mitotics, mentre que no ho fa a les zones interfasiques,

on és citoplasmatica.

Aquesta localitzacié citoplasmatica esta en desacord amb els resultats obtinguts
préviament al laboratori, segons els quals DDP1 es trobaria associada als cromosomes
politénics de glandules salivals (Cortés et al., 1999; Cortés et al, 2003; Piacentini et al.,
2009). La diferéncia més important entre els protocols utilitzats per preparar les
mostres rau en 1'is d’acid acetic en la preparacié de mostres de cromosomes politénics.
Podria donar-se el cas que la localitzaci6 de DDP1 fos influenciada pel tipus de fixacio
emprada. Per respondre aquesta qiiestio, es va estudiar la localitzacié de DDP1 i de la
fusi6 DDP1-GFP, expressada sota el control del promotor de xoc térmic hsp70 o el
promotor de ddpl, a cel-llules S2, glandules salivals, neuroblastes i cromosomes
politenics fixats amb acid acetic utilitzant el mateix protocol que 'emprat per preparar

cromosomes politenics.

Com es mostra a la figura R.15, DDP1 presenta una localitzacié nuclear significativa a
tots els teixits estudiats en ser tractats amb acid acetic. A glandules salivals fins i tot es
poden apreciar bandes sobre els cromosomes politénics intactes, confirmant els
resultats anteriors en que, en aquestes condicions experimentals, DDP1 s’associa a llocs

especifics dels cromosomes politénics.

El tractament amb acid acétic també modifica la localitzaci6 de DDP1-GFP, tant a
glandules salivals com a neuroblastes, en que DDP1-GFP presenta una clara senyal al
nucli (figura R.16). Immunolocalitzacions amb aGFP a cromosomes politénics que
expressen DDP1-GFP sota el control del promotor de xoc térmic hsp70, mostren que
DDP1-GFP també és capag d’associar-se a llocs especifics dels cromosomes politénics en

ser tractada amb acid acetic.
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Fig. R.15. Immunolocalitzacions amb anticos a DDP1 a cél-lules S2, neuroblastes, glandules salivals
i cromosomes politénics white fixats amb acid acetic. En blau es mostra el DAPI, que marca el DNA. En
verd o vermell es mostra el senyal de aDDP1.

Aquests resultats suggereixen que l'acid acetic afecta la localitzacié de DDP1, que passa
de ser citoplasmatica a ser parcial o totalment nuclear, i explicarien per que s’ha
observat DDP1 nuclear en teixits on DDP1 és majoritariament citoplasmatica. La
localitzacié nuclear de DDP1 amb acid aceétic no pot ser atribuida a canvis
conformacionals que permetrien un millor exposicié dels epitops reconeguts per
aDDP1, ja que s’observa el mateix comportament per DDP1-GFP i, en canvi, la seva
visualitzacié a glandules salivals no es troba influenciada per un millor reconeixement
de la proteina per part de 'anticos, perque s’observa la fluorescencia directament, sense

anticossos.

Sembla doncs, que depenent de les condicions experimentals, la localitzaci6 de DDP1 es
pot modificar facilment. Aquest tipus de comportament s’ha observat també per a la
vigilina humana en cel-lules Hep-2, on la vigilina té una localitzacié nuclear només quan
es deshidraten intensament les cel-lules amb acetona, i és citoplasmatica si es fixen les

cel-lules amb metanol (Ktigler et al., 1996).
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Fig. R.16. Immunolocalitzacions amb anticos o GFP a glandules salivals, neuroblastes i cromosomes
politénics hsp70-DDP1-GFP i PROM-DDP1-GFP fixats amb acid acetic. La senyal de DAPI marca el DNA.
A glandules salivals es mostra la fluorescéncia propia de DDP1-GFP, sense anticos. A neuroblastes i
cromosomes politenics es mostra el senyal de aGFP.

1.5. Estudi de la localitzaci6 de DDP1 a mutants ddp1

En els apartats 1.1, 1.2 i 1.3 d’aquest capitol s’ha estudiat la localitzacié subcel-lular de
DDP1 a multiples organs de Drosophila i a diferents estadis del desenvolupament. Els
resultats obtinguts indiquen que DDP1 és una proteina que es localitza extensament al
citoplasma. Aquests resultats no concorden amb les funcions proposades anteriorment
d’'una contribuci6 de DDP1 en la formacié i/o el manteniment de I'heterocromatina
(Cortés et al, 1999, Cortés et al., 2003; Huertas et al, 2004). Mutants hipomorfs de
DDP1, ddp115-1, es comporten com a supressors de la variegaci6 i presenten alteracions
de marques heterocromatiques, amb disminucié dels nivells de HP1 i me2K9H3. Al
mateix temps, presenten problemes de segregacié cromosomica (Huertas et al., 2004).
La contribucié de DDP1 a la formaci6 de I'heterocromatina es veia reforcada per la
colocalitzacié a cromosomes politenics entre HP1 i DDP1 (Cortés et al., 1999, Cortés et

al., 2003; Piacentini et al, 2009). Aquesta colocalitzacié es pot explicar per I'is de I'acid
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acetic com a fixador, pero no queda clar si els fenotips heterocromatics observats en el
mutant hipomorf ddp12%-1sén causats per aquesta colocalitzaci6. Per tal d’aclarir aquesta

contradiccio, es va analitzar la localitzacié de DDP1 en fons mutant.

1.5.1. Descripcié dels mutants ddp1

En primer lloc, es procedeix a fer una breu descripci6 de la generaci6 dels diferents fons

mutants ddp1 utilitzats en aquest treball i de les seves principals caracteristiques.

Mutant hipomorf ddp175-1: El mutant hipomorf ddp1?5-1 va ser generat per la Dra. Dori
Huertas i es descriu de forma exhaustiva a Huertas et al,, 2004. En poques paraules, el
mutant ddp115-1 es va generar fent saltar un transposé que es trobava inserit en la regio
5" UTR del gen ddpl (Huertas et al, 2004). La condici6 mutant es va verificar per
Northern i Western blot. Aquests mutants presenten una elevada letalitat i les femelles

son esterils, fins i tot creuades amb mascles salvatges.

Mutant RNAi ddp1RNAi; Es va dissenyar un hairpin contra 'ORF de DDP1 clonant els
nucleotids corresponents als aminoacids 258-545 del cDNA de DDP1, i inserint el
fragment per duplicat en sentits contraris en el plasmid pWIZ (vegeu apartats 1.2.4 i
1.4.2 de materials i metodes). El hairpin es troba sota el control del promotor UAS, el
qual és induible per la proteina Gal4. La interaccid entre la proteina Gal4 i el promotor
UAS és maxima a 29°C, i decreix en baixar la temperatura. La proteina Gal4 es pot
expressar a diferents teixits i estadis del desenvolupament mitjancant I'ds de diferents
drivers, fet que permet controlar quan i on s’expressara la proteina d’interes. Per
comprovar que el hairpin fos el més selectiu possible, es va comparar la seva seqiiéncia
nucleotidica amb el genoma de Drosophila mitjancant un BLAST. No es va trobar cap

altra sequencia coneguda que fos reconeguda per aquest hairpin.

L’eficiencia del RNAi a I'hora de baixar els nivells de la proteina DDP1 es va determinar
per Western blot (figura R.17). Es van obtenir extractes proteics totals de glandules
salivals, cervells i discs imaginals provinents de larves de tercer estadi en qué s’havia
induit I'expressié del hairpin amb el driver Act-Gal4 a 30°C durant un minim de tres dies.

S’observa una clara disminuci6 dels nivells de DDP1 comparats amb els nivells de DDP1
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en larves que no expressen RNAi (control), tot i que els nivells de proteina no

disminueixen tant com en el mutant hipomorf ddp175-1.

)
& o
Fig. R.17. Analisi per Western blot dels nivells de
DDP1 en extractes de glandules salivals, cervells i

_ discs imaginals de mutants ddp1RV¥Ai Es mostren els

DDP1 »

nivells de DDP1 en el mutant hipomorf ddp1?>! com a
comparacié. Es mostren els nivells de HP1 com a control
de carrega.

HP1 »

Mutant nul ddp1“: El mutant nul es va generar per eliminacié de 'ORF sencera de
DDP1 mitjancant el metode de recombinacié de FRT descrit a Parks et al, 2004 (vegeu

I'apartat 1.5 de materials i metodes). La deleci6 de 'ORF es va confirmar mitjangant PCR.
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Fig. R.18. Analisi per PCR de la delecié de 'ORF del gen ddp1. A) Es mostra un esquema de I'ORF de
ddp1, on es mostra el codé START amb una fletxa i el codé STOP amb una creu. S’indica la regi6 de 'ORF
on hibriden els encebadors amb qué es faran les PCR. Les parelles d’encebadors es mostren amb dos
colors diferents, en negre per Anandamoyi-Cerdalex i en gris per Cluisa-Ranchero. B) PCR amb el parell
d’encebadors Anandamoyi-Cerdalex. Com a controls s’utilitzen un blanc, sense DNA, i un control white
positiu. Com a mostres s’han fet servir mutants nuls en homozigosi (ddp14) i en heterozigosi (ddp14/Cy0).
C) Igual que B) perd amb el parell d’encebadors Cluisa-Ranchero. El marcador és el mateix en ambdues
PCRi indica els parells de bases.
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Com es pot veure a la figura R.18, mentre que el control positiu white i el mutant nul en
heterozigosi ddp14/CyO presenten una banda corresponent a la zona del gen analitzada,
el mutant nul en homozigosi ddp14 no en presenta cap, confirmant la deleci6 del DNA.
Per Western blot es va confirmar que els mutants nuls ddpl® no mostren nivells

detectables de DDP1 en larves de tercer estadi (figura R.19).

control ddp151 ddp14
31 2 3 1 2 3

DDP1 >o-—-._. .

Actina » — —

Fig. R.19. Analisi per Western blot dels nivells de DDP1 en extractes de glandules salivals, cervells i
discs imaginals de mutants ddp1. Es mostren els nivells de DDP1 en el mutant hipomorf ddp15-! com a
comparacid. Es mostren els nivells d’Actina com a control de carrega.

1.5.2. Estudi de la localitzaci6 de DDP1 en els mutants hipomorfs ddp1151 j
ddp1RrNai

Es va estudiar la localitzacié6 de DDP1 a glandules salivals, cervells i discs imaginals de
larves homozigotes ddp1?>-! mitjancant immunolocalitzacions amb aDDP1, seguint el
mateix procediment experimental que 'utilitzat per analitzar la localitzacié de DDP1 en
fons salvatge. Com es pot veure en la figura R.20, les immunolocalitzacions amb I'anticos

aDDP1 donen un clar senyal nuclear en tots els organs estudiats.

El fort senyal observat suggereix que, tot i ser un mutant hipormorf, la quantitat de
proteina expressada és suficient per ser reconeguda per l'anticos. D’altra banda, la
manca de concordancia entre la localitzacio citoplasmatica de DDP1 en fons salvatge i la
localitzacié nuclear observada en el mutant hipomorf, fa pausible pensar que potser
aquesta localitzaci6 és deguda a que, en fer saltar el transposé, s’ha modificat una part
de la seqiiéncia codificant del gen ddp1 implicada en la localitzaci6é de la proteina. Per
poder aclarir si aquesta hipotesi és correcta, es va generar un mutant de DDP1

alternatiu, per veure si en aquest fons mutant DDP1 era citoplasmatica.
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Fig. R.20. Immunolocalitzacions amb aDDP1 a glandules salivals, discs imaginals i cervells de
larves mutants ddp115-1. El senyal de DAPI, en blau, marca el DNA. En vermell es mostra el senyal
obtingut amb aDDP1. A discs imaginals es mostra una ampliacié de la imatge per apreciar millor la
localitzaci6 de DDP1.

A T'hora de dissenyar un nou mutant de DDP1, es van triar mutants de RNA
d’interferéncia perqueé permetien baixar els nivells de DDP1 sense afectar la seqiiéncia
aminoacidica de la proteina. Un cop generat el mutant (vegeu l'apartat 1.5.1 d’aquest
capitol) es va analitzar la localitzaci6 de DDP1 mitjangant immunolocalitzacié amb
aDDP1 a glandules salivals i discs imaginals de larves ddp1RfN4ien les quals s’havia induit
I'expressio del RNA d’'interferencia amb el driver Act-Gal4 durant un minim de tres dies

a 30°C.

Com es mostra en la figura R.21, DDP1 presenta la mateixa localitzacié nuclear
observada en el mutant hipomorf, suggerint que el senyal nuclear de DDP1 és
caracteristic de fons mutants per DDP1, i descarta la hipotesi que el mutant hipomorf

expressi una proteina amb algun senyal de localitzaci6 alterat.
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Fig. R.21. Immunolocalitzacions amb aDDP1 a glandules salivals i discs imaginals de mutants
ddp1RnN4i, E] senyal de DAPI (en blau) marca el DNA. En vermell es mostra el senyal obtingut amb aDDP1.
A) Glandules salivals ddp1rN4i. B) Disc imaginals ddp1RN4i, Es mostra una ampliacié de la imatge per
apreciar millor la localitzacié de DDP1.

Aquestes dades suggereixen que, o bé DDP1 presenta una localitzacié nuclear a baixos
nivells de DDP1 a la cel-lula, o bé I'anticos reconeix una proteina inespecifica. Per poder
distingir entre aquestes dues hipotesis, es va raonar que si el senyal nuclear observat
amb l'anticos en fons mutant era especific, en baixar dramaticament els nivells de

proteina, aquest hauria de desapareixer.

Els nivells de proteina observats per Western blot (figura R.17) en expressar el hairpin
de RNAi amb el driver Act-Gal4 a 30°C s6n forga similars als del mutant ddp1?51. El
driver Act-Gal4 és ubic i fort, pero existeixen drivers, com ara Ptc-Gal4 o En-Gal4, amb
patrons d’expressio locals que tenen una expressié més forta. Seria possible doncs,

mitjancant I'ts de drivers més forts i jugant amb les temperatures, baixar prou els nivells
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de DDP1 com per eliminar el senyal nuclear observat amb I'anticos? Amb aquesta idea
es van realitzar immunolocalitzacions amb aDDP1 a discs imaginals on es va expressar
RNAi contra DDP1 amb tres drivers de potencies diferents a tres temperatures creixents,
per analitzar com variava la localitzacié de DDP1 en aquests fons mutants. En concret, es
van utilitzar els drivers Act-Gal4, En-Gal4 i Ptc-Gal4, i se’'n va induir la seva expressié a
18, 25 i 30°C. La utilitzaci6 dels drivers En-Gal4 i Ptc-Gal4, els quals s’expressen només
en una zona del disc imaginal, permet tenir la mostra i el control en el mateix teixit, la

qual cosa facilita la comparacié de localitzacions.

A la figura R.22A es mostra la localitzaci6 de DDP1 en fons RNAI induit pel driver ubic
Act-Gal4. La localitzaci6 de DDP1 a 18°C és citoplasmatica, perd0 no es veu tan ben
definida com en fons salvatge. A 25°C DDP1 s’observa nuclear i citoplasmatica. A 30°C és
definitivament nuclear. A la figura R.22B es mostra la localitzacié de DDP1 en fons RNAi
induit pel driver En-Gal4, el qual s’expressa a la regi6é posterior del disc d’ala. A 18°C,
DDP1 presenta una menor intensitat en la zona RNAi que la control, pero la seva

localitzacié segueix sent citoplasmatica. A 25°C, la intensitat de senyal en la zona RNAi

A) ActGald

18°C 25°C 30°C

DAPI

aDDP1

Merge
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B) EnGal4
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C) PtcGald
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Fig. R.22. Immunolocalitzacions amb aDDP1 a discs d’ala on s’expressa RNAi contra DDP1 amb
diferents drivers i temperatures. El DNA s’ha tenyit amb DAPI (blau). En vermell es mostra el senyal de
aDDP1. A) Expressi6 del hairpin induida amb el driver Act-Gal4 a 18, 25 i 30°C. B) Expressié del hairpin
induida amb el driver En-Gal4 a 18, 25 i 30°C. C) Expressio del hairpin induida amb el driver Ptc-Gal4 a 18,
251i30°C.
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és molt menor que en la zona control, i la localitzaci6 de DDP1 és ara nuclear. A 30°C, la
localitzacié de DDP1 segueix sent nuclear, pero el senyal és tan deébil que costa distingir
la localitzacid. A la figura R.22C es mostra la localitzacié de DDP1 en fons RNAi induit pel
driver Ptc-Gal4, el qual s’expressa a la frontera entre les regions anterior i posterior del
disc d’ala. A 18°C el senyal de DDP1 ha disminuit molt, pero encara es pot apreciar una
localitzacié citoplasmatica. A 25°C només s’aprecia senyal en unes quantes cél-lules de la
zona RNAj, i la seva localitzaci6 és nuclear. A 30°C no es distingeix cap senyal de aDDP1,

ni nuclear ni citoplasmatic.

Aquests resultats indiquen que en baixar prou els nivells de DDP1 és possible eliminar
completament el senyal nuclear observat amb l'anticos, suggerint que el senyal observat
no és un artefacte i que, a concentracions baixes de proteina, DDP1 és nuclear. Per tal de

confirmar aquesta hipotesi es va generar un mutant nul.

1.5.3. Estudi de la localitzacié de DDP1 en mutants nuls ddp1*

El mutant nul es va generar tal i com s’ha descrit en 'apartat 1.5.1 d’aquest capitol
(vegeu també 'apartat 1.5 de materials i metodes). Un cop verificat que el mutant nul
era correcte, es van fer immunolocalitzacions amb aDDP1 a glandules salivals, discs
imaginals i politénics de larves de tercer estadi homozigotes per la mutaci6 ddp1*, i a

ovaris de femelles escapers homozigotes ddp1”.

A glandules salivals s’observa encara la localitzaci6é nuclear de DDP1, sobretot en forma
de bandes sobre els cromosomes, pero de menor intensitat que en el mutant hipomorf
ddp1151 (figura R.23). Aquestes bandes observades als nuclis de les glandules salivals es
mantenen en els cromosomes politénics de mutants ddp1” (figura R.24). El senyal
nuclear observat en els mutants nuls ddp1” no desapareix en analitzar discs imaginals,
on el senyal nuclear és igual de fort que en el mutant hipomorf ddp1?°>-! (figura R.25). En
canvi, no s’observa senyal de cap tipus, ni nuclear ni citoplasmatic, en analitzar ovaris de

femelles escapers ddp1” (figura R.26).
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Fig. R.23. Imnmunolocalitzacié amb a DDP1 a glandules salivals de mutants ddp1. El DNA s’ha tenyit
amb DAPI (blau). En vermell es mostra el senyal de aDDP1. Com a controls es mostren les localitzacions a
glandules salivals de larves salvatges i mutants ddp115-1,

white ddp115-1 ddp14

N -
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Fig. R.24. Immunolocalitzaci6 amb aDDP1 a cromosomes politénics de mutants ddp1“. El DNA s’ha
tenyit amb DAPI (blau). En vermell es mostra el senyal de aDDP1. Com a controls es mostren cromosomes
politénics de larves salvatges i de mutants ddp115-1.
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Fig. R.25. Immunolocalitzaci6 amb a.DDP1 a discs imaginals de mutants ddp1. El DNA s’ha tenyit
amb DAPI (blau). En vermell es mostra el senyal de aDDP1. Com a controls es mostren discs de larves
salvatges i de mutants ddp115-Z,

white ddp14

DAPI

aDDP1

Merge

Fig. R.26. Immunolocalitzaci6 amb o.DDP1 a ovaris de femelles mutants ddp1. El DNA s’ha tenyit
amb DAPI (blau). En vermell es mostra el senyal de aDDP1. Com a controls es mostren ovaris de femelles
salvatges.
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L’observacié que el senyal de DDP1 desapareix a ovaris de mosques mutants ddp1*,
mentre que a larves de tercer estadi la intensitat depen del teixit (a discs, igual que en el
mutant hipomorf; a glandules salivals, de menor intensitat), obre la possibilitat que la
proteina DDP1 observada a larva de tercer estadi sigui d’origen matern. DDP1 té un
component matern elevat, tal i com mostra la figura R.4, i podria donar-se el cas que
perdurés fins a larva de tercer estadi, en més o menys intensitat segons '0rgan, i es
perdés durant la pupaci6, precisament l'estadi en que la majoria dels mutants
ddp1” moren. Per adrecar aquesta qiiesti6 es va estudiar si la induccié de RNAi en un
fons mutant ddp1” era capag de disminuir el senyal nuclear observat a discs i glandules

salivals, ja que el RNAi hauria d’actuar també contra la proteina d’origen matern.

Aixi doncs, es va introduir el RNAi de DDP1 en un fons mutant ddp1*. El driver que es va
triar per discs imaginals, Dpp-Gal4, permet observar la induci6 del RNAi en el mateix
teixit on tenim la mostra control, ja que Dpp-Gal4, igual que Ptc-Gal4, s’expressa a la
linia anteroposterior del disc imaginal. A glandules no hi ha cap driver que permeti tenir

un control intern en la mateixa glandula, i finalment es va triar Act-Gal4.

A
ddp14 ddp14; ddp1RNAi

i ..
- ..
N ..
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Fig. R.27. Immunolocalitzacions amb aDDP1 a glandules salivals i discs imaginals de mutants
ddp1” on s’ha induit RNA d’interferéncia contra DDP1. El DAPI (en blau) marca el DNA. En vermell
s’observa el senyal de aDDP1. A) Glandules salivals. B) Disc imaginal d’ala. Es mostra una ampliacié de la
imatge per apreciar millor la localitzacié de DDP1.

oDDP1

Merge

La induccié del RNAi en el mutant de DDP1 no disminueix el senyal nuclear observat
amb aDDP1 ni a glandules salivals ni a discs imaginals (figura R.27). Aquest resultat
suggereix que el senyal nuclear observat no és causat per DDP1 d’origen matern, i que
I'anticos deu reconeixer inespecificament una altra proteina nuclear que no deu ser

present a ovaris.

Aquesta conclusié ens porta a reexaminar el senyal observat a cromosomes politénics.
No podem estar segurs que les bandes observades amb aDDP1 corresponguin a DDP1 i
no a la proteina nuclear que és reconeguda inespecificament per I'anticos. Per respondre
a aquesta questio, es van realitzar immunolocalitzacions amb oDDP1 i aGFP a
cromosomes politenics salvatges que expressen el transgen DDP1-GFP sota el control
del promotor de xoc térmic hsp70, i es va comparar si les bandes visualitzades amb

aDDP1 concordaven amb les bandes observades per aGFP. Com a control es va realitzar
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el mateix experiment en cromosomes politenics salvatges que expressen el transgen

GFP sota el control del promotor de xoc termic hsp70.

DAPI oDDP1

aGFP oGFP/aDDP1

Fig. R.28. Immunolocalitzacions a cromosomes politénics hsp70-DDP1-GFP amb o GFP i aDDP1.
L’expressié de DDP1-GFP s’ha induit mitjan¢ant un xoc térmic d’'una hora. E1 DAPI marca el DNA.

Com es mostra en la figura R.28, no s’aprecia cap localitzaci6 clara entre les bandes
detectades amb aGFP i les observades amb aDDP1. Les bandes observades amb aGFP
no son inespecifiques de 'anticos perque en el control GFP no s’observa cap banda als

cromosomes (dades no mostrades).

Aixi doncs, les bandes dels cromosomes politénics atribuides a DDP1 sén, en realitat,
causades per una proteina nuclear reconeguda inespecificament per 'anticos aDDP1
perque, si bé DDP1-GFP ddna certes bandes als cromosomes, aquestes no coincideixen

amb les observades amb aDDP1.
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1.6. Analisi de la localitzacié de DDP1-GFP en fons mutant ddp14

Els experiments amb els mutants hipomorfs ddp1°! i ddp1RN4i ens havien portat a la
conclusié que, si bé DDP1 era una proteina citoplasmatica en condicions normals, a
baixos nivells de proteina DDP1 era nuclear, descartant la hipotesi que l'anticos
reconegués una proteina nuclear inespecifica, ja que, en disminuir drasticament els
nivells de DDP1 en regions localitzades, no s’observava cap senyal amb I'anticos. En
intentar confirmar aquesta hipotesi amb un mutant nul ddp1?, ens vam trobar amb
resultats oposats, que indicaven que l'anticds reconeix inespecificament una altra
proteina nuclear, ja que observem un senyal nuclear en organs de larves mutants
homozigotes que no és atribuible a certa fracci6 residual de DDP1, perque I'expressié de
RNAi no afecta la seva intensitat. Semblaria que I'anticds només reconeix la proteina
inespecifica quan els nivells de DDP1 endogena s6n molt baixos, perque en fons salvatge

el senyal és citoplasmatic, com I'observat per DDP1-GFP.

De totes maneres, el fet que I'anticds reconegui una proteina nuclear inespecifica no
significa forcosament que DDP1 no pugui tenir una petita fraccié6 nuclear que només
pugui ser observada a baixos nivells de DDP1, quan els nivells citoplasmatics de DDP1
son baixos. Aquesta hipotesi no es pot respondre amb I'anticos aDDP1. Per tant, es va

intentar respondre fent s de la proteina DDP1-GFP.

Abans, pero, d’utilitzar DDP1-GFP per respondre a aquesta pregunta, es va voler
analitzar si DDP1-GFP és funcional. Els mutants nuls ddp1”, igual que els mutants
hipomorfs ddp1?5, tenen una letalitat molt elevada i les femelles escapers son esterils,
fins i tot creuades amb mascles salvatges (Huertas et al, 2004). Una bona via per
analitzar si DDP1-GFP és funcional, era veure si podia rescatar aquests fenotips. Per
respondre a aquesta qiiestié es va comparar el percentage d’escapers provinents de
mosques mutants per DDP1, tant ddp1* com ddp115-1, amb el percentage d’escapers de
mosques mutants per DDP1 que expressen una copia del transgen DDP1-GFP expressat
pel promotor propi (no es va poder estudiar amb dues copies del transgen perque la

linia que es va utilitzar no era viable en homozigosi).
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A) Viabilitat dels mutants

Encreuaments Na Genotip NP exp | Nbops | Viabilitat
ddp1151/Cy0 x ddp1151/Cy0 278 | ddp1i51/ddp1151 93 7 8%
ddp1*/Cy0 x ddp1*/Cy0 382 ddp1*/ ddp1* 127 5 4%

B) Rescat per DDP1-GFP

Encreuaments Na Genotip NP exp | Nbops | Viabilitat
ddp1151/Cy0;DDP1-GFP/TM3 x ddp1151/ddp115-1; 0
ddp1151/Cy0; DDP1-GFP/TM3 186 | pppi -GFP/TM3 62 4 70%
A . _ A A,
ddp1 A/CyO,DDPl GFP/TM3 x 240 ddp1°/ddp1*; 80 32 40%
ddp1“/Cy0; DDP1-GFP/TM3 DDP1-GFP/TM3

Taula R.1. Viabilitat dels mutants ddp1 i rescat pel transgén DDP1-GFP sota el control del
promotor de ddp1. N2 nombre total d’individus analitzats en 'encreuament. Nbe,,, nombre d’individus
amb el genotip indicat esperats a partir del nombre de mosques totals analitzades. Nb,,s, nombre observat
d’individus amb el genotip indicat.

Com es pot apreciar a la taula R.1, una unica copia del transgen DDP1-GFP expressat
sota el control del promotor de ddpl és suficient per augmentar la viabilitat de les
mosques mutants unes deu vegades. En analitzar aquestes dades cal tenir en compte
que, a part d’expressar només una copia del transgen, 'expressiéo d’aquest és fluixa
(dades no mostrades). Seria de suposar que, amb dues copies, la viabilitat es doblaria,
arribant gairebé al 100 %. El que no es rescata expressant una copia del transgen DDP1-
GFP és la fertilitat de les femelles escapers, que segueixen sent esterils. Aquestes dades
so6n molt similars a les obtingudes en rescatar el mutant hipomorf amb I'expressié d'una
copia ectopica de DDP1 expressada sota el control del promotor armadillo (Huertas et

al., 2004), la qual cosa suggereix que la proteina DDP1-GFP és funcional.

Un cop vist que DDP1-GFP és funcional, es va introduir DDP1-GFP expressada sota el
control del promotor de ddp1 en fons mutant ddp1” i se’n va analitzar la seva localitzaci6
a glandules salivals i ovaris d'individus homozigots per la mutacié ddpl” per
microscopia confocal de fluorescéncia. DDP1-GFP és perinuclear i citoplasmatica a

glandules salivals i citoplasmatica a ovaris, sense cap senyal de localitzacié nuclear

(figura R.29).

L’expressi6 de DDP1-GFP en fons mutant no altera el senyal nuclear obtingut amb

aDDP1 (figura R.30). D’altra banda, DDP1-GFP és reconeguda per I'anticds aDDP1 ja que
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la majoria de les glandules presenten una localitzaci6 perinuclear que colocalitza amb la
mostrada per DDP1-GFP, indicant que I'anticos reconeix alhora DDP1-GFP i la proteina

nuclear inespecifica.

A
DAPI Merge

DAPI Merge

Fig. R.29. Localitzaci6 de DDP1-GFP expressada pel promotor de ddp1 en mutants ddp1“. El DAPI
marca el DNA (blau). En verd, la fluorescencia de DDP1-GFP. A) Glandules salivals. B) Ovaris.

DAPI oDDP1 GFP/aDDP1 DAPI/oDDP1

Fig. R.30. Immunolocalitzacié amb o.DDP1 a glandules salivals de mutants ddp14 que expressen el
transgén DDP1-GFP sota control del promotor de ddp1. En blau es mostra el DAPI, que marca el DNA.
En verd, la fluorescencia de DDP1-GFP. En vermell, el senyal de aDDP1. Es mostra una ampliaci6 de cada
imatge.
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Seria possible doncs, que I'anticos només reconegués DDP1-GFP si aquest s’expressés
amb prou proporcié respecte la proteina nuclear inespecifica? Per aconseguir nivells
més elevats d’expressid, es va utilitzar la construcci6 DDP1-GFP expressada sota el
control del promotor de xoc térmic hsp70 en fons mutant ddp1®i es va analitzar el
senyal de aDDP1 a glandules salivals després d’induir I'expressiéo de DDP1-GFP amb un
xoc térmic de dues hores. L’expressio de DDP1-GFP sota el control del promotor de xoc
termic hsp70 és capag de revertir parcialment en algunes cél-lules la localitzacié nuclear
observada amb l’anticos aDDP1 en fons mutant (figura R.31). En aquestes cel-lules,
s’observa una localitzacié perinuclear amb aDDP1 que concorda amb la localitzacié
perinuclear observada per DDP1-GFP. El fet que la localitzaci6 amb aDDP1 no es vegi
perinuclear a totes les cel-lules indica que es necessita arribar a una concentraci6é de
DDP1 determinada en la qual I'anticos deixa de reconeixer la proteina inespecifica i

passa a reconeixer DDP1.

A
DAPI aDDP1 GFP/aDDP1

B

DAPI/aDDP1

DAPI aDDP1 GFP/aDDP1 DAPI/aDDP1

Fig. R.31. Immunolocalitzacié amb o.DDP1 a glandules salivals de mutants ddp14 que expressen el
transgén DDP1-GFP sota control del promotor de xoc termic hsp70. En blau es mostra el DAPI, que
marca el DNA. En verd es mostra la fluorescencia de DDP1-GFP. En vermell es mostra el senyal de aDDP1.
A) Glandules mutants que no expressen el transgen i que han patit el mateix xoc térmic que la mostra. B)
Glandules mutants que expressen DDP1-GFP, I'expressid de la qual ha estat induida amb un xoc térmic de
dues hores. Les fletxes blanques indiquen les cel-lules on el senyal amb aDDP1 és sobretot perinuclear.

L’anticos aDDP1 té una major afinitat per DDP1 i en circumstancies normals reconeix la
proteina DDP1. Només quan els nivells de DDP1 s6n baixos es pot observar la proteina

nuclear inespecifica, que es reconeguda per 'anticos amb una afinitat menor.
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2. ESTUDI DE LA CONTRIBUCIO DE DDP1 A L’ESTRUCTURA I FUNCIO
DE L'HETEROCROMATINA

La contribucié de DDP1 a l'estructura i/o manteniment de ’heterocromatina proposada
en treballs anteriors (Cortés et al.,, 1999; Cortés et al.,, 2003; Huertas et al.,, 2004) es basa
en l'associaci6 de DDP1 als cromosomes politenics colocalitzant amb la proteina
heterocromatica HP1 (Cortés et al., 1999; Cortés et al., 2003; Piacentini et al.,, 2009), i en
els fenotips observats en els mutants hipomorfs ddp11°-, els quals es comporten com a
supressors de la variegacié i presenten una menor deposici6 de HP1 i me2K9H3 al
cromocentre (Huertas et al., 2004). En el primer apartat d’aquest capitol s’ha vist que
DDP1 localitza de manera majoritaria al citoplasma, i que el senyal nuclear observat als
cromosomes politenics colocalitzant amb HP1 és degut al reconeixement inespecific
d’'una proteina nuclear en abséncia de DDP1. Per tant, la colocalitzacié entre DDP1 i HP1
als cromosomes politenics no pot explicar els fenotips heterocromatics obtinguts amb
els mutants hipomorfs ddp17>-1 (Huertas et al,, 2004). Aquestes dades ens van portar a

reexaminar 'efecte de DDP1 sobre I’heterocromatina.

2.1. Analisi dels efectes de ddp14 sobre PEV

Per analitzar si DDP1 té algun efecte sobre I'heterocromatina es va utilitzar el nou
mutant nul generat ddpl”. Normalment, els mutants de proteines associades a la
formaci6é i/o manteniment de I'’heterocromatina sén modificadors de PEV (Position
Effect Variegation) (Wallrath et al., 1995). Per tant, un bon metode per analitzar si DDP1
té algun efecte sobre I’heterocromatina consisteix a analitzar els efectes de la mutacid

ddp1” en un assaig de variegacio.

Per a la realitzaci6é d’aquest experiment es va estudiar el canvi en la variegaci6 del gen
white produit per I'eliminacié d’'una copia del gen ddp1 utilitzant la inversié de white
In(1)wm4. En In(1)w™, el gen white es troba prop de I'’heterocromatina centromerica a
causa d’una inversio i s’expressa de forma variegada. El grau de variegacié depén dels
nivells d’heterocromatina. L’augment o disminuci6é dels nivells d’heterocromatina es

reflecteix en el color d’ulls de les mosques estudiades: es tornen més vermells si
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eliminem factors que augmentin els nivells d’heterocromatina, i més blancs si eliminem
factors que disminueixin els nivells d’heterocromatina. Els factors que no es troben
implicats en el manteniment o formacié de I'heterocromatina no produeixen cap canvi

en el color d’ulls.

ddpi14 ddp1%51 su(var)2-5%
) ) )

+/+ ddp14/+ +/+ ddp1%5-1f+ +/+ su(var)2-5%[+
J § A " D u‘ 4

+/+ ddp11/ + +/+  su(var)2-5%/+

Fig. R.32. Assaig de variegacié del mutant ddp14 en In(1)w™%. Es mostren mascles i femelles del mateix
encreuament El mateix experiment es mostra amb el mutant hipomorf ddp1?5-1i el mutant de su(var)2-59%,
que codifica per la proteina HP1.

Com es pot veure en la figura R.32, les femelles ddp1”/+ mostren una lleugera supressié
de la variegacid respecte el control +/+, mentre que els mascles no presenten cap efecte.
Es el contrari del que s’observa amb la mutacié hipomorfica ddp1?51, en qué un 50 %
dels mascles presenta una elevada supressio de la variegacié, mentre que les femelles no
en presenten gens. Com a control dels efectes causats per un supressor de la variegacié
fort, es va realitzar el mateix experiment amb mutants de su(var)2-5%, el gen que

codifica per HP1.

Es va realitzar el mateix experiment amb les linies 39C-42 (figura R.33) i 118E-5 (no es
mostren les imatges). Aquestes linies porten una construccié reporter hsp70-white*
inserida en diferents regions heterocromatiques del cromosoma 4, donant una expresio

variegada del gen white. En aquestes condicions ddp1” no mostra cap efecte, mentre que
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en el cas de ddp175 el 40% dels mascles presenta una moderada supressid i les femelles

una supressio fluixa (figura R.33).

ddp14 ddp1151 su(var)2-5%
o) o} o)
+/+ ddp14/+ +/+ ddp1>1/+ +/+ su(var)2-5%/+

+/+ ddp14/ + +/+ ddp1%-1f + +/+  su(var)2-5%[+

Fig. R.33. Assaig de variegacié del mutant ddp1* en la linia 39C-42. Es mostren mascles i femelles del
mateix encreuament El mateix experiment es mostra amb el mutant hipomorf ddp1?°! i el mutant
su(var)2-5%, que codifica per la proteina HP1.

2.2. Estudi de la contribucio de DDP1 al silenciament heterocromatic

Els resultats obtinguts en l'apartat anterior suggereixen que la contribucié sobre
I'’heterocromatina descrita anteriorment pel mutant hipomorf ddp1?>-1 és indirecta,

perqué només s’observa un efecte molt lleuger sobre PEV en mutants nuls ddp1*.

Per corroborar aquesta hipotesi es va utilitzar el sistema Lacl (Li et al, 2003b), el qual
permet estudiar si la localitzacié de la proteina d’interés en un lloc concret del genoma
pot modificar I'estructura de la cromatina en aquella regi6. Aquest sistema consta de
dues parts: les mosques $9.2 tenen inserides a 5’ de la regi6é reguladora d’'un gen white
46 repeticions del lloc d'uni6 reconegut pel domini d’'unié a DNA de la proteina Lacl. En

unes altres mosques s’insereix la proteina d’interés fusionada a la proteina Lacl. En
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creuar les mosques S9.2 amb les mosques que expressen la fusi6 amb Lacl, aquesta
reconeix els seus llocs d’'uni6 i porta la proteina d’interes al costat del gen white (figura
R.34A). Si la proteina estudiada es troba implicada en la formaci6é d’heterocromatina,
s’observa una variacid en el silenciament del gen white que es pot mesurar pel color

d’ulls de la descendéncia.

Aixi doncs, es va fusionar DDP1 a la proteina Lacl i es va estudiar si el silenciament del
gen reporter variava en aquelles mosques on s’havia expressat ectopicament DDP1
mitjancant un xoc termic diari de 45 minuts. Es va utilitzar I'expressio de la proteina
Lacl com a control negatiu i la proteina HP1 fusionada amb la proteina Lacl com a

control positiu (vegeu I'apartat 1.4.3 de materials i metodes).

Com es mostra en la figura R.34, 'expressié de DDP1-Lacl o Lacl-DDP1 no indueix el
silenciament del gen white, mentre que l'expressié de Lacl-HP1 resulta en un elevat
silenciament, suggerint que DDP1 no afecta I'estructura de la cromatina en el locus

estudiat.

A
D s9.2 d' Lacl-DDP1

Llocs d’unié Lacl

Llocs d’unié Lacl
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lacl lacl-HP1 lacl-DDP1 DDP1-lacl

Fig. R.34. Reclutament ectopic de DDP1 a un gen reporter. A) Esquema del funcionament del sistema
Lacl. Les femelles §9.2 contenen llocs d’'unid de la proteina Lacl a 5’ del gen reporter white. Els mascles
Lacl-DDP1 expressen la proteina de fusié sota el promotor de xoc termic. B) Es mostren mascles i femelles
d’'un mateix creuament. Es mostra 'expressié de la proteina Lacl com control negatiu. L'expressio de la
proteina Lacl-HP1 es mostra com a control positiu. L’expressié de DDP1 s’ha dut a terme fusionant la
proteina en N- i C- terminal a la proteina Lacl.

2.3. Estudi dels patrons de localitzaci6 de HP1 i me2K9H3 en fons
mutant ddp14

Els resultats obtinguts fins ara mostren que DDP1 no afecta el silenciament de manera
apreciable, i que els forts efectes observats en els mutants hipomorfs ddp11>-! podrien
ser conseqliencia d’efectes secundaris. Aquesta conclusio6 ens va portar a reexaminar els
efectes de la mutacié de DDP1 en la deposicié de dues marques heterocromatiques, HP1
i me2K9H3, ja que estudis previs havien mostrat una reduccié en els nivells de HP1 i

me2K9H3 a I'heterocromatina en mutants hipomorfs ddp1?>-! (Huertas et al., 2004).

Es van analitzar els nivells de HP1 i me2K9H3 en cromosomes politénics ddp1”. Per a
una millor comparacié dels nivells observats en les diferents mostres, es va recorrer a
un control intern: les glandules salivals mutants ddpI” es van barrejar i fixar amb

glandules salivals control, les quals expressen el transgen H2av-GFP sota el control del
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promotor d’H2av. D’aquesta manera, els cromosomes politénics mutants i control, els
quals es poden reconéixer mitjancant immunolocalitzaci6 amb anticos aGFP, sén
processats de la mateixa manera i observats en les mateixes condicions que la mostra

mutant.

Aixi doncs, es van preparar les mostres tal i com s’ha descrit i es van realitzar
immunolocalitzacions amb anticossos ame2K9H3 o aHP1. Els resultats es van analitzar
per microscopia de fluorescéncia. Un 50 % dels cromosomes mutants ddp1” presenten
nivells reduits de me2K9H3 al cromocentre si es comparen amb cromosomes salvatges, i
d’aquest 50 %, només un 25 % presenta una disminucié forta (figura R.35A). En
analitzar els nivells de HP1 constatem que els nivells de HP1 al cromocentre no es
troben afectats en els mutants ddp1”, perd que un 50 % dels cromosomes mutants
presenten una disminucié de HP1 a les bandes dels bragos respecte a cromosomes

salvatges (figura R.35B).

Sembla doncs, que el mutant nul ddpl® es comporta de manera similar al mutant
hipomorf ddp1'>! en el cas de me2K9H3, amb nivells reduits de me2K9H3 al
cromocentre. En el cas de HP1, ambdds mutants presenten una baixada de HP1, pero
mentre que en el mutant hipomorf la baixada s’observa al cromocentre, en el mutant nul
el nivell de HP1 al cromocentre es manté invariable i, en canvi, si que baixen els nivells

de HP1 als bragos dels cromosomes.

Aquests resultats suggereixen que el mutant nul ddplA mimetitza parcialment la
baixada de HP1 i me2K9H3 observada amb el mutant hipomorf ddp1?57, tot i que els
resultats obtinguts en els experiments de PEV i Lacl, juntament amb la localitzacié
gairebé exclusivament citoplasmatica de DDP1, fan pensar que la contribucié de DDP1 a

la formacié i/o manteniment de I'heterocromatina és indirecta.
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DAPI ame2K9H3

oGFP DAPI/ame2K9H3

DAPI aHP1

oGFP DAPI/aHP1

Fig. R.35. Determinacio dels nivells de me2K9H3 i HP1 a cromosomes politénics de mutants ddp12.
A) Immunolocalitzacié amb ame2K9H3 i aGFP. El DAPI, en blau, marca els cromosomes. En verd es
mostra el senyal de aGFP, que marca els cromosomes control. En vermell es mostra el senyal de
ame2K9H3. B) Immunolocalitzacié amb aHP1 i aGFP. E1 DAP], en blau, marca els cromosomes. En verd es
mostra el senyal de aGFP, que marca els cromosomes control. En vermell es mostra el senyal de aHP1.
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2.4. Analisi de les proteines associades a DDP1

En aquest treball s’ha analitzat la localitzacié subcel-lular de DDP1 i la seva contribuci6 a
I'organitzacié de I'heterocromatina. Les dades indiquen que DDP1 és una proteina
citoplasmatica i que el senyal de DDP1 associada a HP1 als bragos eucromatics i al
cromocentre de cromosomes politénics és el resultat del reconeixement inespecific
d’'una altra proteina nuclear en absencia de DDP1. En concordancia amb aquests
resultats, la contribucié de DDP1 a la reduccié de les marques heterocromatiques HP1 i
me2K9H3 en cromosomes mutants ddplA sembla ser indirecta, ja que ddp1” no és un
modificador de PEV i el reclutament de la proteina DDP1 a llocs ectopics no causa
silenciament del gen reporter. Sembla doncs que la funci6 atribuida a DDP1 en
'organitzacié de 'heterocromatina és indirecta i que les funcions de DDP1 es trobarien
restringides al citoplasma, segurament implicada en la traduccié de proteines vista la
seva associacié amb el reticle endoplasmatic. Per tal d’analitzar aquesta hipotesi, es va
analitzar amb quines proteines interacciona DDP1 utilitzant el metode de purificaci6 de

complexos TAP (Tandem Affinity Purification) (Puig et al.,, 2001; Veraksa et al., 2005).

Es va fusionar DDP1 al tag TAP i la proteina de fusio es va expressar a cel-lules S2 sota el
control del promotor de la metal-lotionina. Després d’obtenir extractes proteics
citoplasmatics i nuclears, es van purificar els complexos per uni6 del tag TAP a IgGs i les
proteines purificades es van analitzar per SDS-PAGE i espectrometria de masses (vegeu
els apartats 2.4.4 i 2.7 de materials i metodes). Com a control negatiu es va realitzar el

mateix procediment amb la proteina TAP.

Com es pot apreciar en la figura R.36, DDP1-TAP només és detectable en la fraccio
citoplasmatica, en concordancia amb els resultats del primer capitol. La fraccié
citoplasmatica mostra, a més de la banda corresponent a DDP1-TAP, una série de
bandes de baix pes molecular que no es detecten en la mostra citoplasmatica del control
negatiu TAP. L’analisi per espectrometria de masses de la barreja de proteines
purificades va resultar en la identificacié de diverses proteines ribosomals en la fraccié
citoplasmatica de la mostra DDP1-TAP, les quals no es van trobar en el control

citoplasmatic TAP (taula R.2) (Chooi et al, 1980; Chooi et al, 1982; Burns et al., 1984;
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Stewart et al.,, 1993; Ross et al., 2007). L’analisi de la fraccié nuclear de DDP1-TAP no va

identificar cap proteina excepte IgGs.

A) Citoplasmatica B) Nuclear
DDP1TAP TAP DDP1TAP TAP
CR
DDP1TAP > & == 170 = 170
= 130 w130
== 100 e 100
= 70 w70
* < == 55 *’ *. ——
- 40 40
= == 35 === 35
. . B * *
- - w25 o <TAP === 25
w— < TAP
- === 15
= 15
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Fig. R36. Complexos obtinguts de la purificacié de la proteina DDP1-TAP. Els pesos moleculars es
troben indicats en kDa. Els asteriscs indiquen les bandes de les IgG. A) Fracci6 citoplasmatica. Es
comparen les bandes obtingudes de la purificaci6 de la mostra DDP1-TAP amb les obtingudes a la mateixa
fraccié amb el control TAP. Les proteines DDP1-TAP i TAP es troben indicades amb una fletxa. B) Fraccid
nuclear. Es comparen les bandes obtingudes de la purificacié de la mostra DDP1-TAP amb les obtingudes
a la mateixa fraccié amb el control TAP. La proteina TAP es troba indicada amb una fletxa.

La copurificaci6 de DDP1 amb multiples proteines ribosomals suggereix que DDP1
interacciona amb els ribosomes i reforga el resultat trobat en l'apartat 1.3 d’aquest
capitol, segons el qual DDP1 es troba enriquida al reticle endoplasmatic rugés. La
localitzacié de DDP1 al reticle endoplasmatic rugds i la seva associacié6 amb proteines
ribosomals semblen indicar una funcié de DDP1 en la traducci6, tal i com s’ha proposat
per Scp160 (Lang et al., 2000; Li et al., 2003a; Mendelsohn et al., 2003; Baum et al., 2004;
Hogan et al., 2008; Sezen et al., 2009) i la vigilina humana (Neu-Yilik et al., 1993; Goolsby
et al, 2003; Kruse et al., 2003; Vollbrandt et al, 2004). El fet que no s’hagi trobat DDP1

en la fraccié nuclear dels complexos, també corrobora els resultats obtinguts en aquesta
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tesi, basicament que DDP1 és una proteina citoplasmatica que té la seva funci6 principal

al citoplasma, segurament en la traduccié de proteines.

Identificacié de les proteines aillades en la purificacié de la fraccié citoplasmatica de
DDP1-TAP
Score Proteina Coverage Peptids identificats
K.EAAPSAAKPAAAAPK.K
100 Ribosomal Protein L23a 16% KKIES?EZ?ADII(L‘:‘QIAG?FKK
K.KIEDNNTLVFLTHLR.A
70 Ribosomal protein L24 11% R.AIVGASLAEILAKR.N
62 H/ACA ribonucleoprotein subunit 4 2% K.IAELDTSQWPLLLK.N
51 Ribosomal protein S6 3% R.LITPVVLQR.K
47 Ribosomal protein L12 9% K.HSGNIGFEDILAIAR.V
44 Ribosomal protein S25 11% K.QVVQHHSQVIYTR.A
39 Ribosomal protein S8 7% K.YGKVEQALEDQFTSGR.I
38 Ribosomal protein L6 8% K.YLQI\PI{I;/II:;/‘ELI.\II-]IES(.QSP({QEPHR.M
K.ILMGFSTQASR.Q
33 DDP1 3% K.SVEINAAHWIHK.Y
R.QVTITIPTPQENTDIVK.L

Taula R.2. Proteines identificades per espectrometria de masses en la fraccié citoplasmatica de la
mostra DDP1-TAP. El score és la probabilitat que 'assignaci6 de la proteina sigui bona. El coverage indica
quin percentage de la proteina solapen els peptids identificats. Es mostra la seqiiencia aminoacidica dels
peptids identificats.
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VI. DISCUSSIO
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Com ja s’ha comentat a la introducci6, les vigilines s6n una familia de proteines la funcié
cel-lular de les quals, avui en dia, encara no es coneix amb claredat. S’ha proposat que les
vigilines actuen al citoplasma, on s’associen a poliribosomes i estarien implicades en la
regulacio de diferents aspectes del RNA (Kruse et al.,, 1996; Dodson et al., 1997; Kruse et
al, 1998b; Cunningham et al, 2000; Kruse et al, 2000; Lang et al, 2000; Frey et al,
2001; Lang et al, 2001; Li et al, 2003a; Mendelsohn et al., 2003; Wang et al., 2005;
Nelson et al., 2007; Hogan et al, 2008; Sezen et al, 2009; Wen et al, 2010). D’altra
banda, s’ha proposat un paper de les vigilines al nucli, on contribuirien a la correcta
funcié i manteniment de I'heterocromatina (Cortés et al, 1999; Cortés et al, 2000;
Huertas et al., 2004; Wang et al, 2005; Marsellach et al, 2006; Zhou et al, 2008).
Aquestes hipotesis suggereixen que les vigilines actuen tant al nucli com al citoplasma
pero, de fet, la seva localitzacié també és font de controversia: alguns estudis han
localitzat les vigilines exclusivament al citoplasma (Frey et al, 2001; Lang et al.,, 2001; Li
et al, 2004; Brykailo et al., 2007b; Wen et al, 2010), altres estudis les han relacionat
amb una localitzacié nuclear (Cortés et al, 1999; Cortés et al, 2003; Piacentini et al.,
2009) i, finalment, també s’han localitzat aquestes proteines en ambdds compartiments
cel-lulars (Klinger et al., 1996; Kiigler et al., 1996; Kruse et al, 1998b; Kruse et al,, 2003;
Wang et al, 2005; Zhou et al, 2008). Un cop vista la disparitat de localitzacions
assignades a les vigilines, 'objectiu d’aquesta tesi ha estat aprofundir en 'estudi de la
localitzaci6 subcel-lular de DDP1 a Drosophila melanogaster per poder analitzar millor la

seva funcié.

1. DDP1 és citoplasmatica i s’associa al reticle endoplasmatic rugés

La localitzaci6 de DDP1 s’ha estudiat a diversos organs de Drosophila mitjangant
immunolocalitzacions amb anticos aDDP1. Els resultats obtinguts mostren que DDP1 és
una proteina citoplasmatica en tots els teixits estudiats al llarg del desenvolupament de
la mosca i no presenta cap localitzacié nuclear apreciable. Aquests resultats s’han
corroborat mitjan¢ant fusions de DDP1 amb la proteina GFP expressades sota el control
del promotor de ddpl, per mimetitzar l'expressié de la proteina endogena, i del
promotor de xoc termic hsp70. En el cas de les glandules salivals, DDP1 presenta una
localitzacié perinuclear que correspon a l'associaci6 de DDP1 amb el reticle

endoplasmatic rugés, molt desenvolupat en les cél-lules d’aquest organ. Aquesta

135



observacié s’ha corroborat tant per estudis d'immunolocalitzacié a glandules salivals
que expressen la fusi6 DDP1-GFP amb anticossos contra Lamina i Calnexina, proteines
que marquen l'interior de la membrana nuclear i el reticle endoplasmatic rugds
respectivament (Gruenbaum et al., 2000; Kleizen et al, 2005), com per microscopia
electronica. DDP1 presenta una elevada colocalitzacié amb la Calnexina, perd no amb la
Lamina. Al mateix temps, 'elevada resoluci6 de la microscopia electronica permet
observar que DDP1 s’acumula a la part citoplasmatica de la membrana nuclear on
localitza amb el reticle endoplasmatic rugés, clarament visible en forma de plecs que
envolten la membrana nuclear, sense que s’aprecii cap acumulacié significativa de DDP1
al nucli. D’altra banda, en un moment puntual de la divisi6 cel-lular a embrions,
concretament en profase i metafase, DDP1 colocalitza parcialment amb la Tubulina al
fus mitotic. S’ha descrit que el reticle endoplasmatic es divideix associant-se a les fibres
de Tubulina, fet que li permet dividir-se més o menys equitativament entre les dues
ceél-lules filles (Bobinnec et al, 2003; Gupton et al, 2006). L’associaci6 de DDP1 al fus
mitotic podria suggerir que DDP1 s’associa al reticle endoplasmatic no solament a
glandules, sind també a embrions. Aquestes observacions permeten suggerir que a
Drosophila, de la mateixa manera que a S. cerevisiae, S. pombe i humans, DDP1 es
localitza al reticle endoplasmatic rugos (Klinger et al., 1996; Kiigler et al., 1996a; Frey et
al, 2001; Wen et al., 2010). Aquesta localitzacid al reticle només és clarament apreciable
a glandules salivals, mentre que en altres organs de la mosca la localitzaci6 és
citoplasmatica, sense cap enriquiment al voltant del nucli. Una primera hipotesi seria
que només les glandules salivals tenen un reticle endoplasmatic rugés prou
desenvolupat com per poder apreciar aquesta localitzaci6 perinuclear. Una segona
hipotesi, no necessariament excloent amb I'anterior, seria que DDP1 s’associa al reticle
endoplasmatic gracies a la seva unié als poliribosomes, tal i com s’ha vist a llevats i
humans (Kruse et al., 2003; Baum et al., 2004; Vollbrandt et al., 2004; Wen et al., 2010) i
s’ha confirmat en aquest treball, els quals es deuen localitzar a glandules salivals
majoritariament al reticle endoplasmatic rugos, ja que les glandules salivals sintetitzen

majoritariament proteines per excretar.
La localitzacié citoplasmatica de DDP1 en tots els teixits estudiats, pero sobretot a

glandules salivals, esta en contra del nostres resultats anteriors en que s’havia vist DDP1

associada als cromosomes politenics (Cortés et al., 1999, Cortés et al., 2003; Piacentini et
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al, 2009). La diferencia més important a I'hora de comparar els dos resultats rau en I'ts
de l'acid acetic com a fixador en el cas dels cromosomes politénics. Per intentar
reproduir la localitzacié nuclear de DDP1 s’han tractat les glandules salivals amb el
protocol que s’utilitza per preparar cromosomes politénics. La utilitzacié d’acid acetic en
la fixaci6 permet observar DDP1 al nucli, apreciant-se fins i tot bandes als cromosomes
que podrien correspondre a les observades en els cromosomes politenics. Aquest canvi
en la localitzacié de DDP1 no es troba restringit només a glandules salivals, sin6 que
també es dona en cel-lules S2 i neuroblastes tractats amb acid acetic. Es podria
argumentar que l'acid acetic no altera la localitzaci6 subcel-lular de DDP1, sin6 que
facilita I'entrada de l'anticos al nucli o bé que exposa epitops de la proteina que
normalment queden emmascarats. Ara bé, dels nostres experiments es desprenen
diverses dades que van en contra d’aquestes possibilitats: DDP1-GFP presenta una
localitzacié citoplasmatica, sense que aquest fet pugui atribuir-se a problemes de
penetrabilitat de I'anticos ni a I'emmascarament d’un epitop de la proteina, ja que en
aquest cas s’observa la fluorescencia directa, sense emprar cap anticos. A més a més,
aquesta localitzacié citoplasmatica (i perinuclear a glandules salivals) es manté en
estudiar la localitzaci6 de DDP1-GFP in vivo, sense utilitzar fixacions. Tampoc es pot
atribuir la localitzacié citoplasmatica a la sobreexpressio de la proteina de fusio, perque
en expressar-la sota el control del promotor de ddp1 en un fons mutant, sense proteina
endogena, DDP1-GFP segueix sent citoplasmatica. D’altra banda, es podria argumentar
que la proteina GFP impedeix I'entrada de DDP1-GFP al nucli o fa que DDP1-GFP no sigui
funcional. No obstant, DDP1-GFP si que pot entrar al nucli en ser tractada amb acid
acetic, i a més a més és funcional, ja que I'expressié d’'una sola copia rescata la letalitat
observada en mutants de DDP1 en una proporcié similar a I'observada per DDP1
(Huertas et al, 2004), passant del 8 % al 70 % de viabilitat. Aquests resultats
suggereixen que l'acid acetic afecta la localitzacié subcel-lular de DDP1 alterant-ne la
localitzacié citoplasmatica i facilitant-ne I'entrada al nucli. Aquest comportament és
similar a I'observat per altres autors en cel-lules humanes Hep-2, en que la vigilina
humana presenta una localitzaci6 citoplasmatica en ser fixades en metanol, i només es
pot observar nuclear si es deshidraten prolongadament les cél-lules en acetona (Kiigler
et al, 1996a). Totes aquestes observacions suggereixen que les condicions
experimentals que alteren la integritat de la membrana nuclear afecten la localitzacio6

citoplasmatica de DDP1. En aquests casos, DDP1 pot entrar al nucli i associar-se als
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cromosomes, tal i com ho demostra l'associaci6 de DDP1-GFP als cromosomes

politénics.

Els experiments realitzats amb els diferents fons mutants han permeés constatar que
I'anticos aDDP1 reconeix inespecificament una proteina nuclear en abséncia de DDP1.
Immunolocalitzacions amb l'anticos aDDP1 en el fons mutant ddp14 donen reactivitat
nuclear, sense cap senyal citoplasmatic. Aquest senyal nuclear no reflecteix una
contribucié materna de DDP1 perqué no es veu afectat per l'expressié del hairpin
sintetic de RNA que, en condicions wild-type, disminueix de forma eficient els nivells de
DDP1. La reactivitat creuada de I'anticos només ocorre en abséncia de DDP1, perque en
fons salvatge el senyal amb aDDP1 és citoplasmatic i coincideix plenament amb
I'observat per DDP1-GFP. A més a més, I'anticos és capa¢ de reconeixer la localitzaci
perinuclear de DDP1-GFP si s’expressa en quantitats suficients a glandules salivals de
mutants ddpl. Les immunolocalitzacions realitzades a cromosomes politénics dels
mutants ddp1?5! i ddpl4 han permeés determinar que l'associaci6 de DDP1 als
cromosomes politeénics, colocalitzant amb HP1 als bragos eucromatics, observada en
fons salvatge (Cortés et al., 1999; Cortés et al., 2003) és en realitat un artefacte i que les
bandes assignades a DDP1 corresponen en realitat a la proteina nuclear reconeguda
inespecificament per l'’anticos. Aquesta observacié s’ha corroborat a cromosomes
politénics salvatges que expressen el transgen DDP1-GFP, on s’han comparat les bandes
de DDP1-GFP observades amb aGFP amb les bandes observades amb I'anticos aDDP1.
En cap cas s’aprecia una colocalitzacié entre les bandes detectades amb oGFP i les
observades amb aDDP1. D’altra banda, la proteina nuclear reconeguda inespecificament
per l'anticos podria ser la responsable que DDP1 es vegi nuclear en el cicle 14 de
I'embriogenesi. Per un costat, I'estudi de la localitzacié de DDP1-GFP a embrions mostra
que DDP1-GFP és citoplasmatica en aquest moment del desenvolupament. Per l'altre,
aquest moment del cicle correspon amb l'inici de la transcripcio6 zigotica (Tadros et al.,
2007), quan la contribuci6 materna de DDP1 s’ha extingit i els nivells de DDP1 s6n

encara molt baixos, fet que permetria observar la proteina inespecifica nuclear.

Aixi doncs, totes aquestes dades suggereixen que DDP1 és una proteina que es troba
restringida al citoplasma, i que les dades anteriors on s’observava DDP1 associada als

cromosomes eren causades per una proteina nuclear reconeguda inespecificament per
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I'anticos o per tractaments que pertorbaven la integritat de la membrana nuclear.
Aquesta localitzacié restringida al citoplasma es correspon amb les observades per
Scp160 a S. cerevisiae (Wintersberger et al, 1995; Frey et al, 2001; Li et al, 2004;
Brykailo et al, 2007b) i per Vgl1, a S. pombe, on recentment s’han realitzat experiments
d’'immunofluorescencia amb Vgl1l fusionada amb la proteina GFP que mostren una
localitzacié citoplasmatica i perinuclear de la proteina (Wen et al., 2010) (vegeu també
la figura 6 de I'apendix), suggerint que la localitzacié nuclear de les vigilines estaria
restringida a mamifers (Klinger et al, 1996; Kigler et al, 1996a; Kruse et al., 2003;
Wang et al., 2005; Zhou et al., 2008). Malgrat que I’existéncia d'una petita fraccié nuclear
indetectable a Drosophila no es pot descartar, totes les observacions afavoreixen una
localitzacié citoplasmatica de la proteina. Tot i que no s’ha demostrat la manca de
funcionalitat dels senyals d’export i localitzacié nuclear presents a DDP1, els resultats
obtinguts indiquen que aquests senyals no serien funcionals, tal i com s’ha demostrat
per Scp160 (Li et al, 2004; Brykailo et al, 2007b). Estudis recents mostren que Scp160
es troba restringida al citoplasma, ja que la mutacié dels senyals d’export i localitzacié
nuclear no afecta la localitzaci6 ni la funcionalitat de la proteina, i la mutacio de les vies
implicades en diversos tipus de transport nucli-citoplasma tampoc n’afecta la
localitzacié (Li et al., 2004; Brykailo et al, 2007). A més a més, experiments preliminars
realitzats en aquest treball a cel-lules S2 en les quals s’ha inhibit 'export nuclear amb
I'inhibidor general Leptomicina B (Wolff et al, 1997; Kumar et al., 2006), no mostren
canvis en la localitzaci6 citoplasmatica de DDP1 (dades no mostrades). De totes maneres
es podrien realitzar estudis posteriors complementaris per determinar la funcionalitat
d’aquests senyals, com per exemple mutar els senyals d’export i localitzacié nuclear i
analitzar tant la localitzaci6 de la proteina com la seva funcionalitat, o fer experiments
de photobleaching amb DDP1-GFP irradiant el nucli per veure si baixa la fluorescéencia

citoplasmatica.

2. La contribucio de DDP1 a I'estructura i formacio de I’heterocroma-

tina és indirecta

En els diferents estudis funcionals realitzats fins a la data s’han proposat diferents
hipotesis sobre la funcié principal de les vigilines. L’associacié d’aquestes proteines al

reticle endoplasmatic i, més especialment, als ribosomes dels diferents organismes on
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s’ha estudiat (Wintersberger et al., 1995; Weber et al, 1997; Lang et al, 2000; Frey et al.,
2001; Kruse et al.,, 2003; Baum et al, 2004; Vollbrandt et al., 2004; Wen et al., 2010) ha
portat a suggerir que la funcié principal d’aquestes proteines és la regulacié dels
diferents aspectes del metabolisme del RNA. S’han proposat dues hipotesis per explicar
el paper de les vigilines en aquest procés. D’'una banda s’han relacionat les vigilines com
a part activa en el procés de sintesi proteica de la cél-lula participant en el transport de
‘RNAs entre nucli i citoplasma (Kruse et al., 1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2000;
Hilgendorf et al., 2001; Hilgendorf et al., 2003; Kruse et al., 2003) i, per 'altra banda, s’ha
associat a aquestes proteines un paper regulador de mRNAs especifics (Dodson et al.,
1997; Cunningham et al, 2000; Lang et al, 2000; Li et al, 2003a; Nelson et al.,, 2007;
Hogan et al, 2008; Sezen et al, 2009). Finalment també se les ha relacionat amb la
formacié d’heterocromatina per la seva associacié6 amb proteines heterocromatiques i
pels defectes de segregacié cromosomica presentats pels mutants (Klinger et al., 1996;
Kigler et al., 1996a; Cortés et al., 1999; Cortés et al., 2000; Cortés et al., 2003; Huertas et
al., 2004; Wang et al., 2005; Marsellach et al., 2006; Zhou et al., 2008).

La hipotesi d’'una contribucié de les vigilines a la formacié i/o el manteniment de
I’heterocromatina s’ha basat, en part, en els nostres resultats anteriors segons els quals
DDP1 tenia una contribucié en la formaci6 i/o el manteniment de I’heterocromatina.
Aquesta afirmacio se sustentava en el fet que el mutant hipomorf ddp11°-1 es comportava
com a supressor de la variegacid i afectava la deposicié de marques heterocromatiques
(Huertas et al, 2004). Aquesta hipotesi era recolzada per l'associaci6 de DDP1 als
cromosomes politenics, on es localitzava a I'heterocromatina pericentromerica aixi com
en els bracos eucromatics colocalitzant amb HP1 (Cortés et al.,, 1999; Cortés et al, 2003;

Piacentini et al., 2009).

La localitzaci6 citoplasmatica observada per DDP1 en tots els teixits analitzats, aixi com
el descobriment que la localitzacié nuclear observada és causada per una proteina
nuclear reconeguda inespecificament per I'anticos, ens han portar a plantejar-nos si els
efectes sobre I'heterocromatina vistos amb el mutant hipomorf sén reals. Els efectes
observats en experiments de PEV amb el mutant hipomorf ddp1?>-1, on s’aprecia una
forta supressié de la variegaci6 en mascles i més fluixa en femelles, no s’han pogut

reproduir amb el mutant nul ddp14: en aquest cas s’aprecia una supressié molt debil en
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les femelles, sense cap efecte en els mascles. L'expressié ectopica de DDP1 a un gen
white reporter mitjancgant el sistema Lacl confirma que DDP1 no indueix silenciament.
Aquests resultats suggereixen que la contribucié6 de DDP1 a PEV és indirecta, i que la
forta supressido observada amb el mutant hipomorf podria ser causada per un efecte
secundari. Aquests resultats concorden amb els observats a S. pombe, on Vgl1 no té cap
contribucié significativa a la formaci6 i/o manteniment de I'heterocromatina (vegeu les
figures 6 i S8 de I'apendix). En estudiar la deposicié de HP1 i me2K9H3 en cromosomes
politénics de mutants nuls ddp14 s’observa una baixada dels nivells de me2K9H3 al
cromocentre en un 50% dels casos (essent forta només en un 25% dels casos), i una
reduccio dels nivells de HP1 als bragos eucromatics, pero no al cromocentre, també en
un 50% dels casos. Aquests resultats coincideixen parcialment amb els obtinguts amb el
mutant hipomorf ddp11>-1, en el qual s’observa una baixada de HP1 i de me2K9H3 al
cromocentre (Huertas et al., 2004). Malgrat tot, les dades obtingudes en els experiments
de variegaci6 i silenciament, juntament amb la localitzacié citoplasmatica de DDP1,
suggereixen fortament que la contribucié6 de DDP1 a la formacié i/o manteniment de

I’heterocromatina és indirecta.

3. Les vigilines controlen I'expressio de nombrosos mRNAs

En relacié amb la funcié proposada per a les vigilines en la regulaci6 dels diferents
aspectes del metabolisme del RNA, els resultats obtinguts en aquesta tesi en combinacié
amb els recents descobriments a S. cerevisiae (Hogan et al, 2008; Sezen et al., 2009),
semblen concordar amb la hipotesi que associa aquestes proteines amb un paper en la
regulaci6 de mRNAs especifics (Dodson et al, 1997; Cunningham et al, 2000; Li et al,
2003; Nelson et al., 2007; Hogan et al., 2008; Sezen et al, 2009). A llevat Scp160 uneix
mRNAs especifics (Li et al, 2003a; Hogan et al., 2008; Sezen et al., 2009) i s’associa amb
els ribosomes (Weber et al.,, 1997; Frey et al.,, 2001; Lang et al, 2000; Lang et al., 2001;
Baum et al, 2004; Li et al, 2004; Brykailo et al, 2007a), i a Drosophila s’ha descrit que
DDP1 forma part d’'un complex involucrat en la regulacié positiva de la traduccio
(Nelson et al, 2007), interacciona amb diverses riboproteines (Piacentini et al., 2009) i

s’associa amb ribosomes (aquest treball).
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L’estudi de les proteines associades amb DDP1 mitjan¢ant una purificacié de complexos
amb el metode TAP (Puig et al, 2001; Veraksa et al, 2005) ha permes purificar set
proteines ribosomals que formen part de les subunitats 40S i 60S del ribosoma (Chooi et
al., 1980; Chooi et al.,, 1982; Burns et al.,, 1984; Stewart et al, 1993; Ross et al., 2007). Un
estudi detallat del gel permet apreciar que algunes de les proteines que copurifiquen
amb DDP1-TAP es troben en quantitats no estequiometriques, suggerint que DDP1, a
part d'unir ribosomes, uneix poliribosomes. Aquest resultat és compatible amb una
associaci6 de DDP1 al reticle endoplasmatic rugés, tal i com hem observat per
microscopia electronica. Totes aquestes observacions semblen indicar que a Drosophila
melanogaster, tal i com s’ha descrit per llevats i humans (Weber et al., 1997; Frey et al.,
2001; Kruse et al,, 2003; Baum et al., 2004; Vollbrandt et al, 2004; Coyle et al, 2009;
Wen et al, 2010), la vigilina es troba associada a proteines ribosomals i uneix

poliribosomes solubles i de membrana.

Aquests resultats suggereixen que la localitzaci6 citoplasmatica, la uni6é a ribosomes i
'associaci6é al reticle endoplasmatic rugds, pero no la contribucié a l'organitzacié de
I’heterocromatina, son caracteristiques de les vigilines conservades al llarg de I'evoluci6
de llevat a humans. De fet, hi ha fortes evidencies que els defectes de segregaci6
cromosomica i increment de ploidia observats en mutants scp160 serien causats per
defectes en la duplicacié del SPB (McGrew et al, 1992). Scp160, en un complex amb
altres proteines anomenat SESA, es troba implicada en la duplicaci6 del SPB a través de
la regulacio de la traducci6 del mRNA POM34 (Sezen et al.,, 2009). De manera similar, els
defectes d’establiment del silenciament als telomers i al mating-type podrien ser
conseqiiencia d’'una traducci6 alterada de mRNAs. Recentment s’ha vist que Scp160
uneix mRNAs que codifiquen per proteines implicades en aquests processos, com ara la
deacetilasa d’histones RPD3 i Dhh1p, una helicasa de RNA requerida per la localitzaci6
de Rap1p als telomers (Li et al., 2003a; Hogan et al.,, 2008). En el mateix sentit, resultats
observats a S. pombe indiquen que Vgll no té cap efecte sobre la formaci6 i/o
manteniment de I’heterocromatina (vegeu les figures 6 i S8 de I'apendix), i recentment
s’ha vist que no es troba implicada en el manteniment de la ploidia (Wen et al,, 2010).
Aquestes dades semblen indicar que la contribucié a I'organitzaci6 de ’heterocromatina
no és una propietat conservada a totes les vigilines, i que les vigilines de S. cerevisiae i

Drosophila no tenen una contribuci6 directa a la formacié de I'heterocromatina. De fet,
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és molt probable que els fenotips relacionats amb I'heterocromatina observats en
mutants d’aquestes proteines (Wintersberger et al., 1995; Huertas et al, 2004) siguin
causats per defectes en la regulaci6 de certs mRNAs implicats en el correcte
manteniment tant de la ploidia com de I'heterocromatina, que podrien variar segons
I'espécie donant lloc als diferents fenotips observats. Aquest escenari no exclou, pero, la
possibilitat que a mamifers les vigilines hagin adquirit una localitzaci6 parcialment
nuclear al llarg de l'evolucié i tinguin una funci6 directa en la formaci6 de
I’heterocromatina. Experiments d'immunoprecipitacié per analitzar els RNAs units per
DDP1 i I'analisi de canvis en els patrons d’expressié de proteines en fons mutant ddp14
comparats amb un fons wild-type, permetrien distingir més clarament si DDP1, i les
vigilines en general, regulen mRNAs especifics. Aquesta hipotesi també sembla valida a
humans, ja que la vigilina s’associa als ribosomes i uneix elF-1a (Kruse et al, 1996;
Kruse et al., 1998b; Kruse et al., 2003; Vollbrandt et al, 2004), i no és excloent amb una
funcié de la vigilina humana en la formacié de I'’heterocromatina. D’altra banda, la
hipotesi que relaciona les vigilines en el procés de sintesi proteica de la cél-lula com a
reguladors generals participant en el transport de ‘tRNAs entre nucli i citoplasma (Kruse
et al, 1996; Kruse et al., 1998b; Kruse et al.,, 2000; Hilgendorf et al, 2001; Hilgendorf et
al, 2003; Kruse et al, 2003), només sembla valida a mamifers, perque a llevats i a
Drosophila, les vigilines semblen excloses del nucli (Wintersberger et al, 1995; Frey et

al, 2001; Li et al., 2004; Brykailo et al., 2007b; Wen et al., 2010; figura 6 de I'apéndix).
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VII. CONCLUSIONS
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1. L’analisi de la localitzaci6 subcel-lular de DDP1 mitjan¢ant immunolocalitzacions amb
aDDP1, fusions DDP1-GFP i microscopia electronica indica que DDP1 és una proteina

citoplasmatica, associada al reticle endoplasmatic rugés.

2. En absencia de DDP1, I'anticos aDDP1 reconeix inespecificament una altra proteina

nuclear.

3. La purificacié de complexos mitjan¢ant el metode TAP mostra que DDP1 interacciona
amb proteines ribosomals que formen part de les subunitats 40S i 60S del ribosoma,

suggerint una implicacié de DDP1 en la traduccié.

4. La mutacié ddp14 presenta un efecte molt lleuger sobre la variegacié i I'expressio
ectopica de DDP1 no produeix silenciament del gen reporter, suggerint que la

contribucié de DDP1 a l'organitzacié de 'heterocromatina és indirecta.

5. Les conclusions anteriors indiquen que la localitzaci6 citoplasmatica, 'associaci6 al
reticle endoplasmatic rugoés i la interaccié amb els ribosomes, pero no la contribucié a
'organitzacié de I'’heterocromatina, sén caracteristiques conservades per les vigilines al

llarg de 'evolucio des de llevat fins a humans.
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ABSTRACT

Functional characterisation of vigilin, a highly conserved multi-KH-domain
protein that binds RNA and ssDNA, remains elusive and, to some extent, controversial.
Studies performed in S. cerevisiae and human cells indicate that vigilin localises to the
cytoplasm, binds ribosomes, associates to RER and regulates mRNA translation. On the
other hand, a contribution to heterochromatin-mediated gene silencing (PEV) and
chromosome segregation was reported in S. cerevisiae, Drosophila and human cells.
Whether this contribution is direct remains, however, unclear. Here, we report that
Drosophila vigilin, DDP1, vastly localises to the cytoplasm, being largely excluded from
the nucleus. We also show that DDP1 binds ribosomes and associates to RER, showing
only a weak, likely indirect, contribution to PEV. In S. pombe, vigilin also associates to
RER, having no contribution to PEV. Altogether, these results favour a model by which
vigilin acts in the cytoplasm, regulating RNA metabolism, and affects nuclear functions

only indirectly.
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INTRODUCTION

Vigilin is a highly evolutionarily conserved protein present in all eukaryotic
organisms analysed to date, from the yeasts Saccharomyces cerevisiae (Scp160p) and
Schizosaccharomyces pombe (Vgl1) to nematodes, Drosophila (DDP1) and vertebrates [1-
6]. A most striking feature of vigilin is the presence of multiple KH-domains that mediate
high affinity binding to single-stranded nucleic acids, both RNA and ssDNA [1,2,5,7-9].

Vigilin was shown to participate in the regulation of multiple aspects of RNA
metabolism, from tRNA export and mRNA translation to RNA editing [2,9-18]. In
particular, in S. cerevisiae, Scp160p binds both soluble and membrane-bound
polyribosomes [19-21], associates to specific mRNAs [16,22], and forms part of, at least,
two multiprotein complexes involved in mRNA translation [20,23]. In human cells,
vigilin was also found to bind ribosomes, specific mRNAs and tRNAs [15,24,25]. In
addition, in human cells, vigilin interacts with the RNA-editing enzyme ADAR1 and, both
in human cells and Drosophila, vigilin binds promiscuously edited RNAs [18].

Vigilin has also been proposed to act in the nucleus, regulating different aspects
of chromosome structure and function [1,5-7,18,26-28]. In S. cerevisiae, Scp160p was
shown to contribute to heterochromatin-mediated gene silencing (PEV) at telomeres
and the mating-type locus, being required for maintenance of correct cell ploidy [6,28]. A
similar situation is found in human cells, where vigilin was found to associate to
heterochromatic a-satellite sequences, being involved in the control of cell ploidy
[18,24,26]. Similarly, in Drosophila, DDP1 was reported to associate to centromeric
heterochromatin, contributing to PEV and the regulation of chromosome condensation
and segregation [1,7,27].

Observations discussed above suggest that vigilin is a highly multifunctional
protein, which acts both in the cytoplasm and the nucleus. Data on the actual pattern of
subcellular localisation of vigilin is, however, scarce and, to some extent, contradictory.
Previous results indicated that, in S. cerevisiae, Scp160p shows a distinct perinuclear
localisation consistent with an association to ribosomes of the rough endoplasmic
reticulum (RER) [6,19,28]. Immuno-electron microscopy studies showed that, also in
human HEp-2 cells, vigilin associates to RER [24]. On the other hand, in Drosophila,
DDP1 was found associated to polytene chromosomes, where it localises to the

heterochromatic chromocentre and a few discrete sites in euchromatin [1]. In S.
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cerevisiae, however, Scp160p appears to be excluded from the nucleus while, in HEp-2
cells, it is unclear whether a minor fraction of vigilin shows nuclear localisation [24].
Here, we have extensively analysed subcellular localisation of Drosophila vigilin,
DDP1. Our results show that DDP1 vastly localises to the cytoplasm all through
development, and in different organs and tissues of the fly, being excluded from the
nucleus. DDP1 likely contributes to mRNA translation, as it binds ribosomes and
preferentially associates to RER. In the light of these results, the actual contribution of
DDP1 to PEV was re-examined. Here, we show that a newly generated null ddp1*
mutation is only a weak suppressor of PEV. Moreover, targeting DDP1 to an ectopic
reporter construct does not induce silencing of the reporter gene. Similar results were
obtained in the fission yeast S. pombe, where vigilin (Vgl1) shows a distinct perinuclear
localisation, having no significant contribution to PEV at centromeres, telomeres and the
mating-type locus. These results indicate that cytoplasmic localisation, binding to
ribosomes and association to RER, but not contribution to heterochromatin

organisation, are evolutionarily conserved features of vigilin.

MATERIALS AND METHODS

For a detailed description of the Materials and Methods see the Supplemental
Material.
Drosophila stocks, transgenic lines and mutants

ddp1151 mutation was described elsewhere [27]. Transgenic line $9.2 is described
in [29]. In(1)wm™* and Su(var)2-5% strains were obtained from Dr. Pimpinelli and
His2av::GFP strain was obtained from Dr. Casanova. ddp1” mutation, transgenic ddp1RNAi
lines and transgenic lines expressing DDP1-GFP and lacl-DDP1 fusions were obtained
here by conventional methods. ddp1” and ddpIRNAi mutants were characterised by
Western blot analyses (Figure S1) (see Supplemental Information for a detailed
description).
S. pombe strains

S. pombe strains used in these experiments are summarised in Table S1. Strains
FY336, FY498 and FY648 are described in [30]. Strain J]M1058 was obtained from Dr.
Aligué. The rest of strains were constructed in this study by conventional methods.

oDDP1 antibodies
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Polyclonal aDDP1 antibodies used in these experiments were raised in mice, rat
and rabbit using bacterially expressed DDP1. Mouse antibodies were used for
immunolocalisation experiments, while rat and rabbit antibodies were used in Western
blot and immuno-gold electron microscopy analyses, respectively.

Immunolocalisation experiments

Immunolocalisation experiments with the indicated antibodies were performed
in cultured S2 cells, Drosophila embryos, and polytene chromosomes, whole salivary
glands, imaginal discs and brains obtained from third-instar larvae, and ovaries from
adult females using conventional methods. When the effects of acid fixation were
analysed, samples were treated with acetic acid prior to immunostaining (see
Supplemental Information for a detailed description).

Immunogold electron microscopy analyses

For electron microscopy analyses, salivary glands from third instar larvae were
embedded in gelatine blocks and ultrathin cryosections were incubated with affinity-
purified rabbit polyclonal aDDP1 antibodies followed by incubation with protein A
coupled to 10nm diameter colloidal gold particles. Electron microscopy analyses were
performed at the Electron Microscopy Unit of the Barcelona Science Park (PCB) (see
Supplemental Information for a detailed description).

Tandem affinity purification (TAP)

For TAP purification, cytoplasmic and nuclear extracts were obtained from stable
S2-cell lines expressing DDP1-TAP or the TAP-domain alone. Extracts were, first,
incubated with Dynabeads (Invitrogen) conjugated to BSA to remove unspecific
interactions and, then, with Dynabeads conjugated to rabbit IgG (MP Biochemicals).
Associated proteins were eluted, lyophilised and analysed by LC/MS at the Proteomics
Platform of the Barcelona Science Park (PCB) (see Supplemental Information for a
detailed description).

Silencing experiments

Silencing experiments in Drosophila were performed by crossing ddp1”/+ males
to In(1)wm* females and, for targeting experiments, $9.2 females were crossed to DDP1-
lacl/+ males. In both cases, the eye phenotype of heterozygous ddp1*/+ and DDP1-lacl/+
progeny were compared to that of their wild-type siblings. In S. pombe, silencing
experiments were performed using strains bearing an ura4+ marker inserted at the

indicated silenced locus (see Table S1), and the extent of silencing of the ura4* marker
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determined by plating serial dilutions of a freshly growing cultures in selective medium

with or without FOA (see Supplemental Information for a detailed description).

RESULTS
Drosophila vigilin DDP1 localises to the cytoplasm all through development and in
differents tissues/organs of the fly

Subcellular localisation of DDP1 was determined in cultured S2 cells and in
different tissues and organs of the fly (Figures 1, S2 and S3). In S2 cells, immunostaining
with aDDP1 antibodies results in strong cytoplasmic signal (Figure 1A). Similar results
were obtained when subcellular localisation of DDP1 was determined in imaginal discs
(Figures 1B, S2A and S2B), brains (Figure S2C) and whole salivary glands (Figure 1C)
obtained from third instar larvae. Also in ovaries, DDP1 strongly accumulates in the
cytoplasm of follicular cells and, to a lesser extent, of nurse cells (Figure S3).

During embryo development, DDP1 also shows cytoplasmic localisation (Figures
2, S4 and S5). In preblastoderm embryos, aDDP1 signal is heterogeneously distributed
through the yolk, showing a higher accumulation in the region surrounding chromatin
(Figure S4A). In syncytial blastoderm embryos, a distinct cytoplasmic localisation is
observed, which is not altered during mitosis (Figure S4B-D). Cytoplasmic localisation of
DDP1 is observed until cellularisation when, at cycle 14, aDDP1 reactivity is detected at
the nucleus during interphase, being largely absent from the cytoplasm (Figure 2C),
which is opposite to what is observed at earlier divisions, where DDP1 localises to the
cytoplasm during interphase (Figure 2A and S4B). On the other hand, at metaphase,
DDP1 does not localise to the condensed chromosomes but, on the contrary, it is found
outside of the metaphase plate, showing a distribution that resembles the spindle
(Figure 2B). Nuclear aDDP1 signal observed at cycle 14 does not significantly overlap
with the heterochromatic chromocentre, which locates apical and stains intensively
both with DAPI and aH3K9me2 (Figure 2D). At later developmental stages, nuclear
aDDP1 reactivity decreases. So that, when at gastrula stage cells divide asynchronically,
aDDP1 reactivity is constrained to mitotic domains, where cells are actively dividing
(Figure S5).

Cytoplasmic localisation of DDP1 was confirmed in transgenic flies expressing
DDP1-GFP constructs. In these experiments, expression of DDP1-GFP was driven by the

hsp70 promoter that, after heat-shock treatment, induces high expression levels, or by
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the ddp1 promoter, which mimics expression of endogenous DDP1 and results in lower
expression levels. Subcellular localisation of DDP1-GFP was determined in different
tissues and organs of the fly by direct fluorescence (Figures 1D and S6). In all cases,
DDP1-GFP shows a pattern of subcellular localisation that recapitulates that determined
for endogenous DDP1 by immunostaining with aDDP1 antibodies. In particular, in
salivary glands, DDP1-GFP shows a distinct perinuclear/cytoplasmic localisation
together with a well-defined cytoplasmic network, no DDP1-GFP being detected in the
nuclear compartment (Figure 1D), which is similar to what is observed for endogenous
DDP1 (Figure 1C). DDP1-GFP also localises to the cytoplasm all throughout embryo
development (Figure S7) and, most remarkably, it fails to localise to the nucleus even

when, at cycle 14, aDDP1 reactivity is nuclear (Figure S7C).

Drosophila vigilin DDP1 associates to the RER and binds ribosomes

As shown in Figures 1C and 1D, in salivary glands, DDP1 shows a distinct
perinuclear/cytoplasmic localisation, which might reflect association to RER that, in
these secretory cells, is extensively developed. High-resolution immunogold electron
microscopic analyses support this hypothesis, as perinuclear DDP1 lies at the
cytoplasmic-side of the nuclear envelope (Figure 3A, top), which corresponds to the
position of the RER, but not at the nuclear-side. As a matter of fact, quantitative analyses
indicate that only the region of the RER is significantly enriched in DDP1 (Figure 3A,
bottom). Moreover, DDP1 strongly co-localises with the general ER-markers calnexin
(Figure 3B) and PDI (not shown), both around the nucleus and in the cytoplasmic
network. On the other hand, perinuclear DDP1 shows no significant colocalisation with
nuclear lamin (Figure 3C), which marks the nuclear-side of the nuclear envelope.

Next, we asked whether DDP1 binds ribosomes. For this purpose, cytoplasmic
and nuclear extracts were obtained from stable S2-cell lines expressing a DDP1-TAP
fusion protein. In good agreement with results shown above, DDP1-TAP was only
detectable in the cytoplasmic fraction (Figure 4). Affinity purification of DDP1-TAP from
the cytoplasmic fraction rendered, in addition to DDP1-TAP, several low molecular
weight proteins (Figure 4), which were not detected when similar control experiments
were performed from cells expressing the TAP-domain alone (not shown). LC/MS-
analysis of the mixture of proteins co-purifying with DDP1-TAP resulted in the

identification of several ribosomal proteins (Table 1), which were absent in mock
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extracts prepared from TAP-expressing cells. Co-purification with different ribosomal

proteins strongly supports binding of DDP1 to ribosomes.

DDP1 contributes only weakly to PEV

We reported earlier that a strong hypomorphic ddp11>! mutation is a dominant
suppressor of PEV [27], suggesting a contribution of DDP1 to heterochromatin
organisation and function. Results discussed above, showing that DDP1 vastly localises
to the cytoplasm, prompted us to re-examine the actual contribution of DDP1 to PEV.
For this purpose, a null ddp1* mutation was generated by FRT-induced deletion of the
complete ORF. As judged by Western-blot analysis, homozygous ddp1” flies show no
detectable DDP1 at the third instar larvae stage (Figure S1A). Similar to ddp11>1 [27],
ddp1* shows high lethality and female escapers are sterile, showing strongly altered
ovary development and morphology. To analyse the effects of ddp1* on PEV, we used the
classical In(1)wm* X-chromosome inversion that brings the white gene in close proximity
to centromeric heterochromatin, resulting in its variegated silencing. As shown in Figure
5A, a weak suppression is observed in ddp1*/+ females while no effects are detected in
males, which is opposite to what is observed in the case of ddp1?51, where a significant
percentage of males (~50%) show strong suppression (Figure 5A) [27]. Similar results
were obtained when transgenic lines 39C-42 and 118E-5 were used. These lines carry
an hsp70-white* reporter construct inserted at different heterochromatic regions on the
fourth chromosome, resulting in its variegated expression [31-33]. Also in these cases,
ddp1* shows weak suppression only in females (not shown). It was also reported earlier
that polytene chromosomes from homozygous ddp1?5! flies show reduced H3K9me?2 at
the chromocentre [27]. ddp1* shows a similar effect (Figure 5B). In these experiments,
mutant ddp1” salivary glands were mixed and squashed together with glands prepared
from control wild-type larvae, which express an HZAv::GFP construct under the control
of the H2Av-promoter and, therefore, incorporate H2Av-GFP in polytene chromosomes.
In this way, mutant and control polytene chromosomes, which are identified by their
staining with aGFP antibodies, are immunostained and observed under exactly the same
experimental conditions. Under these conditions, 50% (N= 40) of mutant ddp1”
chromosomes show reduced H3K9me2 at the chromocentre when compared to control

wild-type chromosomes, though only 25% show strong reduction (Figure 5B).
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Results discussed above indicate that ddp1 affects H3K9me2 at the chromocentre
and PEV only weakly, suggesting that its contribution is indirect. Consistent with this
hypothesis, ectopic targeting of DDP1 to a reporter construct does not induce silencing
(Figure 5C). In these experiments, transgenic $9.2 flies were used, which carry a
reporter white-transgene containing 46 tandemly repeated binding sites for the lacl
repressor at the regulatory region [29]. In this background, expression of fused proteins
carrying the lacl-DNA-binding domain results in ectopic targeting to the transgenic
construct, thus allowing determination of their contribution to silencing of the reporter.
Actually, in §9.2 flies, expression of HP1a-lacl proteins results in strong silencing of the
reporter [29,34]. In this context, expression of N-terminal lacI-DDP1 (Figure 5C) or C-
terminal DDP1-lacl fused proteins (not shown) does not induce silencing of the white-

reporter gene.

In S. pombe, vigilin (Vgl1) shows cytoplasmic/perinuclear localisation and it does
not contribute to heterochromatin-mediated gene silencing

Results reported above and elsewhere indicate that cytoplasmic localisation,
binding to ribosomes and association to RER are conserved features of vigilin. Whether
vigilin contribution to PEV is also conserved is unclear, as this question has not been
analysed in human cells and results reported above indicate that, in Drosophila, DDP1
has only a weak, likely indirect, contribution to PEV. Here, in order to address this
question, we have analysed vigilin contribution to heterochromatin formation in the
fission yeast S. pombe.

In S. pombe vigilin (Vgl1) shows a distinct cytoplasmic/perinuclear localisation,
as determined by both direct fluorescence observation of the endogenous GFP-tagged
protein (Figure 6A). In addition, Vgl1 is also detected in the cytoplasm, where it shows a
rather diffuse distribution. On the other hand, no significant reactivity is detected in the
nucleus. This pattern of localisation is highly reminiscent of that observed in the
budding yeast S. cerevisiae, where perinuclear localisation of Scp160p is microtubule-
dependent [19] and Ascp160 cells are hypersensitive to microtubule destabilising drugs,
such as benomyl [28]. In S. pombe, deletion of Vgl1 also results in hypersensitivity to
benomyl (not shown).

Next, we analysed the potential contribution of Vgll to heterochromatin-

mediated gene silencing. In S. pombe, heterochromatin occurs at centromeres, which
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consist of a non-homologous central-core (cc) domain flanked by homologous otr(dg/dh)
repeats, which assemble into heterochromatin (for recent reviews see [35,36].
Homologous imr-repeats insulate the central-core (cc) domain from the flanking
otr(dg/dh) heterochromatin domains. Reporter constructs inserted within otr(dg/dh)
repeats are subjected to heterochromatin-mediated silencing that is dependent on both
Swi6 and Crl4, which are the fission yeast homologues of HP1 and Su(var)3-9,
respectively. To analyse the potential contribution of Vgl1l to centromeric silencing,
strain FY648 carrying an ura4* reporter construct inserted at the otr(dg/dh) region on
chromosome 1 was used. In wild-type FY648 cells, the ura4* reporter is strongly
silenced, so that cells grow poorly in the absence of uracil and strongly in the presence
of FOA (Figure 6B, row wt). Silencing of the ura4* reporter is relieved in cri4A (Figures
6B, row crl4A) or swi6A (not shown) mutants, which show extremely poor growth in the
presence of FOA and increased growth in the absence of uracil. On the other hand,
deletion of vgll does not relieve silencing, as growth of vgl1A cells is not significantly
affected both in the presence of FOA or absence of uracil (Figure 6B, rows vgl1A). These
results indicate that Vgll is not required for maintenance of centromeric
heterochromatin. As shown above (Figure 2C), in Drosophila, significant nuclear aDDP1
reactivity is observed at cycle 14 during embryo development, which is precisely when
heterochromatin is fully assembled [37-39], suggesting that, rather than in maintenance,
vigilin could participate in establishment of heterochromatin. Here, we have also
addressed this question in S. pombe (Figure 6C). In these experiments, centromeric
heterochromatin was first disrupted in a crl4A background and, then, the efficiency of
heterochromatin establishment determined in both vgl1A and wild-type cells, by
crossing to mutant vgl1 Acri4* and wild-type vgl1+*cri4+ cells. As judged from the extent of
silencing of the ura4* reporter, heterochromatin establishment occurs as efficiently in
the absence as in the presence of Vgll (Figure 6C, compare rows vgllAcrl4* and
vgl1+cri4*). On the other hand, in the absence of Crl4, heterochromatin fails to establish
(Figure 6C, row vgll*cri4A). Reporter genes inserted at the centromeric cc-domain and
the imr-repeats are also silenced. At these regions, deletion of vgll shows no silencing
defects either (Figure S8).

In S. pombe, in addition to centromeres, heterochromatin also occurs at telomeres
and the mating-type locus. Reporter genes inserted at these loci are also silenced in a

Swi6/Crl4-dependent manner (Figure 6D and 6E, rows wt and cri4A). Again, deletion of
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vgl1 does not significantly affect silencing at these loci (Figure 6D and 6E, rows vgl1A).
Altogether, these results indicate that, in S. pombe, Vgl1 has no significant contribution

to heterochromatin establishment and maintenance.

DISCUSSION

Vigilin is a highly conserved multi-KH-domain protein that was proposed to act
both in the cytoplasm, regulating RNA metabolism, and the nucleus, regulating different
aspects of chromosome structure and function. Results reported here and elsewhere
[6,19,24,26,28], indicate, however, that vigilin is largely excluded from the nucleus.
Here, we have shown that Drosophila vigilin DDP1 localises to the cytoplasm all through
development, being undetectable in the nucleus (Figures 1, 2, S2, S3, S4, S5, S6 and S7).
In particular, we have shown that, in whole salivary glands, DDP1 is excluded from the
nucleus (Figures 1C and 1D), which is in contrast to our own previous results showing
an association of DDP1 to polytene chromosomes [1]. A fundamental difference between
these two sets of experiments is the type of fixation used that, for polytene spreads,
involves treatment with acetic acid. As a matter of fact, upon treatment with acetic acid,
significant aDDP1 reactivity is detected at the nucleus in cultured S2 cells, whole
salivary glands and brain squashes (Figure 7A-C). Moreover, in whole salivary glands,
distinct bands can be detected on the polytene chromosomes (Figure 7C), confirming
previous results [1]. Treatment with acetic acid might facilitate antibody penetration
and/or unmask nuclear DDP1 epitopes. However, contrary to this possibility, no
significant DDP1-GFP is detected at the nucleus by direct fluorescence visualisation
(Figures 1D and S6), when no antibodies are used. It might be argued that presence of
the GFP-tag prevents nuclear localisation of DDP1-GFP. However, DDP1-GFP is
functional, as it rescues lethality of ddpl mutants (from 8% to 70% viability) and,
moreover, treatment with acetic acid alters its pattern of subcellular localisation,
resulting in nuclear localisation both in whole salivary glands and brain squashes
(Figure 7D and 7E). These results indicate that acidic treatment alters subcellular DDP1
localisation, disrupting cytoplasmic localisation and promoting nuclear association.
Interestingly, in human HEp-2 cells, nuclear localisation of vigilin is detected only when
cells are extensively dehydrated by prolonged treatment with acetone, but not when

they are fixed with methanol [24]. Altogether, these observations suggest that,
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depending on the experimental conditions, subcellular localisation of vigilin can be
easily perturbed.

During embryo development, significant nuclear aDDP1 reactivity is detected at
cycle 14 (Figure 2C) that, most interestingly, corresponds to the stage of embryo
development when heterochromatin is assembled [37-39]. Several observations,
however, suggest that nuclear aDDP1 reactivity detected at this stage might not reflect
recognition of DDP1. On one hand, a functional DDP1-GFP fusion fails to localise to the
nucleus at this stage (Figure S7C). Moreover, immunolocalisation experiments
performed in null ddp1® mutants indicate that, in the absence of DDP1, aDDP1
antibodies might recognise an unrelated nuclear protein(s), as significant reactivity is
detected in the nucleus while no signal is detected in the cytoplasm (Figure 84, panel
ddp1*). Nuclear aDDP1 reactivity observed in mutant ddp1” salivary glands does not
reflect residual maternal DDP1, as it is not affected by expression of a synthetic RNA-
hairpin (Figure 8A, panel ddp1’/ddp1RNA)) that, in wild-type glands, efficiently
knockdowns DDP1 through RNAi (Figure S1B). It must be noticed, however, that nuclear
crossreactivity of aDDP1 antibodies is only significant in the absence of DDP1, as no
such crossreaction is detected in wild-type flies (Figure 1A-C). Therefore, it is possible
that, at cycle 14, when the maternal contribution is extinguished and DDP1 content is
low (Figure 8B), aDDP1 antibodies would show nuclear crossreactivity.

DDP1 was proposed to contribute to heterochromatin organisation and function.
At least in part, this hypothesis was based on our own previous work showing that a
hypomorph ddp1?>! mutat is a dominant suppressor of PEV [27]. Suppression by
ddp1151 is weak in females but much stronger in males (Figure 5A) [27]. These effects,
however, have not been totally confirmed using a null ddp1* mutant, which shows weak
suppression only in females, males showing no significant suppression at all (Figure 5A).
Moreover, targeting DDP1 to an ectopic white-reporter fails to induce silencing (Figure
5C). These results strongly suggest that the contribution of DDP1 to PEV is indirect,
strong suppression observed in ddpl1’>! males being likely the consequence of a
secondary effect. Furthermore, in S. pombe, vigilin (Vgl1) has no significant contribution
to heterochromatin formation and maintenance (Figures 6 and S8).

Our results also show that, in Drosophila, DDP1 associates to RER (Figure 3),
which is similar to what is observed both in S. cerevisiae and human cells [6,19,24,28].

Here, we have also show that, in S. pombe, Vgl1 shows a distinct perinuclear localisation
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that reflects association to RER (Figure 6A). Moreover, affinity purification of DDP1-TAP
results in the identification of several ribosomal proteins (Table 1), indicating binding to
ribosomes. Some of the proteins that co-purify with DDP1-TAP are present in greater
than stoichiometric amounts (Figure 4), suggesting that DDP1 associates to
polyribosomes. Actually, binding of vigilin to both soluble and membrane-bound
polyribosomes was reported in S. cerevisiae and human cells [15,19-21,25].

These results indicate that cytoplasmic localisation, binding to ribosomes and
association to the RER, but not contribution to heterochromatin organisation, are
evolutionarily conserved features of vigilin from yeasts to humans. On the other hand,
results reported here and elsewhere [6,19,24,26,28], provide no solid experimental
evidence in favour of a nuclear localisation of vigilin in S. cerevisiae, S. pombe, Drosophila
and human cells. Moreover, though vigilin contains putative nuclear localisation (NLS)
and nuclear export (NES) signals, they are not conserved and appear not to be functional
since, in S. cerevisiae, their mutation does not affect vigilin localisation or function [40].
Although the possibility that a minor, currently undetectable, fraction of vigilin localises
to the nucleus cannot be fully excluded, all these observations favour a model by which
vigilin acts in the cytoplasm and affects nuclear functions only indirectly. Actually,
increasing evidence indicates that, through the regulation of translation of specific
mRNAs, vigilin indirectly regulates multiple cellular processes, including various nuclear
functions. In particular, in S. cerevisiae, Scp160p binds numerous mRNAs [16,22] and
associates with SESA, a complex involved in mRNA translation that plays a role in
centrosome duplication through the regulation of POM34 mRNA translation [23]. A
contribution to centrosome functionality likely accounts for the chromosome
segregation defects of scp160A mutants. This contribution might be conserved in higher
eukaryotes, as DDP1 rescues the ploidy defects of scp160A cells [1]. Similarly, other
nuclear defects of scp160A mutants, such as defective telomeric silencing, might be the
consequence of altered translation of mRNAs encoding proteins involved in these
processes. As a matter of fact, Scp160p binds mRNAs encoding for factors involved in
the regulation of telomeric chromatin, such as the histone deacetylase Rpd3p and
Dhh1p, a putative RNA-helicase required for Raplp localisation to telomeres [16,22].
The contribution of vigilin to mRNA translation is conserved since, in Drosophila, DDP1
forms part of a complex involved in translational enhancement [41], interacts with

various ribonucleoproteins [42] and, as shown here, binds ribosomes. In addition, in
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human cells, vigilin also binds ribosomes and interacts with the elongation factor elF-1a

[12,13,25].
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.- Drosophila vigilin DDP1 localises to the cytoplasm. (A-C) The pattern of
subcellular localisation of DDP1 was determined in cultured S2 cells (A), wing imaginal
discs (B) and salivary glands (C) by immunostaining with mouse polyclonal aDDP1
antibodies (in red). (D) The pattern of subcellular localisation of DDP1-GFP, expressed
under the control of the hsp70-promoter (left) or the own ddp1-promoter (right) was
determined in whole salivary glands by direct fluorescence visualisation (in green). In
panel B, enlarged images are shown on the right for easier visualisation. DNA was
stained with DAPI (in blue). See also Figures S2, S3 and S6 in supplemental information
for determination of the patterns of subcellular localisation of DDP1 and DDP1-GFP in

other tissues and organs of the fly.

Figure 2.- Drosophila vigilin DDP1 localises to the cytoplasm during embryo
development. Subcellular localisation of DDP1 was determined by immunostaining with
mouse polyclonal aDDP1 antibodies (in red) at different stages of embryo development
during cellularisation: (A) interphase of cycle 13, (B) metaphase of cycle 14 and (C)
interphase of cycle 14. Enlarged images are shown on the right of each panel for easier
visualisation. Panel D, shows a high-resolution analysis of the nuclear aDDP1 reactivity
(in green) detected at interphase of cycle 14, where the position of the heterochromatic
chromocentre (arrows) is determined by immunostaining with aH3K9me2 antibodies
(in red). DNA was stained with DAPI (in blue). See also Figures S4 and S5 in
supplemental material for determination of the patterns of subcellular localisation of
DDP1 at earlier/later developmental stages and Figure S7 for determination of the

pattern of subcellular localisation of DDP1-GFP during embryo development.

Figure 3.- DDP1 associates to the RER. (A) High-resolution immunogold electron
microscopy analyses of whole salivary glands showing that perinuclear DDP1 lies at the
cytoplasmic-side of the nuclear envelope (NE), which corresponds to the position of the
rough endoplasmic reticulum (RER). Quantitative analysis of the results is presented at
the bottom, where the average density of gold-particles (particles/mm?) at the region of
the RER, the rest of the cytoplasm and the nucleus is shown. In (B) and (C), the patterns

of subcellular localisation of DDP1-GFP and calnexin B, a general ER-marker, and
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nuclear lamin, which marks the nuclear side of the NE, are determined in whole salivary
glands by direct fluorescence (in green) and immunostaining with acalnexin and alamin
antibodies (in red), respectively. Enlarged images are shown at the bottom for easier
visualisation. Arrows indicate perinuclear signals. Yellow arrows indicate co-

localisation.

Figure 4.- DDP1 binds ribosomes. TAP-affinity purification was performed from cells
expressing TAP-DDP1 and associated proteins were analysed by SDS-PAGE. Purification
was performed from both cytoplasmic (lane CYT) and nuclear (NU) extracts. Bands
corresponding to DDP1-TAP are indicated. Bands labelled with an asterisk correspond

to IgGs. Lanes M, correspond to molecular weight markers.

Figure 5.- The contribution of DDP1 to PEV is weak and likely indirect. (A) The effect on
the PEV of In(1)wm* is presented for null ddpI1* (top) and hypomorphic ddp1?51
mutations (middle). The eye phenotypes of both male and female siblings of the
indicated genotypes are shown. The effect of Su(var)2-5%° (HP1) mutation is also
presented for comparison (bottom). (B) Immunostaining with aH3K9me2 antibodies (in
red) of polytene chromosomes from homozygous ddp1* mutant flies (ddp1“) and control
wild-type flies (wt). Control polytene chromosomes express an H2Av::GFP construct and
are recognised by immunostaining with aGFP antibodies (see Materials and Methods for
details). DNA was stained with DAPI. Arrows indicate the position of the chromocentre.
(C) The eye phenotype of S9.2 flies, which carry a reporter white-transgene containing
multiple lacl-binding sites at the regulatory region, is presented for both male and
female flies expressing a lacI-DDP1 fused proteins (+) and siblings expressing no fused

protein (-). Expression was induced by heat-shock treatment.

Figure 6.- S. pombe vigilin Vgl1 shows perinuclear/cytoplasmic localisation and it does
not contribute to heterochromatin-mediated gene silencing. (A) The pattern of
subcellular localisation of tagged Vgl1-GFP is determined by direct fluorescence
visualisation. (B) The effect of deleting vgl1 on heterochromatin mediated silencing is
determined in FY648 cells, which carry a ura4* reporter inserted at the centromeric
otr(dg/dh) region of chromosome I. (C) The effect of deleting vglI on heterochromatin

establishment is determined in FY648 cells. Heterochromatin was, first, disrupted in
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crl4A cells and, then, the efficiency of heterochromatin establishment determined in
vgllAcrl4*, vglltcri4* and vgll*cri4A cells. (D-E) The effects of deleting vgll on
heterochromatin mediated silencing at telomeres (D) and the mating-type locus (E) are
determined in FY1868 and FY597 cells, which carry an ura4* reporter inserted at the left
telomere on chromosome 2 or at the mat3-region of the mating-type locus, respectively.
Exponentially growing cells of the indicated genotypes were platted as 10-fold serial
dilutions (lanes 1-5/6) onto selective media with (panels EMM) or without uracil
(panels -URA), or in the presence of FOA (+ FOA). The results obtained with two
independent vgl1A isolates are presented. See also Figure S8 in supplemental material
for the effects of deleting vgl1 on silencing at the centromeric cc-domain and the imr-

region.

Figure 7.- Acidic treatment perturbs DDP1 localisation. Subcellular localisation of
endogenous DDP1 (A-C) and tagged DDP1-GFP (D and E), was determined in cultured S2
cells (A), brain squashes (B and E) and whole salivary glands (C and D) after treatment
with acetic acid, as described under Materials and Methods. DDP1 localisation was
analysed by immunostaining with mouse polyclonal aDDP1 antibodies (A-C). DDP1-GFP
localisation was determined by direct fluorescence visualisation (D) and

immunostaining with aGFP antibodies (E). DNA was stained with DAPI.

Figure 8.- In the absence of DDP1, aDDP1 antibodies crossreact with an unrelated
nuclear protein(s). (A) Salivary glands from homozygous ddp1* larvae show significant
nuclear aDDP1 reactivity (left) that is not affected in homozygous ddp1*; ddp1RN4i glands
(right), which express a synthetic RNA-hairpin against DDP1 under the control of the
actin5C-Gal4 driver that efficiently knock-downs endogenous DDP1 in control wild-type
flies (see Figure S1B). (B) DDP1 levels were determined by Western-blot using rat
polyclonal aDDP1 antibodies in extracts obtained from embryos collected at increasing
times: 0-2h (lane 1); 2-4h (lane 2) and 4-6h (lane 3). Cycle 14 corresponds to 2-4h
blastoderm embryos (lane 2). The signal obtained with aActin antibodies is used as

loading control.
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Table 1

TABLE 1.- LC/MS-analysis of the mixture of proteins co-purifying with DDP1-TAP
The nine best Mascot Search scores are presented. Sequence coverage corresponding
to the identified peptides is indicated

Score Protein Coverage Peptides
100 Ribosomal protein L23a 16% K.EAAPSAAKPAAAAPK.K
K.KEAAPSAAKPAAAAPKK
R.DYDALDIANKIGII.-
K.KIEDNNTLVFLTHLR.A
70 Ribosomal protein L24 11% R.AIVGASLAEILAKR.N

H/ACA ribonucleoprotein

62 complex 2% KIAELDTSQWPLLLK.N
subunit 4

51 Ribosomal protein S6 3% R.LITPVVLQR.K

47 Ribosomal protein L12 9% K.HSGNIGFEDILAIAR.V

44 Ribosomal protein S25 11% K.QVVQHHSQVIYTR.A

39 Ribosomal protein S8 7% K.YGKVEQALEDQFTSGR.I

38 Ribosomal protein L6 8% R.FVPNEQR.K
K.YLQNMFALHSSQYPHR.M

33 DDP1 3% K.ILMGFSTQASR.Q

K.SVEINAAHWIHK.Y

R.QVTITIPTPQENTDIVK.L
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LEGENDS TO SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1.- Characterisation of ddp1? and ddp1RfNAi mutants. Protein extracts were
obtained from a mixture of salivary glands, brains and imaginal discs of: (A)
homozygous ddpl1P larvae and (B) ddp1RN4i; actin5C-Gal4 larvae, which express a
synthetic RNA-hairpin against DDP1 under the control of the actin5C-Gal4 driver. DDP1
levels were determined by Western-blot using rat polyclonal aDDP1 antibodies. DDP1
levels of homozygous ddp1?5! mutant larvae are also presented for comparison. In A,
increasing amounts of extract are analysed (lanes 1-3) and the signal obtained with
aActin antibodies is used as loading control. In B, a single amount of extract is analysed

and the signal obtained with aHP1 antibodies is used as loading control.

Figure S2.- The patterns of subcellular localisation of DDP1 in halter (A) and leg
imaginal discs (B), and brains (C) obtained from third instar larvae are shown. Enlarged
images are shown on the right for easier visualisation. Samples were immunostained

with polyclonal mouse aDDP1 antibodies (in red). DNA was stained with DAPI (in blue).

Figure S3.- The patterns of subcellular localisation of DDP1 in ovaries of adult females
are shown. (A) and (B) correspond to egg chambers at different stages of development.
In each panel, follicular cells are shown on the left and nurse cells on the right. Samples
were immunostained with mouse polyclonal aDDP1 antibodies (in red). DNA was

stained with DAPI (in blue).

Figure S4.- The patterns of subcellular localisation of DDP1 are presented in
preblastoderm (A) and in syncytial blastoderm embryos at different stages of mitosis:
interphase (B), metaphase (C) and late anaphase (D). Samples were immunostained

with mouse polyclonal aDDP1 antibodies (in red). DNA was stained with DAPI (in blue).
Figure S5.- The patterns of subcellular localisation of DDP1 are presented at gastrula

stage. Samples were immunostained with mouse polyclonal aDDP1 antibodies (in red).

DNA was stained with DAPI (in blue). Circles indicate mitotic domains.
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Figure S6.- The patterns of localisation of DDP1-GFP expressed under the control of the
ddpl-promoter are presented in: (A) wing imaginal discs from third instar larvae; (B)
whole brains from third instar larvae, and (C) ovaries from adult females. In A, enlarged
images are shown on the right for easier visualisation. In C, follicular cells are shown on

the left and nurse cells on the right. DNA was stained with DAPI (in blue).

Figure S7.- The patterns of localisation of DDP1-GFP, expressed under the control of the
ddpl-promoter, are presented at different stages of embryo development: (A) syncytial
blastoderm (cycle 11); (B) at cycle 13 during cellularisation at metaphase (left) and
interphase (right), and (C) at cycle 14 at interphase. In A and B, DDP1-GFP localisation
was determined by immunostaining with aGFP antibodies (in red). In C, DDP1-GFP
localisation was determined by direct fluorescence visualisation (in green), which
detects DDP1-GFP but not endogenous DDP1, and immunostaining with mouse
polyclonal aDDP1 antibodies (in red), which also detects endogenous DDP1. Note that in
C, DDP1-GFP exclusively localises to the cytoplasm but significant aDDP1 reactivity is
also detected at the nucleus (see also Figure 2C). DNA was stained with DAPI (in blue).

Figure S8.- S. pombe vigilin Vgl1 does not contribute to silencing at the centromeric cc-
domain (A) and imr-region (B). On top of each panel, the effect of deleting vgll on
heterochromatin-mediated silencing is determined in FY336 and FY498 cells, which
carry an ura4* reporter inserted at the centromeric cc-domain and the imr-region of
chromosome [, respectively. Bottom panels show the effect of deleting vgll on
heterochromatin establishment (see Materials and Methods, and legend of Figure 7, for
details). Exponentially growing cells were platted as 10-fold serial dilutions (lanes 1-
5/6) onto selective media with (panels EMM) or without uracil (panels -URA), or in the
presence of FOA (+ FOA). Top panels show results obtained with two independent vgl1D

isolates and the effect of a crl4D deletion is also presented for comparison.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1
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Figure S3
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Figure S5
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Figure S7
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Table S1

TABLE S1. S. pombe STRAINS USED IN THESE EXPERIMENTS

STRAIN GENOTYPE
SP18 h+ vgl1D::KanMX6 ade6-m210 leu1-32 ura4-DS/E his3D arg3D
JM1058 h+ade6-m210leul-32 ura4-D18 his7-366
FY336 h-leul-32 ura4DS/E ade6-m210 cntl/TM(Ncol)-ura4+
FY498 h+ura4-DS/Eleul-32 ade6-m210 imr1R(Ncol)::ura4+
FY648  h+ura4DS/E leul-32 ade6-m210 otr1R(Ncol)::ura4+
FY597 h90 mat3-M(EcoRV)::ura4+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E

h90 ade6-m210 his3-D1 leul-32 ura4-DS/E otr1RSph1::ade6+ TellL-his3+ Tel2L-
FY1868 ura4+
FY2017 h+clr4D::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-
FY2018 h- clr4D::LEU2+ ade6-m210 leu1-32 ura4-
FY6567 h-vgl1D::LEU2+ leul-32 ura4-DS/E ade6-m210 arg3D his3D
FY6568 h+ vgl1lD::LEU2+ leul-32 ura4-DS/E ade6-m210 arg3D his3D
FY6750 h?vgllD::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E cnt1l/TM(Ncol)-ura4+
FY6751 h-clr4D::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4- cntl/TM(Ncol)-ura4+
FY6752 h?vgllD::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E imr1R(Ncol)::ura4+
FY6753 h-clr4D::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-) imr1R(Ncol)::ura4+
FY6754 h?vgllD::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E otr1R(Ncol)::ura4+
FY6755 h-clr4D::LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E otr1R(Ncol)::ura4+

h? vgl1D::LEU2+ ade6-m210 leu1-32 ura4-DS/E his3D otr1RSph1::ade6+ Tel1L-
FY6756 his3+ Tel2L-ura4+

FY6759 h?vgllD:LEU2+ ade6-m210 leul-32 ura4-DS/E mat3-M(EcoRV)::ura4+
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS
Obtention and characterisation of Drosophila mutants and transgenic lines

ddp1” mutation was generated by FRT-induced deletion of the complete DDP1
ORF (Parks et al., 2004), using strains PBac{WH }CG5174[f00017] (Bloomington Stock
Center) and P{XP}Dp1/d00066] (Exelixis Collection, Harvard). P{hsFLP},w118;Adv!
(Bloomington Stock Center) was used to express FLP-recombinase. ddpl® was
characterized by PCR and Western blot (Figure S1A).

Transgenic ddp1”N4i lines, carrying a synthetic RNA-hairpin against DDP1, were
obtained by cloning a 836bp long DDP1 cDNA fragment (aa, 258 to 545) into pWIZ,
where transgene expression is under the control of UAScars sequences. Efficient DDP1
depletion was determined by Western blot upon crossing to appropriate GAL4-
expressing lines (Figure S1B).

To obtain transgenic lines expressing DDP1-GFP fusions, DDP1 cDNA fragments
were prepared by PCR amplification with appropriate primers and cloned into pEGFP-
N1 (Clontech). The following constructs were made: DDP1-GFP (aa, 1 to 1298),
DDP1AKj14-15-GFP (aa, 1 to 1075) and DDP1AKji2.15-GFP (aa, 1 to 891). The various DDP1-
GFP fusions were, then, excised from the corresponding pEGFP-N1 vector (Clontech)
and cloned into pCaSpeR-hs-act vector, to generate constructs expressing the different
DDP1-GFP fusions under the control of the hsp70 promoter. To induce expression of
DDP1-GFP fusion proteins, larvae were subjected to heat shock at 372C for 1h and, then,
let to recover at 252C for 2h prior to dissection. When expression was driven by the own
ddpl promoter, GFP-constructs were cloned into pCaSpeR4 vector carrying the 5’
regulatory region of ddpl (nucleotide position -4445 to -3249). To obtain transgenic
lines expressing N-terminal lacI-DDP1 or C-terminal DDP1-lacl fusions, DDP1 cDNA was
cloned into a pBluescript II KS vector (Stratagene) or a pGEM-T vector (Promega)
containing the lacl cDNA, respectively. Constructs were, then, cloned into pNHT4 vector
to express the corresponding fused proteins under the control of the hsp70 promoter.
Transgenic lines were obtained by conventional methods.

Immunostaining of S2 cells

Drosophila S2 cells were grown at 25°C in Schneider’s medium (Sigma)
supplemented with 10% FBS (Gibco), 100mg/ml Streptomycin and 100 mg/ml
Penicillin. For immunostaining, about 20ml of confluent S2 cells were immobilized for

20min at room temperature on round coverslides, pretreated with 10ml of 0.5mg/ml
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Concanavalin-A (Sigma), and then fixed for 10min at room temperature with 4%
paraformaldehyde. When the effects of acetic acid fixation were analysed, coverslides
were fixed for 1min at room temperature with 3.7% formaldehyde, 0.1% NP40 in PBS
and, then, treated for 7min with 3.7% formaldehyde, 50% acetic acid. After fixation,
coverslides were washed three times in washing buffer (PBS, 0.2% Tween), blocked
twice in blocking buffer (PBS, 0.2% Tween, 2% BSA) and incubated overnight at 4°C in
blocking buffer containing mouse polyclonal a-DDP1 antibodies (1:800). Coverslides
were washed three times with blocking buffer, and incubated with Cy3-conjugated
antibody (1:400; Jackson laboratories) for 1h at room temperature. Slides were washed
three times in washing buffer and mounted in Mowiol antifade medium with 0.2ng/ml
DAPI (4,6-diamino-2phenylindole). Cells were visualized in an Eclipse E-1000 (Nikon)
fluorescence microscope equipped with a CoolSnapfx camera (Photometrics) and
Metamorph software (version 6.3r1).
Immunostaining of salivary glands, imaginal discs, brains and ovaries

Salivary glands, imaginal discs and brains were obtained from third instar larvae
raised at 25°C. Ovaries were obtained from 2-3 days old virgin females fed with yeast
extract. All tissues were dissected in cold PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for
10-20min at room temperature. When the effects of acetic acid fixation were analysed,
salivary glands were dissected in cold PBS, 0.1% NP40 and fixed, first, 1min with PBS,
0.1% NP40, 3.7% formaldehyde followed by 7min with 3.7% formaldehyde, 50% acetic
acid. After fixation, samples were washed three times with washing buffer (PBS, 0.3%
Triton X-100), blocked twice in blocking buffer (PBS, 0.3% Triton X-100, 2% BSA) and
incubated overnight at 4°C in washing buffer containing mouse polyclonal a-DDP1
(1:800), rabbit polyclonal a-calnexin (1:200; Abcam), mouse monoclonal a-lamin
ADL67.10 (1:500; DSHB) or rabbit polyclonal a-GFP (1:1.000; Molecular Probes)
antibodies. Then, samples were washed three times with washing buffer, blocked twice
in blocking buffer and incubated 1h at room temperature in blocking buffer containing
Cy3- or Cy5-conjugated antibodies (1:400; Jackson laboratories). Afterwards, samples
were washed three times with washing buffer, twice with PBS and incubated for 20min
at room temperature with 0.02ng/ml DAPI in PBS. After three more washes with
washing buffer, they were mounted in Mowiol antifade medium and visualized in a Leica
TCS/SPE confocal microscope equipped with LAS/AF software (version v.1.6.3).

Neuroblasts squashes were prepared from brains dissected in 0.7% NaCl and incubated
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2h at room temperature in 5mg/ml colcemide. After 8min incubation in hypotonic
buffer (0.5% sodic citrate), brains were fixed for 30min with 3.7% formaldehyde and
squashed in 60% acetic acid. Slides were frozen in liquid nitrogen, permeabilised and
blocked in antibody solution (PBS, 1% Triton X-100, 1% milk) for 1h at room
temperature, and incubated overnight at 4°C with mouse polyclonal a-DDP1 antibody
(1:800) or a-GFP rabbit polyclonal antibody (1:1.000; Molecular Probes). Following
primary antibody incubation, slides were washed three times in antibody buffer, and
then incubated with Cy3-conjugated antibody (1:200; Jackson laboratories) for 1h at
room temperature. Slides were washed with PBS, 1% Triton X-100, and mounted and
visualised as indicate above.
Immunostaining of embryos

For immunostaining, Drosophila embryos were dechorionated 2min with 50%
NaClO, washed with 0.1% Triton X-100, and fixed for 20min with 50% heptane, 50%
PEM, 4% formaldehyde at room temperature. The vitalline membrane was removed
with MeOH and the embryos at the bottom of the MeOH phase were collected. Fixed
embryos were immunostained, mounted and visualised as described above for salivary
glands, imaginal discs, brains and ovaries. Primary antibodies used were mouse
polyclonal a-DDP1 (1:800), rabbit polyclonal a-GFP (1:1.000; Molecular Probes) and
rabbit polyclonal aH3K9me2 (1:300; Upstate). The secondary Cy2-, Cy3-, Cy5-
conjugated antibodies (Jackson laboratories) were used at 1:400.
Immunostaining of polytene chromosomes

For immunostaining of polytene chromosomes, salivary glands from third instar
larvae were dissected in Cohen buffer for no longer than 8min, fixed 2Zmin in PBS, 0.74%
formaldehyde, transferred to 45% acetic acid, 0.74% formaldehyde for 3min and
squashed in the same solution. Slides were frozen in liquid nitrogen and stored in PBS,
67% glycerol at -20 °C until use. Slides were washed three times in washing buffer (PBS,
0.05% Tween), blocked twice in blocking buffer (PBS, 0.05% Tween, 2% BSA), and then
incubated overnight at 4°C in blocking buffer containing rabbit polyclonal aH3K9me2
(1:50; Upstate) and mouse monoclonal a-GFP (1:50; Roche). Following primary antibody
incubation, slides were washed three times in washing buffer, blocked twice in blocking
buffer, and incubated for 1h at room temperature in blocking buffer containing Cy3- and
Cy2-conjugated antibodies (Jackson laboratories) at 1:200 and 1:300, respectively.

Slides were washed again, mounted in Mowiol anti fade medium with 0.2ng/ml DAPI
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and visualised in an Eclipse E-1000 (Nikon) fluorescence microscope equipped with a
CoolSnapfx camera (Photometrics) and Metamorph software (version 6.3r1).
Immunogold electron microscopy analyses

For electron microscopy analyses, salivary glands from third instar larvae were
dissected in cold PBS, fixed at 4 2C with 2% paraformaldehyde, 0.1% glutaraldehyde in
PB buffer and, after washing with PB containing 50mM glycine, embedded in 12%
gelatine and infused in 2.3M sucrose. Mounted gelatine blocks were frozen in liquid
nitrogen. Thin sections were prepared in an ultracryomicrotome (Leica EM Ultracut
UC6/FC6, Vienna, Austria). Ultrathin cryosections were collected with 2%
methylcellulose in 2.3M sucrose and incubated at room temperature on drops of 2%
gelatine in PBS for 20min at 372C, followed by 50mM glycine in PBS during 15min, 10%
FBS in PBS during 10min and 5% FBS in PBS for 5min. Then, samples were incubated
with affinity-purified rabbit polyclonal aDDP1 antibodies in 5% FBS in PBS for 30min
and, after three washes with drops of PBS for 10min, incubated for 20min with protein A
coupled to 10nm diameter colloidal gold particles (Cell Microscopy Center, Department
of Cell Biology, University Medical Center Utrecht, The Netherlands), at 1:60 dilution in
5% FBS/PBS. This was followed by three washes with drops of PBS for 10min and two
washes with distilled water. As a control for non-specific binding of the colloidal gold-
conjugated protein A, the primary polyclonal antibody was omitted. Samples were
visualised in an Electron Microscope Jeol 1010 (Jeol, Japan) with a CCD camera SIS
Megaview IlI. Electron microscopy analyses were performed at the Electron Microscopy
Unit of the Barcelona Science Park (PCB).

Tandem affinity purification (TAP)

For TAP purification, stable S2-cell lines expressing DDP1-TAP were obtained by
cloning DDP1 cDNA into pMK33-CTAP vector, where expression is driven by the
metallothionein promoter. Expression of DDP1-TAP was induced for 24h with 440mM
CuSO4 and cytoplasmic and nuclear extracts were obtained. Extracts were incubated
with Dynabeads (Invitrogen) conjugated to BSA for 2h at 4°C to remove unspecific
interactions, and then overnight at 4°C with Dynabeads conjugated to rabbit IgG (MP
Biochemicals). Washes were made to remove unspecific interactions, and associated
proteins were eluted with 1M NH4OH-5mM EDTA. The samples were then lyophilised
and analysed by LC/MS at the Proteomics Platform of the Barcelona Science Park (PCB).
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Similar experiments were performed with stable S2-cell lines expressing the TAP-
domain alone.
PEV experiments in Drosophila

To analyze the effect of ddp1* mutation on PEV, w1118; ddp1*/Cy0O males were
crossed to In(1)wm* females, and the eye phenotype of heterozygous ddp1“/+ progeny
compared to that of their wild-type siblings. Three independent crosses were carried
out. Similar experiments were performed with ddp11>! and Su(var)2-5% alleles, as
controls.

For targeting experiments, $9.2 females were crossed to w; lacl-DDP1/CyO or w7
lacI-DDP1/TM3 males. Expression lacl-DDP1 was induced by daily heat-shock treatment
at 37°C for 45min and the eye phenotype of heterozygous DDPI1-lacl/+ progeny
compared to that of their wild-type siblings. Similar experiments were performed with
flies expressing DDP1-lacl, HP1a-lacl or lacl alone.

Silencing experiments in S. pombe

To determine the contribution of Vgll to heterochromatin-mediated silencing,
strains FY336, FY498, FY597, FY648 and FY1868, which bear an ura4+ marker inserted
at the indicated silenced locus, and their vgl1A or clr4A derivatives were used (see Table
S1). The extent of silencing of the ura4* marker was determined by plating 10ul of serial
10-fold dilutions of a freshly growing (1 Asoo) yeast culture in selective medium (EMM)
with or without 1g/L of 5-Fluoroorotic acid monohydrate (5-FOA) (Apollo Scientific
LTD). To determine the efficiency of heterochromatin establishment, FY6751, FY6753
and FY6755 strains were used (see Table S1). These strains, which carry a clr4A
mutation that disrupts heterochromatin, were crossed with a vgll1A strain and, from
these crosses, spores that were cir4*, bore the ura4* marker and were either vgl1A or
vgl1* were analysed. As a control, the same strains we crossed with a wild-type JM1058
strain and clr4A and clr4* spores were analysed. The extent of silencing of the ura4+

marker was determined in 5-FOA EMM plates as before.
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