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1.1 La cromatina, una estructura
dinamica

La informacion genética contenida en los nlcleos de éadas eucariotas
se encuentra formando una estructura denominada crom&site estructura
fue detectada por primera vez en el aiflo 1879 por W. Flemriiegaming ob-
servo unos filamentos que se coloreaban fuertemente esnprasle colorantes
basicos. De ahi el nombre de cromatina, del gridgoma coloreado. Mas tarde
se relaciond esta materia coloreada con las ideas de G diAerd le atribuyo el
papel de almacén de la informacion heredable dentro deludac

El almacenamiento de la informacion genética en lasla®leucariotas no
es un problema sencillo de resolver. ¢Como introducir uraduerda de 200
metros de largo en una esfera de un centimetro de diamsirg@e aplicado al
campo de la biologia celular se traduce en que la longitldd& gendbmico
es considerablemente superior al diametro de la céluleel Easo de la célula
de levaduraSaccharomyces cerevisiague es un esferoide de unoguh de
diametro, su DNA posee 12 Mpb, equivalente a unos 8 cm detlmhgi los
16 segmentos de DNA que componen su genoma se colocaraulidgtenno
tras otro. De esto se desprende que el empaquetamient@rieqesa acomodar
en el nlcleo de la célula tal cantidad de DNA es importadte.otro lado, una
serie de maquinarias celulares (relacionadas con la agjfic, la transcripcion,
la reparacion del DNA, etc. ..) deben ser capaces de accguidamente a esta
marafia de DNAy proteinas que constituye la cromatinaggpuesta a estimulos
externos y endogenos. La cromatina es, por tanto, unaaengixtremadamente
dinamica implicada en un gran nimero de procesos cetulare

La estructura cromatinica esta constituida por unasadieisl denominadas
nucleosomas (fig. 1.1). El nucleosoma consiste en unos 14 dbNA, en-
rollados 1.75 vueltas alrededor de un complejo octamé&téouatro proteinas
denominadas histonas. El octamero esta formado por dwascde cada una
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de las histonas internas: H2A, H2B, H3 y H4, organizado endio®ros de
(H2A-H2B), y un tetramero (H3-H4)A raiz de la descripcion de la estructura
del nucleosoma a una resolucion de é.Bl] se identificaron las interacciones
que lo estabilizan. Fundamentalmente éstas se produtenetDNA y las his-
tonas y entre histonas dentro de un nucleosoma.

A eje (lila(la B

octamero de histonas

R0= 6 nm

Figura 1.1 Esquema de la estructura de un nucleosoma humano. (Ajision longi-
tudinal a lo largo del eje de la diada de la superhélice de @&lAn nucleosoma humano
con las cuatro histonas internas, en una version simmldigaen un modelo de cintas.
(B) El nucleosoma se observa desde un corte transversal a lehslipe de DNA. El
modelo de cintas ha sido elaborado por R. Sendra a partis@etadenadas publicadas
en [2].

Ademas de las histonas internas, la histona externa Hiaguiena con el
DNA en el segmento que entra y sale del nucleosoma. El DNAianbtéeosomal
tiene una longitud que varia desde los 10 pb por termindorestS. cerevisiae
hasta los 30-50 pb de los metazoos [3]. Las histonas se drau@muy conser-
vadas entre organismos tan distintos como la levadura dernVeza, el anfibio
Xenopus laeviy los humanos. Son proteinas pequefias (11 a 16 kDa) yakasic
qgue, por lo general, contienen dos dominios claramenteediféados. Uno de

ellos es un dominio amino terminal de 15 a 30 aminoacidosstra@&urados, de
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caracter basico. Este dominio amino terminal no congebsignificativamente
a la estructura de los nucleosomas ni a su estabilidad, g#rareplicado en
el plegamiento de los nucleosomas en estructuras de orgen@u El otro es
un dominio globular que posee un motivo estructural muy ingoe para los
contactos moleculares dentro del octamero de histonasag, que organiza las
vueltas del DNA nucleosomal, y que se denontiisgone fold Este motivo con-
siste en unos 65 aminoacidos que se estructuran en unazagjan extendida
tipo hélice-vuelta-hélice. En concreto, contiene uelicea corta, un gird3, una
hélicea larga, otro girdB, y otra hélicea corta.

La compactacion de la cromatina se produce en un primef ail@do a la
organizacion generada por los nucleosomas. Estos pnodueefibra de unos
11 nm de diametro, cuya estructura recuerda a “cuentas enlian’. Esta or-
ganizacion del DNA sufre un segundo nivel de compactadé@pendiente de
interacciones entre los extremos amino terminales de $sras con el DNA
y de la union de la histona H1 con el DNA espaciador, paraugrla la fibra
de 30 nm. Existen dos modelos que explican la compactacamupida en esta
etapa. El primero es el modelo del solenoide [4], que supoadlistribucion de
seis nucleosomas por vuelta de solenoide. El segundo esdellonzig-zag [5]
segln el cual el DNA espaciador o internucleosomal sigaettayectoria recta
entre nucleosomas sucesivos.

Las histonas internas son objeto de una serie de modifiemostraduccio-
nales, sobre todo a nivel de sus dominios amino terminakiasEnodificacio-
nes son principalmente la acetilacion, metilacion,ddkicion, ubicuitinacion y
sumoilacion. Muchas de ellas son reversibles y su papel sefializacion y re-
gulacion de diferentes procesos celulares ha sido amgtfisestudiado en los
Gltimos afos. Originalmente a la cromatina se le atidbuga funcion simple-
mente estructural, y en principio, represora de la actilidanscripcional. Sin
embargo, numerosos estudios han ido confirmando la excepdioidez de es-
ta estructura, a la que deben acceder una gran cantidadtdenpsoreguladoras
para facilitar los procesos celulares que implican el nadistino del DNA. Exis-
te un grupo de proteinas llamadas reguladores cromaginizie engloba todos
aquellos factores que permiten mantener la cromatina estadadinamico [3].
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Estos factores se pueden clasificar en cuatro tipos. Enipitgn, los complejos
remodeladores de la cromatina que utilizan la energiaddzepor el adenosin
trifosfato (ATP) para alterar la estructura de la cromatikaontinuacion se en-
contrarian las enzimas modificadoras de las histonas, siugliadas durante los
Ultimos afos, las carabinas moleculares de histonaargamtas de su ensamblaje
y, por tltimo, las variantes de histonas. Todos estosHfagforoteicos interaccio-
nan en el contexto de la cromatina empaquetada. Su capatedaabdificar la
estructura de la cromatina hace que sean buenos candidatprpporcionar
posibles mecanismos de la regulacion dinamica de la siprgénica. La rapi-
da respuesta de la cromatina de los organismos a cambiosrgaibs y en las
etapas del desarrollo se correlaciona con los aspectosngpicos de la regula-
cion. La herencia epigenética consiste en un tipo de hergue no transfiere a
la siguiente generacion cambios en la secuencia primatiBNA, y su impor-
tancia en los procesos celulares ha sido ampliamente dedagsn las Gltimas
decadasEsta se analizara en el apartado 1.2.4.

Las carabinas de histonas escoltan a estos componenteg@sale la cro-
matina desde su lugar de sintesis hasta la regibn de DNA god seran de-
positadas para la formacion de los nucleosomas, impidiandracciones ines-
pecificas de las histonas con el DNA. Las etapas del pro@sashmblaje son
basicamente tres segin el modelo actual [3]. En un primsw [os tetrameros de
las histonas H3 y H4 se depositan en el DNA en una reacciaa, lgoe se cree
gue es la limitante. En el segundo paso se produce una aéoaiapida de dime-
ros de H2A y H2B con los tetrameros. Finalmente tiene lujaneollamiento
del DNA alrededor del octamero de histonas. Durante elgzmde ensamblaje,
las carabinas o complejos de ensamblaje de histonas delfsajatren concier-
to con actividades remodeladoras de la cromatina que esplas nucleosomas
adecuadamente. La mayor parte del proceso de ensamblégeasa lcabo du-
rante la fase S del ciclo celular, cuando se replica el DNAE&Eimtervienen
complejos de ensamblaje de histonas, como son CABhto(matin Assembly
Factor 1) y RCAF (Replication G@upled_Asembly Rctor), presentes tanto en
humanos como en levadura. Estos dos complejos de ensamldajabinas de
histonas, interaccionan con tetrameros H3/H4 con uropalg acetilacion de
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histonas especifico que implica que las lisinas 5 y 12 destara H4 estén ace-
tiladas. Ademas también se efectia deposicion derfastiuera de la fase S para
reestablecer nucleosomas alterados por la reparacidbNi&lo en segmentos
de DNA activamente transcritos. Por otro lado, la altenaclé los nucleosomas
producida tras el paso de la maquinaria transcripcionakegmentos altamen-
te transcritos debe ser reparada, relocalizando de nusvauleosomas. Se ha
identificado un complejo de ensamblaje de histonas en reassifjue actla fue-
ra de la fase S al cual se le ha dado el nombre de HIRAt¢ne Rgulation A.
HIRA ensambla la histona H4 y una variante de la histona H3omas trans-
cripcionalmente activas [6]. En realidad los ger#R (Hlstone FRgulatior) de
levadura fueron identificados previamente como reguladoegativos de la ex-
presion de histonas [7].

Como se ha comentado anteriormente, los complejos de elegardb his-
tonas deben actuar conjuntamente con actividades rendodatade la croma-
tina. Asi parece ocurrir, por ejemplo, céiRP4(Actin-related poteins4), un
gen esencial en levadura componente del complejo remantedi@édla cromati-
na INO80 y del complejo histona acetiltransferasa NuA4. juadeinas Arp4
pueden interaccionar con las histonas inteinastro, y su mutacion condicio-
nal provoca defectos en la estructura de la cromatina del Bpidomal [8].
Se ha propuesto que las proteinas Arp que constituyen glemiNO80 pue-
dan tener actividad de ensamblaje de histonas que ayudenglejo durante
la reorganizacion de los nucleosomas. Otro ejemplo de mplgjo remodela-
dor de la cromatina que podria contener actividad caratnaistonas es RSF
(Remodelling and facing Factor), descubierto en humanos como participante
en el inicio de la transcripcion por la RNA polimerasa |l ealdes de cromatina
in vitro [9]. RSF es capaz de unir histonas H3/H4 y promover el ensgende
cromatinain vitro [10]. Se cree que la subunidad Rsf-1 seria la implicada en la
actividad de ensamblaje de histonas.

Para conseguir una cromatina estructuralmente abiertacicitalmente com-
petente para la activacion transcripcional, las célaefaplean dos tipos de com-
plejos multiproteicos. Los que utilizan la energia del APa producir cambios
en la estructura de la cromatina reciben el nombre de coogptejmodelado-
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res de la cromatina. Otros catalizan enzimaticamentei@aes que modifican
covalentemente las histonas. De este Ultimo grupo de ejospiratara el apar-

tado 1.2 (pag. 25).

Los complejos remodeladores de la cromatina se clasificdiversas fami-
lias segln la similitud estructural de su subunidad adartoosfatasa (ATPa-
sa). Los complejos de este tipo identificadosSercerevisiaese muestran en la

tabla 1.1.

Tabla 1.1 Complejos remodeladores de la cromatina dependientes de Rlpresen-
tes enS. cerevisiae. Adaptada de [3].

| Familia de ATPasa| Complejo |

Subunidades

4p

Iswla [11] Iswlp, loc3p
ISWI Iswlb [11] Iswlp, loc2p, loc4p
Isw2 Isw2p, ltclp
SWI/SNF Snf2p, Arp7p, Arp9p, Rtt102p, Snfllp,
Snfl2p, Snf5p, Snfép, Swilp, Swi3dp, Swp82, Tafl
Sthlp, Rsclp, Rsc2p, Rsc3p, Rsc4p, Rscop,
RSC Rsc8p, Rsc9p, Rsc30p, Rsc58p, Htllp,
SWIZISNF2 Npl6p, Sthlp, Rtt102p
Swrlp, Actlp, Arpdp, Rvblp, Rvb2p,
SWR1[12] Arp6p, Yafop, Vps71p, Vps72p, Swclp,
Aorlp, Godlp
Ino80p, Actlp, Arp4dp, Arp5p, Arp8p,
INO INO8O leslp, les3p, Nhp10p, Rvblp, Rvb2p,
Tafl4p
CHD CHD1 Chd1p

Los complejos remodeladores son capaces de reconoceosuaitias con
distinta composicion y modificaciones. Se debe remarcarl@g nucleosomas
se encuentran en formas muy especializadas. Esa espazi@iiziene determi-
nada por la presencia de distintas variantes de las hiséonias nucleosomas vy,
sobre todo, por los diferentes estados de modificacibnmgwhstcional (acetila-
cibn, metilacion, etc...) en los que se pueden presddeahi que exista una gran
diversidad de remodeladores, capaces de reconocer essididede sustratos.

Las funciones celulares que desarrollan estos complejosnsiy variadas.
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La regulacion de la activacion transcripcional es, gsjda mas estudiada. Los
nucleosomas posicionados en elementos reguladores imgidmion de facto-
res transcripcionales, lo que causa represion génieaidra los remodeladores
el posicionamiento de los nucleosomas es, sin embargamiio. Los comple-
jos remodeladores ayudan a posicionar nucleosomas en calzé@ion deter-
minada en genes reprimidos, y los reposicionan para petendctivacion. Esto
explica por qué la actividad remodeladora puede teneo &fiectos activadores
como represores de la transcripcion. Por ejemplo, se hamitberemodeladores
del grupo SWI2/SNF2 que regulan la transcripcion altesagldposicionamien-
to de nucleosomas en promotores [13]. Asimismo, complegbgydipo ISWI
tienen funciones importantes en el ensamblaje de cromwtarala formacion
de series de nucleosomas con espaciamiento ordenado, ke quee que cau-
sa represion genética [14]. Se ha observado que estodegjompe asocian con
represores que se unen a DNA y son necesarios para la mpdesiiertos ge-
nes, probablemente a través de la organizacion de cruanigpresiva [15, 16].
Apoyando estos hechos, estudios recientes sugieren qusielgmamiento de
nucleosomas por ISW1 podria restringir la capacidad de [IRHA-Bnding
Protein) y TFIIB para ocupar el promotor, impidiendo la transcripcbasal [17].

Los complejos remodeladores de la cromatina también @sgalicados en la
deposicion de variantes de histonas. La expresion declossyde las histonas se
produce mayoritariamente durante la fase S, pero fueratddase se expresan
otras proteinas histonas a un nivel bajo, aunque constastas se denominan
variantes de histonas o histonas de reemplazo. Las varidatkistonas pueden
tener una similitud de secuencia muy alta con la histonariaa, como es el
caso de la variante H3.3 de eucariotas superiores con l@moisé diferencia de
unos pocos aminoacidos, o bien presentar diferenciasushanciales como en
la variante macroH2A que aparece en el cromosoma X inacéivatbnes hem-
bra, con un 60 % de su secuencia distinta respecto a la forn@aica [18]. La
histona H4 no dispone de variantes [19], y la variante H3.8xiste en levadu-
ra, aunque se cree que la misma histona canonica H3 desanapiihcion que
H3.3 lleva a cabo en otros organismos [20]. Las varianteaglaiktonas se han
vinculado a diferentes procesos celulares, como el estahénto del cinetoco-
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ro en el caso de la variante centromérica de H3 (CENP-A enifaam y Cse4p
enS. cerevisiag Por otro lado, la variante de H2A llamada Htz1p en levadura
(H2A.Z en metazoos), esta implicada en la formacion detfmas que eviten

la expansion de la cromatina silenciada desde los telis{@d]. Existen varios
indicios que apuntan a que el complejo remodelador SWR lieteetambiador

de H2A por Htz1 en un proceso dependiente de ATP [22, 12, 23].

Asimismo, el vinculo entre los complejos remodeladoredadefamilias
SWI2/SNF2 y CHD con la elongacion de la transcripcion datdscio hace
afos [24, 25, 26]. Ha sido en los Gltimos afios cuando logdgjos de la familia
ISWI también se han relacionado con este proceso. Sedtabalo de 2003 de
Morillon et al.[27], estos complejos pueden regular la transicion delarde la
transcripcion a la elongacion. Las dos formas del corodgjV1 de levadura,
Iswla e Iswlb, presentarian un perfil de ocupacion diséntlos genes objetivo.
Iswla ocuparia la zona 5’ (promotor) de los genes, mieuadswlb quedaria
asociado a las regiones 3'. Se ha sugerido que la protetdaskria capaz de
reconocer las regiones 3’ de los genes gracias a su motivo P\(Wélina y
triptdfano conservado) presente en muchas histona raasferasas (HMT). Al
haberse demostrado que las zonas 3’ de los genes contiehisitolza H3 me-
tilada en la lisina 36, se propone que el motivo PWWP puedanaaer esta
posicion metilada [28].

Algunos complejos remodeladores de la cromatina tamlgiésas relaciona-
do con procesos de reparacion del DNA. Asi, el complej8.dmerevisiaéNO80
se ha asociado con una funcion de reparacion de la rotueadtble cadena de
DNA. INOS8O interaccionaria con la histona H2A fosforilada la serina 129
presente en las proximidades de las roturas de doble helsmhg propuesto
gue este remodelador podria eliminar nucleosomas cevanuunto de corte
para permitir la union de los extremos rotos [29, 30, 31}.d¥m lado, también
se ha implicado al complejo SWR1 en la reparacion del DNAspmique es re-
clutado a la rotura de doble hebra [29]. Otro complejo dedexeal que se le ha
atribuido una funcién en la reparacion del DNA es el cofjopRSC Remodel
the Sructure of Ghromatin), habiéndose hallado interaccion fisica de algunas
subunidades del complejo con regiones proximas a rot@wawhle cadena del



24 La cromatina, una estructura dinamica

DNA [32].

Finalmente, los complejos remodeladores también pargaditipar en la
cohesion de las cromatidas hermanas en el proceso déorelgacromosomas
durante la division celular. EI complejo cohesina medie @sportante proce-
so0. Se han identificado hasta la fecha dos complejos miendlertsfamilia de
remodeladores SWI2/SNF2 con una funcién en la cohesitrataatidas her-
manas. Uno de ellos es la proteina Snf2 de humanos, la chal sepurificado
con componentes del complejo cohesina [33]. El otro es ebptajm esencial
RSC de levadura. Se han detectado defectos de cohesiopanmatantessc,

e interacciones genéticas entre mutamgesy componentes o reguladores del
complejo cohesina y componentes del cinetocoro [34, 35].

En suma, lejos de ser una estructura estatica y pasivapitaatina se en-
cuentra organizada de manera dinamica, con constantdsasaen la posicion
de los nucleosomas, y en la naturaleza o en las modificacaméss histonas
gue los forman. Los responsables de generar toda estaidin&on un amplio
grupo de complejos proteicos. La variabilidad de estrastgue potencialmente
se puede llegar a producir a causa de la modificacion de lkdegsomas y la
metilacion del DNA, es actualmente la base bioquimica stdida que existe
para explicar la herencia epigenética.
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1.2 Modificaciones postraduccionales
de la cromatina

Las histonas estan sujetas a un gran numero de modifiescpmstraduccio-
nales catalizadas enzimaticamente, que incluyen lalatéti y metilacion de
lisinas (K), la metilacion de argininas (R), la fosforil@c de serinas (S) y treo-
ninas (T), y la ubicuitinacion, sumoilacién, ADP-riblagiion y biotinilacion de
lisinas. Por si esta complejidad fuera poca, dentro de ldanién disponemos
de varias posibilidades. Las lisinas se pueden mono-, dimefilar, y las argi-
ninas son mono- o dimetiladas. Ademas, las argininas dadas pueden serlo
simétrica o asimétricamente. Asimismo estas modificesgueden ser rever-
sibles a excepcion de la trimetilacion de lisinas, paraual no se ha hallado

P

H2A Ac-SGRGKQGGKARA..AVLLPKKTESHHKAKGK-COOH
1 5 118

P

H2B NH;_a-PEPVKSAF'VPKKGSKKAINK .WKYTSS K-COOH

12 1415 20 120 (123 in yeast)
Me

H3  NHo- ARTﬁTARrTGGﬁPRﬁLASﬁARESA GVKK EFKTD
234 91011 1718 262728

H4 AecSGRGKGKLGEBGAEZHRKVLRDNIQGIT

Figura 1.2.Modificaciones postraduccionales ras importantes de las histonas in-
ternas.Las formas coloreadas representan las modificaciones ickarsate las histonas
internas, donde Ac en un triangulo rojo es acetilaciom Breoctbgono amarillo, fosfo-
rilacibn, Me en un pentagono verde, metilacion y Ub enesteella azul, ubicuitinacion.
Extraido de [36].
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ninguna actividad enzimatica capaz de revertirla.

La mayor parte de las mardgsostraduccionales se producen sobre las regio-
nes de los extremos amino o carboxilo de las histonas (filj. R&tientemente
se han descubierto también modificaciones en el domintugdode las histonas
(revisado en [37]), como se puede apreciar en la figura 1.3.

Los efectos que tienen sobre las cargas de los residuos Bifiagaciones
mas importantes son diversos. En el caso de la acetilatbre una lisina, se
elimina la carga positiva del grugeamino. La adicion de un grupo fosfato a una
serina o treonina, afade dos cargas negativas al residdificado. Por Ultimo,
la metilacion no afecta ni al estado de protonacion dsiadini al de la arginina.

En la actualidad se considera que las histonas son la digaatds activida-
des enzimaticas modificadoras porque la cromatina esrlecasia donde tienen
lugar todos los procesos del metabolismo de DNA. Las modificas cova-
lentes de las histonas podrian modular la funcion y/aiestra de la fibra de
cromatina, de forma que diferentes modificaciones tendistmtas consecuen-
cias funcionales. De hecho existen numerosos ejemplos sobthinaciones de
modificaciones especificas que se correlacionan con fuegibiol6gicas. Uno
de ellos, por ejemplo, es la correlacion de la trimetdacile la histona H3 en
la lisina 9 [38, 39] y la hipoacetilacion de las histonas H34/[40, 41] con la
represion transcripcional en eucariotas superiores.

De acuerdo con estas ideas se ha propuesto la existencia aligo de
histonas [42, 43] (pag. 47) formado por el conjunto de mealffiones postra-
duccionales, que dictaria el estado de la cromatina. Lébt@mion precisa de
modificaciones de histona especificadatrisse debe a los efectos combinados
del reclutamiento de enzimas modificadoras de histonasladbsspecificos y
a la especificidad inherente de las propias enzimas.

ILas marcas son modificaciones covalentes sobre las histarsisos especificos.
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Figura 1.3 Mapa tridimensional de las modificaciones de histonas ideificadas en

la superficie del del nucleosoma d&¥enopuslaevis. (A) Vision inferior del eje de la su-
perhélice de DNA de la representacion de superficie ddensoma de vertebrados (sin
los extremos flexibles). Los grupos funcionales de residoodificados estan colorea-
dos de acuerdo con el tipo de modificacion postraduccionalla acetilacion en verde,
la fosforilacion en rojo, la metilacion en azul, los s#tigue pueden estar tanto acetilados
como ubicuitinados en plrpura, y los sitios que puedem &stéo acetilados como me-
tilados en azul claro. La superhélice del DNA es violetaa;laon las localizaciones de
la superhélice (0-7) indicadas. Los sitios ambiguos deificadion estan indicados con
llaves y lineas discontinua®) Vista como erA pero girada 90alrededor del eje de la
diada molecular®). (C) Vista como erA pero girada 90alrededor del eje horizontal
de la molécula. Extraido de [37].
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Complejo enzimatico

Frteinas

Sitio de unidn

Mucleosormas

Figura 1.4 Modelo de reclutamiento de actividades modificadoras de Hisnas (en
este caso HATs o HDACs)Las HATs y HDACs son dirigidas a sus promotores diana
a través de una interaccion fisica con un factor trapsmnal especifico de secuencia
(FT). Generalmente estas actividades funcionan dentro @emplejo multimolecular,
en el que otras subunidades son necesarias para que ladaduatalitica pueda mo-
dificar nucleosomas alrededor del sitio de union. Las HAHDACs también pueden
modificar otros factores (proteina X) aparte de las hist@aaa regular la transcripcion.
Extraido de [44].

En cuanto al reclutamiento de las actividades modificaddedsistonas, se
explica en base a interacciones directas del complejo cpiadores transcrip-
cionales especificos de secuencia (fig. 1.4). Ya que lamglaaes cataliticas
de estos complejos enzimaticos no poseen capacidad ole afdNA por ellas
mismas, el mecanismo de reclutamiento propuesto precisa@produzca la
interaccion del complejo con algln factor transcripaelocon especificidad de
reconocimiento de secuencia. Este modelo de reclutamiergélo es valido pa-
ra el relacionado con la regulacion transcripcional, samobién para el causado
por reparacion del DNA o el establecimiento de la hetermatina centromérica.
Otro mecanismo bastante diferente consiste en el direatimmto de la metila-
cion de la lisina 9 de la histona H3 a la cromatina proximasacentromeros (en
la levadura de fisidischizosaccharomyces pompen mamiferos) mediado por
pequefos RNAs no codificantes [45]. Este tipo de mecanigse produce en
S. cerevisiae

Por otro lado, la especificidad de cada enzima por una higtpoaresiduos
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especificos dentro de esa histona es una caracteridiicesé@ta de la mayoria
de las actividades que maodifican histonas.

1.2.1. Acetilacon

La reaccion de acetilacion de las histonas esta cadalipar enzimas HAT
que transfieren un grupo acetilo desde el acetil CoA al gaipmino de la
cadena lateral de residuos de lisina especificos de la agleaerminal (en
ocasiones del dominio globular) de las histonas. La reaccontraria esta ca-
talizada por actividades histona desacetilasa, abrediase HDAC (fig. 1.5).
Clasicamente la acetilacion de histonas en determinaggenes de la cromati-
na se ha asociado a la activacion génica. De hecho dontdroososomicos si-
lenciados se encuentran hipoacetilados, y regiones sdtaascripcionalmente
se hallan enriquecidas en histonas acetiladas [40]. Concanmisgno de regula-
cion transcripcional se ha propuesto que al perder lasrtastacetiladas parte
de su carga positiva, disminuye su afinidad por el DNA y estgtafa las in-
teracciones nucleosoma-nucleosoma. Estos cambios ganetma estructura
mas abierta que permitiria la interaccion de la maquarteanscripcional con el
DNA [46, 47]. Asimismo, el modelo es coherente con la obsgévade que la
desacetilacion produce una estructura mas compactaddifipulta la union de
factores proteicos [48].

En la actualidad queda fuera de toda duda que las modifieiguimicas
de las histonas afectan directamente a la transcrip@oitg basal como regula-
da, y a su iniciacion y elongacion. También afectan a digacion, reparacion
y recombinacion del DNA, de modo que participan en la regéaiadel ciclo
celular y de procesos de diferenciacion, desarrollo y &y celular (revisado
en [49, 36]).

La acetilacion y la desacetilacion de histonas se pueddficlar en dirigida o
global seglin qué tipo de regiones genbmicas sean lasdéescpor estas modifi-
caciones [50]. Las modificaciones dirigidas se producerr@m@tores de genes,
como la desacetilacion del promotor del gBi©1 de levadura por el complejo
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Figura 1.5 Estructura molecular de la lisina y la acetil-lisina. La acetilacion de his-
tonas es catalizada por complejos HATSs, y revertida por ¢ejogpHDACSs. Modificada
a partir de una imagen de http://www.web-books.com/MdBie¢/Ch4G.htm.

Rpd3 [51] o la acetilacion por parte de SAGA del promotor g HIS3[52].
La acetilacion o desacetilacion global no dirigida sedpice independientemen-
te de proteinas de unibn a DNA de secuencia especificatigstde acetilacion
se descubri6 cuando la delecion de las HDARBD3y HDAL, o la de las HATs
GCNb50 ESAlprodujeron incrementos o disminuciones de los niveles eac
cion en un dominio de 4.25 kb de cromatina que no poseia@gse@s conocidas
para el reclutamiento de estas actividades [53]. Se credacaruacion de los
complejos HAT o HDAC de forma no dirigida (global) a lo largel djenoma
puede contribuir al cambio rapido del estado de acetitedg la cromatina [54].

1.2.1.1. Histona acetiltransferasas

Los complejos HATSs se han clasificado tradicionalmente srgdandes gru-
pos: Ay B, en funcion de su localizacion subcelular y de apacidad de mo-
dificar histonas ensambladas en nucleosomas [55]. Las HATipa@ A son en-
zimas nucleares que pueden acetilar histonas ensambladasneatina, y que
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habitualmente estan relacionadas con procesos de régutiela transcripcion.
Por su parte, los complejos de tipo B se han descrito clasioke como com-
plejos de localizacion citoplasmatica, y que Unicaraexttetilan histonas libres,
presuntamente para su posterior deposicion en la cram&in embargo, nues-
tro grupo ha sugerido recientemente que la clasificaciberie basarse sblo en
la capacidad de acetilar histonas nucleosomales, puestel gomplejo HAT B
deS. cerevisiada sido detectado en el nlcleo [56, 57]. Por el momento s& con
cen dos HATs de tipo B en levadura. La primera, denominada BATcuya
subunidad catalitica es la proteina Hatl, tiene espiltiqor la histona H4. La
segunda, que contiene como subunidad catalitica a GenSggpecifica por la
histona H3, recibe el nombre de Hat B3.1 [58]. El resto de H@{des han sido
aisladas pertenecen al tipo A.

Han sido descritas mas de veinte proteinas de distingzmmos eucario-
tas (ver tabla 1.2 en pag. 34) con actividad HAT que inteeieen la regulacion
de la expresion de los genes y en otros procesos celulaesiaes. Estas pro-
teinas se encuentran en diferentes organismos eucagotés que se han vin-
culado con un gran numero de funciones [59]: ensamblajeude@somas, re-
plicacion, reparacion y recombinacion del DNA, apojgalular, transcripcion
basal, elongacion del transcrito por la RNA polimerasalkl silenciamien-
to transcripcional, sin olvidar la regulacion transcigmal. Es destacable que
muchas de las proteinas que poseen actividad HAT (asi ommbas de las pro-
teinas que contienen otro tipo de actividad modificadorhistenas) actam
vivo formando parte de complejos de elevada masa moleculadusdngueden
formar parte de distintos complejos (por ejemplo Gen5p daedera se encuen-
tra en los complejos ADA, A2, SAGA Yy SALSA/SLIK [60, 61, 62])as HATSs,
por tanto, se encuentram vivo asociadas a otras proteinas auxiliares formando
complejos multiproteicos cuyas propiedades, en particuaespecificidad de
sustrato, no suelen coincidir con las de la subunidaditesaHAT que poseen.
Los complejos con actividad HAT son los responsables délestr los estados
de acetilacion apropiados para producir, directa o icthreente, alguna de las
mdltiples funciones vinculadas con esta modificacion.
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Familias de Histona Acetiltransferasas

Las histona acetiltransferasas se pueden clasificar en gnandes familias
y dos categorias independientes. Estas familias songaestes:

GNATSs porGcN5-related_AetylTransferases

MYST por histona acetiltransferasas relacionadas MQY, Ybf2/Sas3,
Sas2y Tip60

p300/CBP

La familia de HATSs relacionadas con hormonas nucleares

La familia de HATs que son factores transcripcionales ggasrasociados
a TBP (como Taflp de levadura y TAFII250 de humanos)

Por otro lado el complejo TFIIIC de humanos se considera ategoria in-
dependiente, asi como la proteina Nutl, debido a la faltirdilitud estructural
con enzimas de otras familias.

La familia GNAT comprende HATs que muestran similitud deusecia y
de estructura con Genbp. Las HATs de este grupo contiensirdggones de
secuencia conservada de una longitud total de unos 18 aamifos” (motivos
D, Ay B del dominio histona acetiltransferasa). Algunos o miembros de
esta familia también poseen otros dominios funcional@socuna region amino
terminal de homologia con PCAF de metazoos, y un bromodonserboxilo
terminal que interacciona con residuos de lisinas acesla@ histonas.

Una de las funciones mas relevantes asignadas a los migmidia familia
GNAT ha sido la activacion de la transcripcion. De hechgrioteina Genb fue
descrita inicialmente como coactivador transcripciohat mecanismos por los
gue estas enzimas son capaces de activar la transcrigténstendo estudiados
principalmente en levadura. Se ha demostrado que el campégendiente de
Gcenbp, SAGA, estimula la activacion de Gal4-VP16 (quimenare dominio
de unibn a DNA del activador de levadura Gal4, y el factongcaipcional del
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virus del herpes simplex, VP16) requiriendo para ello sividetd HAT [63].
El reclutamiento de SAGA (un complejo con similitudes al ptejo STAGA
de humanos) hacia los activadores ocurre a través de tositean la proteina
Tral de levadura. Sorprendentemente, el complejo SAGAisgilicado tanto
en la activacion del promotor del gé&fRG1por el activador Gen4, como en la
represion del mismo promotor mediante el complejo ArgRiXId64].

La reparacion del DNA es otra de las funciones de las HATsadarhilia
GNAT. El complejo STAGA se asocia con la proteina de uni@N&A dafiado
por radiacion UV-DDB UV-DNA Double strand Beak), también llamada p127,
y a SAP130 [65]. EI complejo HAT humano TFTC (similar a SAGAeeadura)
también se asocia con SAP130, y exhibe mayor actividadesobcleosomas
gue contienen DNA irradiado con luz UV [66]. Asimismo, enddura se ha
demostrado recientemente, que Hatlp (miembro de la fad@l@NATs) se une
a roturas de doble hebra de DNA, incrementando la acetilad’|a lisina 12 de
H4 (sitio especifico de acetilacion de Hatlp) [67].

Los miembros de la familia MYST se identificaron inicialmemiomo su-
puestas HATs en base a una region en el dominio MYST, que reélbga al
dominio canénico de union a acetil CoA (motivo A), encadw en la super-
familia GNAT. Este dominio MYST contiene ademas del motivaun dedo de
zinc importante para la funcion HAT [49]. Las HATs de estaile&a desempefian
un amplio rango de funciones celulares, de modo similar &MATS, aunque
las HATs MYST también tienen un papel en el silenciamiergdadtranscrip-
cion. El cromodominio que contienen algunas de las HAT&pecientes a esta
familia, el cual es responsable de la union a lisinas ntetdaen histonas nu-
cleosomales, también podria mediar su papel en el sélanento. De hecho, el
silenciamiento génico fue la funciéon por la que se caraamn los genes de
levaduraSAS2y SAS3 Estos fueron seleccionados porque su mutacion poten-
cia defectos de silenciamiento epigenéticos en cepasniestirl [68]. Tanto
Sas2p como Sas3p promueven el silenciamiento ércesde levaduraHML,
mientras que lo antagonizan EIMR. Ademas, Sas2 promueve el silenciamiento
en los telomeros, probablemente a través de la acetilaig’la lisina 16 de H4
para mantener las fronteras de la heterocromatina teica{€®, 70]. La histona
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Tabla 1.2 Familias conocidas de histona acetiltransferasas en distbs organismosModificada a partir de [3].

nas

nas

nas

familia Enzima Organismos . e .
HAT HAT conocidos Complejo Especificidad Funcion
Genb De levadura a humanos SAGA, ADA, SALSA/SLIK, | H3, H2B Coactivador
HAT A2, HAT B3.1
PCAF Humanos, raton PCAF H3, H4 Coactivador
Hatl Levadura HAT B, HAT A3 H4 (K5, K12), Deposicion de
GNAT H2B histonas, silenciamiento
Elp3 De levadura a humanos | Elongador H3, H4 Elongacion transcripcional
Hpa2 Levadura H3, H4 Desconocida
ATF-2 Humanos, raton H2B, H4 Factor de transcripcion
especifico de secuencia
Sas2 Levadura SAS H4 K16 Silenciamiento
Sas3 Levadura NuA3 H3, H4, H2A Silenciamiento
MORF Humanos H4>H3 Desconocida
) Interaccion con Tat del HIV,
Tip60 Humanos TIP60 H4>H3, H2A . .
MYST reparacion de DNA, Apoptosis
Esal Humanos, levadura NuA4 H4, H2A Progresion en el ciclo celular
MOF Mosca de la fruta MSL H4 (K16) Compensacion de la dosis
por hiperactivacion del cromosoma
Hbol/Chm Humanos, mosca de la frufaHBO1 H3, H4 Replicacion del DNA
MOZ Humanos AMLA H3. Ha>H2A Activacion de la transcripcion,
’ otras funciones desconocidas
CLOCK Raton, mosca de la fruta | CLOCK/BMALL H3, H4 Regulacion transcripcional
genes ritmo circadiano
p300 . . - H2A, H2B, H3, H4 | Coactivador
p300/CBP CBP Organismos multicelulares| H2A. H2B. H3, H4 | Coactivador
Coactivadoreg ACTR H3>H4 Coactivadores receptores de hormo
receptores SRC-1 Humanos, ratbn H3>H4 Coactivadores receptores de hormo
de hormonas | TIF2 Coactivadores receptores de hormo
TAFII250 TafL/TAFII250 | De levadura a humanos | TFIID H3>H4, H2A Factor asociado a TBP,
Progresion en el ciclo celular
TFI1220
TFIIC TFII110 Humanos TFIIC H3, H4>H2A Transcripcion mediada
por RNA polimerasa |ll
TFI190
Nutl Nutl Humanos, levadura Mediador H3>H4 Transcnpcpn mediada
por RNA polimerasa Il
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desacetilasa Sir2p parece tener un papel antagonista ak@p,&n cuanto a que
desacetila el mismo residuo que acetila Sas2pBsophilase ha caracterizado
una MYST denominada Chameau (Chm), homéloga a la humanalH@@ es
supresor dominante de la variegacion por efecto de posifi1].

La activacién de la transcripcion es otra de las funciatekas proteinas de
la familia MYST. El complejo NuA4, cuya subunidad catalities la proteina
MYST Esal, puede unirse especificamente a nucleosomadadsme activado-
res para producir una activacion transcripcianalitro [63]. Ademas, la proteina
Tral, Unica subunidad comn entre NuA4 y SAGA (dependidpetGenb), es ca-
paz de interaccionar con activadores acidicos [72]. Cedaltar que se ha des-
crito que NuA4 toma parte en la acetilacion global gen@mazinque también se
encuentra presente en promotores de genes especific68].7Bambién el com-
plejo NUA3 de levadura, que contiene la proteina MYST S@43 desempena
un papel en la transcripcion. NuA3 interacciona con Sptlbpual forma parte
del complejo implicado en la elongacion de la transcdpdFACT (FAcilitates
Chromatin Transcription. MOZ humana fMOnocytic leukaemia B¢ fingen,
otra HAT de tipo MYST, estimula la transcripcibn mediada pb complejo
AML-1 (Acute Myeloid Leukaemial), aunque probablemente esté mediada por
su dominio de transactivacion, y no por su dominio HAT [75].

Por otro lado, Esalp es esencialSrcerevisiagy NuA4, el complejo mul-
tiproteico del que forma parte, es imprescindible para etiotiento celular.
Estudios sobre proteinas asociadas a Esal y su homéloganhu Tip60 Tat
interactive potein, 60kDa), han mostrado conexiones entre ellas y el control de
la proliferacion celular. Por ejemplo, la proteina TRRAFMana, homologa a
Tral de levadura, interacciona con c-Myc, E2F y E1A (oncgina de adeno-
virus) y es requerida para sus actividades de transfoamaelular [76, 77, 78].
El complejo HAT NuA4 es necesario para la transcripcioretieliente de p53 en
levadura, presuntamente a través de su subunidad Yng(bganal supresor
de tumores humano ING1). Especialmente llamativo es eldhéelyue en leva-
dura el doble mutantgcn5Asasd\ sea sintético letal y bloquee el ciclo celular en
la transicion G2/M [79]. La reparacion del dafio en DNA baém se encuentra
entre las funciones de las HATs de este tipo. Concretameamiel s necesario
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para la funcion de p53 expresada en levadura, y asimismacionges en sub-
unidades del complejo NuA4 potencian la sensibilidad a tegeque dafian el
DNA [80]. La subunidad Yng2 de NuA4 esta implicada en la vespa al dafio
en DNA durante la fase S, lo que sugiere un papel importamgegse complejo
en el mantenimiento cromosomico en la replicacion del OBH. En particu-
lar se ha demostrado que la acetilacion dependiente dg EEsakquerida para
la reparacion de roturas de DNA de doble cadena (DOB¥A Double $rand
Break), e implica un complejo que contiene Arp4p en los lugareotea. Cu-
riosamente, Tip60p, homoéloga de Esalp en humanos, tarabié implicada en
reparacion del DNA y apoptosis [82].

La familia de HATs p300/CBP incluye a las dos proteinas dloges p300
y CBP de eucariotas multicelulares, que son normalmenggides como una
Unica entidad (p300/CBP) por ser consideradas homolegiacturales y fun-
cionales. p300/CBP es un activador transcripcional global papeles criticos
en gran niumero de procesos celulares, como el control delaglular, la dife-
renciacion y la apoptosis. Las HATs de esta familia estmué transcripcion de
genes interaccionando, directamente o a través de owssinmas, con factores
de transcripcion de union a promotores, como CREB, receptnucleares de
hormonas y activadores relacionados con oncoproteidjs [8

La familia de HATs relacionadas con hormonas nuclearesitanse ha vin-
culado con la activacion transcripcional, pero en este dasencadenada por
sefales hormonales. Esta familia de HATs se halla impieadotro sistema de
activacion transcripcional, como demuestran las acdés HAT de los coacti-
vadores humanos ACTR y SRC-1, que interaccionan con raesptucleares
de hormonas [83].

Finalmente, la familia de HATs que son TAFEBP Associated Rctor) in-
cluye a la humana TAFII250 que posee dos bromodominios y ctihadad qui-
nasa asociada. Se ha postulado que la actividad HAT de TB®-p@dria estar
relacionada con la formacion del complejo de iniciaciéraltranscripcion [83].
La proteina homologa de TAFII250 en levadura es TaflA%fB4]. Taflp for-
ma parte de TFIID, y carece de bromodominios, por lo que sedmupsto que la
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proteina Bdf1, que se asocia a las histonas H3 y H4 y posdardamdominios,
podria corresponder al extremo carboxilo terminal de T2%0 de organismos
superiores [85, 86].

1.2.1.2. Histona desacetilasas

Las histona desacetilasas (HDACs en adelante) estaficddsis en varias
familias que estan conservadas de levadura a humanosgBTa8 HDACs de
clase |, Il y lll de humanos, son homoblogas a las HDACs dedexa Rpd3p,
Hdalp y Sir2p, respectivamente. Las clases | y Il son sessédl inhibidor de
HDACSs tricostatina A (TSA) [89], mientras que la clase llliesensible y su ac-
tividad requiere NAD como cofactor [90]. Al igual que las HATs, las HDACs
se han visto implicadas en una serie de funciones celulanggiversas, como
son la represion transcripcional, el desarrollo, la éifieiacion celular, la inac-
tivacion del cromosoma X en hembras de mamiferos y lagacién por efecto
de posicion en la mosca de la fruta.

La clase | incluye a HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDAC8 de mamiferos
mientras que la clase Il incluye a HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAGYDAC9
y HDAC10. Ambas clases estan definidas por su homologis@sa HDACs de
levadura mencionadas anteriormente, Rpd3p y Hdalp.

Las HDACs de clase | poseen una localizacion nuclear y sesap en todo
tipo de tejidos. Las funciones con las que se han relaciolzdblDACs | son
diversas, entre ellas se encuentran la represion tranemal y la diferencia-
cion celular. Ejemplos de HDACs de este tipo son el compkajeodelador de la
cromatina NuRD (presente en mosca de la fruta, raton y hag)aue contiene
HDAC1 y HDAC2, y el complejo Sin3 que comparte las subunidacigaliticas
HAT, y contiene el correpresor transcripcional generaB381]. Los comple-
jos de clase | interaccionan en mamiferos con una grandaatide reguladores
transcripcionales, muchos de ellos proteinas de unibNA, @omo el represor
Mad de [92] y los correpresores de hormona dependientescdptog NCoR y
SMRT [93]. El complejo HDAC de levadura Rpd3/Sin3 se asotfacior trans-
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cripcional Ume6 para reprimir genes de meiosis tempranaesingiento vege-

tativo [94]. Los complejos de esta clase también intecar@zi con otro tipo de
proteinas aparte de factores transcripcionales, comd3df metiltransferasas
o histona metiltransferasas (Dnmt3p o Su(Var)3-9 [95,,98¢ores reguladores
del desarrollo (proteinas del grupo Polycomb [97]) y radates del crecimiento
celular (p33ING1 [98]).

A diferencia de las HDACs I, las HDACs de tipo Il se expresamaelo es-
pecifico de tejido en mamiferos, y algunas de ellas (HDAIZIACS y HDAC?7)
se movilizan del citoplasma al nlcleo tras la fosforid@cilLos miembros de
esta familia participan en la diferenciacion del misagquelético por interac-
cion con proteinas de la familia del factor transcripealogspecifico de misculo
MEF2 [99]. También interaccionan con los correpresore®RIGGMRT y BcoR
(correpresor especifico del gB&L6) [100, 101].

En Gltimo lugar, las HDACs de clase Il se definen por guatdanologia
con el dominio catalitico del factor transcripcional derstiamiento Sir2p$lent
mating type hformation Regulator 2). Sir2p se aisld genéticamente como un
miembro de la familia SIR de proteinas de levadura. Lasreyabteinas SIR
(Sir1, Sir2, Sir3 y Sir4) estan implicadas en la formadi@ncromatina silencia-
da altamente compactada que esta hipoacetilada en H3 yoH41#

Regulacibn de la funcion de HATs y HDACs

Las HATs y HDACs controlan multitud de procesos celulareszés de la
acetilacion de sustratos cromatinicos. La desreguiade HATSs y HDACs se ha
relacionado con el desarrollo de un gran nUmero de tumamesihos [102, 103].
Se ha demostrado que la funcion de las HATs y las HDACs estéeimente
regulada en las células a través de los tres mecanismdarfientales [44] que
se comentan a continuacion.

El primero de los mecanismos consiste en la modulacion slaileeles de
proteina.Esta ha sido documentada en raton para HDAC1, para la coaledl
de mRNA aumenta tras la hiperacetilacion de las histon@é][Y también se
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incrementa en una linea de linfocitos de raton estimutaxafactores de creci-
miento [105].

En segundo lugar la actividad de estos enzimas puede semantada o
disminuida por distintos medios. En algunos casos la medificn postraduc-
cional de la propia enzima, como la fosforilacion de CBR§[i®la sumoilacion
de HDAC4 [107] consiguen alterar la actividad enzimati€a.otras ocasiones
las interacciones con otras proteinas son las que modiacactividad HAT o
HDAC. Por ejemplo se ha descrito que la actividad HAT de p3B® es es-
timulada por factores transcripcionales especificos deeseia como HNF b+
[108] y Elk1 en su forma fosforilada [109]. También la digfimlidad de cofac-
tores metabolicos puede afectar a la actividad, como essel de Sir2p. Sir2p,
gue requiere el cofactor NAQ se encuentra relacionada genéticamente con al-
gunas enzimas de rutas metabolicas de NAID que sugiere que los niveles de
acetilacion y las redes metabblicas estan acopladdjg.[11

Por Gltimo, la disponibilidad de los enzimas puede regel@or su capacidad
para interaccionar con factores transcripcionales eSpes; que a veces implica
el cambio de su localizacion subcelular. Un ejemplo @ipgde regulacion por
localizacion subcelular es el de la fosforilacion de HZAGR tipo II. HDACS
se fosforila por proteina quinasas dependientes dé&/Calmodulina (CaMKs)
para ser relocalizada al citoplasma en un proceso de clingrtancia para
la diferenciacion muscular [111]. Por otro lado, CBP pusde metilada por
CARML1 (Coactivator ARjinine Methyltransferase JlJde modo que disminuye
su afinidad por CREB fosforilado, y se encuentra disponibl& jnteraccionar
con otros factores de transcripcion [112].

1.2.2. Metilacion

La metilacion postraduccional de las histonas fue deskdte mas de cuatro
décadas [113, 114], pero las funciones asociadas a estficacidn covalente
han permanecido sin desvelar durante mucho tiempo. Laatiétil de histonas
nucleosomales en mdltiples residuos y en patrones dediriaionan parte del
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sistema de sefializacion postulado en la hipotesis atiijo"de histonas. Esta
modificacion se lleva a cabo sobre las cadenas laterafésabade arginina y
lisina, generalmente de las regiones amino terminalessdeiséonas H3 y H4,

aunque también se metilan residuos de las zonas globulares

Las lisinas se pueden mono-, di- y trimetilar por accionid®mha metiltrans-
ferasas (HMTs), mientras que las argininas Unicamenteisggm monometilar
y dimetilar por las proteina arginina metiltransferaddRNITs). Dentro de las
HMTSs especificas de lisinas encontramos la familia SETsguearacteriza por
poseer un dominio SET((Var) Enhancer of Zesterithorax). Dotlp es la Uni-
ca HMT que no contiene dominio SET, aunque se ha determirgadstiuctura
cristalina de las enzimas Dotlp de levadura y humanos, dosdose propie-
dades estructurales semejantes a las de las proteinag $&iibién a las de
las PRMTs [115, 116]. Por otro lado, la dimetilacion de Igigina puede ser
asimeétrica o simétrica, siendo catalizadas las reaesipor PRMTSs de tipo | o
de tipo Il respectivamente.

La metilacion de histonas se habia considerado una maciific postraduc-
cional irreversible hasta muy recientemente. Dos trabd@raostraron que la
forma monometilada de la arginina es desmetilada a cigydor la enzima hu-
mana PAD4, lo que dejaria por resolver el problema de lanexgeion del resi-
duo de arginina para permitir posteriores modificacion&g [118]. Asimismo
se ha descrito otra enzima humana, LSD1, capaz de desnetifarmas mono-
y dimetiladas de la lisina 4 de la histona H3 a través de uaecién redox que
genera formaldehido [119], regenerando el residuo dealiguie puede volver
a ser metilado. Sin embargo, alin no se han descrito enzingadegmetilen la
forma trimetilada de la lisina.

Historicamente la metilacion ha sido vinculada a la rsiére transcripcio-
nal y al establecimiento de heterocromatina. Dependieeticediduo metilado
y de su relacion con otras modificaciones de la cromatinaueengorno, es-
ta modificacion se encuentra asociada a una funcion difer®or ejemplo, la
metilacion de la lisina 9 de H3 se ha relacionado con la foramade hetero-
cromatina y la represion transcripcional, mientras qumaddilacion de la lisina
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4 de H3 se asocia a la activacion de la transcripcion gé€i3i6]. La heterocro-
matina se puede describir estructuralmente como largosesggs de genoma,
enriquecidos en secuencias repetitivas, con baja dend&lgénes y con series
de nucleosomas de espaciado regular. Ademas, bioguiraita estos dominios
heterocromatinicos se caracterizan por la hipoacdiitade histonas, la metila-
cion de la lisina 9 de la histona H3, y la metilacion del DN&in embargo, la
metilacion en la lisina 9 no es un marcador de heterocroma&nS. cerevisiae
puesto que no se produce en este organismo. La inactivdelaaromosoma X
en mamiferos, la improntanfprinting), y el establecimiento de heterocromatina
constitutiva son procesos que poseen mecanismos simaldéwesle la represion
transcripcional heredable, y que dependen de HMTs comtdistespecificida-
des.

Por otro lado, la metilacion se ha relacionado con la adfivade la trans-
cripcion, concretamente en los procesos de inicio y elcibgade la transcrip-
cion. Se ha determinado que los genes activos se hallataduostien la lisina 4
y 36 de H3, lo que sugiere su participacion en la activagénica [120, 121].
Segln el modelo actual desarrollado a partir de estudi& eerevisiagla mo-
noubicuitinacion (ver apartado 1.2.3) de la lisina 123 @BHacilita el recluta-
miento de Setl, una HMT especifica de la lisina 4 de H3 [12&fo Ehduciria
la metilacion de este residuo y conjuntamente al reclatoide Setl, se pro-
duciria el del complejo de elongacion Pafl, lo cual calim@ con la fosforila-
cion de la serina 5 del dominio carboxilo terminal (CTD) ddRINA polimerasa
11123, 124]. Sin embargo algunos autores han apuntadoagomhometilacion
de la lisina 4 de H3 no se ve afectada por la pérdida del cgonPEE1, ni por la
pérdida de la monoubicuitinaciéon de la lisina 123 de H2B5[[1 A continuacion
la metilacion de K4 de H3 podria ser seguida de la desulragion de la K123
de H2B por Ubp8p, componente del complejo HAT SAGA [126], U gpermi-
tiria el reclutamiento de Set2. Esta segunda HMT matilrlisina 36 de H3, lo
gue coincide con la fosforilacion de la serina 2 del CTD y@io de la etapa de
elongacion.

Algunos autores han sugerido que la metilacion de histenagnes activos
podria tener un papel de marcador de larga duracion parapagacion del es-
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Figura 1.6 Metilacion de histonas y activadn transcripcional. Se representa la in-
teraccion entre la fosforilacion de los residuos de sefiry 5 del CTD de la RNA
polimerasa Il, la metilacion de las lisinas 4 y 36 de H3, ylécuitinacion de la lisina
123 de H2B. Extraido de la revision [122].

tado activo tras la division celular [122]. De hecho, undagefunciones que se
le han atribuido a la metilacion de histonas es el mantemtoide la memoria
celular de estados transcripcionales activos y reprimadodargo del desarrollo
en metazoos. Las proteinas tipo SET del grupo Trithorax@Y,rcon actividad
HMT sobre la lisina 4 de H3, se han relacionado con la propagate! estado
activado [127], mientras que las del grupo Polycomb (PcBnbién con el do-
minio SET, median el estado reprimido de la cromatina agalé dos familias
de complejos con actividad HMT, los complejos represoreSPRRPRC?2 [128].
La impronta gendmica es otro de los procesos en los que keifmplicada la
metilacion de las histonas y en este caso también la miétiladel DNA. En
mamiferos la impronta consiste en la represion moncaléke los genes hereda-
dos por via materna o paterna. La deteccion de metilat@dristonas especificas
de alelos en genes con impronta sugirid una relacion anttms procesos [129].
La pérdida de este fenbmeno en un subconjunto de geneduti@scde raton de-
ficientes en un componente de un complejo Polycomb, apunta aalacion
entre el proceso de desarrollo y los complejos remodeladideda cromatina
gue dependen de proteinas tipo PcG [130].
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La metilacion de la lisina 79 en la histona H3 fue la primegdas modifi-
caciones postraduccionales localizada fuera del extremocaterminal de las
histonas [131, 132]. Ensay@sVvivo han revelado que esta posicion es necesaria
para la correcta formacion y mantenimiento de cromatilemaiada en las tres
regiones de este tipo que aparecerSegerevisiadtelomeros)oci de determi-
nacion sexuaHMR o HML, y rDNA) [131, 133, 134], a pesar de que la lisina
79 no se encuentra metilada en ninguna de esas regiones. @epl@sto un
modelo en el que la metilacion de la posicion 79 actlaipiendo la union de
las proteinas SIR a las regiones de cromatina activa, @@atina. Asi se ase-
guraria que estos factores SIR se encuentran disponiatasspensamblaje de
estructuras heterocromatinicas en las localizacionesuadlas [135]. El modelo
se apoyod en la observacion de que el 90 % de las moléculbtS @ levadu-
ra se encuentran metiladas en esa posicion, y este pgecentecuerda con la
fraccibn de genoma que en ese organismo forma parte deneatima [131]. Por
otro lado, otro trabajo posterior demostré que la mefilacie K79 de H3 se pro-
ducia a lo largo de las regiones eucromaticas del genorevaldura (asimismo
en regiones eucromaticas de eucariotas superiores)gperse halla infrarepre-
sentada en heterocromatina [134]. A nivel estructurag ewtdificacion se ha
encontrado en la superficie del nucleosoma, en una regd@siate al solvente,
la cual se habia identificado como genéticamente imperfaara la estructura
de la cromatina silenciada. Dotlp es la HMT responsable t@denesdificacion
en levadura, y su homobloga hDOTL1L ha sido implicada en laedetacion de
genes diana de MLLMixed Lineage leukemia en leucemia.

1.2.2.1. Reladn entre metilacion y acetilacibn de histonas

Recientemente se ha sugerido la existencia de una coafinaotre las
actividades responsables de la metilacion y la acetitadé histonas. Debido
a que la metilacion del extremo amino terminal de H3 se ht \iaplicada
en mediar la interaccion con nucleosomas de diversasidadizs HAT y una
HDAC, resulta atractivo pensar que la metilacion de detsados residuos de
H3 pueda servir como transductor universal de la acetitadg histonas [136].
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Entre las HATs cuya actividad se ha vinculado con la metilade H3 se
encuentran NuA3 (ver apartado 3.1.1 en pag. 64), NuA4, SRGALSA/SLIK.

En S. cerevisiaese ha descrito una hipermetilacion de la lisina 4 de H3
tras la activacion transcripcional de las secuencias U4Stfeam_Ativation
Sequencgde GAL1-1Q Esta hipermetilacion es dependiente de la actividad ubi-
cuitin proteasa de Ubp8p, y se piensa que puede estatilimamas el recluta-
miento de SAGA y SALSA/SLIK [137]. La estabilizacion se gdrziria gracias
a la interaccion de los cromodominios de Chdl, una prateam actividad AT-
Pasa y helicasa componente de SAGA y SALSA/SLIK, con ladigirde H3
metilada. Respaldando esta teoria, se ha comprobado dL@A$8LIK muestra
una actividad preferencial sobre péptidos amino terra;xdé H3 dimetilados en
la lisina 4 frente a la histona sin modificar [138].

La actividad NuA4 que acetila la lisina 8 de H4 también se istowela-
cionada con la trimetilacion de la lisina 4 de H3 y la di- antetilacion de la
lisina 36 de H3. Un estudio mediante inmunoprecipitaciércimatina (ChiP)
mostrd que la asociacion de Esalp, subunidad catatiechluA4, al promo-
tor activado deMET16 depende de la presencia de Setl y Sppl (componen-
tes del complejo HMT COMPASS de levadura), y de Set2 [139krAds, las
subunidades Esal y Eaf3 de NuA4, contienen cromodominiss, han detec-
tado interacciones genéticas en®BET2 EAF1y EAF2 (componentes también
de NuA4) [140]. Todos estos datos sugieren fuertemente qéelteracciona
con los residuos de lisina 4 y 36 de H3 una vez metilados pdmpSeSet2p,
respectivamente.

La actividad HDAC Rpd3 de levadura también se ha visto iefeala con
la metilacion del extremo amino terminal de H3 [141, 142 .Han identificado
dos complejos Rpd3 segln su tamafno: Rpd3L y Rpd3S. El @mpequeio
Rpd3S contiene la subunidad Eaf3, la cual posee un cromadémopie permite
a Rpd3S unirse a la lisina 36 de H3 metilada. Esta metilas@®produce por
accion de Set2, una HMT asociada a la RNA polimerasa Il. Sgdauesto que
la desacetilacion por Rpd3 elimina la acetilacion asizia la elongacion para
evitar inicios intragénicos de la transcripcion [1412]L.4



1.2.3 Fosforilacbn, ubicuitinacion y sumoilacbn 45

1.2.3. Fosforilacbn, ubicuitinacion y sumoilacbn

Fosforilacion

La fosforilacion de histonas ha sido vinculada a mulspgbeocesos celula-
res: condensaciobn de cromosomas en mitosis y meiosis, [[Bd@paracion del
DNA, procesos de activacion y represion transcripcighéall, 145] y apoptosis
0 muerte celular programada [146]. Se pueden fosforilddues de serina y
treonina de las cuatro histonas internas y también de g &n residuos de
serina, como de treonina [147, 36].

Por ejemplo, la proteina Snfl, una quinasa de histonadogtaila la seri-
na 10 de la histona H3, es requerida para una activaciosctipoional adecua-
da [148]. Ademas esta fosforilacion es necesaria paregil@cion dependiente
de Genbp en la vecina lisina 14 [149]. En el caso de la repamatel DNA, la
guinasa de punto de contraheckpoint ATM (Mecl en levadura), es recluta-
da a la zona en la que se ha producido la rotura del DNA y fdaftaihistona
H2A en levadura, o la variante H2AX en mamiferos [36]. Otnacion en la que
se ha visto involucrada la fosforilacion es la condersacié la cromatina. La
fosforilacion de H2A (en la serina 1y la treonina 119), y d& (én la treonina
3y en las serinas 10 y 28) parecen ser marcas de cromatiogcaitondensa-
da [143]. Asimismo, la fosforilacion de la serina 10 de lsttima H3 también
se ha relacionado con la condensacion y segregacion desomas durante la
mitosis [150, 151].

Al igual que la metilacion, la fosforilacion parece seaunarca que acta
conjuntamente con otras modificaciones generando patgpeeson reconoci-
dos por diferentes complejos implicados en llevar a caliinttis procesos. Asi,
la fosforilacion de la serina 10, induce la acetilacionlaédisina 14 en H3, lo
cual se ha correlacionado con la activacion de la trangonpde un conjunto de
genes regulados por Genbp [149, 148].
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Ubicuitinacion

Muchas proteinas son susceptibles de ser ubicuitinades. ¢erevisia@sta
modificacion consiste en la conjugacion covalente de oneaign de la proteina
ubicuitina (Ubidp) de 381 aminoacidos a un residuo dedigitb2]. En gene-
ral todas las proteinas, incluyendo las histonas, pueelepdi-ubicuitinadas,
lo que se ha sugerido es una marca para la degradacion detéanpren el
proteasoma [153]. Por otra parte se ha descrito que la mioicaitinacion de
lisinas, una modificacion que en este caso no esta asoaidaalegradacion
de proteinas, puede participar en la regulacion de laidat de las proteinas.
La mono-ubicuitinacion de las histonas, por ejemplo, mb@sen la adicion de
Unicamente 76 aminoacidos de Ubi4p (9 kDa). Asi, por pjenrdeterminados
precursores inactivos de factores transcripcionales B&i& polimerasa Il son
procesados en el proteasoma a sus formas activas, de mapemrdebnte de
mono-ubicuitinacién, para modular la transcripcionZL3.as histonas H2A,
H2B, H3, H1 y la variante H2A.Z de muchos organismos eucasidghmbién
pueden ser mono-ubicuitinadas. En la mosca de la fruta glwados las formas
ubicuitinadas de H2A y H2B se localizan en la region 5’ noificainte de genes
con elevados niveles de expresion, dando lugar a la ideaa&abicuitinacion
de histonas es requerida para la activacion transcripti@e ha descrito que la
metilacion de la lisina 4 y 79 de la histona H3 son dependgede la ubicuitina-
cion de H2B, y estas combinaciones de modificaciones pugigetar al estado
de transcripcion de determinados genes [123].

Sumoilacion

La sumoilacion es un proceso similar a la ubicuitinacipero implica la
conjugacion de la proteina SUM@nall Ubiquitin-related MQiifier), cuya ma-
sa molecular es de 11 kDa y &n cerevisiaese encuentra codificada por el gen
SMT3 La sumoilacion de histonas ha sido relacionada con laes@pn trans-
cripcional mediada por el reclutamiento de histona de#asas y de la proteina
heterocromatinica HP1 [154, 155]. También se ha sugepigcesta marca parti-
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cipa en la atenuacion de la expresion de genes transmmgdoiente activos, que
posteriormente seran reprimidos [156].

1.2.4. El ddigo de histonas y la herencia epigegiica

La idea de que una serie de maodificaciones postraducciocaagentes en
las histonas pueda tener una funcion de tipo informative, vpya mas alla de
la variacion conformacional del nucleosoma por cambiodaecarga de los
aminoacidos, fue sugerida hace mas de una década pos gaupos, entre ellos
el nuestro [157, 158]. En los Gltimos afios los descubritoie sobre nuevas po-
siciones en las histonas que pueden ser modificadas y lasrieschiologicas
de alguna de las marcas ya conocidas o recientemente dsshétarrojado nue-
vos datos que finalmente han configurado la hipotesis @eligo”de histonas”
[42, 159]. La enorme variedad de modificaciones covalentasignsidad de es-
tas marcas sobre las histonas han alentado los intentogglmae como la cro-
matina puede mediar la regulacion de la funcion génieeexpresion a través de
estas modificaciones. De hecho, la cromatina ha demostesidma plataforma
de sefalizacion extraordinariamente compleja que liategfiales endégenas y
exogenas a la célula [160]. Esto redunda en un sistemaeaqugtjpia la adapta-
cion rapida de la expresion génica a estimulos figiolis y, simultaneamente,
la transmisibn de patrones de expresion heredables guieste generacion ce-
lular.

Esencialmente, la hipobtesis del codigo de histonas asumgeen combina-
cibn o bien secuencialmente, las marcas en residuos déstasds nucleoso-
males son una fuente de informacion epigenética. Lanmdoron epigenética es
aguella informacion heredable que produce cambios emt@adn y la expresion
génica y no requiere alteraciones en la secuencia de DNA.ilfermacion es-
taria contenida en la combinacién de marcas presentas aistonas que forman
los nucleosomas y en extensos dominios de cromatina fosnaamlonucleoso-
mas que comparten las mismas modificaciones covalentese#as modifica-
ciones permitirian almacenar una mayor cantidad de irdorom en la cromati-
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na que la que contiene la secuencia de DNA, y ademas sefiaces de liberar
esa informacion segln unas reglas determinadas pod&ad_a transmision
de datos codificados por las histonas de las células madasscélulas hijas,
explicaria por qué las células hijas contienen los msa@minios gendmicos
silenciados que sus progenitoras.

El codigo postulado implica una serie de reglas [159]:

= Las marcas postraduccionales pueden alterar estruckemtnel estado
de la cromatina directamente, influyendo sobre las interaes histona-
histona o histona-DNA.

= Las marcas individuales sobre una histona pueden influia emodifica-
cion de subsiguientes posiciones dentro de la misma hkigt@mcis), o
bien en residuos de otras histonas del mismo nucleosonteafeh

= Las marcas pueden servir de anclaje a modulos de unibnotieinas re-
guladoras (por ejemplo bromodominios y cromodominiose asi leerian
las marcas producidas por las actividades modificadoraa deinatina
(HATs, HDACs, HMTs, etc...).

= Las modificaciones que se producen en las histonas puedeersdables.

Recientemente se ha propuesto un modelo en el que las moidifiea quimi-
cas de aminoacidos de las regiones globulares del oatateehistonas descri-
tas en los Gltimos afios [161, 162, 163, 164] podrian ejena papel relevante
en la movilidad de los nucleosomas [37], vinculando las ficadiiones de las
histonas y los complejos remodeladores de la cromatinasBshinoacidos se
encuentran formando contactos histona-DNA, y por tantoesorlentes candi-
datos a modular la afinidad del octamero por el DNA mediamtaddificacion
guimica de sus cadenas laterales. El modelo sugiere qeeiémale complejos
remodeladores de la cromatina expondria estos residudsicables de las his-
tonas, que se encuentran en la superficie lateral del nooleggresentandolos
a las actividades modificadoras de histonas (por ejemplosiiATa modifica-
cion quimica de éstos alteraria la afinidad del octamper el DNA, debilitando
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esta interaccion, y permitiendo el deslizamiento de aske largo del DNA,
produciendo nucleosomas remodelados establemente, tade@lilidad. Esto
facilitara el acceso a las proteinas que deben intenaacicon el DNA (parti-
cipantes en procesos de replicacion, reparacion, tigag&m, etc ...). Por otro
lado los nucleosomas requeririan de una nueva remodelgerfa permitir la
accion de enzimas que eliminaran las modificaciones riblesstales como la
acetilacion (HDACS) y la fosforilacion (fosfatasas).iAg conseguiria obtener
de nuevo nucleosomas de baja movilidad en los que las ioteras histona-
DNA no se han debilitado. EI cambio dinamico en el estadomdalcleosomas
se debe ala naturaleza quimica de las interacciones asfedteinas efectoras y
la cromatina. La union de proteinas reguladoras de laatiom (principalmente
complejos remodeladores y complejos con actividad modifiGade histonas)
ha sido descrita como un proceso dinamico segln estued@dsnies sobre la
union de proteinas especificas de heterocromatina aadadi por lisinas me-
tiladas [165, 166]. En estos trabajos se demuestra que tleipaosilenciadora
Hpl de mamiferos se encuentra en un rapido intercambielamtorno, de mo-
do que no permanece asociada estaticamente a sus sitiosbde Aisimismo,
el hecho de que la interaccion de los médulos con la cromdinteracciones
cromodominio/metil-lisina y bromodominio/acetil-lisih sea débil y sus cons-
tantes de disociacion sea para ambos casos del orden tid @, implica que
la concentracion de DNA asociado con proteinas efectotasle DNA “libre”
son de magnitudes similares, de modo que las moléculasi@amdntinuamen-
te de su forma libre a la unida a cromatina. Esto daria cudtzmo se puede
conseguir un tiempo de respuesta breve para la lectura detass epigenéticas
a pesar de que éstas presentan una tasa de recambio baafante

La hipotesis de la movilizacion regulada de los nuclea®implementa el
codigo de histonas diferenciando las posibles modificees@uimicas en dos ti-
pos. Las de tipo I, que se localizan principalmente en lasscainino terminales
de las histonas, y funcionan como reclutadores de prateifegtoras estabiliza-
doras de la cromatina. Y por otro lado las de tipo Il, que sécim®n funda-
mentalmente en la superficie lateral del nucleosoma (neggb octamero en la
interfaz histonas-DNA, que en las histonas corresponderairdo globular), y
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comprenden todas las modificaciones que alteran las interss directas entre
DNA e histonas.

Se han propuesto dos nuevos conceptos dentro de la bialed&s histo-
nas que complementan el codigo de histonas [167]: losrumres binarios y
los casetes de modificacion. Estos conceptos pueden axpiiecanisticamen-
te como se produce la lectura del codigo de histonas, y mae,ecomo ejerce
su funcion. Recibe el nombre de interruptor binario el nimdegin el cual la
fosforilacion de un residuo de serina o treonina proximmaesiduo metilado
(lisina o arginina) produciria la pérdida de la uniénéldulo efector que se en-
contrara interaccionando con la marca de metil-lisina. dados aspectos mas
interesantes de esta hipotesis es que ha establecidcegiespara la prediccion
funcional. Si el residuo de lisina metilado se encuentrarengy lugar en el in-
terruptor de tipo metil/fosfo , como es el caso del formaddatys9/serl0 de la
histona H3, éste codificara un estado silenciado de laatinen Mientras que si
la lisina se posiciona en segundo lugar, como ejemplode&e puede tomar el
interruptor thr22/lys23 de la histona H3, la cromatina salraria en un estado
activado transcripcionalmente.

El esquema que se encuentra en la figura 1.7 muestra una sgasidles
interruptores binarios, a la vez que ilustra la gran dedsidaomplejidad de
las marcas presentes en las histonas nucleosomales.€eFarsbiilta llamativo
que todos los posibles interruptores binarios se locakrelos extremos amino
terminales, en los bordes de las regiones helicoidalessrodn los bucles que
conectan las hélices del motivohistone fold Esto permitiria que fueran acce-
sibles a actividades modificadoras de histonas. Este modelucluye explici-
tamente otros posibles interruptores binarios (por ejerapétil/fosfo o ubicui-
til/fosfo) en los que la fosforilacion liberaria los mdélds de union a acetil-lisinas
o0 ubicuitil-lisinas. Estos tipos de interruptores podriep ser necesarios puesto
gue la acetilacion y la ubicuitinacidbn son modificacionegersibles por activi-
dades enzimaticas.

Por otro lado un casete de modificacion consiste en unarsgauge 3 a 5
aminoacidos que contiene un nUmero elevado de marcaentesdistintas. Por
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Figura 1.7 Modelo de interruptor binario. Se representan las secuencias de las cuatro
histonas internas humanas, en las que se han sehaladeséagieede motivos T/SK 'y
KSIT (T, treonina; S, serina; K, lisina). Ademas se handadb los lugares conocidos
de modificaciones postraduccionales en los interruptam@sugstos (P, fosforilacion;

M, metilacion; Ac, acetilacion; Ub, ubicuitinacion)eSnuestran cuatro posibles inte-
rruptores metil/fosfo en el extremo amino terminal de ladma H3. Extraido de [167].
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ejemplo el extremo amino terminal de la histona H4 cuya setaes Ser-Gly-

Arg-Gly-Lys, puede contener hasta 3 marcas, fosforitaga la primera posi-

cibn, metilacion en la tercera y acetilacion en la quilisto generaria hastd 2
posibles patrones de modificacion en ese casete. Las namibifies en residuos
adyacentes a las marcas reconocidas por los sitios de dmims modulos efec-
tores pueden afectar el reconocimiento y la union de loswss La presencia de
los casetes de modificacion en las histonas sugiere quap@xistir modulos

con la capacidad de reconocer estos complejos patronesditcacion.

Algunos autores, pese a reconocer el papel que puedan defsarimpvi-
vo las madificaciones de las histonas, cuestionan la existefecun codigo de
sefalizacion [168, 50]. Argumentan que el nUmero totahtbdificaciones no
contiene necesariamente mas informacion que la sumasdmdalificaciones
individuales. Estos autores apuntan que solo si la leckeilas patrones se pro-
dujera combinatoriamente, esto evidenciaria un codigmbién se ha sugerido
gue los patrones de modificaciones de histonas que posemsativgrupos de
genes [168] podrian ser el resultado de una cascada desyvenplicando la
acetilacion y la desacetilacion de lisinas individualesr Gltimo, los dos tipos
de acetilacion descritos hasta la fecha (global y dirigigagomotores) son difici-
les de integrar en la hip6tesis del codigo de histonasnyn®’se han encontrado
los mecanismos moleculares que dictarian el comportamdnlas actividades
modificadoras de histonas para cada cada ambito.
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Como se ha visto en las paginas previas, las modificaciomégschistonas
constituyen un mecanismo del que las células de los omasigucariotas se
han dotado evolutivamente, por el cual sefializan regidada cromatina mas o
menos definidas. De este modo, las diferentes funcionesjgue e@sta estruc-
tura nucleoproteica pueden ser facilitadas o reguladaser@bargo, pese a la
abrumadora acumulacion de datos que sustentan la exéstmeina interrela-
cion entre las funciones y las modificaciones (o su secakdail), se esta alin
lejos de establecer vinculos inequivocos donde las sausas efectos se en-
cuentren bien identificados y separados. Siendo la agétilde las histonas una
de las modificaciones mas extendidas, el objetivo generalste trabajo ha si-
do profundizar en el conocimiento de las actividades h&stacetiltransferasa
existentes en la levadu&accharomyces cerevisiae

El enfoque inicial ha continuado la trayectoria bioquiandel laboratorio,
donde se habian identificado varios complejos HAT. No oibstpara algunos
de ellos no se habian establecido las subunidades icamlgorrespondientes.
El primero de los objetivos del trabajo ha consistido, pesscaracterizar la
composicion de estos complejos estudiando las subursidzataliticas de los
complejos HAT Al y HAT A4.

En una segunda aproximacion se ha empleado el analisiscdézhcion
gendbmica que implica inmunoprecipitacion de cromatiomlginada con chips
de DNA. Esta potente técnica permite confeccionar mapasdripcionales que
describen el posicionamiento detallado de activadoresrifionales y el es-
tudio de los patrones de modificaciones postraduccionalet genoma. Con el
uso de esta técnica se ha pretendido aumentar el conotinsielore las funcio-
nes que pueda ejercir vivo la acetilacion de histonas. Concretamente uno de
los objetivos ha sido la localizacion gendbmica de diveitdATs (Sas3p, Sas2p,
Nutlp, Genbp, Hpa2 y Elp3p) utilizando macrochips de ORFS.deerevisiae
Dado que las HATs mencionadas son especificas por la hist®natro de los
objetivos fue analizar el efecto de la delecion de sus gevta® la acetilacion de
la lisina 14 de la histona H3, una posicion que se ha reladiorton frecuencia
con la actividad transcripcional.
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Finalmente, y también con objeto de establecer nuevasicores entre la
acetilacion de las histonas y sus posibles funciones, sedtizado un estudio
de la relacién entre esta modificacion y el envejecimieeialar. Dentro de es-
te Gltimo punto, y debido a que determinados componentesodeplejo HAT
B habian sido vinculados con el silenciamiento trans@ima (proceso intima-
mente relacionado con el envejecimiento en levadura)figidide los objetivos
ha sido investigar el efecto de la delecion de los genes eldasdcomponentes
del complejo HAT B (Hatlp y Hat2p) sobre el envejecimientd tyanscriptoma
celular.
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Parte 3

Analisis bioguimico de
complejos histona
acetiltransferasa de
Saccharomyces cerevisiae
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“Las cubiertas [del plan de negocio de Epiphyte Corp.]rek&chas con
un papel duro fabricado a mano a partir de paja de arroz, filmasmba,
cahamo salvaje y agua cristalina de glaciar por unosartssarruga-
dos que trabajan en un templo rodeado por la niebla y escuggidoca
volcanica situado en una isla que s6lo es conocida poenggjaburridos
de la Costa Oeste enfundados en spandex y con buena capaeidhita.

Caligrafos de la dinastia Ming reconstruidos molecutarte han dibujado
sobre la portada un mapa impresionista del mar de China Magtem-

pleando pinceles de crines de unicornio mojados en tintaufaaturada
por monjes estilistas ciegos a base de trozos de carbotavpgeducidos
al quemar a mano fragmentos de la Cruz Verdadera.”

Neal Stephenson, €riptonomic6n, Libro I: EI Codigo Enigma.
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3.1 Antecedentes

3.1.1. Complejos histona acetiltransferasa de levadura

En la levadurss. cerevisiagse han descrito hasta la actualidad nueve genes
codificantes de proteinas que poseen actividad cagahtiT in vitro (tabla 3.1).

Tabla 3.1.Genes de histona acetiltransferasas identificados & cerevisiae.

HAT1 Hstone AetylTransferase 1
GCNb5 _“General @ntrol Non-derepressible 5
ELP3/HPA1 _Elongator Rotein 3
No esenciales HPA2 Hstone Rutative Acetyltransferase 2
SAS3 _Bmething Adout Slencing 3
SAS2 _Bmething Adout Slencing 2
NUT1/MED5 _MNegative reglation of URS2 1
Esenciales ESA1 _EsentiaI_S_SZ Aetyltransferase 1
TAF22/TAFII145 TBP Associated Bctor Il 45

@Nombre estandar actual.

Los analisis de actividades HAT en levadura llevados a estbouestro la-
boratorio durante la década de los 90, habian permitigiatiicar hasta el inicio
del presente trabajo cinco complejos HAT distintos. Poenrde elucion en el
sistema cromatografico empleado en nuestro laboratore lpasseparacion de
actividades HAT, (fig. 3.1 en pag. 67), los cinco complejois: HAT Al, HAT
A2, HAT A3, HAT B y HAT A4 [169, 170]. De estos cinco complejosiestro
grupo identifico la subunidad catalitica de tres de elmn5p para el complejo
A2 y Hatlp para los complejos HATB y A3. Paralelamente otudsr@s habian
descrito, utilizando un método de purificaciobn semejahteuestro, la existen-
cia de una serie de complejos HAT que podrian coincidir etepan algunos
de los que se habian purificado en nuestro laboratorio [B0], Por orden de
elucion obtuvieron los complejos ADA, NuA4d(cleosomal &etyltransferase
of H4), NuA3 (Nucleosomal Aetyltransferase of H3y SAGA (Spt-Ada-Genb
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Antecedentes

Acetiltransferasa).

Mas recientemente se han descrito pequefias variantdgu®s de estos
complejos: SALSA SAGA atered $t8 absen) y SLIK (SAGA -LIKE) como
variantes de SAGA [61, 62] y picNuA4iccolo NuA4) como variante de NuA4
[172]. Todos estos complejos se encuentran en el nicletacedi bien el com-
plejo HAT B también se localiza en el citoplasma [56, 57]géros de estos
complejos comparten la misma subunidad catalitica. 4si By HAT A3 son
dependientes de Hatlp [170], mientras que SAGA [60], SLB,[BALSA [61],
ADA [173], HAT A2 [169] y HAT B3.1 [58] lo son de Gcnb5p. Por sunpe, Esalp
es la subunidad catalitica de NuA4 [174] mientras que Slas@pde NUA3 [74].

En la tabla 3.2 se recogen diversas caracteristicas sabeetividades HAT
descritas por nuestro grupo.

Tabla 3.2.Complejos HAT descritos por nuestro laboratorio con anterbridad al
comienzo de este trabajolLas especificidades sobre las distintas histonas se refieren

ensayos HATIn vitro. Datos extraidos de [175, 169, 176, 56].

Nombre Especificidad Localizacit
del de histona Oga 'IZ""IC'O” Subunidades
complejo libres nucleosomales subcelutar
Al H2B (S. cerevisiae) H2A (G. gallus) No determinadas
H4 y H2A (G. gallus)
A2 H3>H4>H2A - H3>H2B Gens, Ada2, Ada3
(G. gallusy S. cerevisiae)  (G. gallus)
A3 H4 (S. cerevisiae) - Hatl, Hat2
H4>H3 (G. gallus) -
A4 H3>H4 (G. gallus) H3>H4 (G. gallus) No determinadas
B H4 (S. cerevisiae) - Nuclear y cito- Hatl, Hat2, Hifl

H4 (G. gallus) -

plasmatico

Complejo HAT Al

El complejo denominado HAT A1l eluye en primer lugar en nwegtadiente
cromatografico. Es una actividad termoestable [55] cupa@&cidad de sustra-
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to varia en funcién de la procedencia de las histonas.ientras que en cuanto
a histonas libres el complejo acetila fundamentalmentestaii H2B de leva-
dura, acetila preferentemente las histonas H4 y H2A de gG&lus gallug.
Por otro lado, cuando se utilizan histonas de pollo ensatablan nucleosomas
como sustrato, el complejo acetila mayoritariamente HZA]1

Complejo HAT A2

En segundo lugar en nuestro gradiente eluye HAT A2, quelageincipal-
mente H3 libre tanto de pollo como de levadura, y al menos H¥epnsomal
de pollo. La subunidad catalitica de HAT A2 es Gcnbp, ya quelanutante
gcnAA se reduce significativamente la actividad hacia la histoBdilie en las
fracciones cromatograficas donde eluye A2, y se elimirdr@nte sobre H3 nu-
cleosomal [169]. Respecto a la proteina recombinante 5Gmha demostrado
gque es capaz de acetilar H3 libre, y nucleosomal cuando séadaiondicio-
nes adecuadas de concentracion de NaCl y M{i6]. La capacidad de A2
de modificar la histona H3 libre o nucleosomal es dependigatias proteinas
Ada2 y Ada3. En los mutanteda2\ y ada?\ desaparece la acetilacion sobre
H3 en la regibn donde eluye habitualmente A2 [177]. Asintiséda2p ha sido
detectada con métodos inmunoldgicos en HAT A2 purificaddtb]. Todo esto,
junto con el hecho de que Ada2p interacciona directamemeGambp, e indi-
rectamente con Ada3p [178, 173], sugiere que ambas pastédnman parte de
A2. Ademas, el complejo cuya actividad esta asociada &Btane una masa
molecular aparente de 170 kDa si se determina por ultraiteyacion en gra-
diente de sacarosa [170], o de 480 kDa si la técnica emplesdsa filtracion
en gel [176]. Una presumible forma asimétrica de este cejmleria la causa
mas probable de esta disparidad de tamafios segn ieat@eralitica. Se ha pro-
puesto que el complejo HAT A2 sea una variante del complejé ABscrito por
otros autores [60] (ver complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK).

Complejo HAT A3

El tercer complejo en eluir es HAT A3, cuyo sustrato es leoniatH4 libre,



62 Antecedentes

pero no la nucleosomal. Esta enzima se encuentra asociadmatina, ya que
en extractos a partir de protoplastos lisados en ausendia@ea actividad aso-
ciada a A3 disminuye respecto a la obtenida cuando se usanpdacon NacCl
gue consigue solubilizar este complejo y disociarlo de tematina [55]. Otro
dato que apunta hacia la naturaleza nuclear de este corgseja deteccion en
la fraccion nuclear de un fraccionamiento subcelular J1Z&s proteinas Hatl
y Hat2 forman parte de este complejo, como se ha demostratbsaparecer la
actividad asociada a éste en mutaritatl, hat2A o hatlA hat2), y al identi-
ficar a la proteina Hatl de 42 kDa como su subunidad catalén un ensayo
en gel [170]. Por otro lado, el tamafio del complejo HAT A3 esagroxima-
damente 110 kDa, como se determind por ultracentrifegaeri gradiente de
sacarosa [170].

Complejo HAT A4

El Gltimo complejo de tipo A es HAT A4, el cual posee espeiéid prin-
cipalmente sobre la histona H3 libre y nucleosomal, y en marexlida por la
histona H4. Este complejo se detectd por primera vez en wacta proceden-
te de una cepa mutant&tlA, cuya capacidad para acetilar la histona H3 libre
0 nucleosomal permanece incluso en un doble mutaat&\ gcn®A [170]. La
dificultad en identificar esta actividad anteriormente dadle su solapamiento
parcial con el complejo HAT B. Por ello, este complejo fueilfaente detectado
en mutantesatlAgen), en los que Unicamente aparecen las actividades HAT
Aly A4 [170]. Ademas, la localizacion nuclear de esta er@zfue demostrada
cuando su actividad fue hallada en la fraccion nuclear dextracto proteico de
una cepa mutanteat2A, en la que tanto el complejo HAT A3, como el B habian
desaparecido [170]. En cuanto a la especificidad haciaralijeosomas, se de-
termind que esta actividad es mas eficiente a 150 mM de Na&hccualquier
otra concentracion salina probada [177].
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Complejo HAT B

El complejo HAT B es la actividad que eluye, junto con el A4,(dtimo
lugar en el sistema de fraccionamiento original puesto #opgoor nuestro labo-
ratorio. Se trata de una actividad citoplasmatica, comdesprende del hecho
de encontrarse en la fraccion soluble de los extractogzaelals, y que acetila
Unicamente H4 libre [175, 170, 56]. Al igual que el complejaT A3, las pro-
teinas Hatl y Hat2 forman parte del complejo B, ya que suidatli desaparece
totalmente en cepdmtl, hat2A y hatlAhat2A [170]. Otro componente de este
complejo ha sido identificado mediante doble hibrido. Estaica demostrd que
Hif1lp interacciona con Hatlp y la histona H4, y ademas quieaasnnteraccio-
nes dependian de la presencia de Hat2p, lo que sugiere ehdgmmolécula
puente o estabilizadora entre Hatlp y H4 para esta profgéjaPor otro lado,
nuestro grupo y otros han demostrado que las proteinasa@nies de HAT B
se localizan principalmente en el nlcleo [56, 57], lo cuditaen contradiccion
con la definicion clasica de enzima HAT de tipo B. Esto hafglado la cuestion
de si la clasificacion en complejos de tipo Ay B deberia ts#saxclusivamente
en la capacidad para acetilar histonas ensambladas erosmtias (tipo A) o
sblo histonas libres (tipo B), sin considerar la localiaacsubcelular. Por otro
lado, el analisis por ultracentrifugacion en gradiergeselcarosa de fracciones
gue contenian este complejo reveld que su masa molecutkr £30 kDa [170].

Complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK

Los complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK, ademas del ya desztiit2,
tienen en comdn la subunidad catalitica HAT Gcnbp [60,682], Todos estos
complejos son capaces de acetilar las histonas H3 y H2B osmieales [60,
179, 62]. Mediante analisis con anticuerpos especifisegletecto la proteina
Ada2 en los complejos ADA y SAGA, mientras que Spt3p, Spt7pi2@ solo
formaban parte de SAGA [60]. Varios indicios apuntaron a 4da3 también
era un componente de ADA y SAGA, como el hecho de que Ada3pcesasa
para la actividad de ambos complejos [60]. Por Gltimo séambbtenido otros
complejos con masas moleculares similares conteniend2 ydda3 [180]. Por
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otro lado, la determinacion de las masas moleculares dasatdtividades por
filtracion en gel mostrd un tamafno de 0.8 MDa para ADA, y d&NDa para

SAGA [181]. Ahclp ADA hat complex omponent L forma parte Unicamente
del complejo ADA [181], mientras que miembros de las famili#e proteinas
Spty TAF se hallan exclusivamente en SAGA.

El complejo SALSA es la forma activa del complejo SAGA paradéva-
cion del genHIS3 SALSA contiene una version truncada de Spt7p a la que le
faltan 40 kDa de la parte carboxilo terminal y no contiene88g61]. Por su
lado, SLIK fue identificado también como un complejo vaigade SAGA por
su similitud en composicion proteica [62]. Al igual que elLSA, la forma de
Spt7p que coeluye con SLIK se halla truncada, no contier@gpSpipresenta una
subunidad nueva que no se encuentra en SAGA, Rtg2p (redatzioron la ruta
de sefalizacion retrobgrada entre nlcleo y mitocop@sia). Debido a su pareci-
do, y ya que no se ha conseguido probar que se trate de dossjosrtiferentes,
en adelante nos referiremos a la forma alternativa de SAGRGALSA/SLIK.
Recientemente se ha ligado la funcion histona desubiasii a los complejos
SAGAY SALSA/SLIK. Se ha descubierto que la proteina Ubp8resomponen-
te no esencial de ambos complejos y que posee actividadudesitinasa [137].
Esta proteina forma parte de un moédulo de SAGA integraddgsoproteinas
Sus1-Sgfl1-Ubp8 [182]. Ya se habia descrito previamdr@®,[184] que la aso-
ciacion de Ubp8 a SAGA depende de Sgfllp de acuerdo con ®nencia al
modulo mencionado. Ademas de sustentar la posibilidalh deexistencia de
diversas actividades modificadoras de la cromatina en igo @womplejo, este
modulo podria vincular la transripcion dependiente A&A con el exporte de
MRNA nuclear, en el que esta implicada la proteina Susi][18

Complejo NuA3

El complejo NuA3, que eluye antes de SAGA en un gradientelainai
utilizado en nuestro grupo, tiene especificidad por la hestd3 libre y nucleo-
somal [171]. La proteina Sas3 fue identificada como la sidadncatalitica de
este complejo tras la purificacion de NUA3 en sucesivas arognafias, y se-
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cuenciacion peptidica [74]. Las proteinas Tafl4 e Yragikién fueron identifi-
cadas como componentes de NUA3 en el mismo trabajo [74].i8sin) Sas3p
interacciona con Sptl6p, la cual es, junto con Pob3p, coemterdel complejo
heterodimérico FACT [74]. FACTHAcIlitates Chromatin Transcription) facilita
la elongacion de la transcripcion desestabilizando lademsomas, y reensam-
blando la estructura nucleosomal posteriormente al pasa RBIA polimerasa
Il. Recientemente se ha demostrado que la capacidad de [Sas3nirse a sus-
tratos nucleosomales depende de las histona metiltrasafeiSetlp y Set2p, y
las lisinas 4 y 36 de la histona H3, sus respectivas dian&j.[$8 ha propuesto
gue la unién de NUA3 a histonas metiladas es el mecanismel gpie esta ac-
tividad HAT se dirige a la cromatina, y una forma por la que ktitacion de la
histona H3 puede mediar la transcripcion [136].

Complejo NuA4

La actividad NuA4 eluye tras ADA, y posee especificidad stdsénistonas
H4 y H2A nucleosomales, y al menos sobre H4 libre [171, 17431 fue de-
tectada por métodos inmunolbgicos en las fraccionessequa aparecia NuA4,
y la inmunoprecipitacion especifica de esta proteinaied esta actividad de
sus fracciones caracteristicas, indicando claramergeEgalp es la subunidad
catalitica de NuA4 [174]. La purificacion del complejo NdiAnediante medios
cromatograficos permitio la identificacion de Tralp, pr@teina del grupo ATM
(Ataxia Telangiectasia Mtated, como componente del complejo [174]. Es des-
tacable que Tralp también forme parte del complejo SAGA [F@r otro lado,
la masa molecular de NuA4 resultd ser de 1.3 MDa, segUndterminada por
cromatografia de exclusion molecular [174]. El compNjoA4 comparte varias
subunidades con SWR1-com, un complejo remodelador quesitieptiz1p, va-
riante de la histona H2A, en la eucromatina [23]. Se ha deamstque NuA4
acetila esta variante de histona para evitar la extenstda teterocromatina a
regiones activas [186, 187]. Estos datos han relacionafimézon del complejo
NuA4 con la restriccion de la cromatina silenciada. Tanbiésulta destacable
que el complejo NuA4 sea hasta ahora la Unica actividadriascetiltransferasa
esencial descrita en levadura, de modo que unaesgiermosensible detiene
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su crecimiento en la fase G2/M [188]. Taflp es también éabpara la levadura,
sin embargo recientemente se ha cuestionado que estenprejefza actividad
HAT in vivo [189].

3.1.2. Aislamiento cromatogafico de actividades HAT
en levadura

Al comienzo de este trabajo la composicion de los complejas Al y
HAT A4 era desconocida, tanto en cuanto a sus subunidadalgicas, como a
las posibles subunidades que las acompafan. Por tantdguoe objetivos del
presente trabajo ha sido identificar las subunidadesitizaal’de los complejos
Aly A4, obtenidos segln un protocolo establecido previamen nuestro gru-
po de investigacion. Este método permite obtener lagidates HAT en forma
de complejos multiproteicos nativos gracias a sus conuisicuaves. El siste-
ma precisa de la obtencibn de extractos proteicos crudtevddura a partir de
protoplastos. A continuacion, el incremento de la fuebrécia del extracto con-
sigue disociar de la cromatina agquellos complejos que sgzasa ella. Después,
este extracto crudo es ultracentrifugado y el sobrenadangevez dializado, es
sometido a una cromatografia de intercambio anionicapdeQ Sepharose FF
(Amersham Biosciences). La elucion se lleva a cabo megliamgradiente lineal
de fuerza idbnica, desde 80 mM hasta 380 mM en cloruro sodico

El ensayo HAT de las fracciones cromatograficas obtenidasife detectar
dos picos de actividad expresados en cuentas por minuto o(iRid.1.A). Pe-
se a que la presencia de estos dos picos podria indicarstamsia de dos com-
plejos HAT diferentes, en nuestro grupo de investigacémabia establecido
previamente la necesidad de estudiar la especificidad btomas de todas las
fracciones eluidas para diferenciar entre distintas idetiles HAT [175, 170].
Para determinar estas especificidades, se incub6 cad@frazromatografica
con histonas en presencia de'fG]acetil CoA, tras lo cual la mezcla de reaccion
se sometid a electroforesis y posterior fluorografia é¢l gste método permi-
te analizar la radiactividad incorporada en cada una deistanias (fig. 3.1.B).
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Figura 3.1 Actividades HAT en un extracto total deS. cerevisiae silvestre (BMA64-
1A). (A) Fraccionamiento en Q Sepharose del extracto total de ureadmfevadura
silvestre. Las proteinas retenidas se eluyeron medianggadiente lineal de 80 a 380
mM NaCl. Se representa laxdy de las fracciones recogidas y la actividad HAT de las
fracciones tras ensayarlas con histonas libres de etitrdeipollo y [1#4Clacetil CoA.
(B) Fluorografia de las histonas tras el ensayo y su separpoidelectroforesis en un
gel del 16 % de poliacrilamida en presencia de SDS. Se indipmsicion de 3 de las
histonas internas. La grafica inferior muestra el denstoado de la histona H3 y H4
de la fluorografia. Este sistema permite detectar los pleagctividad especificos sobre
cada histona. Se consignan los nombres de cinco de los gosplaT aislados. Figura
extraida de [177].
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El densitometrado de las bandas radiactivas correspdadienada histona en
el gel indica la presencia de varias actividades HAT quepsoigarcialmente
(fig. 3.1.B). Estas actividades, al ser ensayadas con hstoternas de eritro-
cito de pollo, eluyen en un orden que ha sido empleado pamendear a las

distintas enzimas (ver apartado 3.1.1). El sistema ha sigeado para clasi-
ficar los distintos complejos enzimaticos HAT separadascpomatografia de
intercambio ibnico. El fundamento de la clasificacion de ¢omplejos estriba
en su capacidad para acetilar especificamente alguna kistlagas internas.

Es importante destacar que en los ensayos HAT se utilizayoro sustra-
to histonas libres e histonas nucleosomales procedentestaito de pollo.
La obtencion de histonas de levadura precisa de una megfidohas compleja,
siendo los nucleosomas de levadura mucho mas inestatddesjde eritrocito.
Estas razones nos impulsaron a efectuar todos los ensayasistatos proce-
dentes de eritrocito de pollo.

3.1.3. La tecnica TAP aplicada a la caracterizadn de
complejos HAT

En los Ultimos afios han sido desarrolladas una seriectécts orientadas
a la caracterizacion de proteinas especialmente pocwabtes en la célula. La
separacion de mezclas complejas de proteinas medidetelmgimensionales o
mdltiples pasos cromatograficos, y su posterior ideatifimm en un espectrome-
tro de masas acoplado, ha conseguido la identificacibnateipas en un nivel
sin precedentes de sensibilidad. La metodologia de pagifin por afinidad en
tandem (TAPTandem Ainity Purification) fue descrita por primera vez en un
trabajo en levadura llevado a cabo en el EMBL (Heidelberg)ebgrupo de B.
Séraphin en 1999 [190]. EI TAP permite recuperar complpgjoteicos altamen-
te purificados a partir de extractos que contienen una bajeeotracion de los
mismos. Ademas las proteinas asi recuperadas puedkraes®estructural y
funcionalmente ya que se obtienen en condiciones nativas.
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Para la purificacion de los complejos empleando estadécee debe susti-
tuir la copia silvestre de la regibn codificante de la praede interés por una
version que contiene una etiqueta dual de afinidad. Laettigeista constituida
por las unidades de union de IgG de la proteina AStigphylococcus aurelse-
guida de un sitio de corte de la proteasa TEWHacco Ech Mrus), y finalmente
la secuencia del péptido de unién a la calmodulina (CBIRa Ekcelente des-
cripcion del método (fig. 3.2) se haya detallada en el foattea 2001 de Puigt
al. [191] (ver también http://www.cnrs-gif.fr/cgm/epissdimdex gb.html).

Hasta la fecha se han llevado a cabo usando TAP tres granmeossa
nivel global de la composicién de complejos proteicos @adara. Estos han
utilizado TAP acoplado a la identificacion por espectrataetle masas de las
proteinas asociadas a la proteina etiguetada (dian@0@&nel primero de ellos
consiguid etiquetar 1739 proteinas, y realizar una padfon y una identifi-
cacion de las proteinas acompafiantes mediante MALR-{Matrix Assisted
Laser Desorption/bnization-Time Cf Fligth) de 589 de ellas [192]. Este trabajo
ademas de asignar componentes a complejos, contribugigaa tin mapa de las
interacciones entre proteinas en el contexto celular w#alura (interactoma).
El mismo afo, otro trabajo en el que el sistema de purificaconsistido en una
Unica etapa de inmunoprecipitacion con un anticuerporgoenoce el epitopo
Flag, describio la purificacion de 755 proteinas [193]. &, las proteinas re-
cuperadas tras la etapa de purificacion fueron analizaédsante LC-MS/MS
(Liquid Chromatography Tandem &4s $ectrometry para la identificacion de
los componentes de los complejos obtenidos. Esto permaitifescripcion de
nuevas conexiones entre distintos elementos en la redetadotones globales.
Muy recientemente han sido publicados otros dos trabagssaxhaustivos que
emplearon la técnica TAP [194, 195]. Uno de ellos es el @stleli2006 de Gavin
et al, en el que se lograron purificar 1992 proteinas de fusionTéd?, y se uti-
liz6 un método alternativo de purificacion para las graie de membrana [194].
Por otro lado, en el trabajo de Krogahal. del mismo afio, se purificaron 4562
proteinas que fueron analizadas por MALDI-TOF y LC-MS/M8Y]. El uso de
ambos métodos de espectrometria de masas simultaneaowersiguid incre-
mentar el éxito en las identificaciones, y por tanto la colbberdel interactoma y
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Figura 3.2 Esquema del protocolo TAPEI método TAP permite la caracterizacion de
complejos proteicos presentes en las células. La apraidmaAP consiste en introdu-
cir una etiqueta doble de afinidad en la proteina diana, muprecipitar esta proteina
junto con las proteinas asociadas en la primera columnéirddeal, eluir el material
asociado a esta columna mediante el corte con una proteadiadepa la proteina diana
unida a la parte CBP de la etiqueta con sus proteinas assciaghor Gltimo purificar
este complejo con una segunda cromatografia de afinidadgleslse eluye por accion
del cambio conformacional que se produce en la calmodutireusencia de iones cal-
cio. Los complejos proteicos purificados son resueltosrgémente por SDS-PAGE, de
modo que las proteinas se separan de acuerdo con su mastrbiitalas proteinas son
escindidas del gel, se digieren con tripsina y se analizamggectrometria de masas.
Los algoritmos de blsqueda en bases de datos son entongleséas para identificar
proteinas especificas a partir de sus espectros de masas.
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la confianza de los resultados.

En el campo de los complejos HAT & cerevisiagla técnica TAP se ha
aplicado al estudio de al menos cuatro complejos. En el poiche estos trabajos
se describid la composicion del complejo Elongador eargle las subunidades
Elpl, Elp2 y Elp3 etiquetadas para su purificacion. Estmid la deteccion de
Elp4, Elp5 y Elp6, que etiquetadas también copurificaramlos otros compo-
nentes del complejo holo-Elongador de 6 subunidades [196].

Otro de estos trabajos se centr6 en el estudio del complajb B para
lo cual se purifico Hat2-TAP procedente de extractos nueseaon resina de
calmodulina, y a continuacion se emplearon dos pasos deatografia conven-
cional [57]. Esta estrategia consigui6 detectar Hatlp2pia Hiflp de HAT B
(asociadas a H4 y H3) en un complejo de 500 kDa con actividaek $t4 y H2A
libres.

El complejo TFIID comparte con SAGA cinco proteinas TAFfplarafe,
Taf9, Taf10 y Taf12). La purificacion de las proteinas capsiproporcion6 in-
formacion sobre cuatro nuevos componentes de SAGA: SgBdi29p, Sgf73
y Ubp8 [197]. Para comprobar que Sgfllp era efectivament®omponente de
SAGA, ésta se purifico mediante TAP, lo que permitid obteesencialmente
todas las subunidades de SAGA [183]. Otro componente de Sé&38ubier-
to usando la técnica de TAP, ha sido la proteina Susl, qperificd con el
complejo nuclear de exportacion de mRNA Sac3-Thpl, y tambon 17 de las
proteinas que constituyen SAGA [185].

El complejo HAT SAS también ha sido objeto de estudio witido TAP. En
un trabajo reciente se etiquetaron dos de los componentegidos del com-
plejo, Sas2p con la etiqueta TAP y Sas4p con MYC, y tras Idipacion por
afinidad en tandem so6lo se obtuvieron tres proteinas nanpuntuacion ade-
cuada mediante MudPHTpara ser componentémna fidedel complejo [198].
Estas fueron Sas2p, Sas4p y Sas5p, que eluyeron en un coaghgproximada-
mente 450 kDa segln un analisis por cromatografia deigikel molecular. Sin

IMultidimensional Fotein Identification Bchnology
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embargo, la determinacion de la masa molecular mediantefagacion en un

gradiente de glicerol indicé un tamafio de 125 kDa muchs defacuerdo con la
hipbtesis de que SAS sea un complejo formado Unicamemtaperes subuni-

dades mencionadas. Se cree que el tamafio que predice ugieémanolecular

estaria sesgado por no tratarse de un complejo globular.
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3.2 Materiales y metodos

3.2.1. Medios de cultivo

3.2.1.1. Medios parascherichia coli

Para el crecimiento dg. coli se utilizo LB-Miller (1 % (p/v) triptona, 0.5%
(p/v) extracto de levadura y 1 % (p/v) de cloruro sodicoyell se suplement6 con
ampicilina (LBA) a razbn de 50g/mL de cultivo para la seleccion de cepas con
marcador de resistencia a ese antibibtico, o bien con dimpia 50 ug/mL y
cloranfenicol (LBACI) a 254g/mL cuando fue necesario. Para el cultivo en pla-
ca, se emplearon los mismos medios pero adicionando 2 %dg/ayar. Todos
los medios empleados fueron autoclavados 20 min ac.20

3.2.1.2. Medios paraSaccharomyces cerevisiae

La mayor parte de los cultivos se realizaron en YPD (1 % (phifgeto de
levadura, 2 % (p/v) peptona y 2% (p/v) D-glucosa). Para lece@bn de trans-
formantes se empled YPD con geneticina (G418) a una carmeém final de
200pg/mL de antibiotico, o bien YPD con noursetricina (clodijta una con-
centracion final de 100ag/mL.

En el caso de tratarse de una cepa transformada con plapmitdalor de
marcador de auxotrofia, se utiliz6 medio minimo sintétcompleto (SC). El
medio SC contiene una mezcla de los aminoacidos que redadavadura, a
excepcion del que le permite sintetizar el gen marcadoisguetegra junto con
el DNA transformante. Este medio contiene 0.67 % (p/vyelest nitrogen base
w/o amino acidgDifco), 2 % (p/v) glucosa, 0.067 % de una mezcla preparada de
aminoacidos, y los requerimientos necesarios segun sea@ adenina, uracilo
e histidina a 3Qg/mL, y leucina, lisina y triptbfano a 1Q@/mL. La mezcla de
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aminoacidos empleada contiene aquellos aminoacidosa@se suelen emplear
como marcadores de auxotrofia. Para preparar 26 g, searn@z@ g de arginina-
HCI, 2 g de isoleucina, 2 g de lisina-HCI, 2 g de metionina, Zgerina, 3 g de
fenilalanina, 2 g de treonina, 2g de tirosina 'y 9 g de valina.

El medio de crecimiento para los cultivos empleados para fliePY PDA
(1% (p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona, 2% (p/uvrgsa y 0.01 %
adenina hemisulfato).

Todos los medios empleados fueron autoclavados 20 min&120

3.2.2. Cepas dé&scherichia coli utilizadas

Para la obtencion de los plasmidos y la conservacion slenismos se em-
pled la cepa dé&. coli DH5a. Los plasmidos empleados como molde para las
PCRs en las estrategias de disrupcion génica o etiquetadoi cromosémicos
(ver apartado 3.2.5) se exponen en la tabla 3.3.

3.2.3. Transformacbn deE. coli

El sistema de transformacion de este microorganismo fdesalrito por Ha-
nahanet al.[203] con algunas modificaciones. Un cultivo de 100 mL de BH5
en medio LB-Miller a una D@y de 0.3-0.4, se enfrid en hielo y se recogi6 por
centrifugacion a 1500g a #C durante 10 min. El sedimento celular se resus-
pendid en 30 mL de disolucion RF1 (0.1 M RbClI, 50 mM Ma0 mM acetato
potasico, 10 mM CaG) 15 % (v/v) glicerol, pH 5.8) fria y se incub6 30 min en
hielo. Las células se volvieron a centrifugar en las misowasliciones y se re-
suspendieron en 3 mL de disolucion RF2 (10 mM MOPS pH 6.8, WORbCI,

75 mM CaC$, 15 % (v/v) glicerol) fria. Se tomaron alicuotas de 100de esta
suspension de células competentes para la transfasmagcise almacenaron a
-80°C.
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Tabla 3.3.Plasmidos empleados en este trabajo.

| Plasmido \ Descripcion | Procedencia

pFA6a-KanMXx4

Integracion del marcadg
KanMX4 (procedente dg¢
E. coli) en delecibn de
genes por recombinacio
homéloga

r

“Wach et al, 1994

1199]

pAG25 (pFA6a-natMX4)

Integracion del marcadg
natMX4 (procedente ds.
nourse) en delecion deg
genes por recombinacio
homéloga

r

ke, 1999 [200]

Goldstein y McCusH

pFA6a-13Myc-kanMX6

Integracion del marcadg
kanMX6 para etiquetad

r
b Longtine et. al,

con 13 epitopos MYC en [201]

Ct de los genes

1998

pGA2256 (6HA-his3MX6)

Integracion del marcadg
his3MX6 para etiquetad
con 6 epitopos HA en C
de los genes

r
D Knop
t [202]

et al,

1999

pYM3-6HA-KITRP1

Integracion del marcadg
TRP1 deK. lactis para
etiquetado con 6 epitopd
HA en Ct de los genes

r

Knop et al,

S[202]

1999

pYM6-OMYC-KITRP1

Integracion del marcadg
TRP1 deK. lactis para
etiquetado con 9 epitopd
MYC en Ct de los genes

r

Knop et al,

S[202]

1999
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El procedimiento de transformacion consistid en tomar alicuota de 100
KL de células competentes e incubarla 10 min en hielo. Apoation se afadio el
DNA a transformar (aproximadamente 25 ng enll]) se agité suavemente y se
incubb en hielo 30 min. Las células se sometieron a un até&Ermico de 2 min a
37°C, y se volvieron a enfriar en hielo. Se agregaron |208e medio LB-Miller
y se incubd 1 h con agitacion a7. Finalmente la suspension se sembr6 en
placas LBA (medio LB-Miller suplementado con ampicilina)l. BACI (medio
LB-Miller suplementado con ampicilina y cloranfenicolgmendiendo del DNA
transformante. Se realizaron diluciones si se considecesario. Las placas se
incubaron a 37C hasta la aparicion de transformantes.

3.2.4. Cepas desaccharomyces cerevisiae utilizadas en
analisis bioquimicos

En la siguiente tabla se detallan los genotipos y la proagdate las ce-
pas empleadas para el analisis bioquimico y por cromafiegrde afinidad en
tandem (TAP) de los complejos HAT.

Tabla 3.4 Cepas de levadura utilizadas en aalisis cromatograficos.

‘ Nombre ‘ Genotipo ‘ Procedencia ‘

BY4742 MATa, his2Al, leu2A0, lys2\0, EUROSCARF
ura3A0 C.B. Brachmann [204]
MATa, his3A200, leu2-3,112, trpAl,

LPY2990 ura3Ab2, esad::HIS3, pLP795 (ESAL L. Pillus [188]
URA3 CEN)
MATa, hisd200, leu2-3,112, trpAl,

LPY3291 ura3A52, esal\::HIS3, pLP863 (esali L. Pillus [188]
A414 TRP1 CEN)
MATa, ade2-1, his3-11,15, leu2-3,112, _

BMA64-1A M. Minet
trpl1A-2, ura3-1, can1-100
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‘ Nombre ‘ Genotipo Procedencia
BMAG64-1A SAS3-TAP(CBP-T7-TEV-
BQS1435 ) M. Pamblanco
Protein A)-KanMX6
BMAG64-1A TAF14-TAP(CBP-T7;
BQS1436 ) M. Pamblanco
TEV-Protein A)-KanMX6
BMA64-1A YNG1-TAP(CBP-T7-TEV-
BQS1437 . M. Pamblanco
Protein A)-KanMX6
BQS1033 | BY4742sas?\0::LEU2 S. Rodriguez-Navarro
BQS1176 | BQS1033hatlA::kanMX4 Este trabajo
BQS1178 | BY4742hatlA::kanMX4 Este trabajo
BQS1181 | BY4742gcn?A::kanMX4 Este trabajo
BQS1197 | BY4742NUT1-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1201 | BQS1181lhatlA::natMX4 Este trabajo
BQS1204 | BY4742hpaZ)h::natMX4 Este trabajo
BQS1206 | BY4742nutlA::natMX4 Este trabajo
BQS1209 | BY4742SPT7-HA6G-HIS3 Este trabajo
BQS1212 | BY4742elp3A::natMX4 Este trabajo
BQS1216 | BY4742SAS3-HAG-HIS3 Este trabajo
BQS1218 | BY4742HPA2-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1314 | BY4742sas\::kanMX4 Este trabajo
BQS1334 | BY4742RTG2-HA6G-HIS3 Este trabajo
BQS1339 | BQS1181SAS3-HAG-HIS3 Este trabajo
BQS1340 | BY4742GCN5-HAGB-HIS3 Este trabajo
BQS1350 | BY4742GCN5-MYC13-kanMX6 Este trabajo
BQS1351 | BQS1216GCN5-MYC13-kanMX6 Este trabajo
BQS1354 | BQS1340SAS3-MYC13-kanMX6 Este trabajo
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Recolecodbn de @&lulas deS. cerevisiae para analisis cromatografico y purifi-
cacion TAP

Para los experimentos que requirieron analisis cromatiogr, las células se
crecieron en medio YPD a 28 o0 a 37C. Los cultivos se airearon mediante
agitacion orbital a 200 rpm y se recogieron a unasgy@e 0.8-1.0.

En el caso de la purificacion por cromatografia de afinigeihedem (TAP),
los cultivos se incubaron a 30 en camara de crecimiento o incubador, con
agitacion orbital hasta una Rgyde 2.0 a 3.0. Las células se recogieron mediante
centrifugacion a 4C durante 15 minutos a 558@. Las células se lavaron con
un volumen de agua estéril @ correspondiente a la mitad del volumen inicial
del cultivo, se pesaron, se congelaron en nitrobgenodaginmediatamente, y se
mantuvieron a -80C hasta su lisis posterior (ver apartado 3.2.11 en pag. 94).
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3.2.5. Construccon de cepas erSaccharomyces cerevi-
Siae

Basicamente se realizaron dos tipos de manipulacioresgpémes de leva-
dura relacionados con procesos de maodificacion de la ciaemdor una parte
se realizaron disrupciones, y por otra etiquetados de Inesggestudiados con
epitopos estandar. Estas manipulaciones emplearonsinaegia que permite
obtener la construccion a transformar en un Gnico paseatzion en cadena de
la polimerasa (PCR) [205].

3.2.5.1. Interrrupcion de marcos de lectura abiertos

Para la obtencion de los mutantes con disrupciones de maedectura
abiertos (ORFs), se utilizo la técnica BER targeting205]. Esta se basa en la
transformacion d&. cerevisiaeon un DNA lineal, que contiene zonas homolo-
gas al inicio y final del gen a eliminar, y un gen marcador enolaazcentral,
de modo que por recombinacion homoéloga se elimina lanedél gen entre las
zonas mencionadas, como se muestra en la fig. 3.3.

El plasmido pFA6a-KanMX4 [199] contiene el gen de resisi@ra geneti-
cina, y se empled como origen del marcador para un subdonfienlas cepas
construidas. Por otro lado, el casete natMX4 procede dehmilo pAG25 [200],
y confiere resistencia al antibiotico clonnat™. Estentidticasete se utilizo alter-
nativamente al de resistencia a geneticina, 0 en casos gundase requiriera la
generacion de dobles mutantes.

Para cada transformacion, se genero la cantidad suédientasete (aproxi-
madamente 100 ng) en una reaccion de PCR empleando como Dike .5
ug del plasmido correspondiente, y QB! de los oligonuclebtidos denomina-
dos S1vy S2 (fig. 3.3A). El oligonuclebtido S1 contiene enxdteeno 5’ los 45
nucle6tidos homologos al extremo 5’ del marco de lectbiarto a interrumpir,
seguidos de una pequefa secuencia de la zorduwgble Cloning Site(MCS)
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Figura 3.3.Construccion de cepas con genes delecionados 8rcerevisiae. (A) Es-
guema de la obtencion de ORFs interrumpidas en el genora $etecnica de recom-
binacidbn homobloga a través de pequefas zonas de horadlagqueantes desarrollada
por A. Wach [199].(B) Disposicion de los oligonucle6tidos utilizados paraéaifica-
cion de la integracion.

contigua a la region 5’ del marcador (5-CG TAC GCT GCA GGTAG-3)).
El oligonuclebtido S2 contiene en su extremo 5’ los 45 mitades homologos al
extremo 3’ del marco de lectura abierto a interrumpir, seiggide 18 nuclebtidos
derivados de la zona del MCS contigua a la region 3’ del nuamcés’-AT CGA
TGA ATT CGA GCT CG-3)).

Una vez generado el casete de disrupcion se transformépade levadura
correspondiente segln el protocolo de Gettal.[206] con modificaciones (ver
apartado 3.2.6). La verificacion de la correcta integnasié realizo por PCR. El
analisis se basa en la obtencion de productos de distimtafto segin se haya
producido, o no, la integracion del casete. Asi, se diseiidos oligonuclettidos
gue hibridan fuera del gen (Al: region 5’y A4: region 3')gs que lo hacen in-
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ternamente (A2: hebra no codificante y A3: hebra codificaite) mismo modo
se diseflaron 2 oligonuclettidos de las mismas caratiter$ que A2 y A3 para
el interior del gen de resistencia (o marcador), llamadosyK3 (fig. 3.3B).
La comprobacion se efectu6 mediante una reaccion de RERppledb como
molde el DNA gendmico extraido [207] de una colonia transfante, y el juego
de oligonuclebtidos Al, A2 y K2, o bien A3, A4 y K4. Asi, cudmse produce
la integracion del casete se espera un producto A1-K2, darmafo diferente
al del producto A1-A2, o bien un producto K3-A4, distinto &3-A4. Siempre
se realizd una PCR control con DNA de una cepa silvestre, lpagiue los pro-
ductos a obtener eran A1-A2 o A3-A4, segln qué juego dewliglebtidos se
empleara.

3.2.5.2. Etiquetado de genes

Los loci que codificaban proteinas que se deseaban etiquetar fsemoe
tidos a una estrategia similar a la del apartado anteridiodtis cromosémico
de la levadura se manipula para que contenga en su extrebuxitarterminal
una secuencia que codifica una sucesion de seis epitopbgseduida por el
marcador de selecci6hRP 1de Kluyveromyces lactis HIS3 de Schizosaccha-
romyces pombeo bien 9 o 13 epitopos MYseguidos del marcaddiRP1de
Kluyveromyces lactis KanMX6, respectivamente). La técnica para obtener es-
tos etiquetados [202] se basa también en la obtencién dasaie que contiene
zonas homologas, en este caso de la region 3’ de la ORF.

La amplificacion de los plasmidos pGA2256, pGA2265 (pYBM3A-KITRP1)
y pGA2267 (pYM6-9MYC-KITRP1), cedidos por P. M. Alepuz, clms oligo-
nucleb6tidos 1A (48 Gltimos nuclebtidos de la ORF en fas@nyel codon de
terminacion, seguidos de 17 nucle6tidos comunes de &smtios) y 1B (48
nucleotidos de después del codon de terminacion de ka €28uidos de 17 nu-
cle6tidos comunes de los plasmidos) generaron los casetesarios. En el oli-
gonucle6tido 1A la secuencia comin es 5-TCC GGT TCT GCTT@G-3',

1Contenido en la proteina hemaglutinina del virus de lagghipmana.
2Secuencia de la proteina c-myc humana.
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y en el 1B es 5'-CCT CGA GGC CAG AAG AC-3'. Con este casete sastra
formo la levadura (ver apartado 3.2.6), y por recombimatiomologa la etiqueta
se integroé junto con el marcador de seleccion.

La verificacion de la integracion se realiz6 de maneralainal apartado
anterior. Se analizd por PCR el DNA gendmico de los transémtes, emplean-
do los oligonucleétidos A3 y A4, que rinden productos cdesiblemente mas
largos en el caso de que se haya producido la integracioa dédqueta y el
marcador. Finalmente, las colonias que dieron positivaoerahalisis por PCR
fueron comprobadas parestern-blot(ver apartado 3.2.10).

3.2.6. Transformacbn de levadura con acetato de litio

La transformacion de levadura se llevd a cabo siguiengooeledimiento de
Gietzet al.[206] en condiciones de esterilidad. Las células son dasoén YPD
hasta una concentracion de aproximadamentecgéulas/mL (se asumib que
una DO600 de 0.6 corresponde a una concentracion del®’2células/mL).
Se recogieron 2 10 células por centrifugacion a 3000 rpm durante 4 min. Las
células se lavaron con 5 mL de agua estéril fria y se deg&ion a 4000 rpm du-
rante 2 min. Tras decantar el sobrenadante las célulassspendieron en 200
HL de acetato de litio 0.1 My TEA (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) fresco
preparado a partir de acetato de litio 1 M y TEXL(ESsta mezcla se incubb 15
min a 30C, y a continuacion se adicionarorub de DNA carrier (de esperma
de salmbn) 10 mg/mL previamente hervido y enfriado en hielmediatamen-
te se mezclo6 con unos 100 ng del DNA a transformar agitandebgex. Se
afadio 1.2 mL de PEG 40%, TEx] acetato de litio 0.1 M, y la mezcla fue
incubada con agitacion durante 30 min a°80) Transcurrido ese tiempo se in-
dujo el choque térmico incubando 20 min a°42 A continuacion se elimino el
PEG por centrifugacion y las células se lavaron con agt@&ile€l sedimento
de células se resuspendio en 280de agua estéril. Cuando la construccion a
insertar portaba un marcador de auxotrofia, se plaquefmemplacas de SC sin
el requerimiento correspondiente. En el caso de marcad@s@dencia a un an-
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tibibtico (clonnat™ o geneticina) las células se inocularon en 5 mL de YPD y
fueron incubadas 4 horas a 30. Tras recoger las células, éstas se resuspendie-
ron en 250uL de agua y se sembraron en dos placas de YPD con el antibiotic
adecuado.

3.2.7. Aislamiento de actividades HAT medianteé&cni-
cas cromatog@aficas

Obtencion de extractos totales de levadura con actividad HAT

La preparacion de extractos proteicos de levadura sedmasbmétodo des-
crito en el trabajo de 1989 de Lopez-Roe@éaal.[55] con modificaciones. Breve-
mente, las células recogidas en fase de crecimiento erpiahse centrifugaron
a 1500<gy se lavaron una vez con agua destilada. Se determind ehpesedo
de las células, y se resuspendieron en medio de pretrai@n{iEd0 mM Tris-
HCI pH 8.0, 5 mM EDTA, 75 mM 2-mercaptoetanol) a razon de 10gnLas
células se incubaron 30 min en hielo con una agitacionesUagspués de esta
incubacion las células se lavaron con medio de incuba@ mM NakPO,
pH 6.5, 1.1 M D-sorbitol). Finalmente se resupendieron edionge incubacion,
a una proporcion 5 mL/g de células, que contenia 1 mg @ms@lR0T (Seikaga-
ku Corp.) por g de células. Esta suspension celular sd@aproximadamente
45 min, lo cual es suficiente para que se produzca la digedgda mayor par-
te de la pared celular. Tras la obtencion de los protopa&stos se recogieron
por centrifugacion a 1500g durante 5 min a4C, y fueron lavados 3 veces con
medio de incubacion. Los protoplastos se lisaron en magmdnico (75 mM
Tris-HCI pH 7.9, 0.25 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoetanol, 0.05 %€En 20,
1 mM PMSF, 1 pastilla de Cocktail de inhibidores de prote&amplete™ de
Roche por cada 50 mL de tampobn) con la ayuda de un homogdoeiipo
potter. Habitualmente se lisaron con un volumen dgiR%le medio hipotbnico
por cada mL de cultivo original. Al lisado se le afiadid6 Na&Glido hasta una
concentracion final de 0.5 M para propiciar la disociadlérproteinas asociadas
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a cromatina, y se agitd durante 30 min“@C4El lisado se sometid a ultracen-
trifugacion a 10000Rg (Ultracentrifuga Beckman L-70) durante 1 h‘<C4 El
sobrenadante fue dializado frente a tampbn de extraddi@rmM HEPES pH
7.5, 100 mM NaCl, 10 % glicerol, 0.1 % Tween 20, 1 mM PMSF).

3.2.7.1. Cromatografa de afinidad de metal inmovilizado

El extracto dializado se sometid a una primera cromattyad tipolMAC
(Immobilized-Mtal Affinity Chromatography, de acuerdo con el trabajo de 1998
de Eberharteet al.[171] con modificaciones. Se tomo6 un volumen de extracto
equivalente a 150-200 unidades de absorbancia a 280 nmgussia 4C en un
agitador orbital con 2 mL de resina de niquel nitriloteticd agarosa (Ni-NTA)
de Quiagen durante al menos 3 h. A continuacion la resinagesitd en una
columnay se lavo con 10 volimenes de tampon de extnadc#s proteinas rete-
nidas se eluyeron con otros 10 volumenes de tampbdn deeinesuplementado
con 300 mM de imidazol. El eluido se recogi6 en un colectofrdeciones en
alicuotas de 1 mL. Se determind el contenido en protairasada fraccion mi-
diendo la Ago. Se reunieron las fracciones con valores de absorbancaicgs
a 0.07, y el volumen resultante se dializd en una tripa disti’(tamafo de ex-
clusion de 10-14 kDa) frente a tampbdn B-80 mM en NaCl (elgdmB basico
contiene 15 mM Tris-HCI pH 7.9, 0.25 mM EDTA, 5 mM 2-mercajto®l,
0.05 % (v/v) Tween 20, 10 % glicerol (v/v), 10 mM NaCl, 1 mM PMSF

3.2.7.2. Cromatografas de intercambio bnico

El eluido de la cromatografia de Ni-NTA dializado fue diaado por cen-
trifugacion a 2700@ g durante 15 min a4C, y el sobrenadante se aplic6 en una
columna de un diametro de 1 cm que contenia 2.5 mL de gel Qagese FF
(Amersham Biosciences) equilibrado en tampon B-80 mM NE@bitualmente
la cantidad de proteina que se aplico estaba comprendtda 0 y 30 unida-
des de absorbancia. La columna se lavd con 10 volimenesni®h B-80 mM
NaCl, y las proteinas retenidas se eluyeron mediante utegra lineal de sal
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gue se generd en un formador de gradientes de vasos comigsicaos gradien-
tes comprendian unas concentraciones de NaCl de 80-40&600BMM en 70
mL. Se recogieron fracciones de 1.8 mL y se midio fgs&le cada fraccion con
un espectrofotbmetro Shimadzu UV-160A en una cubeta decula actividad
HAT de las fracciones se determind6 como se describe en ksaajps 3.2.8.1
y 3.2.8.2. Este tipo de columna se pudo reutilizar hastaveess tras su lava-
do con tampbdn B-2 M en NaCl y su posterior equilibrado en tamip-80 mM
NacCl.

En otros casos el dializado clarificado obtenido en el agar82.7.1 se re-
solvib en un sistema de cromatografia liquida autorad6AKTA prime{Amers-
ham Biosciences) para el que todos los tampones y disokgifueron desga-
sificados vy filtrados con filtros de tamafio de poro de Q22 Este sistema se
acopld a columnas Resource Q (intercambio anionico) @ies S (intercam-
bio cationico), ambas de 1 mL (Amersham Biosciences). llancoa Resource
Q se equilibr6é en tampén B-80 mM NaCl previamente a cadaklseolumen
de muestra aplicado fue equivalente a 15 unidades de abs@bha columna
se lavd con tampdn B-80 mM NaCl hasta que lagdel eluido fue cercana a
cero. Se utiliz6 un gradiente de NacCl lineal de 80 a 500 mMrdeolumen total
de 42 mL y fracciones de 1.1 mL. El lavado final fue realizado t6 mL de
tampon B-500 mM NacCl. Tras su uso la columna se lavé con 1@entampon
B-2 M NacCl, 10 volumenes de agua destilada y 10 mL de etan®é 20v). La
columna se almaceno6 en esta Gltima disoluciofiG@Masta su siguiente uso.

La columna Resource S se equilibr6 en tampbn C (MES 15 mM j5H 7
EDTA 0.25 mM, 5 mM 2-mercaptoetanol, 10 % glicerol) antes aldeccromato-
grafia. En este caso el volumen de muestra aplicado fueagnte a 5 unidades
de absorbancia. La columna se lavb hasta que la absortzoared un valor de
practicamente cero, y a continuacion las proteinasidds se eluyeron median-
te un gradiente de NaCl lineal de 0 a 1 M en tampo6n C. El gréelieonstd de
25 mL y se recogieron fracciones de 1 mL. El lavado final setefecon 10 mL
de tampdn C-1 M NaCl. Para conservar la columna ésta seclaw 10 mL de
tampon C-1 M NacCl, 10 mL de agua destilada y se guardo trastinmo lavado
con 10 mL de acetato sbédico 1% en 20 % de etanol.



86 Materiales y métodos

3.2.7.3. Cromatografas de exclughn molecular

Con el fin de determinar la masa molecular de los complejos ¢ifTeluian
en determinadas regiones de los gradientes, se realizanoraiografias de ex-
clusion molecular empleando dos tipos de matriz (Seph&A00 HR y Super-
ose 6 10/300GL Tricorn™ de Amersham Biosciences) con cdpddaie resolver
complejos de proteinas globulares de alta masa moletislarolumna Sepha-
cryl S-400 tiene un rango de separacion de proteinas lgi@suentre 20 kDa y 8
MDa, mientras que la Superose 6 permite una separacitam®kida y 5 MDa.

Las fracciones cromatograficas correspondientes a loplefoa que se de-
searon aplicar a la columna Sephacryl S-400 (&B% mm, 50 mL volumen de
lecho) fueron reunidas y concentradas mediante ultraftgggcion. La cromato-
grafia se efectud &€ para mantener la actividad HAT de las fracciones eluidas.
Se aplicaron 50QL de muestra a la columna equilibrada en un tamp6n B0-80
mM NacCl (que no contenia glicerol a diferencia del tampb6haBico). Tras la
aplicacion, una bomba peristaltica (Pharmacia) fue ciawka para asegurar un
flujo constante de 0.2 mL/min. Se determind lgdfde las fracciones de 0.5 mL
recogidas. Se realizd un ensayo de actividad HAT (ver agar8.2.8.1) en fi-
bra de vidrio para determinar con precision la localiaaalel complejo HAT en
las fracciones recogidas. La masa molecular de los consple@determinada
usando como patrones citocrom@l4 kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kDa)
y tiroglobulina (669 kDa).

También se emple6 la columna Superose 6 &Mmm, 24 mL volumen de
lecho), a una temperatura deCpara determinar la masa molecular de los com-
plejos objeto de nuestro estudio. Para ello, se inyectanai sistema de FPLC
AKTA Prime400L de las fracciones concentradas del complejo, empleando un
loop de 500pL. El tampbn empleado fue el mismo que para la columna Sepha-
cryl S-400 y el flujo se fij6 a 0.3 mL/min. Se recogieron fraces de 0.5 mL de
las que se determind lay8p y la actividad HAT. Parte de las fracciones recupera-
das de la exclusién molecular fueron analizadas medieestern-blottingpag.

91) para comprobar la zona de elucion de la subunidad ¢tidaicLos patrones
usados en esta columna fueron los mismos que para la anterior
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3.2.8. Ensayos de actividad HAT

3.2.8.1. Ensayos en fibra de vidrio

Los ensayos de actividad HAT se llevaron a cabo seglin eldoné&tescrito
previamente en nuestro laboratorio [169], con algunas ficadiones. Se toma-
ron 851L de la fraccibn enzimatica a ensayar a los que se afadiEzqg de
histonas internas de eritrocito de pollo disueltos gul3le agua (ver aparta-
do 3.2.8.3). La reaccion comenzo al afadir Qu@1 de [1+4C]lacetil CoA (55
mCi/mmol) en 10Ul de agua. La reaccion se dej6 desarrollar durante 20 min a
30°C, tras lo cual se depositd sobre un filtro de fibra de vidricutar (Whatman
GF/F) que fue sumergido en un bafio de acido tricloroecéti 25 % (p/v) frio
durante 20 min con el fin de detener la reaccion y eliminarxeégo de ace-
til CoA radiactivo. Este lavado se repitid dos veces magalfmente los filtros
se lavaron sucesivamente con etanol, etanol:éteridee(il:1) y éter dietilico
durante 10 min a temperatura ambiente. Los filtros se se@rama estufa a
70°C durante 10 min y se introdujeron en viales que conteniah Bercocktail
de centelleo (Biogreen 101 de Scharlau o Sigma Fluor LSC mpastras no
acuosas). La radiactividad presente en los filtros se detect un contador de
centelleo liquido (Wallac 1409).

3.2.8.2. Ensayos mediante fluorograd

Cuando se dese6 determinar la radiactividad que se indogpoada una de
las histonas, los ensayos realizados fueron similaressgelmmaron nicamente
20 L de la fraccibn enzimatica correspondiente y se mezalaon 12ug de his-
tonas internas de eritrocito de pollo. Del mismo modo, laciam didb comienzo
al afadir 0.013uCi de [11*C]Jacetil CoA para obtener un volumen final de 26
UL, y se detuvo tras 20 min a 30 mediante la adicion de 38 de disolvente
de muestras SDSX3(180 mM Tris-HCI pH 6.8, 9% SDS, 30 % glicerol, 12%
2-mercaptoetanol, 0.06 % azul bromofenol). La muestra élentada durante 5
min a 95C y centrifugada 5 min a 12000 rpm. De la muestra obtenida-se in
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yectaron 1QuL en geles del 16 % de poliacrilamida-SDS [208] en los que las
histonas, y el resto de proteinas, fueron resueltas (\@tagp siguiente). Los
geles fueron tefidos con disolucion de Coomassie R-26046(4v/v) metanol,
8% (v/v) acido acético, 0.1% (p/v) Brilliant Blue R-250ig&a)) durante 40
min y destefiidos mediante varios lavados de decoloraltéo(etanol y 5%
acido acético). Se incubaron al menos durante 1 h en nmdi@neé (v/v), y fue-
ron secados a 8C sobre papel Whatman 3MM (Slab Gel Dryer SGDB5040,
Thermosavant). Los geles secados se expusieron en un cagai@a pantalla
BAS-IP SR2025 durante 72 h. La incorporacion de radiatdidia las histonas
se detectd mediante la lectura de la pantalla coRhwsphorimageFLA-3000
(Fujifilm) y el programa Image Reader FLA-3000 (Fujifilnfjsto nos permi-
tib obtener imagenes de la fluorografia que fueron demstradas utilizando el
programa informatico Image Gauge 4.0 (Fujifilm).

3.2.8.3. Obtenabn de histonas de eritrocito de pollo

Se obtuvieron histonas de eritrocito de pollo sin H1 ni Henlsea en for-
ma de histonas libres, bien sea en forma de oligonucleosdpaaa ello se re-
cogi6 sangre de pollo inmediatamente después de su magste un tampon
isotbnico (10 mM Tris-HCI pH 7.1, 25 mM citrato sbodico, 146M NaCl) y
se aislaron los nlcleos de las células sanguineas stghatodo descrito por
Weintraubet al. [209]. Brevemente, tras la recoleccion sobre el tampbsah-
gre se centrifugb a 508y durante 10 min para recoger las células sanguineas.
A continuacion las células se lavaron dos veces mas demasmo tampon, se
resuspendieron en cuatro volumenes de tampon de lisiec€l0 mM Tris-HCI
pH 7.4, 10 mM NacCl, 5 mM MgCl, 0.5 % (v/v) Triton X-100), y se agitaron sua-
vemente durante 90 min &@. Los nlcleos se recogieron por centrifugacion a
1000xg 10 min, y se lavaron con tampon de lisis hasta conseguir lhmesadan-
te claro. Las histonas libres fueron obtenidas a partir slalleos de eritrocitos
lisados [170], eliminando en primer lugar las histonasregH1 y H5 median-
te su extraccion con acido perclérico. En concreto, ladaos se resuspendieron
en 4 volimenes de tampo6n de lavado (1 mM EDTA pH 7, 1 mM PM3Ry/1
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h de agitacion suave &@ se recogieron por centrifugacion a 108@ddurante
15 min. Tras un lavado en el mismo medio, el sedimento seperd® en 4
volumenes de acido perclorico 0.74 M y la suspensiong#® &nérgicamente
durante 30 min. El sobrenadante donde se encuentran lagdssHl y H5 se
descartd, y el sedimento se reextrajo en las mismas condgicon 2 volume-
nes de acido perclorico 0.74 M. El sedimento final se s@naegxtraccion con
0.25 M de HCI para obtener las histonas internas. La adi@bocho volumenes
de acetona y la incubacién durante una noche aG26onsiguib precipitar las
histonas, que fueron recuperadas por centrifugaciomtkifb min a 2000949,
dos lavados con acetona anhidra y secado en bomba Speed Vac.

Los oligonucleosomas se obtuvieron por digestion de lmdeiws de eritro-
cito de pollo con nucleasa de micrococo y eliminacion dehlagnas H1 y H5
con resina CM-Sephadex C-25 segln Ruiz-Gastal. [177].
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3.2.9. Electroforesis de proteas en gel de poliacrilami-
da en presencia de SDSIPS-PAGE)

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilafffd&E) en condi-
ciones desnaturalizantes se efectlio segin el procedonile Laemmli, 1970
[208], en geles de una concentracion variable de acrilarei presencia de
SDS. En el caso de los geles para la separacion de histenasymearon ge-
les del 16 % (p/v) de acrilamida, mientras que en el caso deipas de mayor
tamafio, se utilizaron concentraciones del 8, 10 y 12 % afpedo del tamafo
de la proteina de interés. Las muestras fueron disuelthisidas con el disol-
vente de muestras apropiado para conseguir una concéntffatal de 60 mM
de Tris-HCI pH 6.8, 3% SDS, 10 % glicerol, 4 % 2-mercaptoetgrin02 % azul
de bromofenol. Los geles fueron preparados con un gel stpagaie contenia
la concentracion deseada de acrilamida:bisacrilamid® @), 0.1 % (p/v) SDS,
0.07 % (v/v) TEMED y 380 mM Tris-HCI pH 8.8. Por otro lado el gelncentra-
dor contenia en todos los casos 5% (p/v) de acrilamidatilsaida (30:0.8),
0.1% SDS, 0.2% TEMED y 125 mM Tris-HCI pH 6.8. Las electrofisefue-
ron desarrolladas con fuentes de alimentacion PowerR&ao BdwerPac Basic
(Bio-Rad), a una intensidad inicial de 14 mA y un voltaje imé&xde 110 V para
minigeles (1&7 cm), y a 24 mA y 160 V para los de mayor tamafioX15
cm). El tampbn de electroforesis contenia 25 mM Tris pH 82 mM glicina
y 0.1% SDS. Una vez finalizada la electroforesis, el gel padir tefiido con
Coomassie R-250 y destefiido, o bien ser transferido a umabna@a para su
posterior analisis pdnmunoblot(ver apartado siguiente).
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3.2.10. Aralisis mediantewestern-blotting

Tras la separacion de las muestras proteicas por ele@si$oen geles des-
naturalizantes de poliacrilamida, las proteinas se fir@ren a membranas de
nitrocelulosa (Protran Oun, Schleider&Schuell) por electrotransferencia del ti-
po semidryo en liquido.

La mayor parte de las detecciones de proteinas eluidas erimatografias
(ver apartado 3.2.7 en pag. 83) se realizaron por tram&fiereemidry En
este caso, la membrana, los papelesbldéting (gel blotting papers, Schlei-
cher&Schuell) y el gel se sumergieron brevemente en eldardp transferencia
(39 mM glicina, 48 mM Tris pH 8.8, 20 % metanol, 0.037 % SDS)@mmente
a su colocacion en el aparato de transferencia (Trans Blose®nidry Trans-
fer Cell de Bio-Rad). Las condiciones de transferenciadinete 3 mA/cri de
membrana y un voltaje maximo de 25 V.

La transferencia en liquido se llevd a cabo mediante uodogbasado en el
trabajo de Thiriet y Albert, 1995 [210]. El tamp6n de trarshcia que se us6 fue
tampon de electroforesis (ver pag. 90) con un contenitl@@® (v/v) en meta-
nol. La transferencia se efectud con un voltaje de 100 Vrdara0 miny 60 V
durante 20 min, y fue comprobada mediante tincidbn con 1% @@nceau S en
1% (v/v) acido acético durante 1 min. A continuacion aleso de colorante fue
eliminado mediante varios lavados con 1 % de acido acét@anembrana fue
escaneada y su imagen se guardb en formato electroniadepesmparacion de
la cantidad de proteina por carrera con la sefial obtermdaumioluminiscen-
cia. Tras la tincion, la membrana fue lavada con agua ddstib PBS (140 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaHPQy, 1.8 mM KH,PQy, pH 7.4) para que el
pH de la membrana no permaneciera acidificado.

Cuando la proteina que se deseaba identificar conterizgpepHA, la mem-
brana fue incubada 1 h a temperatura ambiente en PBS quaieoh8® de leche
desnatada en polvo (disolucion de blogueo). La membrananfwbada toda la
noche a 4C, con una concentracion del anticuerpo monoclonal dm@tHA
12CA5 (Roche) de 133 ng/mL en solucion de bloqueo. Traglahbiacion con el
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anticuerpo primario la membrana es sometida a dos lavaghidos con PBS-T
0.5% (PBS con 0.5% de Tween-20) a temperatura ambiente, gtagacion

se lavb durante 10 min 3 veces con el mismo tampoén. Se #@abo un Gltimo
lavado con PBS durante 10 min para eliminar el Tween-20. tabiacion con el
anticuerpo de oveja-raton etiquetado con peroxidasa (Amersham Biosciences)
y diluido 1/5000 en PBS 1% de leche, se realizd durante 1 hi80 Tnas la
incubacion con el anticuerpo secundario, la membranaséectan PBS-T 0.5 %

del mismo modo que anteriormente. La deteccion de lasipeseor quimio-
luminiscencia se llevd a cabo con el sistema ECL WesterttiBip(Amersham
Biosciences) segun las instrucciones del fabricante.

Las proteinas etiquetadas con epitopos c-MYC fuerorctéetas de manera
muy similar a las etiquetadas con HA, pero con las difersngise se detallan
a continuacion. El blogueo se realizd durante 1 h a tenperaambiente en
PBS-T 0.1% con 2.5% de leche, y 1 h &4 La membrana se incub6 toda la
noche a 4C en una disolucion con 1.33 ng/mL de anticuerpo monoclaral
c-MYC 9E10 (Roche) en disolucion de bloqueo. Los lavadosfeetuaron del
mismo modo, pero a°€, con PBS-T 0.1 % vy sin el lavado final sin Tween-20.
La incubacion con anticuerpo secundario también fuatidé excepto porque
fue a 4C y el anticuerpo estaba diluido en PBS-T 0.1 %. El resto d&bpolo
se desarroll6 en las mismas condiciones.

Las membranas con muestras procedentes del proceso deéxtrde TAP
se incubaron al menos 1 h a temperatura ambiente en PBS deaieod % (p/v)
de leche desnatada en polvo y 0.1 % (v/v) de Tween-20 (di$olute bloqueo).
A continuacion se incub6 1 h 30 min en una dilucion 1/200Qisolucion de
blogueo del anticuerpo policlonal de conejdPAP, el cual reconoce la proteina
A. A continuacion se realizaron dos lavados de 5 min y cudé&rd0 min con
PBS 0.1% Tween-20. Por Gltimo se realizd un lavado con PB3G@min y
se empleb el sistema ECL Western Blotting (Amersham Béoews) para la
deteccion de las proteinas con fusion TAP.

Por otro lado, las membranas con muestras del proceso diegeitin por
TAP se incubaron un minimo de 1 h a temperatura ambienteadisolucion al
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2% (p/v) de agente bloqueante del kit ECL Advanced WesteottiBfy (Amers-
ham Biosciences) en TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl%. (v/v)
Tween-20. A continuacion la membrana se incub6 duramta k& noche a4C
en una dilucién 1/20000 de anticuerpo policlonal de conej#P en disolucion
de bloqueo. Este anticuerpo, a diferencia @d?AP, es capaz de reconocer el
péptido de union a calmodulina (CBP), y por tanto la praale fusion tras su
corte con la proteasa TEV. Al dia siguiente se realizaram ldeados rapidos,
uno de 15 min y por Ultimo tres de 5 min con TBS Tween-20 0.1 A6 @4°C.
A continuacion se incub6 la membrana durante 1 h con unidi 1/30000
de anticuerpa-conejo conjugado con la peroxidasa del rabano picantee(4m
ham Biosciences) en TBS 2 % (p/v) de agente bloqueante 0.16I{peen-20.
Se repitieron la serie de lavados y la deteccion se reatimblos reactivos del
sistema ECL Advanced Western Blotting (Amersham Bios@sjc

Stripping o lavado de membranas

Para incubar una membrana con dos anticuerpos distintesigamente,
ésta se lavo dos veces con agua destilada y se incubd 11Cac8id agitacion
en tampon deStripping (5 % (v/v) acido acético, 0.5 M NaCl, 4 M urea, 2%
2-mercaptoetanol). Tras esto se lavo cuatro veces dufami@ con agua des-
tilada, y dos veces con PBS-T 0.01% o TBS-T 0.01 % tambiéarder5 min
cada lavado. Finalmente se bloque6 de nuevo la membranprgsiguié como
normalmente.
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3.2.11. Aralisis de complejos proteicos mediante TAP

Estimacion del nivel de expresbn de proteinas fusionadas a etiqueta TAP

Para determinar la cantidad aproximada de proteina cquetéi TAP que
se produce en las cepas construidas, se tomb una cantiiidréa de células
de una placa de YPDA y se resuspendi6 en fi0de agua destilada estéril. De
este volumen se tomaron B de la suspension celular y se diluyd 1/20 con
agua para medir la D&go. A los 450|L restantes se les afadio (B de NaOH
5 M para obtener una concentracion final de 200 mM. La mezclacibd 10
min a temperatura ambiente, tras lo cual se tomaron 3 ursddel® Qo que se
centrifugaron a 14000 rpm en una microfuga. El sedimentesgendio en 100
UL de disolvente de muestras 2X (ver composicion en pags&mirvid durante
10 min, y se aplicaron 1L (0.3 DO/muestra) en un gel SDS-PAGE del 8, 10 0
12 % de acrilamida, dependiendo del tamafio de la protdiqaetada. El resto
del procedimiento devestern-blottingcon el anticuerpa-PAP para la deteccion
de las proteinas fusionadas a TAP se encuentra en el ap&8rfad0 pag. 91.

Disrupcion criogénica de €lulas de levadura

En esta etapa y las posteriores la contaminacién por duasate evitd en lo
posible empleando guantes para la manipulacion de todatelrial.

Las células congeladas obtenidas como se describe en réhdpa.2.4,
pag. 78, se introdujeron en los contenedores de acero delowe bola Rets-
ch MM301, previamente enfriados en nitrogeno liquidodistupcion se efec-
tu6 mediante 6 pulsos de 3 min de duracion cada uno, a uoaidatl de 29
vibraciones/s. Tras cada pulso los contenedores se ifgrodude nuevo en
nitrébgeno liquido para mantenerlos durante toda la diséun a una temperatura
adecuada. Las células rotas se pesaron y conservarorf@.-80
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Preparacion de extractos celulares para TAP

A las células rotas descongeladas en hielo se les adiocio@anL de tampbn
de extraccibn por cada g de células. Se empled el tamp@xtdaccion B1 (10
mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 20 % glicerol, 0.1 % NonideB; 1 mM
PMSF, 2 mM benzamidina, M leupeptina, 2UM pepstatina A, 4M quimos-
tatina, 2.6uM aprotinina) o el B2 (40 mM HEPES pH 7.9, 350 mM NacCl, 10 %
glicerol, 0.1 % Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 2 mM benzamidingM. leupepti-
na, 2uM pepstatina A, 4M quimostatina, 2.uM aprotinina) dependiendo de
la proteina etiquetada. La lisis se finalizd medianteaagin magnética mode-
rada durante 20 min a&°€. El lisado se ultracentrifugd durante 30 min &4
a 35000«g y el sobrenadante (S1) se obtuvo por decantacion. Estersodan-
te fue sometido a una segunda ultracentrifugacion dur@dain a 92508 g
4°C. Si el tampon utilizado fue el B1, el extracto obtenido)(&2 congelado
en nitrdbgeno liquido y mantenido a “8D hasta su posterior procesamiento. En
el caso del B2, el sobrenadante se someti6 a dialisissfieetampon D (20 mM
HEPES pH 7.9, 50 mM KCI, 0.2 mM EDTA, 20 % glicerol, 0.5 mM DTT50
mM PMSF, 2 mM benzamidina) durante 3 horas, previamente arlgatacion
del extracto.

La extraccion para cada proteina fue monitorizada méslegstern-bloton
anticuerpo anti-PAP policlonal de conejo. Este anticuegmmnoce la proteina
A del epitopo TAP. De este modo se sigui6 el contenido etepra con etiqueta
TAP en la suspension celular, el lisado, los sobrenadaetéss ultracentrifuga-
ciones y el extracto final (ver procedimiento en apartaddl.8)2

Purificacion en tandem por cromatografias de afinidad (TAP)

Se siguib basicamente el protocolo descrito en los toabd¢ 1999 de Ri-
gautet al.[190] y de 2001 de Puigt al. [191]. Los extractos se descongelaron
rapidamente y en caso de haber sido sometidos a diaksisssdiciond NaCl
y Nonidet P-40 para que alcanzaran una concentracion #n&80@ mMy 0.1 %
respectivamente. Se utilizaron 2aD de suspension de resina IgG-Sepharose 6
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Fast Flow (Amersham Biosciences) para el extracto prod¢edinaproximada-
mente 10 g de células. Esta resina fue equilibrada en unancal de BioRad
(PolyPrep Chromatography Column) con 10 mL de tampon IBR186 mM
Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 0.1 % Nonidet P-40) estéril.ektracto se in-
cubd con la resina IgG-Sepharose durante 2 h en un agitabitala 4C. La
resina fue lavada tres veces con tampon IPP150 y una veZ0amih. te tampon
de digestion IPP150 (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0. Ninidet
P-40, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT) estéril, y se resuspendi6 en 1 de_este
tampon. La reaccion de digestion de la zona de reconenimide la proteasa
TEV se llevd a cabo mediante la adicion de 3@l de proteasa TEV (cedida
por A. Dziembowski) por cada g de células de partida. Egadtion produce
la liberacion del epitopo proteina A de la etiqueta TAR.reaccion se consi-
der6 completa tras una incubacion de 2 h con agitacion°&.16ranscurrido
este tiempo, el volumen de reaccion fue recuperado, yati@B mL de tampon
de uniébn a la calmodulina (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM Nal, % Noni-
det P-40, 1 mM acetato de magnesio, 1 mM imidazol, 2 mM gaZ€l mM
B-mercaptoetanol) para terminar la elucion de la columnestas 4 mL de dige-
rido se le adicion6 Caghasta una concentracion final de 2.75 mM para mejorar
la unibn de la parte CBRCalmodulin_Bnding-Protein) de la etiqueta TAP a la
resina de calmodulina-agarosa (Calmodulin Affinity ResenSiratagene). Se
utilizaron 250pL de suspension de la resina, lavada con 10 mL de tampoén de
union a la calmodulina. La incubacion de la resina con géddo se efectlio
durante 1 hora a°€ con agitacion orbital. Después de la incubacion, laees
fue lavada tres veces con 10 mL de tampon de unién a la calmadA conti-
nuacion las proteinas retenidas se colectaron en 5dresiconsecutivas de 200
pL de tampon de elucion (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, % Noni-
det P-40, 1 mM acetato de magnesio, 1 mM imidazol, 2 mM EGTA,l8M
[B-mercaptoetanol) cada una. La segunda elucion fue ineuthaicinte 5 min pa-
ra incrementar la cantidad de proteina eluida en este Pasdltimo la resina se
incub6 durante 15 min a 68 en 200uL de SDS 1 % para eluir proteinas que se
unen fuertemente. Generalmente el segundo y el tercedlugdon analizados
por espectrometria de masas, aunque en algunas ocasiofuesdl eluido en
condiciones desnaturalizantes (15 min &®%®on 1% SDS). Las muestras se
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congelaron a -80C hasta su analisis.

En cada una de las etapas de purificacion se separarontaiaue fueron
analizadas powestern-blotcon anticuerpo anti-TAP. Las alicuotas tomadas en
cada etapa de la extraccion y la purificacion fueron agéiseen geles de SDS-
poliacrilamida del 10 %, o del 8 % si las muestras conterdgndteina Sas3-TAP
(de un tamafio mucho mayor que las otras dos). Tras la dieess se llevo a
cabo la electrotransferencia tal y como se describe en elaaipa3.2.10 en la
pag. 91.

3.2.11.1. Aunlisis electroforético en geles de poliacrilamida tricina/SDS

La visualizacion de las proteinas componentes de los legosppurificados
se realizd mediante analisis electroforético en getegridina-SDS [211]. Las
muestras se evaporaron en Speed Vac y se resuspendierduezitesde mues-
tras 1x (100 mM Tris pH 6.8, 15 % glicerol, 4% SDS, 100 mM DTT, 0.04 %
Coomassie Blue G250). Los geles de tricina de 20x20 cm y 0m5de gro-
sor fueron preparados siguiendo basicamente el protalaslorito en 1987 por
Schagger y von Jagow [211]. El gel separativo contenia onaentracion de
10 0 12 % acrilamida (disolucion de partida de acrilamid&a3®isacrilamida
0.8 %, 37.5:1, Pronadisa), 990 mM Trizma®-HCI pH 8.4, 10 %egibl y 0.1 %
SDS. El gel concentrador tenia una composicion de 3.9 %cdimida, 744
mM de Trizma®-HCI pH 8.4, 0.1% SDS. El tampon del anodo eora 200
mM Trizma® pH 8.9, y el del catodo 100 mM Trizma-base® pH 8 23 mM
Tricina y 0.1 % SDS. La electroforesis en gel de tricina-SD8sigue una re-
solucibn superior de proteinas de baja masa molecula® (8>a) sin necesidad
de urea. Ademas se eliminan los efectos de sobrecargaasandyectan gran-
des cantidades de proteina. Las electroforesis se lleamabo en una cubeta
Protean Il xi Cell (BioRad) a temperatura ambiente con &aan de agua. La
intensidad aplicada fue de 60 mA por gel durante 7-8 h y nueasakrepasaron
los 250 V.

El gel se lavb con agua milliQ en abundancia inmediatamgatela elec-
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troforesis. Las proteinas se fijaron con una disolucio@%# (v/v) isopropanol
y 10 % (v/v) acido acético durante 15 min para prevenir fasibn de pequefas
proteinas del gel y acelerar la eliminacién de SDS delAebntinuacion, el gel
se lavo tres veces con agua milliQ, y se tifié con Pagelflaar(entas) durante
toda una noche. Al dia siguiente el gel se lavd con aguaQrdllirante 5 min'y
fue escaneado.

3.2.11.2. Identificacbn de proteinas por espectrometra de masas

El Servicio de Protebmica perteneciente a ProteoRed d&fF QCentro de
Investigacion Principe Felipe, Valencia) realizo &oslisis de identificacion de
proteinas purificadas por TAP mediante MALDI-TOF y LC-MSMsegln la
complejidad de la muestra.

En cualquier caso, previamente a la identificacion por@spmetria de ma-
sas todas las muestras fueron digeridas con tripsina enguean protocolo
idéntico. Brevemente, las bandas fueron escindidas yazamn dos incu-
baciones de 15 min con agua:acetonitrilo 1:1 (v/v), otra aoetonitrilo y fi-
nalmente se elimin el liquido del gel deshidratado. ®&lratd con 0.1 M de
NH4HCO; durante 5 min y se incubd 15 min con acetonitrilo. La mueséra
redujo con un tratamiento de 30 min a°@con 10 mM DTT en 0.1 M de
NH4HCO;s. A continuacion se alquildé en una incubacién durante 89en os-
curidad con 55 mM de yodoacetamida en 0.1 MJMI€Os. Se volvio a tratar
con agua:acetonitrilo durante 2 min, después 5 min comaitglo, y finalmente
la muestra se secd en Speed Vac. La digestion con tripsinaal banda visua-
lizada con con Coomassie requirid de 100-150 ng de enzimantbos casos el
volumen final es de 1QL. Tras una incubacion de 30 min en hielo, el sobrena-
dante fue eliminado y se incubb toda la noche &3ffas la adicion de 2(L de
50 mM NH;HCO:s.

Para los analisis LC-MS/MS, la muestra se resupenditiieale en L de
0.1 % acido trifluoroacético y se aplicd en una precoludesaladora en linea de
la que se retroeluyd a la columna analitica capilar. Ea esliumna se realizo la
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etapa de separacion en un gradiente en tres fases de 0 a 98é&étenitrilo y
0.1 % en acido formico. Tras la columna, la muestra pastdimente a la fuente
nanospray del Espectrometro de Masas QSTAR XL (Appliedygitems) don-
de se realiz6 un analisis IDAr(formation_Depending_Alquisition) con ciclos
de adquisicion en modo MS y MS/MS a lo largo de todo el crogratma. Los
espectros de MS/MS obtenidos se enviaron de forma autadati&l algoritmo
de basqueda MASCOT a través del programa Mascot DaemotrixMaien-
ce) [212].

En el caso de los analisis MALDI-TOF/TOF, las muestras sdizaron en
un espectrometro de masas 4700 Proteomic Analyzer MALOIHTOF (Ap-
plied Biosystems). Las muestras se desalaron y se eluyémectainente con
5 mg/mL de acidax-ciano-4-hidroxicinamico en 70 % acetonitrilo:0.1 %o dixi
trifluoroacético. La informacién combinada de MS y MS/MSesivid a Mascot
Daemon (Matrix Science) [212] a través del programa GP3l{ap Biosys-
tems).
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3.3 Resultados y discusin

3.3.1. Detecdn de una nueva actividad HAT con espe-
cificidad sobre la histona H3

El sistema para separar complejos HATSrerevisiaelesarrollado en nues-
tro laboratorio habia demostrado ser altamente reprbltugifiable. Sin embar-
go, al constar de una Unica etapa cromatografica, lagdreexobtenidas poseian
un elevado contenido proteico. Con objeto de obtener fsaesi mas purificadas
de los complejos HAT, e intentar identificar algunas de lasginas que forman
parte de ellos, se afladid un nuevo paso cromatografite.daso consistid en
aplicar la fraccion soluble del extracto crudo a una redmépo Ni-NTA agaro-
sa, de modo que la mayor parte de la actividad HAT quedbidsteha elucion
se efectud con un tampon que contiene 300 mM de imidazté. figstocolo es
una modificacion del que se describe en [171].

Para comprobar que las actividades HAT descritas en nulediooatorio
eran recuperadas tras la introduccion de la nueva etapaatwgrafica, se di-
sefid un estrategia que analiz6 las actividades retenidao retenidas por la
resina de Ni-NTA (fig. 3.4). Las fracciones no retenidas yelagdas a alta con-
centracion de imidazol fueron aplicadas a una columna Q&8epe FF, y eluidas
mediante un gradiente de NaCl de las caracteristicas duialmente se habian
utilizado en nuesto laboratorio. La actividad eluida dedammna de intercam-
bio anibnico procedente de las fracciones no retenidasi-&\irN se analiza en
la fig. 3.5A. La actividad HAT total (ensayo HAT) y la espedi@d de histona
(fluorografia) de cada una de las fracciones de la cromafiagile Q Sepharose
muestran que la actividad total es muy baja, en contrasta@avada presencia
de proteinas (£gp). La fluorografia detect6 la presencia de los complejo§ HA
previamente obtenidos en nuestro laboratorio mediantesteinsa que consta-
ba de una cromatografia, si bien predominan los deperdiatg Hatlp (HAT
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Figura 3.4.Esquema de purificacbn de actividades HAT de levadura empleando
una cromatografia de bn metalico inmovilizado y una de intercambio bnico.

A3y HAT B). En el caso del analisis de las fracciones retasidn la columna
de Ni-NTA y eluidas con 300 mM de imidazol (fig. 3.5B), la cdiatil de pro-
teina es mucho menor, en contraste con una elevada adttoi@h (expresada en
DPM). Ademas, el ensayo fluorografico permiti6 deteatdias las actividades
HAT descritas en nuestro laboratorio, aunque, obviamestadtividades HAT
A3y B son menos abundantes. En base a estos resultadogwtesidicorporar
a nuestro sistema de purificacion la cromatografia Ni-iednpre y cuando no
tuvieramos como objetivo purificar los complejos HAT A3 o B hecho re-
levante se descubre en la fig. 3.5A y en la B, esto es la aparit® dos picos
diferenciados de actividad HAT sobre las histonas H3, yaguk4, en las (lti-
mas fracciones del gradiente. Asi pues, donde en estuthosdentes se habia
detectado un Unico complejo (HAT A4 en la fig. 3.1 pag. 6if)este sistema mo-
dificado se han detectado dos, qgue hemos denominado HAT AdIATYA4-11,
por su orden de elucion.
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Figura 3.5 Purificacion de actividades HAT en un extracto deS.cerevisiae silvestre
(BY4742) tras cromatografia de Ni-NTA y recromatografiaen Q Sepharose de la
fraccion no retenida y la eluida.Fraccionamiento en Q Sepharose de la fraccion no
retenida a la resina Ni-NTAA)y de la eluida a 300 mM de imidaz(B) procedente de
un extracto de una cepa de levadura silvestre. Las pratedtenidas en Q Sepharose se
eluyeron mediante un gradiente lineal de 80 a 380 mM NaCleBresenta la £go de

las fracciones recogidas y la actividad HAT de las fraccsdress ensayarlas con histonas
libres de eritrocito de pollo y [£#Clacetil CoA. Se muestran las fluorografias con his-
tonas internas de eritrocito de pollo, tras el ensayo y saraefn por electroforesis en
gel del 16 % de poliacrilamida en presencia de SDS. La posie tres de las histonas
internas se encuentra indicada.

Actividad HAT (DPM)



3.3.1 Detecdn de una nueva actividad HAT con especificidad sobre la
histona H3 103
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Para comprobar que efectivamente se trataba de dos cosjplejo de per-
turbaciones en el gradiente en el tramo final de alta fuenziga, se realizaron
dos experimentos, poniendo especial cuidado en la separdeiactividades en
la regiobn de mayor concentracion salina. En primer lugangrobamos que la
ampliacion del gradiente hasta 500 mM NaCl, manteniendaidana pendiente,
no afecta al aislamiento de ambas actividades que acetBatahkto libre como
nucleosomal. Asi, en la fig. 3.6 se observa la presencia d®amomplejos,
especialmente utilizando histonas libres como sustrajo 3f6A). El complejo
A4-| eluye un poco antes que HAT B (facilmente identificapde la sefial sobre
H4 centrada en la fraccion 28), y el A4-Il un poco despué@sségundo lugar se
efectuaron experimentos similares a los descritos, pdimando una cepa mu-
tantehatlA. Hatlp es la subunidad catalitica de HAT B, que posee urasat
actividad HAT sobre la histona H4 libre. Puesto que las mtatdes HAT A4-ly
Il parecen acetilar también a H4, la ausencia de los coopldgpendientes de
HAT1 permitiria determinar con mayor claridad, tanto la p@sicicomo la ca-
pacidad de acetilar H4 de A4-1y Il. En este caso se separasotds picos con
actividad HAT especifica sobre la histona H3 principalraegtla histona H4
(fig. 3.7). Los resultados mostrados demuestran la existelecdos complejos
identificables, con especificidad sobre H3, y en menor meguhd&i4.

En conclusion, utilizando un sistema de purificacion dasen la obtencion
de extractos con el método de disociacion con NaCl y @tradugacion, com-
binado con una cromatografia de Ni-NTA y otra de intercambnico, se han
detectado una serie de actividades HAT, algunas de lasscaede desconoci-
das. De los complejos detectados, A2 [169, 170, 176] , A3 y & ya han sido
estudiados con profundidad en nuestro laboratorio. LogptEjos cuyas subuni-
dades cataliticas no se han determinado hasta la fech&AbA1l y A4. La
eliminacion de gran cantidad de proteinas en la cromafiagde Ni-NTA, y el
incremento del rango de los gradientes han permitido coirsega resolucion
adecuada para separar lo que en un principio pensabamas @n&co complejo
A4, en dos: A4-l1 y A4-1l. Ambos complejos acetilan H3 libre yaleosomal, y
en menor grado H4 libre, poseyendo A4-l una actividad HAB iméensa hacia
H3 nucleosomal. La capacidad de acetilar nucleosomas abogeacter nuclear
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Figura 3.7.Analisis de las actividades HAT A4-1 y HAT A4-Il en una cepahatlA
(BQS1178) tras cromatografia de Ni-NTA y recromatografa en Q Sepharose con
gradiente salino de 80 a 400 mMLas fracciones fueron ensayadas con histonas libres,
la mezcla de reaccion fue separada por electroforesisleleye6 % de poliacrilamida,
con el subsiguiente analisis por fluorografia. La dersikamarca (u.a.) radiactiva in-
corporada en las histonas H3 y H4 fue cuantificada mediantgitdenetrado. Se indica

la posicion de tres de las histonas internas.

de ambos, y por tanto, su clasificacion como complejos HAflpdeA. Ademas,
nuestros resultados muestran que la actividad HAT de estoplejos es inde-
pendiente de Hatlp.



106 Resultados y discugin

3.3.2. Aralisis de las actividades HAT A4-1y A4-Il

3.3.2.1. HAT A4-ly A4-ll poseen masas moleculares distinga

Para corroborar que los picos de actividad de los complefb$ YAA4-11
constituian dos entidades diferentes, las fraccioneesmondientes a ambos
picos procedentes de un fraccionamiento de extracto desilpatre (9 L de
BY4742) se reunieron y se concentraron. Una alicuota deub@@| concentra-
do de cada pico fue aplicada a una columna de exclusion oiateSephacryl
S-400. Segun el perfil de elucion del complejo HAT A4-l (BgBA), éste posee
un tamafo de aproximadamente 0.2 MDa (fraccion 44) masrgue HAT A4-II
(fig. 3.8B) tendria aproximadamente 2 MDa (fraccion 37).

Teniendo en cuenta la escasa separacion que hay entrentpéegus A4-I
y A4-1l en la cromatografia sobre Q Sepharose, no es defxtigue se pro-
duzca una pequefia contaminacion cruzada en las crorafitgyde exclusion

A B

669 14 669 5 14
HATA41 % v HATA4-l % 'y Y

0,08 r 1500 0,08
L [m A280 r|m A280
4 dpm |4 dpm A‘;'H
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Figura 3.8 Determinacion de la masa molecular de los complejos A4-1y Il median-
te cromatografia de exclusbn molecular.Las fracciones correspondientes al pico A4-|
(A) y Il (B) de una cromatografia Q Sepharose se reunieron por sepéradtm con-
centradas y aplicadas a una columna Sephacryl S-400 (veadpd.2.7.3). El tamafio
de los patrones de masa molecular (tiroglobulina, alcobshifirogenasa, y citocromo
¢) se halla indicado en azul en la parte superior del gréafico.

DPM
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molecular. Asi en la fig. 3.8A se observa un pequefio hommbita &accion 37,
correspondiente a un tamafio de 2 MDa, mientras que en |a8ig s percibe un
pico de actividad HAT en la fraccion 44, correspondienteualafio de A4-1 (200
kDa). Por otro lado, no se puede descartar que otros coraeguyan con A4-
| o Il en la exclusibn molecular, pero éstos se encuentndorena minoritaria, o
bien poseen una escasa actividad HAT en las condicionessdge@rmpleadas.
Tanto por su lugar de elucion en el gradiente de la cromafiegen Q Sepha-
rose, como por su especificidad por la histona H3, el compléjb A4-1 posee
una clara similitud con el complejo NuA3 identificado porostautores [74]. Sin
embargo, el complejo NuA3, del que se conoce su subunidatiticat (Sas3p,
de 97.6 kDa), asi como otras subunidades (Tafl4p, de 27ad4ekPnglp, de
25.3 kDa) [74], posee una masa molecular de 400-500 kDadl&thmente por
encima de la obtenida para el complejo A4-l (200 kDa). Eristes diferencias
fundamentales entre nuestra forma de aislar los complefdsyHa del trabajo
sobre NUA3 [74]. La primera es el método de extraccion eaqg, que con-
siste en rotura de las células con perlas de vidrio en su[¢d$m la lisis de
protoplastos, disociacion con NaCl de proteinas asasiadcromatina y ultra-
centrifugacion, en nuestro caso [169]. La segunda diféaegs la concentracion
proteica final de las fracciones cromatograficas. La cdreeibn proteica final
es mucho menor (14 veces) en las fracciones obtenidas usaerdtro método
de separacion de actividades HAT. Los complejos eluidaseti una composi-
cion dependiente de la manipulacion durante la extomcgipurificacion, por lo
gue estas diferencias podrian dar cuenta de la difereadentanos entre Ad-ly
NuA3. En todo caso, es evidente que el complejo A4-1, con uasarmolecular
de tan s6lo 200 kDa conserva su capacidad de acetilar nhi$t3 libre y nu-
cleosomal. Esto Gltimo podria indicar que no todas lassiglades del complejo
NuA3 son necesarias para la actividad HAT.

En lo que respecta a la actividad HAT A4-Il, por su elucioreégradiente
sobre Q Sepharose, asi como por su especificidad por lahisi8, se puede
identificar como homélogo al complejo SAGA descrito poistautores [60].
Ademas, en este caso la masa molecular descrita para SATG A [BAT A4-I|
son coincidentes (2 MDa). La Unica diferencia importam&eeambos com-
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plejos seria la escasa capacidad de acetilar H3 nuclebsoosérada por HAT
A4-Il, que contrasta con la descrita para SAGA [60]

3.3.2.2. Los complejos A4-1 y Il poseen una especificidad pdas
lisinas de H3 parecida pero no i@ntica

Para caracterizar la especificidad de los complejos A4-Ifsefite a varios
residuos de la histona H3, se realizd un ensayo HAT con loserdrados de
ambos picos (ver seccion 3.3.2.1) empleando histonasslitwmo sustrato. Las
histonas asi acetiladas fueron resueltas mediante @laetsis y se usaron los
anticuerpos especificos contra lisinas acetiladas destarta H3 ¢-H3K9ac,
o-H3K14ac ya-H3K9acK18ac) para determinar qué posiciones acetilpban
cipalmente ambos complejos. Como se observa en la fig. 3stna H3 ex-
traida de eritrocito de pollo contiene un nivel de aceiflacignificativo en las
posiciones analizadas, incluso cuando no se ha incubadmesengia de com-
plejos HAT. No obstante, la incubacion de este sustratdascomplejos A4-1 o
Il incrementa sensiblemente, y de forma parecida, la acéiit de las lisinas 9
y 14 de H3. En cuanto al anticuerpeK9acK18acH3, éste permitié detectar una
diferencia notable en la sefal de los sustratos acetilpdobs dos complejos,
indicando que el complejo A4-Il acetila con mayor intenditkaposicion 18 de
H3 que el complejo A4-l.

a-K9ac a-Kl4ac o-K9acK18ac

[

H3>K‘-_14.4 - —— ——
e e

A4-1 - oMWt - -+ -
A4 - - F - -+t - -+

Figura 3.9.Especificidad de los picos de actividad HAT A4-1y A4-ll frente a di-
versas posiciones acetilables de HBas mismas fracciones concentradas de los picos
A4-1y Ad-1l empleadas en la fig. 3.8 fueron ensayadas frertistanas libres y Acetil
COA. El producto de la reaccion fue resuelto por electesiar en un gel del 16 % de
poliacrilamida, transferido a nitrocelulosa y sometideestern-blottingcon el uso de
o-H3K9ac,a-H3K14ac ya-H3K9acK18ac de Upstate segln las instrucciones suminis-
tradas por el fabricante.
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En resumen, A4-1y Il son capaces de acetilar la histona H8 Ein las po-
siciones 9y 14 con la misma intensidad, y A4-ll puede agdtldisina 18 mas
fuertemente que A4-I1. Este Gltimo dato corrobora la difezédentidad de ambos
complejos. Se ha descrito que el complejo SAGA purificaddilagareferente-
mente las lisinas 14 y 18, y en menor medida las lisinas 9 y @3a dhistona
H3 [179]. Asimismo, Gcnbp, la subunidad catalitica de SAGBALSA/SLIK,
muestra preferencia por las lisinas 14, 9 yiri8itro [213], y probablemente por
la 9, 14 y 27 de H3n vivo [189]. Todo ello, junto a lo descrito en el apartado
anterior apoya la hipotesis de que A4-Il pueda ser ideatificcomo SAGA, o
quizas SALSA/SLIK. Por otro lado, el complejo NuA3 ha sidwacterizado por
su preferencia por la lisina 14 de H3 [79]. Aunque estos daiggeran que A4-|
pueda corresponder a NuA3, los resultados sobre masa raolelel apartado
anterior no permiten establecer esta equivalencia.

3.3.3. Actividades HAT dependientes dSAS3

De los resultados descritos en cuanto a masa moleculacifsdad de sus-
trato y elucibn en cromatografia de intercambio anidon&e desprende que los
complejos A4-1' y A4-ll poseen homologia con complejos dés por otros
autores dependientes de Sas3p y Genbp. Con el fin de avesigelatomplejo
A4-1 o el ll, poseen como subunidad catalitica a la pretedas3, se analizo el
contenido en actividad HAT de mutantess3\ y sas\hatlA.

Los perfiles cromatograficos y de actividad HAT con histditmes o ensam-
bladas en nucleosomas (de eritrocito de pollo en ambos)dasoen obtenidos
para las cepas mutantsas?\ y sas@\hatlA. El analisis en las fluorografias de
la incorporacion de grupos acetilo en cada una de las laistgermite detec-
tar una disminucion sensible de la intensidad de la ac#iitasobre H3 libre
(fig. 3.10A), respecto a una cepa silvestre (fig. 3.6A) en lzazte elucion de
A4-|. Esto sugiere que el pico A4-l esta formado por al memos HAT mas,
gue junto con Sas3p, contribuye a la actividad acetilanbeesbl3 libre. Este
mismo complejo parece depender absolutamente de Sas3gupzapacidad de



110 Resultados y discugin
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Figura 3.10Analisis de las actividades HAT en cepas mutantess3A (BQS1033) y
sas3A hat1A (BQS1176).Los extractos de las cepas mutantes fueron fraccionados me-
diante una cromatografia sobre Q Sepharose. Se muestrlndoogramas obtenidos
tras resolver mediante electroforesis las histonas mascad el ensayo y se indica el
namero de la fraccion, las posiciones de las histonas 123, HH4 y el lugar de la elu-

cion de los complejos B, A4-1 y A4-II(A) Fluorogramas del ensayo HAT con histonas
libres y oligonucleosomas de las fracciones de Q Sephagoadiénte salino de 80 a
500 mM) para una cepgasd\. (B) Fluorogramas del ensayo HAT con histonas libres 'y
oligonucleosomas de las fracciones de Q Sepharose (gradiino de 80 a 400 mM)
para una cepsasd hatlA.
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acetilar H3 nucleosomal, ya que tanto en el simple mutsag& como en el do-

ble sasR\hatlA no aparece sefial alguna en su zona de elucion cuandoiza util
este tipo de sustrato. Estos resultados indican que A4d esttar compuesto por
mas de una actividad, siendo Sas3p la subunidad caadi®iaina de ellas. Asi,
Sas3p formaria parte de una de las actividades que eluyknzema de A4-l,
capacitada para acetilar H3 libre y nucleosomal. La otratf@sp actividad no
seria dependiente dAS3y en nuestras condiciones de ensayo acetilaria H3 (y
probablemente H4) libre.

Por otro lado la caracterizacion del complejo A4-Il redpex su actividad
hacia nucleosomas en ausencia de Sas3p es ambigua. LdapéedSas3p no
afecta a su capacidad de acetilar histona libre, pero siclaosomal (fig. 3.10).
Esto podria estar causado por una posible labilidad deiladad de este com-
plejo sobre nucleosomas, o bien por la intervencion deBeas3sta actividad
nucleosomal. En todo caso, dada la escasa actividad que ejezomplejo A4-
Il sobre histonas nucleosomales no podemos concluir qugp3asme parte de
este complejo.

Con objeto de confirmar que Sas3p forma parte de la actividddgresente
en A4-l, se construyd una cepa con la proteina Sas3 adid@etn su extremo
carboxilo terminal con 6 epitopos HA consecutivos y adema esta ocasion
se deleciond dbcuscromosomico d&CNA Previamente se habia demostrado
gue el etiquetado de la proteina Sas3 no producia niregiatipo detectable. En
la fig. 3.11C se observa la presencia de Sas3p en las misme®fras en las
gue eluye el complejo A4-1 (fig. 3.11B). Por otro lado, cabsal@r la escasa
actividad HAT sobre H3 libre que se observa en la zona dondemaimente
eluye el complejo A4-1l en la cep8AS3-HA6 gcns Esto parece indicar que
Gcenbp pueda participar en este complejo (véase apartddh).3.

Nuestros resultados muestran, pues, que Sas3p forma ghrterdplejo
HAT A4-l. Esto se ha probado tanto por la disminucion de livatad HAT so-
bre H3 libre y nucleosomal en mutantes3\, como por la deteccion de Sas3p
en la region del gradiente de Q Sepharose donde eluye A-kerBbargo, la
actividad A4-l parece solapar con otra actividad que tembictuaria sobre his-
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Figura 3.11.Sas3p coeluye con el pico de actividad HAT A4-l en ausencia de
Gcenbp. Se prepar6 el extracto a partir de la cepaS3-HA6 gens (BQS1339), y se
fracciond como en la fig. 3.10 con un gradiente salino de 8Ma@M. (A) Fluorograma
del ensayo HAT con histonas libres de las fracciones de Qefeph de BQS1339(B)

el correspondiente densitometrado de la sefial sobrettmbisi3 y H4(C) Se aplicaron

8 UL de fracciones de Q Sepharose procedentes de BQS1339 ehdet §&6 de polia-
crilamida, las proteinas se separaron por SDS-PAGE yraasferencia a membrana de

nitrocelulosa la presencia de Sas3-HA6 fue determinadamiedvestern-blottingcon
o-HA 12CA5.

tonas libres, aunque no sobre nucleosomas (fig. 3.10A y Bjealos en las
condiciones utilizadas.

3.3.3.1. Estudio de componentes del complejo dependiente 8as3p
mediante TAP

Con el objetivo de identificar nuevos componentes del cgmpkpendiente
de Sas3p HAT A4-I, aplicamos la técnica TAP. Dado que otrderas habian
identificado como componentes del complejo NUA3 (ver pdgl&s proteinas
Sas3, Yngl y Tafl4 [74, 79], purificamos las tres proteinadiamte cromato-
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grafias de afinidad en tandem.

En primer lugar se comprob6 parestern-blottinga expresion de cada una
de ellas con la fusion TAP. La proteina Tafl14 resultd aenhs abundante, se-
guida de Yngly Sas3 (fig. 3.12A y B).

181.8
115.5
82.2
64.2

48.8

Figura 3.12.Niveles de expresin de Sas3-TAP, Yngl-TAP y Tafl4-TAPAnalisis
por western-blottingde la expresion de proteinas fusionadas a TAP utilizana\P

a partir de extractos totales de las cepas indica@gsTincion con Ponceau tras la
electrotransferenci@B) Revelado quimioluminiscente.

Tafl4p copurifica con componentes del complejo TFIIF

La proteina Taf14 es componente de cinco complejos distiemS. cerevi-
siae los factores generales TFIID y TFIIF, los complejos rentaderes RSC e
INO8O y por Gltimo NuA3 [214]. Debido a su abundancia, laificeicion TAP
de Tafl4p fue realizada a partir de s6lo 14 g de células (@tivo, DOggg 2.5),
siendo cada una de las etapas analizada mediagtern-blottingoara detectar
la cantidad de proteina etiquetada recuperada en cadaeueltad (fig. 3.13).
Tafl4p es detectada en los eluidos en condiciones nativague la elucion con
SDS muestra que parte de ella quedo retenida en la resind. (& carrera 11).
También fue llevada a cabo una purificacion TAP de la celpasiie, que no
expresa ninguna proteina con fusion TAP, como contrchiiey

Tras la elucion de la resina de calmodulina, las muestra®fuaplicadas
a un gel de tricina-SDS y sometidas a electroforesis. Elajetib con Cooma-
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Figura 3.13.Seguimiento de la purificacon TAP de Tafl4p por western-blotting
cona-TAP. El extracto sometido a purificacion se prepard con tanighrias carreras
mostradas corresponden a: 1, extracto; 2, no retenido d&tpBarose; 3, eluido con
SDS de resina IgG-Sepharose; 4, digerido con proteasa TH\W Betenido de CaM-
agarosa; 6-11, los 5 eluidos con EGTA y el Gltimo con SDS, yekracto total de
Taf14-TAP.

sie Unicamente revela una tenue banda correspondientd 4pTen los eluidos
nativos (con EGTA). Sin embargo en la carrera correspoteligreluido desna-
turalizado (con SDS) se observan 3 bandas mayoritariasjugtee con otras 5
bandas minoritarias fueron recortadas, sometidas a iigesin tripsina y ana-
lizadas por espectrometria de masas (véase figura erBtébla

Las condiciones de extraccion estandar permiten ideatifas tres proteinas
de las bandas mayoritarias como Tfgl, Tfg2 y Taf14/Tfg3l&&6). Estas pro-
teinas son los componentes del complejo TFIIF [215]. Estéof general de
la transcripcion permite el reclutamiento de la RNA poliesa Il al complejo
DNA-TBP-TFIIB unido al promotor, de modo que disminuye suniafd por
DNA no especifico, promueve el posterior reclutamiento BEH'Y TFIIH, y
ademas facilita la elongacion por la RNA polimerasa [2T&mbién se identifi-
can Noply Nop4, que son proteinas nucleolares implicadasmocesamiento
del pre-RNA.

La deteccibn de Hir2p como proteina asociada a Tafl4ptaeda especial
relevancia puesto que no se ha hallado asociada a ninguras @énto com-
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Tabla 3.5 Resultados de MALDI-TOF para el eluido final en presencia de BS de

la purificacion de Taf14-TAP.Se muestran las bandas del gel de tricina-SDS tefiido
con Coomassie del que se escindieron las bandas para diaMALDI-TOF. Las
proteinas identificadas a partir de una (nica banda sdaseéntre llaves con el nimero
de la banda correspondiente.

P n -

Banda MM (kDa) | Proteina
1 82.3 Tfgl
2 98.4 Hir2
2 } 77.8 Nop4 }
3 64.3 Pabl
3 } 66.6 Ssbl }
3 66.6 Ssbh2
4 46.6 Tfg2
5 43.7 Rpl3
5 } 39.1 Rpl4a}
5 39.1 Rpldb
6 39.1 Rpl4a
6 ; 39.1 Rpl4b}
7 34.5 Nopl
8 27.4 Tafl4

plejos con los que interacciona Tafl4p previamente desci14]. Hir2 es un
correpresor transcripcional que regula la transcripaérias histonas e inter-
acciona con las histonas H3 y H4, ademas de con el complejodalador
SWI/SNF [217, 218]. Asimismo recientemente se ha desctw® Hir2p parti-
cipa en el complejo correpresor HIR, junto con Hirlp, Hir3dpc2p [219].

Las proteinas ribosomales Rplda, Rpldb y Rpl3, asi comodaabinas mo-
leculares Ssbl y Ssb2 (miembros de la subfamilia SSB deipastéiSP70 ci-
toplasmaticas), se suelen considerar contaminantesterigs de experimen-
tos [192, 195]. En este sentido, cabe destacar que en ebtoegativo realizado
con la cepa silvestre sin etiquetar también se detectaio poateinas de fondo
Ssbl, Ssb2, Pabl y alguna de las proteinas ribosomales.

Los resultados obtenidos corroboran estudios realizad®gamente por
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otros autores sobre la identidad estructural del complg)&-Tdel que formarian
parte Tfgl, Tfg2 y Taf14/Tfg3 [215]. A esto cabe afadir léedeion de la inter-
accionin vivoentre las proteinas Taf14 e Hir2, lo que sugiere que esteqresor
pueda encontrarse en alguno de los complejos en los queiparfiafl4p. Sin
embargo, las proteinas identificadas no parecen teneramexion clara con el
complejo A4-1. Con objeto de intentar conseguir condictorms favorables pa-
ra la estabilidad de los complejos y utilizar condicionesilsires a las de otros
métodos de extraccion especificos de HATs [171], se dioce modificar las
condiciones de extraccion (fuerza ibnica y concentracié glicerol).

Identificacion de proteéinas que interaccionan con Sas3, Taf14 e Yngl

Cuando se empleb una concentracion salina de 350 mM y untactyacion
del 10 % en glicerol en el tampbdn de extraccion (B2) parglagicaciones de
las tres proteinas etiquetadas, se obtienen resultasto¥al para la purificacion
TAP de Tafl4p. En esta purificacion se emplearon 8.7 g daasttie la cepa sil-
vestre, 30.6 g de la cepa Sas3-TAP, 5.3 g de Tafl4-TAP y 22e3¥)d1-TAP.
Las proteinas eluidas de la resina de calmodulina fuerparadas por elec-
troforesis (fig. 3.14). El analisis por MALDI-TOF de las lo@ms mayoritarias
correspondientes a los eluidos 2 y 3 (E2+E3) no permitiotitiear las pro-
teinas presentes en las mismas, por lo que las carreraggiegaian los eluidos
desnaturalizados fueron divididas en 4 regiones que sizarml independien-
temente por LC-MS/MS. Esta estrategia presenta la veneajgud no elimina
proteinas en bandas poco intensas o minoritarias. Rosbemte los datos pro-
cedentes de las cuatro regiones fueron reunidos para Boapkl analisis de
los resultados. De las proteinas identificadas se eliminias que cominmente
se consideran contaminantes en este tipo de analisis 1892,195], incluidas
las proteinas ribosomales y aquellas que se identificarda muestra control
de la cepa silvestre. Los datos de espectrometria de mesaggn detectar 47
proteinas que copurifican con Sas3, 58 con Tafl4 y 24 con.Yngl

En la tabla 3.6 se recogen las proteinas detectadas comirsélde las tres
proteinas etiquetadas. En lo que respecta a Tafl4p, addendfgl y Tfg2
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Figura 3.14 Purificacion TAP de Sas3p, Taf14p e YnglpJna alicuota de digerido
con TEV y todo el volumen de las eluciones de la resina de ahlitiva fueron aplicados
en un gel de tricina-SDS al 12 %. Las muestras correspond®rdégerido con proteasa
TEV,; E1-E5, eluidos con EGTA (nativos), y ESDS, eluido conrSSdesnaturalizado).

(TFIIF), se identificaron componentes de otros tres coraplepn los que es-
ta proteina interacciona: de la RNA polimerasa Il (Rpo2dhR Rpb5, Rpb9 y
Rpb11), de INO80 (Rbwily Rbv2) y de SWI/SNF (Swil, Swi3, Swp82, Snf2,
Snf5 y Snf6) (tabla 3.6). La obtencion de 5 subunidades &NA polimerasa
Il copurificadas mediante TAP con Tafl4p, sugiere una intéda estable entre
TFIIF y la RNA polimerasa. Otro aspecto interesante es que83p, asociada
a Tafl4-TAP segln nuestros resultados (tabla 3.6), enm&é ha hallado aso-
ciada a las proteinas Swil, Swi3, Snf5, Arp7 y Arp9 etiqd@sa[192], lo que
estaria de acuerdo con su pertenencia al complejo SWI/ERbién es des-
tacable la presencia de Spt5 entre las proteinas con lasitguacciona Tafl4
(tabla 3.6). Spt5, junto con Spt4, forma un complejo que ekdactivacion y la
inhibicion de la elongacion transcripcional, que se hgesido intervendria en la
sefializacion de la ruta Ras/PKA transduciendo la sediral actuar a nivel de la
elongaciobn [220].

1Eliminado por aparecer en la lista de contaminantes confi9es.



118 Resultados y discugin

De especial relevancia resulta la presencia de la pro¥m&a5sw entre las
que copurifican mediante TAP con Sas3p (tabla 3.6). Estaipeotambién in-
teracciona con Sas3p, Ynglp y Ntdlgegin un estudio de las interacciones
globales entre las proteinas 8e cerevisiad195]. El hecho de que 13 de las
proteinas descritas en ese estudio que interaccionan lcésbw [195] (Funl2,
Nopl, Hasl, Nop58, Puf6, Ebp2, Stml, Rpa49, Sas3, Kre33, NiNopl2)
también aparezcan en nuestro rastreo de componentesndpleo A4-1, su-
giere que esta proteina podria formar parte del compteen de un modulo
asociado (tablas 3.6, 3.7 y 3.8). Por otro lado, el dominio/fANte tipo Tudor
gue contiene YIr455w podria permitir su union a DNA.

En la tabla 3.7 se muestran las proteinas que copurificarABnc®n dos
de las proteinas etiquetadas (Sas3p, Taf14p e Ynglp). Gireloespecta a pro-
teinas que pudieran pertenecer al complejo A4-1, destapeekencia de Ntolp
entre las proteinas copurificadas con Sas3p e Ynglp. Estima fue introdu-
cida en 2003 en el portal web SGD (http://www.yeastgenorge.como pro-
teina requerida para la integridad del complejo NuA3 (LwielpJ.L. Workman,
comunicacion personal), y recibe su nombre por su posigiteipencia a este
complejo NuA Three CRF 1). Ademas, uno de los trabajos globales de iden-
tificacion de complejos de levadura también ha detectadatéraccion entre
Sas3p y Ntolp [195]. Todos estos datos respaldan la intéreestable de Ntolp
con el complejo. Es interesante resefiar que Ntolp contiemaotivo Epc-N
(Enhancer of the Blycomb Nterminug, consistente en un haz de cuatro héli-
ces ortogonales a derechas que contiene un motivo PHibt(HomeoDbmain
capaz de unir dos cationes Zn[221]. Este dominio se halla en proteinas nu-
cleares y se piensa que interviene en la regulacion egiigan Todos estos datos
apuntan a que Ntolp sea una subunidad del complejo A4-I.

También se copurifict la subunidad A49 de la RNA polimetdBapa49) con
Sas3-TAP y Taf14-TAP (tabla 3.7), lo cual sugiere alglo tile conexibn con
el proceso de sintesis de rRNA. Es interesante que en ajdreb interacciones
globales mencionado anteriormente [195], también sectdetea interaccion
entre Rpa49p e YIr455wp.

2Como se vera mas tarde esta proteina copurifica en TAPas8p® Ynglp en nuestro trabajo.



3.3.3 Actividades HAT dependientes dSAS3 119

Tabla 3.6.Proteinas que Gnicamente han sido purificadas con una deddres pro-
teinas etiquetadasSe incluyen las proteinas que Gnicamente se han idedtifauna
de las tres purificaciones (Sas3-TAP (BQS1345), Taf14-TB®31346) o Yngl-TAP
(BQS1347)) en los eluidos desnaturalizados (SDS). Se Iramatlo las proteinas que
aparecen en la purificacion control de la cepa silvestreAB#1A), y las contaminan-
tes frecuentes que describen los trabajos que han idedtif@mplejos de levadura a
gran escala utilizando TAP [192, 195, 194]. Las proteimasrscuentran ordenadas por
la puntuacion obtenida mediante el algoritmo MASCOT [282]modo que una mayor
puntuacion implica mayor probabilidad de identificaci@nrecta.

Sas3-TAP Taf14-TAP Yngl-TAP
Cct8 Bfr2 | Swi3 Rlp7 Pbp4
Err3 Kre33| Rbv2  Adh5 Yngl
Hef3 Mktl | Porl Dbpl Sec53
Drsl Ergl3| Arp7 Rpb3 Tmal9

Nopl2 Puf6é | Mnpl Aacl Atpl
Pyk2 Dpsl| Rpb9 Spts Rfsl
Tfpl Tif35 | Crhl Nop58| Mssll6
Bmhl  Atg27| Rpbll Ecm33 Gusl

Hem15 - Hrpl Atp2 Urpl
Ssa3 - Img2 Swp82 Saml
Sesl - Yef3 Rpb2 -
Npl3 - Snf6 Snfs -
Sup45 - Swil Snf2 -
Hasl - Citl Pma2 -
Grsl - Rpb5  Tfgl -

Kapl123 - Ebp2 Tfg2 -

Nipl - Snfl2  Ecml -
YIr455w - Tafl4 Errl -

Yhm2 - Rpo21 - -

Ascl - Nopl - -
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Tabla 3.7 Proteinas que copurifican con dos de las proteinas etiquadas.Se inclu-
yen las proteinas identificadas simultaneamente en dizsgmirificaciones de las tres
proteinas (Sas3p (BQS1345), Tafl4p (BQS1346) e Yngl (B@B). Los datos han
sido filtrados como en la tabla 3.6.
Sas3-TAP/Taf14-TAP| Tafl4-TAP/Yngl-TAP | Sas3-TAP/Yngl-TAP
Tma46 Cdc33 Dbp2
Nopl4 Pdc6 Ntol
Nsrl - Pfk2
Thsl - Mpgl
Atp7 - -
Tif34 - -
Arp9 - -
Rpa49 - -
Pet9 - -
Gcedl1l - -
Yhbl - -

Tabla 3.8.Proteinas que copurifican con las tres proteinas etiquetias. Se inclu-
yen las proteinas identificadas en los eluidos SDS de lasd®QS1345 (Sas3-TAP),
BQS1346 (Taf1l4-TAP) y BQS1347 (Yngl-TAP). Los datos hao diiados como en

la tabla 3.6.

Sas3-TAP/Taf14-TAP/Yngl-TAP

Fas2
Krsl

Ded81
Sas3
Pdc5
Ensl

Funi2

StmZP

aContaminante segln [195].
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Entre las proteinas identificadas en las tres purificasiseeencuentra Sas3
(ver tabla 3.8). Esto corrobora la interaccion de Sas3damproteinas Tafl4 e
Yngl, como componentes de NUA3 [74, 79], y sugiere que sorpadaras de
Sas3 en el complejo A4-l. Que Tafl4p e Ynglp no hayan sidaded en las
purificaciones de las otras proteinas no puede explicacsienente. En cuanto
al resto de proteinas que coeluyen con los tres componesiesidos de NUA3
(tabla 3.8), la mayor parte estan implicadas en procestsadeccion (Ded81,
Ensl, Funl2 y Krsl) y dos de ellas son enzimas del metabo(Baab y Fas2).
A pesar de que Stm1 ha sido catalogada como contaminantg FiE9Bos con-
siderado apropiado incluirla, dado que es una proteinaejasocia al ribosoma
y a elementos subteloméricos Y’ [222], y posee una homalpgrcial de se-
cuencia con la histona H1 [223]. Stm1 se caracteriza poserarmotivos de
purina en triple hélice y a cuadruplex G4 de acidos nookeilo que ha hecho
gue se proponga un papel para esta proteina en mitosis [224Fociacion de
Stm1 a heterocromatina telomérica podria, por tantaci@harse con la fun-
cion silenciadora de Sas3 [68]. Por otro lado, segin eldéasta gran escala de
interacciones proteina-proteina realizado recientéenfl95], Stmlp también
interacciona con Eaf7p (componente del complejo HAT NuA#)aglp (HAT
B), lo que podria indicar una posible funcion de puenteeatiistintos complejos
modificadores de la cromatina.

Con vistas a la optimizacion de la purificacion del conpleAT dependien-
te de Sas3p en condiciones nativas, también se han utilizadas magnéticas
acopladas a calmodulina en la segunda cromatografia ddaafirEste proce-
dimiemto permite la elucibn completa de Sas3p con EGTA.esibargo, los
analisis de espectrometria de masas no identifican atésipas acompanantes
de Sas3 que no se hubieran descrito previamente como coaraes.

En resumen, el conjunto de datos obtenidos a partir de la@slagon SDS, y
de acuerdo con trabajos publicados recientemente [194, di8fiere la existen-
cia de un complejo HAT formado por Sas3p, Tafl4p, Ynglp, N®XIr455wp.
Segln la suma de las masas moleculares de estas progtt@splejo formado
tendria una masa global de 270 kDa, ligeramente supericr200 kDa determi-
nados por filtracion en gel. No obstante, debido a la inéxacinherente a esta



122 Resultados y discugin

técnica, el tamafo del complejo formado por las cincoginats podria estar den-
tro del rango de error de la filtracion en gel. En cualquiesocéa confirmacion
de las proteinas identificadas (tablas 3.6, 3.7 y 3.8) camsibbles componentes
de nuestro complejo requeriria de estudios adicionales.

3.3.4. Actividades HAT dependientes d&CN5

Asi como Sas3p sblo ha sido identificada como integrantecamplejo
NuA3, y en el presente trabajo de A4-1, Genbp ha sido descdtao la sub-
unidad catalitica de cuatro complejos distintos: ADA, HAZ, SALSA/SLIK 'y
SAGA [60, 169, 61, 62]. Mediante el sistema de purificacidipkeado en nues-
tro laboratorio se ha identificado tan solo uno de ellos, HRT¥69], por lo que
resulta probable que las actividades residuales de loslema@4-1 o A4-1l en
un mutantesasd\, puedan depender deCN& Para averiguar si la actividad de
A4-l o I mostraban una dependencia respectG@iN5 se analizaron las activi-
dades HAT de cepas mutanggn\. Cuando se compara la actividad HAT sobre
histonas libres obtenida tras el fraccionamiento de exisade levadura de la ce-
pa mutantggcn® (BQS1181) (fig. 3.15A) con la silvestre (BY4742) (fig. 3.5B
en pag. 67) se observa una drastica disminucion de ldead@h de la histona
H3, desapareciendo por completo de la zona de elucion daplego HAT A2
(de acuerdo con resultados obtenidos previamente en al&saratorio [169]),
asi como en la zona de elucién del complejo A4-Il.

Como era de esperar, en la zona del complejo A4-I se mantiemadctivi-
dad acetilante de H3, ejercida por Sas3p, si bien parecetadete una pequefna
disminucion en la intensidad de la marca comparando ccepa silvestre. En la
fig. 3.15B se muestra el analisis fluorografico del mismcamiet, pero utilizando
en este caso nucleosomas como sustrato. Como se puedeaobskergsultado
es similar al obtenido con histonas libres. De nuevo se tdeteta pérdida de
acetilacion de H3 por parte de los complejos HAT A2 y A4d-lamteniéndose la
del complejo A4-l. Estos resultados indican que Genbp esbarsdad cataliti-
ca, no soblo del complejo HAT A2 previamente descrito [16#)p también del



3.3.4 Actividades HAT dependientes d&CN5

123

A

H3 —
H2A—
H4—

40 4

30 4

D.M. (u.a.)
8
|

histonas libres (gcn5A)

15 20

2‘5 30 35
| | |

A2

A4-11

B

20 4

nucleosomas (gcnSA)

10 15 2? 2'5 30
I I I

35

— H3
—H2A

— H4

A4-11

A4-1
A2

= H3
v H4

5

10 15 20 25 30 35 40

N° fraccién

N° fraccion

Figura 3.15Analisis de actividades HAT en una cepacn5A (BQS1181).

(A) Fluorograma del ensayo HAT con fracciones de Q Sepharosxtiatto de una ce-
pagcnfA empleando histonas libres, junto con el densitometrada detca radiactiva
sobre las histonas H3 y H®B) Fluorograma del ensayo HAT con las mismas fracciones
gue enA, pero usando oligonucleosomas como sustrato, y el comegate densito-
metrado de H3 'y H4.

HAT A4-1l identificado en el presente trabajo.

Con el objeto de confirmar la presencia de Genbp en el compldjpose
realizd un fraccionamiento de una cepa con la proteins@etiquetada en su
extremo carboxilo terminal. La fig. 3.16A muestra el ensagn histonas li-
bres obtenido para el fraccionamiento de la cepa con esteipaoetiquetada.
Se puede observar la intensa incorporacion de radiaatividbre la histona H3
producida en las zonas de elucion de los complejos A2, AR, lo que
dificulta en esta ocasion la separacion de estas actesgadbre todo de las dos
Ultimas. En todo caso, la también intensa sefal obtesotfee H4, centrada en
la fraccion 28, y producida por el complejo HAT B, puede sete referencia
para posicionar los complejos A4-l y A4-1l. Esto se debe aajwemplejo HAT
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A4-| de forma reproducible eluye ligeramente antes que HAY Bl A4-II [i-
geramente después (fig. 3.10 como ejemplo). De esta forteameamos que
la zona de elucion del complejo A4-1 esta centrada en ksciones 25-26, y
la del complejo A4-1l en las fracciones 31-32. La inmunodeiin de Gcn5p
(fig. 3.16B) muestra que esta proteina esta presente emelejo A2 (como era
de esperar), asi como en los dos complejos identificadosterirabajo: A4-ly
A4-1l. La elucién de Genbp en las fracciones corresportdeial complejo A4-
Il confirman los datos obtenidos con la cepa mutgate), concluyéndose que
esta proteina es la subunidad catalitica del complejdl A elucion de Genbp
en las fracciones donde se encuentra el complejo A4-l (fihB3. indicarian
gue en la zona de elucion de ese complejo coexisitiriaradidddades HAT di-
ferentes, una dependiente de Sas3p (A4-l), ya analizadpagtados anteriores,
y otra dependiente de Gcnbp, que pasamos a denominar Ad8-Gap. La pre-
sencia de este nuevo complejo explicaria que la activida® ¢ A4-1 en las
cepassas® mostrada anteriormente disminuya pero no desaparezdan otz
(figs. 3.10A y B). La presencia de Gcn5p en los dos complejgiesique estos
podrian poseer caracteristicas coincidentes con SAGALSSB/SLIK, compar-
tiendo subunidades al menos parcialmente. Por tanto noteplaos identificar
mediantenvestern-blottingproteinas cuya pertenencia exclusiva a SAGAy SAL-
SA/SLIK hubiera sido establecida previamente.

La proteina Spt7 en su forma completa ha sido descrita campanente
de SAGA [60], mientras que en el complejo SALSA/SLIK [61] s lallado
una variante de Spt7 truncada en su extremo carboxilo tatj@i]. La proteina
Spt7 de longitud completa posee una masa molecular de 1B&6rkientras
que la proteina purificada en el complejo SALSA/SLIK tiema masa aparente
de aproximadamente 130 kDa. Por otro lado, Rtg2p Unicarsnha detectado
formando parte de SALSA/SLIK [62]. En la fig. 3.17 se muestian fluoro-
grafias obtenidas, asi como la inmunodeteccion de l@gipas etiquetadas en
las cepas de levadura BQS1209 (Spt7-HA6) y BQS1334 (Rtg@)H®e puede
apreciar que la proteina Spt7 completa eluye en la regibrcamplejo A4-II
(fig. 3.17A). Por otro lado, la proteina Rtg2, caractaréstel complejo SAL-
SA/SLIK [61], eluye de forma coincidente con el complejo At¢ciones 19
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Figura 3.16Gcn5p coeluye con los complejos HAT A2, Ad-l'y A4-II.

(A) Fluorograma del ensayo HAT con histonas libres del fra@niaento de un extracto
de GCN5-HAB(BQS1340) realizado de igual modo que en la fig. 3.1(BAInmunode-
teccion de Genb etiquetada en las fracciones mostradas en

a 24), A4d-1 (fracciones 28 a 31) y, aunque menos visible, IAdracciones 33

a 35) (fig. 3.17B). Estos resultados sugieren que el comdkjominado A4-I-

Gcenb-dep podria compartir con el complejo SALSA/SLIK lbgnidad cataliti-

ca Genbpy la proteina Rtg2, y Spt7p en su version trund2alesu parte, el com-
plejo A4-II coincidiria con SAGA en cuanto a subunidad t&ta (Gen5p), y en

la subunidad Spt7 completa. Ambos complejos A4-I-Genb5ydéd-I1 presen-

tan ademas la misma especificidad por la histona H3 que lopleps SAGA

y SALSA/SLIK [60, 61]. No obstante, segln nuestros da@grbteina Rtg2 no
formaria parte de forma exclusiva del complejo SALSA/SL4Ko que también
acompanfaria a Gen5p en el complejo HAT A2 y probablememit&Zell.

En suma, nuestros datos apuntan a que el complejo A4-lafbamado por
Sas3p como subunidad catalitica, y podrian acompafiafliad, Yngl, Ntol e
YIr455w. Este complejo presentaria algunas caradieastomunes con el com-
plejo NUA3 previamente descrito [74], si bien algunas detateinas identifica-
das mediante TAP como componentes putativos de este conmubdjabian sido
identificadas anteriormente. ElI complejo A4-I-Gen5-deplage con el com-
plejo A4-l, y sus caracterisiticas son coincidentes cendel complejo SAL-
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A histonas libres (Spt7-HA6)
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Figura 3.17.Inmunodeteccbn de Spt7-HA6 (BQS1209) y Rtg2-HAG (BQS1334)
en el gradiente salino de una cromatografia Q Sepharoskos extractos de las cepas
correspondientes fueron fraccionados como se descrilos @pértados 3.2.7.1y 3.2.7.2
en un gradiente salino de 80-500 m{) Acetilacion de histonas libres por las fraccio-
nes de Q Sepharose de Spt7-HAG. El ensayo HAT fue efectuardo se describe en el
apartado 3.2.8.2. Se muestra el fluorograma correspoedidituotas de las fracciones
fueron separadas por electroforesis, y la presencia deefigtietada fue determinada
mediantewestern-blottingver apartado 3.2.10) como aparece en el panel inf€Byr.
Se muestra el fluorogramay la deteccion de la proteinaetiga como eA, pero para
Rtg2-HA6 separada mediante Resource Q.
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SA/SLIK, excepto en que A4-I-Gen5-dep muestra muy escasdsoaapacidad
de acetilar H3 en forma nucleosomal. Finalmente el com@djél muestra al-
gunas propiedades semejantes a las del complejo SAGA (n@sautar, espe-
cificidad, dependencia de Gen5p y presencia de la protgittacempleta). Sin
embargo, A4-1l parece incluir también a la proteina Rig2ual lo diferenciaria
del complejo SAGA. En todo caso, el complejo A4-1l descritbed presente
trabajo muestra una escasa actividad HAT cuando se utitizeleosomas como
sustrato, mientras que SAGA se caracteriza por acetilansaimente H3 en for-
ma nucleosomal [179], por lo que parece muy probable que susdraplejos no
sean idénticos.

3.3.5. Actividad HAT dependiente deESA1

Los resultados obtenidos con los diferentes mutantes etdaces HAT de
levadura que se han analizado en apartados anterioresieredascartar que
HAT Al sea dependiente de las proteinas Gecnbp, Sas3p o KalB.10 en
pag. 110, fig. 3.7 en 105y fig. 3.15 en pag. 123). El complefd A1 pre-
viamente descrito [175] acetila principalmente H4 y H2Ara@mse ensaya con
histonas libres, y las cuatro histonas internas con difergriensidad cuando
se ensaya con nucleosomas (fig. 3.1 en pag. 67 y fig. 3.5 erlpay Esalp
es la subunidad catalitica del complejo NuA4 descrito piarsoautores, el cual
posee una masa molecular de 1.2 MDa, y una especificidad bisboaas li-
bres y nucleosomales idéntica a la de Al [174]. Ademaspambmplejos, Al
y NuA4, eluyen en las primeras fracciones de un gradientacsdk una cro-
matografia de caracteristicas similares. Estas cancids permiten sospechar
gue ambos complejos comparten la misma subunidad czdialisalp, y pro-
bablemente otras subunidades. Dado que el gen que codifidp Es esencial,
no se pudieron obtener mutantes nulos para realizar estsidiilares a los des-
critos para los geneSCN5y SAS3 Por ello se utilizé una cepa termosensible
gue contiene una version de Esalp truncada para compiicksta<ra la sub-
unidad catalitica de Al. El alelssal\1-414[188] consiste en la delecién de un
Gnico nucle6tido que produce una mutacion de cambio déapde lectura en
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el codbn 414, lo que causa 10 aminoacidos alterados y queteina contenga
22 aminoacidos menos que la silvestre. Se ha descrito queptaque contiene
este alelo expresado desde un plasmido centromérico32®N crece bien a la
temperatura permisiva pero posee una actividad de NuA4 d€sveenor que
la nativa, y tras 4 h a la temperatura restrictiva se produmeeealevada letali-
dad [174].

La figura 3.18A muestra las fracciones cromatograficas elehdse el com-
plejo Al de la cepa silvestre (13 a 17), que evidencian laideti tipica de
este complejo sobre H4 principalmente, y en menor medideed6BA. Si se
comparan estas mismas fracciones con las procedentesrdet@xtde la cepa
esal-ts, tanto crecida a temperatura permisiva (fig. 3,X8B)0 a la restrictiva
(fig. 3.18C), se observa una clara disminucion en cuantivel de acetilacion
de la histona H4. Esto indica que Esalp es la subunidadtuatalel complejo
HAT A1, y confirma que la actividad HAT de la proteina EA43414 se encuen-
tra notablemente disminuida tanto a la temperatura peraésimo a la restric-
tiva (figs. 3.18B y C). El hecho de que este mutante sea vialaleeanperatura
permisiva y no a la restrictiva sugiere que la letalidad elzed a causas diferen-
tes a la de la pérdida de la mayor parte de la actividad HATs&loealizd un
ensayo HAT de la cepa silvestre crecida a@debido precisamente al resultado
mostrado en la fig. 3.18B. Si a temperatura permisiva laidetivde la cepa con
el aleloesaN1-414ya se encuentra dramaticamente afectada, la cepa slvestr
a 37 C no proporcionaria mayor informacion, puesto que, o BiEmo se veria
afectada (como pensamos), o bien si se ve afectada debeaseausa adicional
a la que produce la disminucion de actividad en las figs.BBy18.

Con el fin de corroborar que Esalp forma parte del complejnag plan-
teamos detectar la proteina Esal en las fracciones endaduge Al utilizando
un anticuerpo especifico que la reconociera. Para ellocgegid a incluir una
nueva etapa de purificacion. Asi, se recogieron las foaes (15-20) correspon-
dientes al complejo Al de una cromatografia Q Sepharosealeapa silvestre
(fig. 3.19A). Estas fracciones fueron dializadas frentengptan C, aplicadas a
una columna de intercambio catidnico Resource S, y s@ehgdiante un gra-
diente de 0 a 1 M de NacCl. En la fig. 3.19B se muestra la fluor@yaiftenida
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para las fracciones tras este paso cromatografico, usastdods libres de eri-
trocito de pollo como sustrato. El complejo Al, caractatizgor su capacidad
de acetilar las histonas H4, H2A y H3 libres, eluye en lasciaes 10-15.
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Figura 3.18 Analisis de la actividad HAT Al en una cepa silvestre (LPY2990) en

una cepa esal-ts (LPY3291) crecida a temperatura no resttiga (28°C) y a tem-
peratura restrictiva (37°C). Se realizd un extracto de la cepa silvestre crecida’&€28
un extracto control de la cepa esal-ts crecida’€3B8otro extracto a partir de un cul-
tivo que tras alcanzar una gy de 0.36 fue sometido 6h a incubacion con agitacion a
37°C. Fue llevada a cabo una purificacion con cromatograffdiedTA, y Resource Q
acoplada a un sistema de FPIX&TA prime Alicuotas de las fracciones del gradiente
salino de 80 a 500 mM fueron ensayadas con histonas libres‘3C]acetil CoA. La
mezcla de reaccion fue separada por electroforesis eregabléhcrilamida al 16 %, el
gel fue tefiido, decolorado y secado. Se muestran las fltaffag para los perfiles cro-
matograficos de la cepa silves{®), la cepa esal-ts crecida a temperatura permisiva
(B), y la cepa esal-ts incubada 6 h &B8TC). Las fluorografias d& y C fueron densi-
tometradas para determinar la cantidad de marca radidctiggporada a cada histona.
La posicion de tres de las histonas internas y de una barttsgdadacion (*) se muestra
en la figura.
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Figura 3.19.Deteccbn de Esalp en fracciones con actividad HAT Al. (AFluo-
rografia de un gradiente salino 80-500 mM generado en usepRarose en la que se
aplico el eluido a 300 mM de imidazol de una resina Ni-NTAg quocedia del extracto
de 9 L de cultivo de BQS1216. Se seleccionaron las fraccibhexl para continuar la
purificacion de A1(B) Las fracciones mencionadas se aplicaron en una Resouroe S, e
la que se realizd una separacion en gradiente de 0 a 1 M die Ne(racciones obteni-
das fueron ensayadas frente a histonas libres de polld§(Jacetil CoA, sometidas a
SDS-PAGE 16 %y posterior fluorografia. Se indica la pasiaé las histonas H3, H2A

y H4, y de una banda de degradacion procedente de H3, H2B o (@2AJn volumen

de 8pL de fracciones de la Resource S fueron separadas en un geliaeriamida del
10%, tras lo que las proteinas fueron transferidas a unaomaera de nitrocelulosa. La
deteccion medianteestern-blottingse efectio con un anticuerpo policlonal de cabra
especifico contra Esal (Santa Cruz Biotechnology Inc.).
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La deteccion de Esalp en esas mismas fracciones mediafisésgporwestern-
blotting confirma que esta proteina forma parte de Al (fig. 3.19C).uamto a
la acetilacion incorporada en una banda de degradaciéen (A fig. 3.19B), se
puede comprobar como la cromatografia sobre Resourcer@3aed la enzima
responsable de su acetilacion con respecto al complejdAllmismo modo,
la incorporacion de radiactividad sobre la histona H2Aeparseguir un perfil
de elucion similar a la de la banda de degradacion. Pomiwo taabe concluir
gue el complejo Al acetilaria preferentemente las histéiay H3, y en menor
medida H2A y H2B libres. Ademas de este complejo, en lagiwaes iniciales
de las cromatografias tipo Q Sepharose eluiria otraidativHAT no descrita
hasta la fecha. Esta actividad es especifica por un sugt@tedente de la de-
gradacion de una histona (H3, H2B o H2A), asi como por leohas H2A. El
hecho de que la intensidad de marca sobre este productotidaci@e no se vea
apenas disminuido en los ensayos realizados con la cepdsefals. 3.18B y
C), parecen confirmar la presencia de esta nueva actividad.

Se ha realizado un estudio centrado en el complejo Al pagandietar si la
proteina con actividad catalitica HAT Esal es un comptndel mismo. Se ha
demostrado que la proteina Esal truncada disminuye aotente la actividad
HAT Al, y que las fracciones en las que eluye Al contienen jkséddo ello
confirma que Esalp es la subunidad catalitica de Al. Ya qéelds un com-
plejo dependiente de Esal descrito previamente [174], dessartable que Al
y NuA4 compartan otras subunidades. Por otra parte, tamiiziésido detectada
una nueva actividad HAT que eluiria muy proxima a A1, efffecpor la histona
H2A libre, y probablemente por otros sustratos.

3.3.6. Actividades HAT dependientes d&LP3, HPA2,
SAS2y NUT1

Como se ha mencionado anteriormente, los gégsl, ELP3 HPA2y
SASZXoadifican proteinas con actividad HAT que no han sido refslas hasta
el momento con los diferentes complejos obtenidos, tanthiante el método de
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purificacion a partir de extractos de levadura empleadmpseotros, como por
el utilizado por otros autores (ver seccion 3.3.1). Sinampd, es conocido que
estas proteinas forman parte de complejos, algunos ddmiidicados en impor-
tantes procesos biologicos. Asi, Nutlp forma parte deliltbat, un complejo
multiproteico requerido para la activacion transcripeicdependiente de la RNA
polimerasa Il, la estimulacion de la transcripcion bgsaha mayor eficiencia de
la fosforilacion del dominio carboxilo terminal por TFII[225]. Se ha descrito
gue Nutlp posee actividad HARM vitro [59]. Por otro lado, Elp3p se considera
una HAT de tipo A y es un constituyente del complejo Elongadqoe colabora
en la elongacion de la transcripcion por parte de la RNAIp[#26, 227]. El
complejo Elongador se une al dominio carboxilo terminaéhipsforilado de la
RNA polimerasa Il, participando en la formacion de un holoma competen-
te para la elongacion. Este complejo es capaz de acetldnidtonas H3 y H4
libres 0 ensambladas en nucleosomas [59, 83, 49]. Hpa2,roteima de sblo
18.3 kDa, se ha descrito como una HAT capaz de formar unmetdal unir-
se a acetil-CoA, con actividad preferente sobre la lisinald4a histona H3 y
potencial autoacetilante [228]. Por Gltimo, Sas2p formdgodel complejo SAS
(relacionado con funciones de silenciamiento), junto esnproteinas Sas4p y
Sasbp. Este complejo acetila la lisina 14 de H3 y la lisinaelB diin vitro [229],

y Unicamente la lisina 16 de HA vivo [198].

Con objeto de determinar si alguna de estas proteinasaastiaicionada con
alguno de los complejos obtenidos se utilizo el sistemaatografico de separa-
cion de complejos mencionado en el apartado 3.1.2. Parageeimplearon cepas
con la delecion cromosbmica de alguno de los genes quebsanhidentificado
como actividades HAT.

En la fig. 3.20 se muestra el analisis de las actividades téhAfeshistonas li-
bres empleando las cepas mutamgA y hpa?\. El analisis comparativo entre
los resultados obtenidos con estas cepas mutantes y losadussen la fig. 3.6A
(pag. 103) de la cepa salvaje ponen de manifiesto que nirdpites proteinas
codificadas por estos genes constituye la subunidad taztatie los comple-
jos identificados en nuestro laboratorio, especialmemtéAteAl, HAT A4-1 o
A4-1l. También se realizaron cromatografias semejagnesleando cepas con las
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Figura 3.20Analisis de las actividades HAT dependientes de Nutlp y Hpa2mes.
cerevisiae. Se ensayo la actividad HAT de extractos fraccionados lpei@n de la resi-

na de Ni-NTA y fraccionamiento por gradiente en Q Sepharedasicepas de levadura
nutlA (BQS1206) yhpa2A (BQS1204). En las fluorografias se han indicado las pasicio
nes de las histonas H3, H2A y H4. Los resultados para elssnék la dependencia de
las actividades HAT respecto JT1se muestran en el pan@), y respecto délPA2

en el(B).
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Figura 3.21.Andlisis de las actividades HAT presentes en cepas de levadula-
lecionadas erELP3y SAS2. Se ensayo la actividad HAT de extractos de las cepas de
levaduraelpA (BQS1212) ysas2\ (BQS1314) después de su elucion del gel de agarosa
Ni-NTA, y su fraccionamiento en Q Sepharose. En las fluoftagae han indicado las
posiciones de las histonas H3, H2A y H4.

proteinas correspondientes etiquetadas, Nutl-HA6 y H{&&. Los resultados
obtenidos apuntarian hacia la presencia de Nutl-HA6 emltodegunda mitad
del gradiente, desde la fraccion 23 a la 33, mientras queotaipa Hpa2-HAG6
no se detect6 en ninguna zona del gradiente.

Cuando se analiz6 el efecto de las mutacione&ld@3y SAS2 no se ob-
servo la reduccion detectable de la actividad HAT de niagde los seis picos
descritos en los gradientes de intercambio anionico (f&1)3Por tanto, las pro-
teinas Elp3 y Sas2 tampoco parecen formar parte de ningfaplejo de los
analizados en nuestro laboratorio, o bien su contribuai@nactividad de éstos
es minoritaria y no detectable.
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Parte 4

Localizacion geromica de HATs
y de marcas epigeprticas
mediante ChlP-chip
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“Un ser humano debe ser capaz de cambiar un panal, planeanasion,
sacrificar un cerdo, pilotar una nave, disefiar un edificgorikir un sone-
to, cuadrar una cuenta, construir un muro, colocar un hwesdortar a
los moribundos, aceptar érdenes, dar 6rdenes, coopetaar solo, resol-
ver ecuaciones, analizar un problema nuevo, esparcerasfiprogramar
un ordenador, cocinar un plato sabroso, luchar con eficaai@nr con
gallardia. La especializacion es para los insectos.”

Robert A. Heinlein, extractos de los cuadernos de Lazarug lem
Tiempo para amar.
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4.1 Antecedentes

4.1.1. Chips de DNA

La secuenciacion de los genomas de un gran nUmero de especpermi-
tido el desarrollo de tecnologias a gran escala que haradgual rapido avance
de la genbmica. Una de estas tecnologias es la de los chipyd) de DNA,
consistentes en un soporte solido al que se une una serandassde DNA en
una posicion determinada distribuidos segin un pagguolar de puntosspots.
El principio en el que se fundamentan los chips de DNA es ekajpaiento entre
bases. Este apareamiento se produce durante el procesoridadion, el cual
transcurre entre la muestra, que contiene un acido nocliie (diana) cuya
identidad o abundancia queremos determinar, y las sondahigeque estan
constituidas por acidos nucleicos de secuencia conoaidavilizados en algin
medio fisico.

Los chips de DNA se clasifican en microchips o macrochips gndside
varias caracteristicas. Generalmente los microchipsielers fabricar sobre so-
porte de cristal con grupos reactivos, y los macrochips lsgctn sobre nailon
con cargas positivas. Las sondas de los macrochips se éraueepositadas
en puntos de aproximadamente 308 de diametro, consiguiendo una densi-
dad de 100 sondas/éxPor su parte, los microchips poseen puntos de 10 a 200
um, lo que les permite contener del orden de 3000 sondasicse elaboran
con productos de PCR, o0 60000 sondag/cshse confeccionan mediante sinte-
sis de oligonucleotidos. Las sondas de los macrochipstsneh habitualmente
a partir de cDNA o DNA gendmico mediante una reaccion de @iRoligos
universales o especificos. A diferencia de los macrockipssondas de los mi-
crochips también pueden estar constituidas por oligedtidlos de hebra simple
gue se pueden sintetizar directamente sobre el soporsitl) obteniendo pro-
ductos de tamafos de 25 a 60 nuclebtidos, o se unen al sdpstsu sintesis
(40-70 nucledtidos).
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Los primeros chips de DNA utilizados fueron los microchipsseporte de
vidrio que el laboratorio de Patrick O. Brown empled en abajo publicado en
1995 [230]. En este trabajo se describi6 el uso de un migramn 45 cDNAs
de genes dérabidopsis thaliangara el analisis de la expresion diferencial de
los mismos. A partir de ese momento, este tipo de tecnolgiacrementado
su nimero de aplicaciones, en consonancia con las mejoeabaysufrido en
resolucion y sensibilidad.

Concretamente los chips de DNA que se han empleado en dsatson
macrochips realizados en un soporte de nailon cargadavaosénte (tabla 4.1).
Cada uno de los macrochips utilizados contienen 6052 pdetéectura abierta
(ORFs) de la levadura. cerevisia€obtenidos del Servicio de Chips de DNA del
S.C.S.LE., Universitat de Valéncia). El nUmero de OR&ismpacrochip puede
variar segln la version. Las sondas depositadas en la raemlfueron obte-
nidas generalmente por amplificacién con oligos univessal partir del cDNA
insertado en la coleccion de plasmidos Research Geretsne [231]. Esta
estrategia consiguid obtener sondas de DNA bicatenagoeguel 93 % de los
casos cubrian la ORF completa.

Tabla 4.1 Propiedades de los chips de DNA empleados en este trabajo 33

Caracteristicas macrochips de ORFs de levadlura

tamafio de la membranad1 cm

100 spots/crh
40 ng sonda/spot
10° moléculas sonda/spot

sensibilidadL0® moléculas diana

selectividadde una molécula diana entre
2x10* a una entre 8 10° moléculas

Para este tipo de chips (nailon), el marcaje dual con flooosfque se puede
utilizar en microchips (vidrio) no es posible, y se empleanarcaje radiactivo.
Un mismo macrochip puede ser hibridado hasta 10 veces gasgesliminando
el material unido de la anterior hibridacion, sin una dismgion significativa de
la calidad de la hibridacion. Esto permitié estudiar dies aspectos de la modi-
ficacion de la cromatina en el mismo juego de macrochips,éoaliminé varia-
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bilidad debida al uso de distintos chips. De acuerdo con sstbabia sugerido
anteriormente que el uso de tres tipos de experimentos ¢ps @b DNA pue-
de ayudar a describir la funcién de reguladores de la ciom§233, 234]. El
primer tipo de experimento es el mas habitual y consistenechip de expre-
sion de la cepa mutante en el regulador de la cromatina,jeopéo una HAT.
Este nos proporciona informacion sobre la variacion dexfaesion de los ge-
nes regulados de manera directa o indirecta por la HAT delada. El segundo
es, junto con el tercero, la estrategia empleada en nueab@ja para el estudio
de la funcién de diversas HATs. Consiste en la detecciola dmion fisica de
la HAT al genoma, utilizando para ello una combinacion daunoprecipita-
cion de la cromatina e hibridacion del material inmunejpi¢éado en un chip de
DNA (ChIP-chip). Por (ltimo la tercera estrategia implteanbién ChlP-chip,
pero en esta ocasion el objetivo es inmunoprecipitar gismes del genoma en-
riquecidas en alguna modificacion de la cromatina catddizzor el regulador
de interés (por ejemplo acetilacion, metilacion, . Dé.este modo se realiza un
mapa diferencial del patron de acetilacion de la cepambeiten la HAT respec-
to a la silvestre. Esto permite correlacionar la uniorcéis/ el efecto sobre el
patron de acetilacion en un mutante, en secuenciasiéspealel genoma. Esta
combinacion de informacion permite decidir si el efeceola delecion de una
proteina sobre la expresion de un gen particular es direcse produce como
consecuencia de la alteracion de una posible ruta de treciéth de sefiales en
la que participaba la proteina estudiada. Los tres tiposstiedio habian sido
realizados anteriormente en chips que contienen distiifos de sondas. Los
chips de ORFs se han empleado para realizar chips de exprgdos chips cu-
yas sondas contienen regiones intergénicas (IGRs) haresigleadas para los
estudios mediante ChlP-chip.

4.1.2. Arnalisis de localizacbn gerbmica (ChlP-chip)

La inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) se ha utilizpdra analizar la
distribucion de proteinas especificas, o para el casagdkistonas, de sus iso-
formas modificadas, en dominios de DNA definidos [235, 40].236principal



142 Antecedentes

limitacion del método se debe a los sistemas empleadasi@aleteccion de la
region de DNA a la que se une la proteina problema. El eeciguiento de los
fragmentos de DNA inmunoprecipitado en determinadas negide la cromati-
na puede ser analizado por varios métodos. En primer llagasitios de unién se
pueden identificar por hibridacion efot-blot convencional, aplicando el DNA
inmunoprecipitado a una membrana gue contiene las regimagerés [237].
Otra posibilidad es el analisis psouthern-blotque permite identificar sitios de
union en grandes regiones gendmicas sin miltiplesda@bidnes, ni reacciones
de PCR [238]. Por Ultimo, las estrategias basadas en PCRisanas utiliza-
das, ya sea la PCR cuantitativa [239], la PCR en tiempo reattitativa [240],
o la PCR semicuantitativa [241]. El nUmero de dianas daldées se encuen-
tra restringido al nUmero de pares de oligonuclebtidopleatos, y no permite
identificar dianas cuya existencia desconozcamos. Lacimaide la técnica de
mapeo de interacciones DNA-proteina (ChIP-chip), peéondetectar la union
de una proteina a todas las regiones genbmicas depaséada chip de DNA
en un Unico experimento. Este método (fig. 4.1) aprovetkateecruzamiento
entre las proteinas y el DNA a través de enlaces covalpnbesicidos por la ac-
cion del formaldehido, lo que asegura el mantenimientiasleteracciones que
se habian establecidovivo. La fragmentacion del DNA por sonicacion permite
obtener unos tamafios adecuados para la inmunopredpitdeilos complejos
proteina-DNA vy la correcta identificacion de los fragnoentLas proteinas de
union a DNA son inmunoprecipitadas con anticuerpos pmiales generados
contra la proteina en cuestion, o bien, con un anticuegmeeccial frente a los
epitopos HA o c-MYC si la proteina se ha etiquetado en suslecomosomico.
También se han empleado extensivamente anticuerposaadistmtas formas
modificadas de las histonas (posiciones acetiladas o ohetilde las histonas)
en la confecciobn de mapas gendmicos de este tipo de maitines postraduc-
cionales (estudios epigenéticos). EI DNA unido a la praéhmunoprecipitada
se purifica y es amplificado para conseguir una cantidad de &déguada para
la hibridacion. Los dos sistemas de amplificacion masleados habian sido
desarrollados con anterioridad para otros fif&ssos son la amplificacion al azar
de DNA oRound A/B/C242] (utilizado por el grupo de P.O. Brown) y el ba-
sado en PCR mediada por ligacion (LM-PCR) [243] (utilizgubw el grupo de
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R.A. Young). Ambos sistemas han sido empleados en estatdgihibridacion
con fluorescencia de dos colores. El sistéRoand A/B/Cmplica un ciclo de
replicacion del DNA, usando secuenasa y un oligonuaedbtjue contiene un
segmento conocido y otro segmento formado por una mezclzaalde los 4
dNTPs (60% de A+T y 40% de G+C). En el siguiente paso se utilizali-
gonuclebtido que contiene la secuencia del segmento wnaguara efectuar
15-35 ciclos de PCR, e introducir en los tltimos ciclos lasffbforos cy5-dCTP
y cy3-dCTP. El sistema de LM-PCRi@ation-Mediated PCRse basa en ligar
al DNA inmunoprecipitado un adaptaddinker) que permite utilizar un oligo
de secuencia conocida para la amplificacion y el marcaje.

Para ambos tipos de marcaje (fluorescente y radiactivo) gleamdos mues-
tras que seran comparadas entre si para obtener valtatigosede intensidad
de los puntos de las sondas (en nuestro macrochip cada psptirepresenta
una ORF). Una muestra la constituye el DNA inmunoprecipitaspecificamen-
te, que o bien se marca con uno de los colorantes fluorescerten un dNTP
radiactivo. La muestra referencia puede ser un DNA gendrimplificado en
paralelo, o bien DNA derivado de una inmunoprecipitaciontml. Esta inmu-
noprecipitacion se realiza con una cepa que no poseatepepieconocido por
el anticuerpo (silvestre), con un anticuerpo irrelevaratea el estudio, o sin an-
ticuerpo. En DNAs inmunoprecipitados de cepas silvestra#n anticuerpo, se
suele asumir que ese control probabalemente representegBidmico en gran
parte. Sin embargo no es aconsejable tomar esta aprowimeciho real y se
deben realizar hibridaciones de los chips con distintasstragcontrol.

Después de que las muestras hayan sido hibridadas en jpss blgn sea la
de referencia y la problema simultaneamente cuando sedeatiuoroforos, ya
sea sucesivamente en el caso del marcaje radiactivo, sgacalasratios entre
las sefiales de la muestra problema y las de la muestra kcdrarmtio de la
sefial obtenida para un elemento del chip es proporciorairauecimiento de
eselocusen la muestra inmunoprecipitada. Por tantaat#o es indicativa de la
intensidad de la union de la proteina a lemeis En algunos casos se puede pro-
ducir empobrecimiento de la proteina o de la isoforma qteess estudiando.
Por ejemplo, en un mutante HAT se asume que la cantidad dmaistetilada
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Muestras referencia Muestras problema
-wt (sin epitopo) -protefna etiquetada (HA, c-MYC)
-proteina etiquetada en -protefna etiquetada en genotipo
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Figura 4.1.Esquema de protocolo general para ChIP-chip utilizando LMPCR
como sistema de amplificad@n y marcaje con fluordforos cy3-dCTP y cy5-dCTP.
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debe disminuir respecto de la silvestre en las regiones diaha HAT.

4.1.2.1. Aplicaciones de laécnica de localizadn gerbmica

Los dos primeros trabajos que utilizaron esta metodoleg/ifevaron a cabo
en levadura en los laboratorios de R.A. Young [244] y P.OwBr{245]. El pri-
mero de ellos, publicado en el afio 2000 por el grupo de Yo2éh][ estudio los
sitios de unién en promotores de los factores transcmpdés Gal4 y Stel2. El
afo siguiente el grupo de Brown analiz6 la asociaciongiones intergénicas
de los complejos activadores SBF (Swidp-Swi6p) y MBF (Mbf&ly6p), para
relacionar sus genes diana con distintas funciones cefuja45].

Desde su desarrollo, el analisis de localizacion genama sido utilizado en
mdltiples experimentos encaminados a la identificac®sitios de unibn de un
gran nimero de factores transcripcionales individuatesl genoma de levadura.
Un importante trabajo del grupo de Young [246] determinddapacion de 203
factores transcripcionales &e cerevisiaerecida en medio rico. Debido a que la
ocupacion de los elementos reguladores por los fact@esdripcionales puede
depender de las condiciones ambientales, la ocupacitd de 8llos fue estu-
diada en al menos 12 condiciones ambientales distintasfdaracion obtenida
permitid definir la arquitectura de promotores, predeeaugncias consenso de
union de factores especificos, y elaborar un mapa de lda@gn transcripcio-
nal de la levadura. Por otro lado, la localizacidbn gen@nde reguladores de
la cromatina, como las HATs Esal y Gen5 y las HDACs Rpd3 y Hstdpor-
ciond una nueva vision del comportamiento de este tipadetivadores [247].
Se determind que ambas HATSs se unen generalmente a lostpreside genes
activos transcripcionalmente, lo que ayuda a explicar igalaente observada
correlacion entre acetilacion de histonas y expresi&maa [113]. Las HDACs
por su lado, se asocian Gnicamente a conjuntos espedifcgsnes; Hstl a ge-
nes de esporulacion y de la ruta de la quinureina, y Rpd3esgimciclo celular.
Otro estudio ha establecido los sitios de union de otrolaggu de la cromati-
na, el complejo remodelador RSC [248]. La localizacibnageica de 5 de las
proteinas componentes de este complejo informb quedamiisas Rscl y Rsc2
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de éste poseen basicamente un patron de union simitaugen a unas 700 dia-
nas cuando el crecimiento se efectia en medio rico. Ediajer@oncluyd que

RSC puede mostrar tres mecanismos de accion: uniéndas@rtkra global al

genoma, dirigido a promotores especificos, o siendo amutle forma general
alos genes transcritos por la RNA polimerasa Ill. Por otdoJ&sta técnica tam-
bién se ha empleado para la deteccion de los lugares de daifeguladores de
eucariotas superiores, como las proteinas PolycombhBwigotic y GAF de la

mosca de la fruta [249].

Otro nivel de la regulacién transcripcional que tambiarstdo investigado
con esta metodologia son los elementos reguladoise&racias a esta técnica
se ha conseguido establecer mapas globales de elementitedozgscis. En
mamiferos existe una fina regulacion de la expresioricgéfla expresion es
especifica de tejido y del momento del desarrollo). Un gtanaro de elementos
reguladores (promotores, potenciadores, represordadaiss, ...) colaboran
en esta funcion. Por ejemplo en humanos se han mapeado tpresactivos,
identificandolos gracias a la union del componente delptejm de preiniciacion
Taflp [250, 251].

No obstante, la mayor parte de la investigacion que ha explesta técnica
se ha centrado en el estudio de la epigenética, especialreana modifica-
cion de histonas. Uno de los hallazgos que ha permitidonegtedo ha sido la
distribucion de las distintas formas metiladas de la hestbl3 en las regiones
codificantes. Gracias al uso de microchips de alta resmiusge”ha determinado
gue la lisina 4 de la histona H3 trimetilada se encuentrajeadida en el extre-
mo 5, la dimetilada en la parte central y la monometilada leexgemo 3’ de
los genes activos transcripcionalmente [252]. La evafuade las modificacio-
nes de las histonas en los cromosomas 21y 22 de humanos, tradoagie la
trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3 también see@aciona con el extre-
mo 5’ de los genes que se transcriben activamente [253].tRolaglo, también
se han detectado diferencias fundamentales entre dsting@anismos, como la
dimetilacion de la lisina 79 de H3 que se correlaciona comaascripcion en
moscas [254], pero no en levadura [255].
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4.2 Materiales y metodos

4.2.1. Cepas de levadura empleadas

Las cepas d&. cerevisiaaitilizadas para los analisis de localizacion genbmi-
ca se muestran en la tabla 4.2. Los genes que codificanmastedn actividad
HAT fueron etiquetadas en su extremo carboxilo terminalatayuetas de epito-
pos HA'y c-MYC, o bien fueron delecionadas introduciendo em ignarcador de
resistencia a antibiotico o de auxotrofia. Para masldsteonsultar seccion 3.2.5
en pag. 79.

Tabla 4.2 Cepas utilizadas en experimentos de ChIP-Chip.

| Cepa | Genotipo \ Procedencia
YPH250 l\:lBAlTAal, ﬁir:ig%’o"ﬁf?iil’ ade210L, | o rthuret al, 1996 [256]
YPH250rpcl6\1::HIS3, pC160-240 .
MWE7L | oy Cé’N i A3-RP01(§O) Dieci et al, 1995 [257]
: EUROSCARF
BY4742 | MATa, ura3A0, lys2A0, his3Al, leu2A0 Brachmanret al, 1998 [204]
BQS1181| BY4742gcniA::kanMX4 Este trabajo
BQS1197| BY4742NUT1-HAG6-HIS3 Este trabajo
BQS1204| BY4742hpa2A::natMX4 Este trabajo
BQS1206| BY4742nutlA::natMX4 Este trabajo
BQS1212| BY4742elp3A::natMX4 Este trabajo
BQS1217| BY4742SAS3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1218| BY4742HPA2-HAG-HIS3 Este trabajo
BQS1314| BY4742sas::kanMX4 Este trabajo
BQS1343| BY4742ELP3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1350| BY4742GCN5-MYC13-KanMX6 Este trabajo
BQS1389| BY4742sas\1:.kanMX4 Este trabajo
BQS1451| BY4742SAS2-HA6-HIS3 Este trabajo
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4.2.2. Inmunoprecipitacibn de cromatina

Para identificar las dianas del aparato de transcripcida B&IA polimerasa
IIl'y de distintas subunidades cataliticas HAT, asi conapear las regiones que
sufren modificaciones en su estado de acetilacion por aggen subunidades
cataliticas HAT, se combind la inmunoprecipitacion dentatina y la hibrida-
cion de macrochips de ORFs. Disefiamos un protocolo é&mepara chips de
ORFs de levadura basado en un método previamente destt#dgara chips
de regiones intergénicas

Entrecruzamiento y lisis celular

Se crecieron 3 cultivos independientes en YPD para cadagepas 3 para
las cepas control (por ejemplo con proteina no etiquet&iajomo un volumen
de 40 mL de cultivo (D@h ~0.5-0.8), y las proteinas fueron entrecruzadas a
sus sitios dianan vivo afladiendo formaldehido hasta una concentracion fimal de
1% (16 % formaldehyde solution, Electron Microscopy Scoisclas células se
incubaron 30 min a temperatura ambiente con inversioniaas El entrecru-
zamiento se detuvo con la adicion de glicina para consemrconcentracion
final de 125 mM e incubacion durante 15 min. Las células\seden 3 veces con
30 mL de tampbn PBS (140 mM NacCl, 2.7 mM KClI, 10 mM Ak 0O,, 1.8 mM
KH,PQy, pH 7.4) enfriado en hielo. Las células sedimentadas sgetaimn tras
este paso. Cuando se reemprendio el protocolo, las s&aldescongelaron en
hielo y se resuspendieron en 3@0 de tampoén de lisis (50 mM HEPES-KOH
pH7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 % desoxeol sodi-
co, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina y una pastilla de Cocktail digbidores
de proteasas Complete™ de Roche por cada 25 mL de tampoajia8® a la
suspension celular el equivalente a un volumen de 0.2 mledaspde vidrio a
-20°C (425-600 mm, Sigma). La lisis se llevé a cabo durante 25aiC, en
un vortex Genie 2 con Turbomix a la maxima potencia. Seiahan 400uL mas
de tampon de lisis, y se traspaso el extracto a un nuevo tubo

Lhttp://jura.wi.mit.edu/youngpublic/chromatinregulators/Locatioranalysisprotocol.pdf
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Sonicacbn e inmunoprecipitacion de la cromatina

La cromatina del extracto fue sonicada en hielo (3 secugneid 0 s de pul-
sos intermitentes de 1 s a 38 % de amplitud en un sonicadaadgthivCX500 de
Sonics&Materials) para obtener fragmentos de 400-3000eptarmaiio, con un
tamafio promedio de 800 pb. Los residuos celulares fuenmineldos por cen-
trifugacion a 13000 rpm &€ durante 10 min. Una alicuota de @i0de extracto
total (Whole Cell Extracgt WCE) se guard6 en hielo para comprobar la calidad
y el tamafio de la cromatina. Los anticuerpos empleadosriu2pg dea-HA
3F10 de rata (Roche), 2@ dea-MYC de ratébn (Roche), 1L de a-K14acH3
grado ChIP de conejo (Upstate) o i dea-H3Ct de conejo (Abcam).

Los anticuerpos se incubaron durante la noche anteriorittiy rotatoria
a £ C para permitir su acoplamiento con una suspension queraria resina o
el tipo de matriz magnéticas correspondiente. Los ampagede rata y raton se
incubaron con una suspension de 0®0 % (v/v) de Proteina G Sepharose 4FF
(Amersham Biosciences) equilibrada en tampon de lisis Anigle BSA 'y los
de conejo en 5QL de matriz magnéticdynabeaddv-280 (Dynal) equilibradas
en el tampbn ya mencionado, y resuspendidas en un volunsm&ri20uL.

Los fragmentos de DNA que fueron entrecruzados a las pastale interés
fueron purificados mediante inmunoprecipitacion con figcaerpos menciona-
dos durante 4 h en un agitador rotatorio°€4Se incluyeron inmunoprecipita-
ciones control de extractos (WCE) de la cepa silvestre (B'gftona-HA o
a-MYC, o bien con anticuerpo de conejo contra la region catbaerminal de
la histona H3, segln el tipo de experimento.

Tras eliminar la fraccién no retenida, la resina o la matragnética fue la-
vada dos veces con 1 mL de tampon de lisis. En el caso de dsipaoteina G
Sepharose el lavado incluye un periodo de agitacion den5Antontinuacion se
efectuaron dos lavados mas con tampon de lisis contemiena concentracion
de 500 mM en NaCl. Los dos siguientes lavados se realizanori ecoL de di-
solucién de litio (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM LiCl, 0.5 % Malet P-40,
0.5 % Desoxicolato sodico, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 mM PMSF, 1 mM Bami-
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dina, una pastilla Cocktail de inhibidores de proteasasat&Complete™ por
cada 25 mL de tampon). Se realizd un (ltimo lavado con 1 mITE (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA) 1 mM en PMSF. Las proteinas r@des fueron
liberadas mediante dos eluciones consecutivas’@ @fbile se reunieron poste-
riormente.Estas se efectuaron con 10Dy con 1504L de tampon de elucion
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS).

Reversbn del entrecruzamiento y purificacbn del DNA

El entrecruzamiento de las proteinas al DNA, se rever&gliente una in-
cubacion a 65C durante toda la noche. Para el WCE, se adicionaronp200
de tampon de elucion previamente a la reversion del @mizamiento. Las pro-
teinas se degradaron mediante incubacion durante 1 tCagdvpresencia de 50
Mg de proteinasa Ky 2.5 % de SDS. EI DNA se purificd medianteaegiton con
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1).

En el caso del WCE, la fase acuosa fue directamente pretapiian etanol
y el DNA disuelto en 15iL de agua milliQ. EI DNA recuperado se tratd 30 min
a 37C con 10ug de RNasa A. La cromatina del WCE fue visualizada mediante
electroforesis en agarosa al 1.2 % para comprobar la cdntetauperada en la
muestra y el tamafio obtenido para los fragmentos.

ElI DNA inmunoprecipitado, en cambio, fue sometido a mas@sos de pu-
rificacion. La fase acuosa se purific6 mediante columnastdye PCR (Milli-
pore), de las que el DNA se eluy6 en dos etapas sucesivasbepri2 L de
agua milliQ. El volumen recuperado se tratd6 conufjdde RNasa A durante 30
min a 37C tras lo que se efectud una precipitacion con etanol esepcéa de
20 g de glucbgeno.
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4.2.3. Amplificacion del DNA e hibridacion en macro-
chip

Rellenado con DNA polimerasa del fago T4 y ligaéin con oligonuclétidos
adaptadores

El DNA inmunoprecipitado fue finalmente resuspendido en{dl0f@e agua
milliQ y se obtuvieron extremos romos mediante una reacciializada por la
DNA polimerasa del fago T4. Para ello, a los 120que contienen el DNA se les
afadio 22uL de tampdn DNA pol T4 &, 0.5uL BSA 10 mg/mL, 0.4uL dNTPs
25 mMy 0.6uL de DNA pol T4 1 U{iL (Roche). La reaccion se dej6 desarrollar
durante 20 min a IZ. Tras la extraccion con fenol:cloroformo:isoamilied,
DNA se precipitd con etanol en presencia deugjlde glucogeno, y fue resus-
pendido en 2L de agua milliQ.

Todo el DNA se ligb con los adaptadorédsKers) apareaddsoJW102 (5'-
GCG GTG ACC CGG GAG ATC TGA ATT C-3’) y 0JW103 (5-GAA TTC
AGA TC-3") (15 uM cada uno) en un volumen final de gD, (0.2 mM dATP, 0.4
unidades de ligasa T4 de Roche) &@@lurante un minimo de 12 h. A continua-
cion se efectud una precipitacion con etanol, y el DNAdig se resuspendio en
un volumen final de 2pL de agua milliQ.

PCR mediada por ligacbn (LM-PCR) y cuantificacion del DNA obtenido

Para amplificar el DNA inmunoprecipitado y ligado se utilia técnica de
LM-PCR [244], en la que uno de los adaptadores se emplea cebauor. La
mezcla de reaccion se llevd a un volumen final dad@1x tampbdn Bioline,

2 mM MgCl,, 0.25 mM dNTPs, 1.25M 0JW102) y se calent6 a 56 durante
2 min. La reaccion se detuvo para afiadinid0de mezcla (k tampon Bioline,
2 mM MgCl,, 5 U BioTaq de Bioline) y se continu6 el programa con 5 min a
72C, 2 min a 95C y 33 ciclos de 30 s a 98, 30 s a 55C y 2 min a 72C.

2\ler [255] para informacion sobre la forma de preparaciétiod adaptadores apareados.
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Una alicuota de BIL del producto de reaccion fue comprobada en un gel del
1.2 % de agarosa (habitualmente se observa una amplia bénsa de 200 a
2500 pb, con un tamafo promedio de 600 pb), y el resto fuéigado mediante
una columna Montage PCR (dos eluciones dqu20 EI DNA fue precipitado
con etanol durante toda una noche y se resuspendio gh 88 agua milliQ.

La concentracion fue determinada fotométricamente gBibometer 8.5 mm,
Eppendorf).

Marcaje radiactivo, hibridaci 6n y lectura de los macrochips

La reaccion de marcaje radiactivo basicamente coagstilin ciclo de am-
plificacion de DNA, en el cual se utiliza una mezclacdé®P-dCTP y dCTP frio
con una proporcion tal que se consiguen productos de DNAadas de tamafio
grande y con una cantidad de marca incorporada adecuadaedande reac-
cion se prepard con 11y de DNA y un exceso de oligonuclebtidoxtampon
BioTaq Bioline, 2 mM MgC}, 0.2 mM dATP, dTTP y dGTP, 26M dCTP, 1uM
0JW102, 0.8.Ci a-33P-dCTPF Redivue de Amersham Biosciences, 5 U BioTaq
de Bioline) en un volumen final de (L. El ciclo se inici6 calentando la mezcla
a 95 C durante 5 min, después se realizé una incubacion de & BGC, y fina-
lizb con una extension larga de 35 min @ C2El producto se purific6 mediante
una cromatografia de exclusibn molecular con columnasecciales (Probe-
Quant G-50, Amersham Biosciences), tras lo cual se cudntdicadiactividad
incorporada con un contador de centelleo liquido (Wallac)

Los macrochips [232] empleados contienen como sondas giaslde PCR
gue representan marcos de lectura abiertos para gergesdeevisia€Servicio
de Chips de DNA, Universitat de ValendiaEn primer lugar los macrochips
fueron prehibridados durante al menos 1 h en un horno raia2o65C con
5 mL de disolucion de hibridacion ¢ SSC, 5¢ Denhart's, 0.5% SDS, 100

3Equivalente a 310 nM d&*P-dCTP.

4Se puede descargar un esquema con los 6144 spots del mpcrecileado en
http://scsie.uv.es/chipsdna/esquema-chips-61.ppt.

5El stock de Denhart’s 100 contiene 2 % (p/v) BSA, 2% (p/v) Ficoll y 2% (p/v) Polivinilpi
rrolidona.
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pg/UL DNA esperma de salmén). Las hibridaciones fueron ejelagaitilizando

5 mL de la misma disolucion, pero fresca, a la que se le afed)NA marcado
desnaturalizado (30° DPM/mL). Las hibridaciones duraron 16-18 h, tras lo
cual los chips fueron lavados una vez conSSC, 0.1 % SDS, durante 20 min,

y dos veces con 0:2SSC, 0.1 % SDS durante 30 min. Los chips fueron sellados
y expuestos en un casete de imagen (BAS-MP, Fujifiim) tiparate 48-72 h 'y
leidos en urPhosphorlmagefFLA-3000 (Fujifilm) a 50um de resolucion. Tras

la lectura, los macrochips fueron tratados mediante 3 ®/adnsecutivos de
20, 10 y 10 min, con 100 mL de disolucion diipping (5 mM fosfato sodico,

0.1 % SDS) hirviendo en agitacion para eliminar el matédritatidado.

Analisis de las sBales de hibridacbn y normalizacion entre los filtros

El tratamiento de las imagenes obtenidas elhelsphorimagefue llevado
a cabo por el Servicio de Chips de DNA de la Universitat deiai. Los archi-
vos del escaneado de los filtros fueron analizados con etgn@yde software
Arrayvision 7.0 (Imaging Research Inc.) de modo que se di@nla intensidad
de la hibridacion de cada uno de los puntos que representapauta de lectura
abierta. La normalizacion de los datos, y la medida dell migesignificancia pa-
ra cada ORF se realizb con el programa ArrayStat (Imagirsg&eh Inc.). Los
datos se normalizaron entre las tres réplicas dentro denisraa condicion, y
entre las dos condiciones (por ejemplo cepa con HAT etigaegacepa silves-
tre). La normalizacion entre réplicas se realizd olgedo una mediana iterativa,
y se corrigio con la prueba dealse Discovery Ratpara evaluar los errores es-
tadisticos asociados a cada gen. Asi se obtuvieron losegalle densidad SARM
(substracted Atifact Removed Mdian), a los que se ha eliminado la sefal de rui-
do de fondo correspondiente. Para los experimentos déZaciin de HATS, la
ratio de union para cada ORFspot se definib como el cociente entre la in-
tensidad de un spot en el experimento en que se inmunopteladAT, y en
el control de la cepa silvestre. Para los experimentos deomag regiones ace-
tiladas en H3K14 (lisina 14 de histona H3), lagios se calcularon dividiendo
la intensidad obtenida para cada ORF en el experimento esajinmunopre-
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cipito la H3K14ac (lisina 14 de H3 acetilada) en la cepa migtdd AT, entre la
correspondiente a la inmunoprecipitacion en la cepasiilee

Anotacion funcional

GO (http://www.geneontology.org/index.shtml) es un gy que estructu-
ra tres vocabularios controlados (ontologias) para deshkrs productos génicos
en funcién de sus procesos bioldgicos, componentesacetuly funciones mo-
leculares asociadas. Las categorias de GO estan dertre fles campos men-
cionados, y pueden ayudar a definir grupos de genes que darreffumanera
comUn a nivel transcripcional. Para realizar la anotadincional de los genes
gue se unieron a distintas HATs en los experimentos de Chifi?-«e empled la
herramienta web FuncAssociatetp://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassogiate
[258]. Esta herramienta determina qué categorias GOnEsg® encuentran so-
brerrepresentadas en el listado de ORFs que se le propgdono entrada.

Determinacion de la significancia estatbtica del solapamiento de regiones a
las que se asocian dos HATs

Para evaluar si las HATs analizadas comparten un nimeri@adasisuperior
al que se podria esperar al azar, analizamos la probabiiegue se produjeran
al azar el nUmero de coincidencias observado entre losicimy de ORFs a los
gue se asociaron las distintas HATs con tata& de union igual o superior a 1.5.
La distribucion hipergeométrica [259] se empleb patawdar la probabilidad de
observar al mendsORFs a las que se unen ambos reguladores:

)

g
n

dondek se define como el nUmero de coincidencias entre dos cogjdetORFs,
uno de tallef y otro de tallan, siendog el nUmero total de ORFs en el caso de
estudio (aproximamos a 6000 ORFs).
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4.3 Resultados y discusin

4.3.1. Diséo de un nuevo netodo de aralisis de locali-
zacion gerbmica enS. cerevisiae

En este estudio se ha desarrollado una nueva metodologisétisis de lo-
calizacibn gendmica, la cual se ha basado en el sistemiaardisefiado para la
deteccibn de factores transcripcionales con microctegggiones no codifican-
tes en levadura descrito en 2000 por Réal. [244]. El primer objetivo fue uti-
lizar macrochips de regiones codificantes (ORFs) de lewapara la deteccion
de proteinas asociadas no solo a las ORFs sino tambi&@jicaes intergénicas
(IGRs). En segundo lugar se planted determinar la disiaméixima a una ORF
a la que se puede unir una proteina en una region inteay§rser detectada me-
diante una ORF del macrochip empleado. Por Gltimo se @nkiprobabilidad
de deteccion de esta proteina en funcion de la distaresa ®RF.

El uso de chips con sondas de ORFs para la deteccion deda daipro-
teinas al DNA viene avalado por los resultados de diversdmjos anteriores.
Por un lado las regiones intergénicasrcerevisia¢ienen un tamafo promedio
de 500 pb [261] (fig. 4.3, pag. 158), y las sondas depositadasl macrochip
proporcionado por el Servicio de Chips de DNA de la Univatsite Valéncia
consisten principalmente en ORFs completas de levadurdaRo, si los frag-
mentos de DNA tras la sonicacion poseen un tamafo prontedi®00 pb, y
estos contienen por azar extremos solapantes con las eésgiodificantes y no
codificantes, la mayor parte de los fragmentos de DNA inmretypitados que
contienen parte de un promotor seran capaces de hibridaiacsmnda corres-
pondiente. Apoyando esta suposicion, en el trabajo deoGeital. [262] se
determinaron las zonas con niveles altos de recombinan#ibtica fotspot$
a las que se une Spollp y que se encuentran mayoritarianmerggienes in-
tergénicas. Para ello se usaron microchips de ORFs deuleyaohsandose en
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gue las muestras de DNA marcado se derivan de fragmentos @enafio de
2-3 kb, y debian hibridar con porciones de las ORFs que sgeeatran depo-
sitadas en el chip. También se han usado microchips coonesgjiintergénicas
de levadura para detectar union a ORFs, como es el caso deeltxidn de las
dianas de los activadores transcripcionales MBF y SBF [2BB]este trabajo
se demuestra que, cuando se detectd una ORF con un rangntpeatto, la

regibn intergénica contigua también mostraba un ratgocaacomparar los re-
sultados obtenidos con microchips de ambas clases (denesgomdificantes y
de regiones intergénicas).

Asi pues, realizamos unas adaptaciones al protocolodzstériginal del
trabajo de Reret al. [244], con el objeto de identificar proteinas asociadas a
regiones codificantes y no codificantes con macrochips des@iRf- 4.2). Las
modificaciones consistieron en la optimizacion del saticpara obtener frag-
mentos de cromatina de un rango adecuado, con un tamafiedimde 800 pb,

y utilizar como sistema de marcaje un Gnico ciclo de ampldign con polime-
rasa Taq y el radioisbtoptP-dCTP.

4.3.1.1. Validacon del metodo: Deteccbn de la RNA pol Il

El método de ChIP-chip modificado fue aplicado a un problsemillo que
permite estimar a qué distancia de una ORF se une unar@aasociada a la
IGR prbxima, y la probabilidad con la que se produce estacd#in. La loca-
lizacibn genbmica de Rpcal60p, una subunidad de la RNinpahsa lll, fue
el experimento escogido. Las ventajas del estudio condeetgsta proteina son
diversas. En primer lugar los genes de clase Ill en levadurében conocidos
y han sido descritos por tres estudios independientes dimanan ChlP-chip
[263, 264, 265]. La RNA polimerasa lll transcribe un granjoato de genes
gue codifican pequefios RNAs no traducidos, entre ellos RRE\$. Conside-
ramos que 275 era un nUmero suficiente de casos para proéswgitados con
significancia estadistica. En segundo lugar, los prorestde los tRNAs son ge-
neralmente intragénicos, y el tamafo promedio completesdos genes es de
Unicamente 80 pb. Esto permite que las estimaciones heohas la localiza-
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cion de la subunidad Rpc160 sean mas resolutivas. Fimdéémse investign
silico el posicionamiento de los 275 genes de tRNAs respecto a la ro&d-
probxima. La distancia entre cada gen de tRNA y la ORF mazipra fue de-
terminada (fig. 4.3) teniendo en cuenta la direccionalidadadORF (si era el
extremo 5’ 0 el 3' de la ORF el mas cercano). Adicionalmesgecomprobd que
no habia preferencia por un extremo u otro de las ORFs pa@rsé proximas
al gen de tRNA (datos no mostrados). Al observarse que elftama las IGRs
de levadura y las distancias entre ORFs y genes de tRNAs ranasta mis-
ma tendencia (fig. 4.3), es razonable suponer que la detedeila union de la
RNA polimerasa Il a los genes de tRNAs es similar a la detecde la union
de cualquier proteina asociada a IGRs, como era huesetwab)j
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Figura 4.3.Comparacion de la distribucion de las regiones intergnicas (IGRs) en
el genoma de levadura en fun@n de su tamdio y de las distancias entre ORFs
y genes de tRNAs.Los datos para la confeccion de la grafica fueron obtenitos
http://www.yeastgenome.org y [266].

El experimento se plante6 con el fin de detectar las ORFspni&xémas a
los genes de tRNAs, asignando a cada ORF detectada un gelNdegtkRe se
encuentre a una distancia maxima de 500 pb. El limite deph06bedece a
gue, tedricamente, las secuencias inmunoprecipitadaseencontraran a una
distancia mayor no pueden ser detectadas por las casticeside la fragmen-
tacion del DNA. Asi, se podrian detectar hasta un madmd 95 tRNAs. Para
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simplificar, asignamos en todos los casos el gen de tRNA nd&imo a la ORF
detectada. El escaneo de los macrochips muestra, trasvalimacion y el anali-
sis estadistico, que 112 ORFs se encuentran significaivi@nenriquecidas en
la muestra inmunoprecipitada. De esas 112 ORFs, 90 det@8ttRNAs. Esto
implica un 80 % de confianza de los datos. Para investigareéptaje de éxito
dependiendo de la distancia entre ORF y gen de tRNA, calagatporcentaje
de genes de tRNAs detectados a intervalos de 100 pb (tablaCaho era de
esperar se observa que cuanto mas cercano se encuentrg & @R de tRNA,
mayor es el porcentaje de éxito en la deteccion.

Tabla 4.3.Porcentaje de genes de tRNAs identificados en los distintoamgos de
distancias a ORFs.El porcentaje acumulado muestra que la identificacion dEOR
cercanas a un tRNA disminuye conforme nos alejamos de larregidificante presente
en la sonda del macrochip.

Distancia N total N° detRNAs % detRNAs % acumulado de
ORF-tRNA detRNAs detectados detectados  tRNAs detectados
0 8 8 100 -
1-100 7 6 86 86
101-200 72 43 60 64
201-300 53 17 32 50
301-400 39 9 23 44

Como la deteccion de una ORF que, por ejemplo, se encuet®® pb de
un gen de tRNA implica que ese tRNA no tiene otra ORF masipréen el
otro sentido, si suponemos que el tRNA detectado es purseigdyede asumir
gue se encuentra en en el centro de una IGR de al menos 200 shafiica
esta asuncion es posible calcular para este tipo de magsochales son las
probabilidades de deteccion de los tRNAs (% acumulado tdsRletectados
en la tabla 4.3), o en general de proteinas asociadas a IGRs.

Se debe tener en cuenta que las IGRs en levadura presentdistiibacion
de tamafios con un sesgo hacia longitudes de 150 a 800 ph.8ligE4to impli-
ca que la mayor parte de las regiones intergénicas tesdrpanto central a una
distancia menor de 400 pb de una ORF. De los datos mostradesadia 4.3 se
concluye que con el método que se ha disefiado se han detettt00 % de los
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tRNAs que solapan con una ORF, y el 86 %, 64 %, 50% y 44 % de l0o&$RN
gue se encuentran a una distancia igual o menor de 100 plvdkmie a una
IGR de 200 pb), 200 pb (IGR de 400 pb), 300 pb (IGR de 600 pb) yph00GR
de 800 pb), de una ORF, respectivamente. Por otro lado, aduex los sitios
de union de los reguladores transcripcionales no se ettanemniformemente
distribuidos en las regiones intergénicas. La distribagiresenta un pico afilado
alrededor de 180 phbpstreamdel sitio de comienzo de la transcripcion [246],
estando la mayoria de los sitios de uniébn concentradas €00 y 500 phups-
treamde la ORF. Estos hechos apuntan a un elevado porcentajetdeixa
deteccion de esos sitos con nuestro método.

En conclusion, nuestro experimento modelo ha permitidabéscer que el
método desarrollado con macrochips de ORFs de levadudepuiiizarse para
detectar proteinas unidas a IGRs. Ademas hemos calcelgadocentaje de pro-
teinas detectadas en IGRs en funcion de la distancia atlastepositada en el
chip, lo que permite conocer la probabilidad de detecciofuiros experimen-
tos. Es esperable que porcentajes de deteccion simileaesaplicables a otros
experimentos de ChlP-chip en los que las dianas no seanidasoc

4.3.2. Sitios de urbn de HATs en el genoma de levadura

Con el fin de determinar los sitios de union de reguladoréa cil®matina no
esenciales d8. cerevisiagefectuamos una serie de experimentos de ChlIP-chip
con el método desarrollado. Se analiz6 la localizaciénégnica de las HATs
gue poseen actividad vivo o in vitro sobre la histona H3, es decir, Genb, Elp3,
Hpa2, Sas3, Sas2 y Nutl. Para ello se emplearon versionestadepeoteinas
fusionadas a epitopos HA o c-MYC.

Para estudiar si existen grupos de genes con patronesrssrila asociacion
de HATs se empled SOTASEIf Organizing Tree Agorithm), un algoritmo no
supervisado basado en redes neuronales que actlia conetagordivisivo eje-
cutado de mayor a menor complejidad. El algoritmo calcagbdistancias entre
genes usando el coeficiente de correlacion lineal y sergiéta nueve el nUme-
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Figura 4.4.Arbol de las agrupaciones de genes segln su asoc@atia seis HATS.
El programa Sotatree muestra los diez grupos en los quetsbuljgron los genes tras
el uso de Sotarray para aplicar el algoritmo SOTA (paqueteAsH267]). Se indica el
nimero de genes en cada grupo (N) y los perfiles de asocideifas HATs Sas3, Gecn5,
Hpa2, Nutl, Elp3 y Sas2.

ro de ciclos de entrenamiento de modo que se obtienen diapagientos de
genes, cada uno de distinta talla, segn su asociaci@sailHATs (fig. 4.4).

Para evaluar si alguno de los diferentes patrones de agucide las HATs
(1-10 enfig. 4.4) se relacionan con funciones, procesoacetio componentes
de la célula, se analiz6 cada grupo con la herramienta wabASsociate. Esta
herramienta permite detectar categorias funcionalesesepresentadas en un
grupo de genes. Efectivamente, a pesar de que los grupo$ ¥, B) no mos-
traron sobrerrepresentados ningln atributo pertenteceea clasificacion GO
(Gene Onthologly si lo hicieron el resto de grupos. El grupo 2 de genes, que
presenta un patrbn de asociacion alto para Hpa2, Nutl yooo mas elevado
para Sas2, se vincula a actividad helicasa y actividad AQ.Faasr su lado, el
grupo 3, con un patron elevado de asociacion a Elp3, seilgirec actividades
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Sas3 Gen5 Hpa2 Nutl Elp3 Sas2

Figura 4.5Relacion entre las seis HATs en cuanto a la udin a regiones del genoma
de levadura.El programa Sotarray utilizd un sistema secuencial jgriao aglomerativo
(UPGMA) para el agrupamiento de las HATs segn su unios gémes.

acopladas a ATPasas, helicasas y relacionadas con ebnliole genes que se
asocian mas fuertemente a Gen5 y Sas2 (grupo 4), se redacaam genes del

complejo sinaptonemay nucleolo, mientras que los que se asocian mas débil-

mente a estas HATs (grupo 9) sbélo se relacionan con adiivedaimatica en
general. Los grupos 7 y 8, aunque similares en cuanto a qupaggenes a los
gue Sas3 y Gcenb son las mas fuertemente asociadas, musrstigquecimiento
en genes de distintas categorias. Cuando la intensidaal udedn de ambas es
similar (grupo 7), las ORFs se vinculan especialmente cooidnes ribosoma-
les, y cuando la asociacion a Gen5 es menor (grupo 8), adedivedox y de
metabolismo de nuclebtidos.

Al mismo tiempo que realiz6 los agrupamientos de los gendareion del
patron de asociacion de las HATSs, el programa Sotarragitanproporcion6 in-
formacion sobre las seis HATs en funcion de su asociagi@enoma (fig. 4.5).
Las HATSs se separan en dos grandes grupos segin su aso@deNA; por un
lado Sas3py Genbp, y por otro lado el resto. En el segund@mdduplp y Hpa2p
exhiben un comportamiento similar, y Sas2p el comportaimieras alejado.

1Complejo proteico que se forma entre dos cromosomas hgo®ldurante la meiosis para
mediar el emparejamiento, la sinapsis y la recombinacion.
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Otra forma de estudiar las similitudes binarias en cuanés adgiones a las
que se asocian las HATs fue el estudio del solapamiento detes de union de
las HATs. Para ello se compard el conjunto de ORFs a los queiéaina HAT
concreta con el resto de conjuntos y se determiné el nUher@incidencias
entre cada pareja de enzimas (tabla 4.4).

Tabla 4.4 .Solapamiento entre las regiones de uan de las distintas HATs ensaya-
das por ChIP-chip. Se detalla el nUmero de ORFs asociadas a las subunidadis-cat
cas con unaatio de union igual o superior a 1.50 que solapan entre dos HA@bajo,
la probabilidad de que se produzca al azar ese nimero dadenitias o superior cuan-
do se encuentra en negro, o de que se produzca ese nUmeinadestias 0 menor si
se encuentra en rojo. La proteina Genb se unibé comatiamayor de 1.50 a 225 ORFs,
Elp3 a 255, Hpa2 a 464, Sas2 a 915, Sas3 a 335 y Nutl a 309.

\ | Gen5 | EIp3 | Hpa2 | Sas2 | Sas3|
NUtl 30 107 191 204 26
5.8x10°7 <1020 <1020 <1020 0.015
47 0 1 22
Sas3 16 7 12 12
1.8x10~ 5.0<10° " | 2.3x10 1.4x10~
Sas? 64 188 362
5.4x10°8 <1020 <1020
44 160
Hpaz| 1 7,109 | <1020
28
EIp3 | 4 15107

Se evalub la probabilidad de que se produjera al azar ureruige coinci-
dencias igual o superior al observado utilizando la distiitn hipergeométrica.
También se estudi6 el solapamiento de dianas de las HAVekde tres HATs
(ver fig. 4.6 a nivel ilustrativo), aunque las interseccoobservadas no indican
un solapamiento mayor de lo esperado al azar. En cuanto aifasdencias bi-
narias, aunque el solapamiento entre los conjuntos de |&s @Ris que se unen
Sas3p y Elp3p y Hpa2p son excluyentes, y tampoco se produs@apamiento
significativo entre las dianas de Nutlp y Sas3p, el resto eggsade HATs com-
parten un nimero de dianas lo suficientemente alto comosearsignificativo
estadisticamente. Esto apunta a una redundancia paraabeato a las regiones
ocupadas por las HATs de levadura, lo que podria indicaregtas actividades
ocupan regiones comunes. No obstante, la ocupacion emeingepor Sas3p
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parece excluir a las HATs de la familia GNAT Hpa2p y Elp3p.open a Genbp.

Nut1

37
5.810

Gen5 1.810°

Figura 4.6.Solapamiento entre las regiones codificantes asociadas an5p Sas3p

y Nutlp. Se muestran el numero de ORFs asociadas a Sas3p, Genbp py, Muél
probabilidad de cada solapamiento en un diagrama en el sjaedas son proporcionales
al nimero de elementos.

Relacion de las HATs con categdas funcionales de sus genes diana

Se sabe que los genes diana de algunas HDACs estan alteaneoit&dos a
categorias funcionales concretas (Hstlp a genes de &sporuy de la ruta de
la quinureina [247]), por lo que es interesante averiguandos conjuntos de
ORFs asociadas a HATs se detectaban categorias func@udiesrrepresenta-
das. Esto podria indicar un papel de la actividad enzaadiAT en la regula-
cion de esas funciones. Por tanto se determinaron lasoc&sduncionales en
las que se encuentran enriquecidas las ORFs asociadas &lA&dmalizada
(tabla 4.5). Como el numero de ORFs diana compartidas palidéintas HATs
generalmente es mas alto de lo esperable al azar (tablaedtd)podria indicar
gue diversas HATSs se asocian a las mismas categorias. 8argmn Unicamente
Sas3p y Genbp comparten la mayor parte de las categoriesyigpiresentadas
en sus genes diana, mientras que el resto de HATs se asocieersas cate-
gorias (tabla 4.4). Por otro lado, Hpa2p se asocia a ORE&sioahdas con la
actividad GTPasa, como factores de intercambio de nudtedy proteinas ac-
tivadoras de GTPasas. Por ejemplo, de los 31 genes. derevisiagque han



4.3.2 Sitios de unbn de HATs en el genoma de levadura 165

Tabla 4.5.Atributos de GO en los que se encuentran enriquecidos los cpumtos

de genes unidos por las distintas HATsSe han listado las categorias en las que se
encuentran enriquecidos los genes a los que se une cada HAThegatio de union
mayor de 1.50. Estas categorias se obtuvieron utilizaad@tramienta web FuncAs-
sociate (http:/llama.med.harvard.edu/cgi/func/fuesceiate). S6lo se han mostrado las
tres categorias con los valof@ésnas significativos para cada HAT.

| HAT | Atributos GO P)

ribosoma citosolico (3.6102°)

ribosoma (1.k 10 29)

constituyentes estructurales del
ribosoma/proteinas estructurales (1102%)

Gcenb

Elp3

actividad reguladora, o de interaccion,

con pequefia GTPasa (%20 8)

actividad reguladora GTPasa (.10 ")
actividad activadora GTPasa (5.90°°)
ribosoma citosolico (3.210-2°)

ribosoma (8.6 1029)

constituyentes estructurales del
ribosoma/proteinas estructurales (1D24)
reparacion no recombinatoria de DNA (2.50°)
actividad proteasa especifica de ubicuitina ¥2.8~°)
reparacion de doble hebra via

union de extremos no homélogos (5.80~°)

Hpa2

Sas3

Sas2

Nutl

sido asignados por el proyecto GO a la funcion activadoi@Tleasas, 11 se en-
cuentran en el conjunto de los 464 genes asociados a Hpa2apess primera
vez que se sugiere una funcion de este tipo para Hpa2p. Sam2gu parte se
relaciona con las funciones de reparacion de DNA y de detiliproteasa es-
pecifica de ubicuitina. La proteina Sas2p habia sidorii@®omo una actividad
gue acetila la lisina 16 de la histona H4 en regiones proxdmallos telomeros
silenciados para prevenir la asociacion de la proteir® $ipor tanto, la expan-
sion del silenciamiento desde los telomeros [70]. Sewim con la reparacion
del DNAy con la actividad proteasa especifica de ubicutimapoco habia sido
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identificado previamente.

Por Gltimo, ni Elp3p ni Nutlp se encuentran asociadas aodss funcio-
nales de GO (tabla 4.5). Esto estaria de acuerdo con uni@stoigrior sobre
Elp3p [268], en el que no se consiguib localizar varios congmtes del comple-
jo Elongador, entre ellos Elp3p, mediante experimentostd® @dividuales, ni
tampoco detectar enriquecimiento de genes mediante CliypRde Elplp (com-
pafera de Elp3p en Elongador). Sorprendentemente eseortrisbajo detecta
la presencia de tres de los componentes del complejo Elongatplp, Elp2p
y Elp3p) en citoplasma mediante microscopia de fluoresaeRor otro lado, la
proteina Nutl forma parte del complejo Mediador, que @dst21 subunidades
y al menos de tres modulos estructurales [269]. El granfiardal complejo Me-
diador, y el hecho de que la subunidad Nutl/Med5 no intepaecilirectamente
con el DNA, podria haber dificultado la inmunoprecipitaciPor ejemplo en el
caso del complejo HDAC que contiene Rpd3p, se ha demostmagwallema
similar [50]. Tampoco se encuentra ninguna relacion doggenes infraexpre-
sados en célulasutlA [269], y aquellos genes a los que Nutlp se asocia segln
nuestros datos.

4.3.2.1. Sas3py Genbp son funcionalmente equivalentes

El elevado nUmero de genes diana comunes (tabla 4.4), gleblte que los
genes a los que se asocian tanto Sas3p como Gecn5p se enteemtnaecidos
en categorias funcionales virtualmente idénticas dtdtb), sugiere que ambas
HATs podrian asociarse a regiones similares. Tambiéd1a®RFs coinciden-
tes observadas entre Sas3p y Gecnbp muestran un enriquettireie categorias
similares (ribosoma (6:810~17), ribosoma citosolico (9410 16) y complejo
de ribonucleoproteina (8:4L0~1%)). Efectivamente, cuando se analizo la corre-
lacion entre los lugares de unibn de Genbp y de Sas3p sevabsea fuerte
correlacion positiva (fig. 4.7), indicando que existe wradencia de ambas pro-
teinas hacia ocupar las mismas regiones del genoma emutavad

Como ambas HATs se asocian a genes relacionados con elmbpspie
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son activamente transcritos en la célula [270], es posjbéeexista una vincu-
lacion entre la union de Sas3p y Genbp, v la transcripcida hecho, Genbp
se ha hallado asociada a genes codificantes de proteimass acanscripcio-
nalmente en un trabajo previo que analiz6 la localizagiénémica de Gcn5bp
mediante ChIP-chip [247]. Adicionalmente, el grupo 7 degeses gque se aso-
cian preferentemente con ambas HATSs, también muestraantefuinculo con
la subunidad ribosomal grande.

Ratio de unién Sas3

1 T T T
1 1.2 1.4 1.6 1.8

Ratio de unién Gen5S

Figura 4.7 Correlacion entre las ocupaciones de las HATs Sas3p y Gcn3pa ocu-
pacion de ambas HATSs fue calculada computando la mediand d€ laratio de union
sobre una ventana deslizante de 100 genes a lo largo delntomja todos los genes
ordenados poratio. Sélo se tuvieron en cuenta para la representacion las@RE
mostraron unaatio de union superior a 1.50. La ocupacion de Sas3p fue rapieste
en funcion de la de Genbp, obteniéndose un coeficientemelacion (r) de 0.91.

Se ha postulado que cuando un regulador de la cromatinasstado a la
mayoria, 0 a todos los genes transcripcionalmente adidys 248], es logico
suponer que la ocupacion de estos genes por el reguladorrstacionara con
las tasas transcripcionales. Una correlacion de estes@ita descrito para los
casos de Genbp y Esalp [247] y de la histona metiltransf&agkp [134]. Los
reguladores que actian de manera que su union a cromatawarslaciona con
la tasa de transcripcion se han denominado generalestrasieque aquellos en
los que no ocurre esto se clasifican como especificos de (Eme el comple-
jo remodelador RSC [248]). Para averiguar si estas coioglas se daban en el
caso de nuestras actividades HAT, se realizd una repees@ntde la tendencia
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de union de cada HAT frente a la tasa de transcripcion. essltados indican
que la asociacion de Sas3p y Gen5p a genes codificantestdenps) esta clara-
mente correlacionada con las tasas de transcripcionidatea partir del trabajo
de Holstegeet al.[270] (fig. 4.8%. Estos resultados (fig. 4.8) son la primera evi-
dencia de que Sas3p podria comportarse como un activaderageal igual que
Gcenbp. La relevancia de este descubrimiento se debe a gBp, Sas es la sub-
unidad catalitica del complejo NuA3, habia sido vincaladn el silenciamiento
transcripcional [68].

=
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=1z =
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= =
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[u} e 40 &0 80 100 20 o 20 il =l HU lis] 1z0
Tasa de transcripcion (mRNA/h) Tasa de transcripcion (mRNA/h)

Figura 4.8 Correlaciones entre la ocupadn de Gen5p 'y Sas3p y las tasas de trans-
cripcion. La ocupacion fue obtenida computando la mediana movihdatio de union
sobre una ventana deslizante de 100 genes a lo largo deht¢odjei todos los genes or-
denados por tasa de transcripcion. La tasa de transanigegln el trabajo de Holstege
et al.[270], fue también transformada como una mediana moJibslgalores para cada
gen sobre una ventana movil de 100 genes a lo largo de ellos.

Por otra parte, el resultado obtenido con Gen5p confirmadlaslgsiones ob-
tenidas empleando una metodologia de ChIP-chip con nigede IGRs [247],
y por tanto valida nuestro método con macrochips de ORFsipegstigar la lo-
calizacion de reguladores de la cromatina.

Se conocia previamente que la delecion conjuntaAie3y GCN5es sintéti-
ca letal debido a la pérdida de la actividad HAT de estasepras [79]. Este
hecho y los datos mostrados en este trabajo, sugieren qug GcBas3p ejer-
cen funciones solapantes en la acetilacibn de histonasauesenciales para
el ciclo celular. Los datos aqui mostrados apoyan un maetelel que Genbp y
Sas3p actlan como activadores generales de un conjuntnde mtensamente
transcritos, siendo muchos de ellos coincidentes.

2y también cuando se usaron las tasas de transcripcionidagede experimentos genomic
run on[271].
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4.3.3. Asociaddn de Sas3p y Gen5p a cromatina acetila-
da en la lisina 14 de la histona H3n vivo

Dado que tanto Genbp [272, 47, 179] como Sas3p [79], han sdoridas
como HATs cuya actividaéh vitro se dirige fundamentalmente hacia la lisina
14 de H3 (H3K14), centramos nuestro estudio en la relacéardbas HATs
con la acetilacion de esta posicion. Se realiz6 el magetas regiones aceti-
ladas empleando un anticuerpo especifico contra H3K 1daatzei{H3K14ac),
observandose que la ocupacion de Sas3p y Genbp y la a#tilde esta posi-
cion se encuentran fuertemente correlacionadas (fig. 4.9)

La acetilacion de H3K14 ha sido correlacionada con la tas&rahscrip-
cibn en dos trabajos recientes [255, 252], a pesar de que &ahajo anterior
a estos no se hallara esta correlacion [168]. Cuando sesea la fraccion
de histona H3 acetilada en funcibn de la tasa de transtripsie observa una
correlacion positiva (fig. 4.10), que no se produce cuardotiiza un control
de DNA procedente de una inmunoprecipitacion sin antmuemquivalente al
control empleado por [168]. Lastios se calcularon como el cociente entre el
nivel de acetilacion en H3K14 obtenido carH3K14ac, y la cantidad absolu-
ta de histona H3 obtenida con un anticuerpo que reconocedrehex carboxilo
terminal de la histona H3, independientemente de su estadwdificacion @-
H3-Ct). Este resultado confirma de nuevo la calidad del duetg su capacidad
para realizar mapeos genomicos de modificaciones postiadales de las his-
tonas. Ademas, también relaciona la acetilacion de H3K& la que Sas3p y
Gcenbp son presumiblemente responsables, con la activiaiasctipcional.

De hecho, resultados similares habian mostrado antezideruna correla-
cion positiva entre la localizacibn genébmica de Genamdetilacion de H3K14
y la actividad transcripcional [255]. La clara correlatiéntre la localizacion de
ambas HATs y la acetilacion de H3K14 sugiere que Gen5p yibps8dan ser
las principales responsables de esta modificaicidivo. Sas3p es la subunidad
catalitica de NUA3, que acetila H3K14, y en menor medida BBR9]. Genbp
recombinante acetila fundamentalmente H3kdil¥itro [272, 47], y cuando for-
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Figura 4.9.Correlacion entre la acetilacbn de la posicon H3K14 y la localizacibn
genbmica de Gen5p y Sas3pla ocupacion por Gen5(A) y Sas3p(B) fue calculada
como en la fig. 4.8, y solo se tuvieron en cuenta aquellas @Rfrsinaratio mayor de

1 para representar la tendencia de las asociadas a las HAEsdtilacion en H3K14
fue obtenida como leatio de dos experimentos de ChlP-chip. En el primero se inmuno-
precipitd el extracto con-H3K14ac, y en el segundo con un anticuerpo que reconoce
el extremo carboxilo terminal de H3. Laatios fueron calculadas para cada ORF, y su
mediana movil fue obtenida para una ventana deslizant®d@eORFs ordenadas por
ocupacion de GenbA) o de Sas3((B).
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Figura 4.10.Correlacion positiva entre la tasa transcripcional y la acetilacbn de

la lisina 14 de la histona H3.Lasratios para cada ORF fueron calculadas a partir de
experimentos de ChIP-chip que inmunoprecipitaron H3KIetikada (-H3K14ac) y

H3 total @-H3 carboxilo terminal) de una cepa silvestre (BY4742), yalsa de trans-
cripcion fue computada como en la fig. 4.8.

ma parte de los complejos ADA y SAGA acetila H3K14 mas que H3Ky a
su vez mas que H3K9 y H3K23 en nucleosormasitro [179]. Sin embargo, en
trabajos de otros autores no se ha encontrado dependetreidaeacetilacion de
H3K14 y la delecion d&CN5en determinadas regiones del genoma [273, 274].
El no hallar una fuerte disminucion de la acetilacion d€a pssicion en determi-
nados genes puede deberse, por un lado a que es posible qumados genes
posean una acetilacion importante de H3K14, o bien, @prwste, a la redun-
dancia funcional entre Sas3p y Genb5p. Si esta modificad@mpgortante para el
establecimiento de un estado transcripcional activojteekgico que exista una
HAT que pueda suplir la funcion de la otra. De hecho, de la$$1Alyo sustrato
es la histona H3, Gnicamente la combinacion de la mutad#estos dos genes,
SAS3y GCN§ es letal sintética debida a la pérdida de la actividad HZ9].
También se ha descrito que la mutacion de H3K14 en unage# produce
un defecto de crecimiento severo y una acumulacion ddéaséén la transicion
G2/M [275], lo que sugiere que la acetilacion de esta posies importante para
la viabilidad.

Para investigar el efecto de la delecion de estas HATs eivel de ace-
tilacibn gendbmico de H3K14, se inmunoprecipitaron lagares acetiladas en
esa posicion en las cepas mutantes. Esto permite reatiaaepresentacion del
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cambio de acetilacion de H3K14 de las cepas mutantes feelatainion de la
proteina etiquetada (fig. 4.11). La fig. 4.11 muestra una darrelacion entre

el descenso de la acetilacion de la H3K14 y la localizagémomica de Gen5p.

En una cepa mutangcni las regiones que se encuentran en general enrique-
cidas en la modificacion H3K14ac, son aquellas en las guetaipa Gen5p se
asociaba con menor intensidad en la cepa silvestre. Los dgppoesentados en

la fig. 4.11 constituyen una prueba importante de que Genbapsz de acetilar

in vivo esta posicion, aunque evidentemente también pueddregiazada en la
acetilacion de otras posiciones.

@ sas3/wt

F @ genS/wt
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H3K14ac mutante/H3K14ac wt
o
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Figura 4.11.Correlacion entre la localizacbn geromica de Gen5p y Sas3p y el
cambio de acetilacbn en H3K14 en sus correspondientes mutanteka ocupacion
de ambas HATs fue calculada como en la fig. 4.8, y la tasa deaci@ni del nivel de
acetilacion en H3K14 fue calculada comaddio de la sefial obtenida para el enrique-
cimiento en la cepa mutante y la silvestre. Estd®s fueron ordenadas en funcion de
la localizacion genomica de las HATSs, y la mediana mogill@0 ORFs fue computada
de modo similar a las de figuras anteriores.

Sorprendentemente los resultados obtenidos muestrara@oetilacion de
H3K14 en el mutanteasd\ varia en el sentido contrario al observado gon%A
(fig. 4.11). En este caso, a mayor intensidad de la union g8pSa DNA (ma-
yor ratio), mayor nivel de acetilacion de H3K14 en la cegas3d\ respecto a
la silvestre. Esto implica que las regiones a las que SasBpesen las condi-
ciones normales de nuestro estudio, son aquellas que enuestrincremento
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en laratio de acetilacion de H3K14 en la cepas?\. Explicar estos resultados
es complejo, pero una interpretacion posible es que lasmeg que habitual-

mente son acetiladas por Sas3p, en ausencia de ésta statasgqior otra HAT

mas activa, con una especificidad similar, posiblementeb@.cEsto estaria de
acuerdo con la redundancia funcional previamente comantdh explicacion

a estos hechos seria que la presencia de Sas3p evita lacé@oae Genbp a
sus dianas potenciales, “inhibiendo” su actividad. Sas@ipip acetilar las posi-
ciones H3K14 y H3K23 en la cepa silvestre, y en su ausencidiacetilaria

fuertemente H3K14, pero no H3K23.

Los resultados sobre la variacion del nivel de acetila@d H3K14 en el
mutantesas? respecto de la cepa silvestre también se analizaron rdilieh
nivel de significancia mediante un test Z para datos indepetes. Este analisis
determin6 que 434 genes poseen un nivel de acetilacidifisaivamente me-
nor en la cepa mutante. Al examinar las categorias funkdsren las que este
grupo de genes se encuentra enriquecido, se observa uredaméndencia a es-
tar relacionadas con procesos de division celular (talilp Este hecho sugiere
gue Sas3p se encuentra vinculadaivo a la regulacion de procesos relaciona-
dos con la progresion en el ciclo celular, posiblementegét de la acetilacion
de H3K14. Efectivamente Sas3p, una HAT implicada en niékiprocesos de
regulacion de la cromatina, como el silenciamiento trapsional [68], también
se habia visto involucrada en la regulacién del cicloleelunto a Gen5bp [79].
Tabla 4.6.Categorias funcionales GO enriquecidas en los genes queswiinuye-
ron significativamente su nivel de H3K14 en el mutantsas3A. Se muestran las seis
categorias con los valor®smas significativos obtenidas en la herramienta web FuncAs-

sociate, el nimero de genes total de cada categoria, al@slbs dentro de la lista de
474 genes hipoacetilados.

Atributo GO NOmero total| Namero de| Valor P
de genes genes

Ciclo celular/Ciclo division celular 397 54 2.8x10° 7
Ciclo celular mitético 233 37 5.8x10°/
Gemacion 77 18 2.2x10°°
Desarrollo 365 48 3.7x10°°
Reproduccion 251 36 9.5x10°°
Membrana plasmatica 232 34 1.1x10°°
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Tabla 4.7 Categorias funcionales GO enriquecidas en los genes queidiinuyeron

en 1.50 veces su nivel de acetildmi en H3K14 en el mutantegcn5A. Se muestran
las seis categorias con los valoRemas significativos obtenidas en la herramienta web
FuncAssociate, el numero de genes total de cada categdos hallados dentro de la
lista de 441 genes hipoacetilados.

Atributo GO NUmero total| Nimero de| Valor P
de genes genes

Exportacion nuclear 83 19 1.8x10°°
Transporte nuclear 99 21 2.0x10°°
Transporte nucleocitoplasmico 105 21 5.4x10°°
Localizacion RNA 81 18 5.4x10°°
Posicionamiento RNA 70 16 1.2x10°°
Transporte acido nucleico 70 16 1.2x107°

Cuando se examinaron del mismo modo los genes que dismialiyeenos
1.5 veces su acetilacion en H3K14 en la cepa muigai&)\, se observaron cate-
gorias GO distintas (tabla 4.7). En este caso, la exporiauiclear es el proceso
gue predomina en todas las categorias sobrerrepresgergadas genes hipoa-
cetilados. Esto resulta interesante si se tiene en cuertaajba encontrado un
vinculo fisico entre la exportacion de mRNA 'y el compl§jAGA [185]. Segln
este hallazgo, la proteina Susl, que forma parte de la meripide exportacion
nuclear asociada al poro, también se ha encontrado folrzarte de SAGA.

Podemos concluir que tanto Gen5p como Sas3p son HATs cuga ahge-
noma se asocia con la acetilaciobn de H3K14 y con la actividatscripcional.
Se ha descrito que la acetilacion de esta posicion esté@nrentada en la region
codificante central de los genes [252]. Ademas, la fuentelzzion entre la aso-
ciacion a Genbp y la disminucion de la acetilacion de H3lkeh la cepajcna\
sugiere que esta HAT es responsable de esta acetilaaio cjon Sas3p, que po-
siblemente no posee una actividad tan intensa como la derarnar. De hecho,
un estudio muy reciente no ha detectado cambios significsatyn los niveles
de expresion globales de una cepa mutaag\ [189], lo que estaria de acuer-
do con un menor impacto sobre el nivel de acetilacion pogéftdida deSAS3
Sas3 (subunidad catalitica de NuA3 [74]) fue implicadgiodlmente en silen-
ciamiento transcripcional [68]n vitro acetila preferencialmente lalisina 14y en
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menor medida la lisina 23 de la histona H3 nucleosomal [7d]etalidad sintéti-
ca degcnfsas\ por la pérdida de actividad HAT de ambas proteinas [7%eha
pensar que la modificacién producida por estas HAT es iraptatpara la viabi-
lidad celular. Por Gltimo, se ha visto que los genes magades por la mutacion
de SASZn cuanto a disminucion de sus niveles de acetilacion goallas rela-
cionados con la division y el ciclo celular, mientras gueneas afectados por la
de GCNb5estaban vinculados con transporte de mRNA.
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4.3.4. Asociaddn de Hpa2p, Elp3p, Nutlp y Sas2p a cro-
matina, activacion transcripcional y acetilacion en
la lisina 14 de H3

Con el fin de averiguar si alguna de las otras HATs con espéeificobre la
histona H3 posee una distribucion gendmica vinculadaask de transcripcion
, como en el caso de Sas3p y Genbp (fig. 4.3.4), se ha hechoudtioesimilar
de las HATs Hpa2p, Elp3p, Nutlp y Sas2p. En este caso, HpaRfpply Sas2p
no muestran correlacion, lo cual indica que ninguna des edlaun activador
transcripcional general. Efectivamente, las ORFs diamasstas HATs no se
encuentran entre los genes con una mayor actividad trpossral celular.

Sin embargo, Elp3p muestra una modesta tendencia a unieggoaes con
mayor tasa de transcripcion, como podria esperarse denslictbn de compo-
nente de la RNA polimerasa elongante [226], aunque la emi® es menor
gue la mostrada por Genbp y Sas3p (fig. 4.8).

La falta de correlacion de la union de Nutlp con la actidittanscripcional
resulta sorprendente para una proteina con actividad Hi&Tfgrma parte del
Mediador. No obstante un trabajo muy reciente obtuvo untestu similar em-
pleando diversas subunidades del complejo para su lociélizgenomica [276].
Este trabajo ha descubierto que la asociacion del Medselproduce tanto en
regionesupstreamde genes activos, como de genes inactivos transcripcional-
mente, y también a regiones codificantes de ciertos geedsa $ropuesto que
el Mediador podria estar actuando como plataforma panaitenule la RNA po-
limerasa Il inactiva en fase estacionaria, o bien el Medigde-reclutado podria
facilitar la rapida induccion de genes en respuesta a icamambientales, lo cual
daria cuenta de la nula correlacion con la tasa transoriptencontrada.

Sas2p, por su lado, es una HAT cuya funcion ha sido relad&nan el blo-
gueo de la propagacion de las regiones heterocromatjradeavés de la acetila-
cion de la posicion 16 de la histona H4, la cual seria dasada por Sir2p [70].
La posicion H4K16 acetilada impide la union de la praéesilenciadora Sir3, y
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protege las regiones proximas a los telomeros de la iépresediada por la aso-
ciacion de proteinas Sir. Una posible razon que expédarfalta de correlacion
entre la asociacion de Sas2p y la activacion transcmatia nivel gendmico
(fig. 4.3.4), es que Sas2p actla principalmente a nivel sledgiones subte-
loméricas, lo que impide observar una tendencia genoganaral. Sin embargo
tampoco se detecta un enriquecimiento especifico de esiina en regiones
subteloméricas (fig. 4.13), indicando que tal vez la asifmiaes transitoria, o
gue las sondas del macrochip no son adecuadas para investiggnes cerca-
nas a los telomeros.

Por tanto nuestros datos no permiten correlacionar a Shs2pp o Hpa2p
con la actividad génica, aunque si se observa una cafgelaatre la union al
genoma de Elp3p y la tasa de transcripcion. Para deterrsifdarfuncion de
alguna de estas HATSs estuviera vinculada a la acetila@da dosiciobn H3K14,
se represent6 leatio de la undn de éstas en funcion del nivel de acetilacion en
aguella posicion (fig.4.14).
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Se observa que ninguna de las HATS se asocia a regionesatspgte ace-
tiladas en H3K14, e incluso se detecta una correlaciontivagain poco mas
acusada en el caso de Hpa2p. Este resultado indica que ilaisegdel genoma
a las que se unen poseen niveles de acetilacion en H3K14reseqoe los del
resto de la cromatina.

A pesar de que no se hallara una asociacion fisica entredames acetila-
das en H3K14 y las cuatro HATs estudiadas, se llevo a cabpalisa ChlIP-chip
en cepas mutantes en estas HATs para examinar el posibléocderdcetilacion,
en el caso hubiera alguna relacion indirecta.
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Figura 4.15Variacion en los niveles de acetiladh en H3K14 de mutantessas2A,
nutlA, elp3A y hpa2A en las ORFs a las que se asocian estas HATs extension
de la union al genoma de las HATs fue calculada como en la &y.ydlaratio de la
sefal obtenida para la acetilacion en H3K14 en la cepantautala silvestre fueron
calculadas, para posteriormente representar las medignasntanas moviles de 100
ORFs. Lagatiosde union fueron ordenadas en funcion de la variacion dedélacion,

y también fue calculada la mediana movil de 100 ORFs.
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En la fig. 4.15 se representatatio de union de cada HAT en funcion de
laratio de acetilacion mutante/salvaje. Los resultados obtsrd@muestran que
en Nutlp, Sas2p y Hpa2p, la variacion de la acetilacibn nestna correlacion
con la intensidad de la union. Sin embargo, regiones queaam débilmente
a Sas2p muestran incrementos de acetilacion en la szg respecto de la
silvestre. Se ha descrito que cepas que han sufrido unaibrueatH4K16R, que
produce un fenotipo similar a la mutacion 84S2 muestran una acetilacion de
H3K14 disminuida en regiones cercanas al telbmero [69]obkiante, nuestros
resultados indicarian lo contrario, si bien es cierto qoneefecto local en las
regiones teloméricas puede diluirse cuando se analizandms del genoma
completo deS. cerevisiae

Se puede concluir que no hay indicios de que las HATs Sas2{i,pNu
Hpa2p se encuentren relacionadas con la acetilacion dd#3kunque la mu-
tacion deSAS2produce un incremento de la acetilacion en las regiones guia
se asocia esta HAT es probable que se trate de un efectociadiHpa2p sigue
siendo la HAT de la que menor informaciébn se posee Yy, a pesgue una de
las posiciones que acetilavitro sea H3K14 [228], no se ha logrado correlacio-
nar su presencia con esta modificacion, ni su ausencia @disminucion en
el nivel de acetilacion de las regiones ocupadas por elitlNse encuentra en
un gran complejo, el Mediador, que posee mdltiples furesonse asocia al ho-
loenzima de la RNA polimerasa Il, aunque no parece seguiradeiu tipico de
activacion transcripcional por reclutamiento seglrréssiltados aqui obtenidos
y los de otros [276]. Elp3p podria acompafiar a la RNA palasa Il en la etapa
de elongacion de regiones codificantes, como apuntanrogessultados. Elp3p
posee la capacidad de acetilar H3Ka4/itro [277], aunque también puede ace-
tilar H4K8, modificacion que se ha descrito recientementa@dependiente de
la transcripcion [189]. Este descubrimiento podria ltesunteresante, puesto
gue la acetilacion de esa posicion podria depender defitacion de H3K4, y
vincularia otra HAT a la metilacion, como ya se ha visto goerre en el caso de
otras HATs [138, 139, 136]. Por ejemplo NuA4 es una HAT quelpce la ace-
tilaciobn de H4K8, la cual es dependiente de componente®iuplejos HMTs
como Spplp, Setlp y Set2p, responsables de la di- y trimiétilale las lisinas
4y 36 de la histona H3 [139].
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Parte 5

Efectos sobre la longevidad y el
perfil transcript dmico de la
delecon de los gene$iAT1ly
HATZ2 del complejo HAT B de
levadura
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“Millions long for immortality who do not know what to do withemsel-
ves on a rainy Sunday afternoon”

Susan Ertz
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5.1 Antecedentes

5.1.1. El envejecimiento en levaduray la cromatina

Tras los espectaculares avances de la medicina en lags$iltdécadas y la
mejora de la calidad de vida, la mediana de la edad de losah&dst de los
paises mas desarrollados ha pasado de 29 afios en 195@naeB2000, y se
calcula que sera de 45 en el 2050 [278]. Asi, los estudibsedos mecanismos
subyacentes del envejecimiento cobran cada vez mayor tiamgis en nuestra
sociedad. Dado que se han descubierto rutas conservadagosnds eucario-
tas que regulan la velocidad del envejecimiento [289Lerevisiadna sido muy
empleada como modelo en estudios de envejecimiento y gulde la longe-
vidad. En levadura se han definido dos modos de medir la sar@acla vida
media replicativa y la vida media cronolbgica. La vida naediplicativa es el
namero de divisiones que una célula individual sufre ad&morir. Una carac-
teristica que distingue &. cerevisiagle otros eucariotas simples es que la célula
progenitora, o madre, es facilmente diferenciable de sgsahdientes a causa
de la division celular asimétrica. La célula hija recfermada es habitualmente
mas pequefia que la célula que la ha producido, lo que f@esuniseparacion
en ensayos de esperanza de vida. La vida media cronol@gicau lado, es el
periodo de tiempo que una poblacion de células de lesgaermanece viable
tras la privacion de nutrientes sin sufrir divisiones tzales.

Lainestabilidad genébmica ha sido identificada como unasienayores cau-
sas del envejecimiento o senescencia, y se han descritcmakmea docena de
genes de longevidad que la suprimen en levadura [279]. Deohena de las
primeras observaciones sobre mutantes de levadura langexeld que, ademas
de ser resistentes a diversos estreses, un gran nimefoddmeestran afectados
procesos relacionados con la formacion de la heterochoanf@80]. Es por tanto
relevante que Sir2p, la HDAC dependiente de NA@ave en el silenciamiento,
también sea importante para el mantenimiento de la vidaansddestre [281].
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La relacion entre la acetilacion de histonas y la senesadra sido sugerida por
la observacion de varias mutaciones en HDACs que afectanidd media. Por
ejemplo, la delecion d8IR2acorta la vida media [282], mientras que la sobre-
exprexion deSIR2[283, 282] y la delecion dBRPD3la alarga [283].

Se cree que la funcion de Sir2p en el silenciamiento del r@kl&rucial pa-
ra promover la longevidad de la levadura [284]. Sir2p reprienrecombinacion
homéloga de las 100-200 copias en tandem de rDNA del cromas<ll [285],
gue de otro modo dan lugar a la formacion de circulos de rextfacromosomi-
cos. Estos circulos de rDNA se segregan preferentemerites @@lulas madre
y contienen ARSAutonomously Bplicating ®quencg que les permiten repli-
carse durante la fase S [286]. Los circulos de rDNA se acammeth las células
madres conforme envejecen, y se piensa que desencadenarria porque,
debido a su abundancia, secuestran factores de tranéaripeeplicacion vita-
les [287].

Larestriccion calorica, definida como la limitacion aerchntidad de glucosa
disponible en el medio de cultivo de la levadura, tambiédpce un alarga-
miento de la vida media [288]. Se ha sugerido que la resbriccalorica activa
la enzima Sir2p. En esta ruta, la restriccion calbricadpoe queS. cerevisiae
abandone la fermentacion, e incremente el consumo demxiyg la respira-
cion, de modo que obtiene 16 moléculas de ATP, en lugar @8%] por cada
molécula de glucosa. El cambio a respiracion desencademalisminucion de
NADH [290], que es un inhibidor competitivo de Sir2p, lo cuadrementa la ac-
tividad de la enzima y produciria el incremento de esperaezvida observado.
Un modelo distinto ha subrayado el papel de la ruta de reaojoer de NAD
en la restriccion calorica [291]. La enzima Pnclp quelizada formacion de
NAD™ a partir de los productos de su rotura (nicotinamida y Ai®sa), se
activa en condiciones de limitacién cal6rica y la mutadPNC1lelimina la ca-
pacidad de la restriccion cal6rica de aumentar la esparéa vida [292]. Mas
recientemente otro estudio ha descrito que el alargamiintia esperanza de
vida por restriccion calérica es independienteS#ie2[293]. La conclusion que
se extrae de los modelos propuestos, es que el mecanismbouar la restric-
cion calodrica regula la longevidad puede no ser Unice&epedder de varias rutas
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independientes.

5.1.2. El silenciamiento y la acetiladén de histonas

En S. cerevisiadres dominios cromosomicos se encuentran sujetos a silen-
ciamiento. Estos son el rDNA, ldsci HM y las regiones teloméricas [294, 295,
296]. El silenciamiento transcripcional en levadura sesi@ra un modelo de
formacion y mantenimiento de heterocromatina, caradad por una falta de
actividad transcripcional, herencia epigenética de $tad®s transcripcionales y
replicacion tardia. Ademas, el DNA silenciado forma@sturas mas cerradas,
y una cromatina inaccesible a nucleasas y otras enzimas29297. Uno de los
factores reguladores del silenciamiento mas estudiagllzsHDAC dependiente
de NAD" Sir2p [298, 281]. Esta proteina filogenéticamente coskr, fun-
ciona junto con la proteina nucleolar Netl para silenciaD&lA [299], y en
un complejo con Sir3p y Sirdp para silenciar losi de determinacion sexual
silenciados y los telomeros. Se cree que el establecimi@git silenciamiento
y, por tanto, el ensamblamiento de la heterocromatina, @dupe en dos pa-
sos [300]. En el primero, la nucleacion requiere el rechigato de las proteinas
SIR (Slent Information_Regulator) Sir3p y Sirdp hacia las regiones silenciadas.
Se sabe que los silenciadores, los telomeros y algunasmaistasociadas tienen
un papel en formar el nlicleo a partir del que se extiendet&rdwromatina. El
segundo paso implica la propagacion de la estructuradoetenatinica lo largo
de la region.

El uso de la técnica de inmunoprecipitacion de la croradtia revelado que
las histonas se hallan hipoacetiladas en los dominiosdwetanatinicos [273].
Ademas, el silenciamiento requiere de lisinas partieslan los extremos amino
terminales de las histonas H3 y H4. La vinculacion entrélehciamiento y la
acetilacion de histonas ha sido demostrada ampliamerdente la identifica-
cion de diversas actividades HATs y HDACs implicadas ee fstbmeno. Entre
ellas se encuentran dos HDACSs inhibidoras del silenciatmidtpd3p, que de-
sacetilain vitro las posiciones H4K5 y H4K12 [301], y Hdalp, que es capaz de
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desacetilar las cuatro histonas internas [302]. La HAT S#82] es otra de las
actividades que juega un papel importante en el silencigmi&u funcion fue
definida como especifica diecus puesto que Sas2p, y sus compaferas Sas4 y
Sasbp en el complejo silenciador SAS [303], contribuyenilahsiamento en

el telomero y en elocus HML, pero se comportan como reguladores negativos
del silenciamiento en ébcus HMR[304]. Mas recientemente, se ha relaciona-
do a Sas2p con el establecimiento de un gradiente de ai#tilec la posicion
H4K16, que protegeria la eucromatina del silenciamieatsado por la desace-
tilacion de esta lisina por Sir2p [70]. ElI complejo HAT B thi@n ha sido re-
lacionado con el silenciamiento telomérico. La subunidaidlitica de HAT B,
Hatlp, acetila las posiciones H4K5 y H4K12 cuando se expeeshacterias,
pero la enzima nativa Unicamente acetila la posicion H4KRB6]. La especi-
ficidad de la enzima recombinante ha hecho que se relacionetisidad con

el patron de acetilacion de las histonas sintetizadas etoplasma, que se en-
samblan en la cromatina tras la replicacion. Sin embardmstemostrado que
HAT B se localiza fundamentalmente en el nlcleo, y que astdpuesto por las
proteinas Hatlp, Hat2p e Hiflp [56, 57]. Precisamente lactfen deHAT1o0
HAT2 combinada con sustituciones de al menos dos lisinas delnestamino
terminal de H3 por argininas, produce importantes defestosl silenciamien-
to telomérico, pero no en el de ltxci HM [305]. El ensayo de silenciamiento
empleado consistid en monitorizar la expresiotJiA3insertado en el telome-
ro del brazo izquierdo del cromosoma VI en un medio que r@sakico para
las células cuando se desreprime el silenciamiento &icm es decir, cuando
se expresa el producto del ggiRA3 Este ensayo permitié encontrar el primer
fenotipo caracteristico para mutacionesHi&T1 o HAT2 No se encontraron
efectos sinergisticos en la combinacion de las mutasioagAhat2A con susti-
tuciones de lisinas de la histona H3, lo que indica que, alosien su papel en
el silenciamiento telomérico, ambas proteinas funcigoatas [305].
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Las cepas de levadura que se han utilizado para la deteiitminde la espe-
ranza de vida, los estudios de expresion y los ensayos dspprecipitacion de
cromatina, se encuentran contenidos en la siguiente taldan \sido obtenidas
de acuerdo con los métodos descrito en el apartado 3.2.5.

Tabla 5.1.Cepas de levadura utilizadas en la parte V de este trabajo.

‘ Nombre Genotipo Procedencia ‘
YPH250 MATa, ura_13—52, lys2-801, ade2-101, M.R. Parthun [256]
trpl-Al, hisA200, leuAl
BQS1200 YPH250hatlA::KanMX3 O. Antlinez
BQS1205 YPH250hat2A::KanMX3 O. Antlinez
BQS1341 BQS1205hatlA::natMX4 O. Antlinez
BQS1431 YPH250sir2A::natMX4 L. Coloma
BQS1433 BQS1205sir2A::natMX4 L. Coloma
W303-1a MATa, ade2-1, his3-11,15, leu2-3,112, G. Ammerer
trpl1-Al, ura3, canl1-100
BQS1154 W303-1aHAT1-HA6-TRP1 Ch. Vaughan
BQS1172 BQS1154hat2A::KanMX4 A. Poveda
BQS1184 BQS1154hifl1A::natMX4 Este trabajo
BQS1164 W303-1aSIR2-HA6-TRP1 Ch. Vaughan
BQS1173 BQS1164hatlA::KanMX4 Este trabajo
BQS1435 BQS1164hat2A::KanMX4 L. Coloma
JRY4470 W303-1asir2::LEU2 J. Rine [306]
BQS1175 JRY4470hatlA::KanMX4 Este trabajo
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Nombre ‘ Genotipo Procedencia ‘

MATa, ade2::his3A200, leu2A, lys2-
AO, metl5A0, trplA63, adh4::URA3-
UCC1111 TEL (VII-L), hhf2-hht2::MET15, | M.R. Parthun [305]
hhfl-hhtl::LEU2, pRS412(ADE2 CEN
ARS)-HHF2-HHT2

UCC1111 con plasmido pMP14
UCC1111 pMP14 M.R. Parthun [305]
(PRS314(TRP)-HHT2-HHF2(K12R)

5.2.2. Determinacon de esperanza de vida

La determinacion de la esperanza de vida se llevd a calim d€gnnedy
et al. [280] y Kim et al. [283]. Se empled un microscopio Nikon provisto de
un objetivo 40« y un dispositivo micromanipulador incorporado. Se empulear
placas de YPD agar (extracto de levadura 1%, D-glucosa 2 ptome 2 % y
agar 1.5 %) para el crecimiento en condiciones normales, ¥Rz agar 0.5 %
en D-glucosa para las condiciones de restriccion cabAgartir de cultivos en
crecimiento logaritmico exponencial (correspondientsna DQyqp entre 0.2 y
0.3) se inocularon 100L del cultivo en un extremo de cada placa, y se exten-
dieron para acelerar su secado. Gracias a la divisibneasoa de la levadura
se pueden tomar las yemas maduras de células en gemae#se glepositan
en posiciones aisladas con la ayuda del micromanipuladtasiEélulas, que no
han experimentado ninguna division anteriormente, serétulas virgenes que
se utilizaron para iniciar el experimenlﬁstas se dispusieron en cinco colum-
nas, cada una de ellas con tres a 4 células, por placa. La@ode cada una de
ellas se anot6 para el seguimiento de sus divisiones. dlaksvirgenes fueron
observadas periodicamente para eliminar las subsiggie@ulas hijas, que re-
presentaron el nUmero de replicaciones que sufri6 celddadiasta que cesaron
sus divisiones. Las células desechadas fueron depasighdaenos a 0.5 cm de
la célula madre original. Las placas fueron comprobadds é@ min durante
los primeros 3-4 dias y cada 70 min posteriormente. Lasplae incubaron a
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30°C entre comprobaciones, requiriendo cada comprobacianmidOEl tiempo
durante el cual se manipul6 cada placa a temperatura amfjggroximadamen-
te 25C) no supone mas del 15 % del total del tiempo de generald@ual no
llega a suponer una diferencia del 2 % en el tiempo de geeravedido [307].
El contaje de replicaciones se detuvo durante la noche adfuclas placas en
contacto con hielo durante 10 min y guardandolas a contibna 5C para ra-
lentizar el crecimiento. Estudios previos han demostramoeste tratamiento no
produce efectos sobre la esperanza de vida.arerevisiad308]. Previamente
a la reanudacion las mediciones,las placas se atempatarante 15 min. Ca-
da experimento se llevd a cabo con un minimo de 60 céluadizandose al
menos dos experimentos independientes por cada cepaaglstudas curvas de
supervivencia fueron consideradas significativamenteratites cuando fueron
positivas en el test de Wilconxon (Gehan) implementado éaSSESPSS 9.0
para Windows).

5.2.3. Ensayos de inmunoprecipitaéin de cromatina

Los cultivos de las cepas a estudiar fueron reticulados @onaidehido del
mismo modo que se describe en el apartado Entrecruzamieliis welular
(pag. 148), salvo que los tiempos de entrecruzamient@iiuge 15 min, y los
de incubacion con glicina de 5 min. El resto del proceso deumoprecipita-
cion fue idéntico al expuesto en el apartado Sonicacionmmeinoprecipitacion
de la cromatina (pag. 149), excepto que el extracto no siicbapreviamente
a la inmunoprecipitacion. Se emplearoniihde anticuerpo monoclonatHA
12CAb5 de raton (Roche), con perlas magnéticas del tipaypause 1IgG M-450
(Dynal), o bien 12ug de anticuerpo policlonal de congjpH4K12ac (Upstate
Biotech), o de anticuerpo de conajeH3H14ac (Upstate Biotech) grado ChIP
con proteina A Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences).irmaunopreci-
pitaciones se llevaron a cabo durante 1 h en agitador raiadof C. En estos
ensayos se tomaron 20 del extracto previo a la inmunoprecipitacibn como
extracto celular completdCE). El material inmunoprecipitado fue liberado en
una Unica elucién con 50L de tampoén de elucion (Tris-HCI 50 mM pH 8.0,
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Tabla 5.2 Secuencias de oligonucfitidos empleados en la detecth de regiones de
cromatina especificas.

Nombre Secuencia (543 Tamaiio
producto (pb)

Ty5-s  GGT ATC GAG ACC GCT GCT GAA TAT G 225
Ty5-a CAG AGA CCC TTC CAA GCG AAT CAT G

FUS1-s CAT GTG GAC CCTTTC AAAAC 280

FUS1-a TGATGGCTTATATCCTGCTC

CLB2-s GGA AAT AGC CGC CAA AAG AC 255

CLB2-a CTG AAA CTC TAT GCC CAT GC

EDTA 1 mM, SDS 1 %). El desentrecruzamiento se realizb em@sdo adicio-
nando otros 5QIL de tampbn de elucion e incubando 8 h &65La purificacion
del DNA coinmunoprecipitado comenz6 con un tratamientd ¢ea 37C con
150 g de proteinasa K para las muestras inmunoprecipitadad) ydlpara las
muestras d@VCE Durante este tiempo se adiciond 30 g@e glucégeno alas
muestras inmunoprecipitadas o al extracto total, resangnte. Se realizaron
dos extracciones con fenol-cloroformo (1:1), una con fetmioformo-alcohol
isoamilico (25:24:1). Seguidamente se precipitd el DNtadite 15 min con eta-
nol y 0.04 volimenes de NaCl 5 M. El DNA se resuspendit6 firealt@ en 30
pL de 0.33pg/UL de RNasa libre de DNasas en TE para su incubacion durante
30 min a 37C. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo comll<e mues-
tra, en volumenes finales de Rk con Taq polimerasa (TaKaRa) y su sistema
de tampbn correspondiente. Los oligonucleétidos sdidiem para obtener pro-
ductos de 140-420 pb (tabla 5.2). Las mezclas de oligoatidies” se ajustaron
empiricamente para obtener sefiales equilibradas de tosiproductos.

El programa de PCR utilizado const6d de un ciclo de 4 min“C94 min a
53Cy 2 min a 72C, seguido de 30 ciclos de 1 min a°@ 1 min a53C y 2
min a 72C, y fue finalizado con una extension de 7 min ag2
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5.2.4. Extraccbn de RNA total, marcaje radiactivo de
muestras e hibridacbn de macrochips

Las células fueron crecidas una noche &36n 50 mL de medio YPD hasta
fase de crecimiento exponencial (Bfg=0.5). La extraccion de RNA se llevb a
cabo como se describe por Sherneamal. [309], pero empleando un dispositivo
multi-muestras automatico (Fast Prép, BIO 101) para la rotura de las células.
El cDNA de levadura se marco e hibridd en macrochips falids en membranas
de nailon, como se ha descrito en la literatura anterioren@32].

5.2.5. Cuantificacon de las s@ales de hibridacbn y pro-
cedimientos de normalizaddn

La adquisicion de imagenes se realiz6 enRiosphorimager=LA-3000
(Fujifilm), y se cuantifico la sefial empleando el progranmapVision 7.0 (Ima-
ging Research Inc.). Para ello se tomo la densidaslitistracted Artifact Remo-
ved Mediano sARM (a la que se le ha sustraido la sefial de fondo comespo
diente) como sefial. Los niveles de transcritos superibis veces al fondo se
consideraron datos validos y se normalizaron. El proceseodmalizacion y la
medida del nivel de significancia para cada marco de lechiesta lo efectud el
programa ArrayStat (Imaging Research Inc.). Las hibriaes del cDNA se so-
metieron a una normalizacién doble: entre dos condicigmegantevs. silves-
tre) y entre réplicas. La reproduciblidad de las réplfca&scomprobada conside-
rando los datos como independientes y permitiendo al pmgytamar un nume-
ro minimo de réplicas validas de dos para calcular losreal promedio de cada
gen. La prueba estadistica test Z para normalizar los éatos condiciones y el
coeficiente de correlacion fueron calculados por meditarativa y corregidos
por la prueba estadistica de la tasa de descubrimienwssffdalse Discovery
Ratg, para estimar los errores estadisticos asociados a edd.g blsque-
da de la Ontologia Génic&€ne Ontology, GPDse realizd en la interfaz web
de la Base de Datos degaccharomyceéSGD) (http://db.yeastgenome.org/cgi-
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bin/GO/goTermFinder). S6lo se consideraron categaigsficativas aquellas
cuyos valore$ son inferiores a 10%. El nlimero de acceso GEO para la serie de
quince hibridaciones individuales de macrochips es GS£243



195

5.3 Resultados y discugin®

5.3.1. Ladeledbn del genHAT2 produce un incremento
en la esperanza de vida

Uno de los objetivos del presente trabajo fue la blsquedaaéuncion para
las proteinas participantes del complejo HAT B. La deleaé genes codifican-
tes de componentes de diferentes complejos HAT produdetdstenotipos y
en algunos casos la letalidad (por ejemp!®A). Sin embargo, en el caso de
los geneHAT10 HAT2no se ha descrito ningln fenotipo directo causado por
su mutacion. Tan so6lo se ha descrito un defecto de silemnerdo telomérico en
mutanteshatlA o hat2A combinados con determinadas sustituciones de lisinas
por argininas en el extremo amino terminal de la histona H&8ldque existe
un claro vinculo entre el silenciamiento transcripciontd longevidad ers. ce-
revisiae y teniendo en cuenta los precedentes conocidos de alguba€gly
su influencia sobre la esperanza de vida [283], procedimosl&ar el efecto
de las mutaciones de los gert¢#&T1y HAT2sobre la vida media de este orga-
nismo. Para ello, se delecionaron los genes mencionados femdio genético
S288c (YPH250), y se determind la vida media tanto de la sépastre como
de las cepas mutantes resultantes. En la fig. 5.1 se muesdregsliltados obte-
nidos. Se observa un incremento del 30 % en la vida media delntednat2A
(de 13 a 17 generaciones) en comparacion con la cepa gglyesentras que el
mutantehatlA no muestra cambios significativos en su vida media. El sisali
de la vida media del doble mutarttatlAhat2A presenta una extension en la es-
peranza de vida de 4 generaciones (fig. 5.1B), es decir, otigersimilar al del
mutantehat2A. En nuestro laboratorio, también se ha analizado el efdetia

1L os resultados obtenidos en el presente apartado son elgtoode la colaboracion con O.
Antlnez y J.E. Pérez-Ortin. En particular, los experitas sobre el transcriptoma de cepas mu-
tantes fueron realizados por dichos investigadores. Susidn en este trabajo obedece a que los
experimentos de vida media y de transcriptoma fueron @iz coordinadamente, y en busca de
una funcion alternativa para la proteina Hat2.
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Figura 5.1Efecto de la deleddn de gene$1 AT sobre la vida media de la levadurss.
cerevisiae. La vida media replicativa de los mutantes simplatlA (BQS1200) yhat2A
(BQS1205)(A), y de los dobles mutantdsmatlAhat2A (BQS1341)(B) y sir2Ahat2A
(BQS1433)(C) fue analizada y comparada con la cepa parental silvestrelZ%®) o
la cepasir2A (BQS1431). El numero total de células hijas producidasgtibcélulas
virgenes fue evaluado para el analisis de cada cepa. Eépm@je de células vivas se
representa en funcion de la edad expresada en generadimbsbo diferencias sig-
nificativas entre las vidas medias de las cepas silvestredesuadahatlA, o entre
sir2AA y sir2Ahat2A. Las diferencias entre la cepa silvestreat2A y entre la silvestre y
hatlAhat2A fueron significativasf@<0.001).
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Figura 5.2La sustitucion de la lisina 12 de la histona H4 por una arginina no afecta

a la esperanza de vida dé&. cerevisiae. La vida media de la cepa silvestre UCC1111,
y la que contiene la version de la histona H4 no acetilabl@adisina 12 (UCC1111
pMP14) han sido analizadas por A.B. Ruiz-Garcia.

delecion deHIF1, otro componente del complejo HAT B, sobre la esperanza de
vida de la levadura, no encontrandose en este caso dii@saespecto de la ce-
pa silvestre [310]. Para descartar que las diferencias egldaidad de division
celular afectaran a la determinacion de la vida media dedpas mutantes, se
realizaron estudios sobre sus velocidades de crecimisintdallar diferencias
significativas respecto de la cepa silvestre.

Dado que el complejo HAT B acetila preferentemente la lidigade H4, a
continuacion se analiz6 la vida media de una cepa con wivede la histona
H4 que posee la lisina 12 sustituida por arginina, aminmabiasico pero no
acetilable. Los resultados (fig. 5.2) no revelan difereneatre esta cepa y la
cepa silvestre, indicando que el incremento de la vida measarvado en las
cepashat2A o hatlAhat2A no se debe a la incapacidad de acetilar la lisina 12
de H4. Este resultado esta de acuerdo con que el mutatt&, que afecta a
la subunidad catalitica del complejo HAT B, no posea unamsiza de vida
alterada. Todos estos datos sugieren que Hat2p pueda defssmajguna funcion
en la célula independiente de la actividad HAT del comptéfd B. Esta es la
primera vez que se demuestra la existencia de un fenotipoedifial directo
para una subunidad del complejo HAT B.

Por otro lado, Sir2p previene el envejecimiento prematuarteeadura y se
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ha definido como un factor limitante que promueve el silen@ato en regiones
teloméricas y rDNA[90]. Se cree que la cantidad de Sir2d ao@eolo se incre-
menta con la edad para compensar parcialmente los elevagtesrde circulos
de rDNA extracromosOmicos, existiendo una competendi@ ehtelomero y el
nucleolo por Sir2p [311, 312]. Tanto la mutacigir?A comohat2A acompafiada
de sustituciones en el extremo amino terminal de H3, prodafaxtos similares
sobre el silenciamiento telomérico [305]. Sin embargs, femotipos relaciona-
dos con el envejecimiento son contrarios, puestosjtBA muestra una fuerte
disminucion de su vida media replicativa [283, 282]. Conlgktivo de estudiar
si las funciones que realizan Hat2p y Sir2p implicadas eregltenimiento de la
esperanza de vida, se encontraban relacionadas entnalgaeos la vida me-
dia replicativa de un doble mutans&#2Ahat2A en comparacion con un simple
mutantesir2A. En este caso observamos que el doble mutante presenténebmi
fenotipo que el mutantsir2A (fig. 5.1C), demostrando qu&iR2tiene un efecto
epistatico dominante sobHAT2

5.3.2. Anmalisis de la funcbn de HAT B en la retencbn de
Sir2p en telomero

Sir2p es requerida para la formacion de heterocromatirlaseregiones si-
lenciadas en levadura (telometo¢i HM y rDNA) [90]. Se cree que Sir2p pre-
viene el envejecimiento prematuro gracias a su capacidadtdblecer estructu-
ras heterocromatinicas, especialmente en el nucleatmdaompediria la recom-
binacion homologa débcusaltamente repetitivo de rDNA, y por tanto la forma-
cion de circulos de rDNA extracromosémicos [279]. Poegte se ha descrito
una redistribucion de proteinas SIR del telomero alenlol relacionada con la
extension de la esperanza de vida [312], se exploro lditidsid de que algu-
na de las proteinas del complejo HAT B participara en esiegso. Aungue la
heterocromatina esta generalmente hipoacetilada [20t3palmente alguna de
las proteinas del complejo HAT B podria tener un papel eatkncion de Sir2p
en el telomero. Sir2p desacetila especificamente H3KB1M43 H4K16 [281],
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Figura 5.3.La desacetilacon de H3K14 en el tebmero es dependiente de Sir2p.
Se muestran los ensayos de inmunoprecipitacion de cnoanaiin un anticuerpo contra
H3K14 acetilada de la cepa silvestre (W303-1a) y las cepaantassir2A (JRY4470) y
hatlA (BQS1173). El retrotransposon de levadura Ty5 se encuentel brazo izquierdo
del subtelomero del cromosoma IlIGLB2es un control de region no silenciada. Como
control, se realizaron PCRs con muestras procedentes @et@stinmunoprecipitados
sin anticuerpo (-Ab), o extractos totales de células (WCE)

pero también se ha demostrado que puede desacetilardsstoetiladas por
Esalp o Hatlpn vitro [298]. Para determinar si las lisinas sustrato de Sir2p y
Hatlp se encontraban relacionadas, se realizaron ensayiosndnoprecipita-
cion de cromatina utilizando anticuerpos contra H4K12Zikok (la principal
diana de HAT B) y contra H3K14 (la principal diana de Sir2pard&compro-
bar el estado de acetilacion de las posiciones H3K14 y H4€l2mplifico el
DNA correspondiente a una region telomeérica (retrofpaeén Ty5 integrado en
una localizacién subtelomérica) y a regiones control enptores de genes no
telomérico que no sufren silenciamiento heterocron@i(CLB2y FUSJ).

Lafig. 5.3 muestra los resultados de la inmunoprecipitac@n un anticuer-
po contra H3K14 acetilada. Como era de esperar, la dele®@IR2produce
un incremento de la acetilacion de H3K14 en los telomensicando que esta
desacetilasa esta implicada en la desacetilacion depesteionin vivo. En la
misma fig. 5.3 se puede observar que la delecibhlA€1 no parece afectar al
estado de acetilacion de H3K14. Por otro lado, la inmurmpitacion con un
anticuerpo contra la H4K12 acetilada en una cepa con eS¢feAdelecionado
(fig. 5.4A y B) demuestra que Sir2p participa en el mantemioiglel estado
hipoacetilado de este residuo en el telomergivo. La capacidad de Sir2p pa-
ra desacetilar esta posiciimvivo no habia sido descrita previamente. Ademas,
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Figura 5.4.Sir2p esta implicada en la hipoacetilacon de H4K12 en tebmeros. (A)

y (B) Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromdgrias cepas silvestre
(W303-1a), y mutantelatlA (BQS1173)hat2A (BQS1172) hiflA (BQS1184)sir2A
(JRY4470) ysir2Ahat1A (BQS298), empleando un anticuerpo contra la H4K12 acetila-
da. Los controles son los mismos que los empleados en la3iguito conFUS1 (C)
Extractos de cepas con Sir2p etiquetada con epitopos HAlEamteshatlA (BQS1173)

y hat2A (BQS1439), fueron inmunoprecipitados con anticuergdA. Como control se
realizaron PCRs de inmunoprecipitados de extractos descapatiqueta, o de extractos
totales de células (WCE)
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la delecion de los genes codificantes de las proteinasajoein el complejo
HAT B (HAT1, HAT2e HIF1) no produce ningln efecto en el estado de acetila-
cion de H4K12 en regiones teloméricas (fig. 5.4A). Asinosel doble mutante
sir2AhatlA muestra niveles de acetilacion en H4K12 en el telomeeatidos a
los del simple mutantsir2A (fig. 5.4B), indicando que no es HAT B la respon-
sable de esta acetilacion. Formalmente restaba la pdaibitle que el complejo
HAT B retuviera a Sir2p efhoci teloméricos a través de un mecanismo no re-
lacionado con su actividad HAT. Por ello se analizb la lize&ion de Sir2p en
regiones subteloméricas en cepas con deleciones de garios genes que codi-
fican para componentes del complejo HAT B. Los resultadosstrareque ni la
ausencia de Hatlp ni la de Hat2p producen una disminucitenut@dn de Sir2p

al telomero (fig. 5.4C). Todos estos datos apuntan a queiste esolapamiento
en los lugares de actuacion de HAT B y Sir2p en los telometos union de
Sir2p a regiones subteloméricas es mediada por Hat2p,dalgsicarta que el
incremento de esperanza de vida de la dega2A esté causado por una mayor
disponibilidad de Sir2p en el nucleolo en este mutante. Ha t@so, el incre-
mento de la esperanza de vida de la ckatA representa el primer fenotipo
directo puesto en evidencia para un componente del compijoB, asi como

la Gnica caracteristica diferencial entre Hatlp y Hat2p.

5.3.3. Efectos de la deledn de los gene$HAT1y HAT2
en el perfil transcripcional

Con objeto de analizar las posibles funciones que pudieraezjHat2p de
forma independiente a Hatlp se procedi6 a realizar urisemde expresion de
los mutantedatlA, hat2A y del doble mutant@atlAhat2A, con la esperanza de
gue las diferencias funcionales se reflejaran en el perfistripcional.

Los transcriptomas se obtuvieron para cada cepa a partiraiétidos en
YPD en fase de crecimiento exponencial, y se comprob6 daeedtes colonias
de los mutantes de delecion generan los mismos resultados.
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En una primera observacion los niveles de mRNA de los mesdretlA
0 hat2A no resultan muy distintos de los niveles de la cepa silvegaeue
sblo se sobreexpresan o infraexpresan del orden de meh@%ade los ge-
nes (fig. 5.5 Ay B). Sin embargo, se detecta una diferenciecomatytre ambos
mutantes simples cuando se represéati2A frente ahatlA, con un nimero de
genes con expresion diferencial entre ambas cepas unas eaees superior a
la comparacion de los simples mutantes con su silvestoeidbindica que éstos
se diferencian mas entre ellos que cada uno frente a la tepstre (fig. 5.5 C).

Con el fin de determinar si las diferencias entre los perfisstripciona-
les de ambos mutantes eran el reflejo de la regulacion des gepdicados en
procesos celulares especificos, se realizd una bus@@dduchos de los ge-
nes expresados diferencialmente en los mutamaei\ y hat2A (hat2A/hatlA)
corresponden a categorias GO enriquecidas especifitaufiainla 5.3).

Es importante resefiar que, en una comparacion entre dokcmmes de
crecimiento o entre dos cepas de genotipo distinto, lagaassGO dan infor-
macion sobre la cantidad de genes de una categoria o guapiiial que se
ven afectados de forma diferencial. Los genes de un grupaeuaefine como
sobreexpresado o enriquecido, contienen niveles de mRNériswes a los de
la condicibn control o genotipo de referencia (generabmeiivestre) y los ge-
nes de un grupo que presenten niveles de mMRNA inferioresdeltzscondicion
control o genotipo de referencia se engloban en el terméngrdpo o categoria
reprimida o enriquecida. Esto implica que cuanto mayor seamero de ge-
nes pertenecientes a una categoria que se comporten deb misedo frente a
la condicion control o genotipo de referencia, mayor $arseguridad (expre-
sada erP) de que estos genes se estén viendo afectados en su cqojuriéo
mutacion o condicion de nuestro experimento, y por taatarslos correspon-
dientes a la categoria que la Ontologia Génica detertnijze estadisticamente
se ha visto mas alterada. Sin embargo, una inspeccithadetale los niveles
de expresion de los genes que muestran cambios signifisa&ivre ambos mu-
tantes (hat®/hatlA) revela que muchos de ellos se comportan de manera similar
en una comparacion con la cepa silvestrat{A/wt o hat2A/wt) 2. El hecho de

2http://scisie.uv.es/chipsdna
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Figura 5.5.Comparacion de los transcriptomas de los mutantebat. Los transcrip-
tomas de los mutant€8) hatlA (BQS1200)(B) hat2A (BQS1205) y(D) hatlAhat2A
(BQS1341) fueron analizados y comparados respecto dalctiptoma de la cepa sil-
vestre (YPH250). Cada panel contiene la representacidosdéatos significativos de
expresion de los genes de las dos cepas de levadura. aagméstan en escala lo-
garitmicay la correlacion de Pearson de la regresi@alise muestra en cada una. Los
genes en rojo son aquellos expresados diferencialmemteanbas cepas. Los nUme-
ros en ambos lados de la nube de puntos representan los gbnesegulados (bajo la
nube) o infrarregulados (sobre la nube) en la cepa repat@en abscisas respecto de
la cepa representada en ordenadas.

gue los niveles de expresion de ambos mutantes simpleg faclos de la ce-
pa silvestre lfatlA/wt o hat2A/wt) presenten una variacion menor que la de uno
frente a otro, causa que no se detecten muchas categoriast@dsticamente
enriquecidas para el mutaritatlA (hat2A/wt), y ninguna para el mutantet2A
(hat2A/wi).

No obstante, en el caso del doble mutdmeAhatlA, éste presenta grandes
cambios en el transcriptoma respecto del de la cepa sivésaista un 30 % de
los genes se expresan diferencialmente segln el angditsidistico. Las cate-
gorias GO de los genes sobreexpresados e infraexpresa@ébsi@le mutante
guardan mayor parecido a los del mutah&tlA que a los del mutanteat2A,
pero las variaciones en el nivel de expresion son mas dasisael numero de
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Tabla 5.3Resumen de perfiles transcripbmicos comparativosSolo se muestran las
categorias GO significativa® « 10-4) y el nimero de genes para cada categoria. La
comparacion déat2A frente a la cepa silvestre (YPH250) no mostro categoiipsfis
cativas.

Genes sobrerregulados Genes infrarregulados

Categoria GO P #genes Categoria GO P #genes
hatlA/YPH250

Plegamiento de proteina 9460 6 6 Biogénesis de ribosomas ~ 6:390 15 27
Transporte de poliamina 7.¥40°° 3

hatlAhat2A/YPH250

Metabolismo de aminoacidos 2930 10 64 Biogénesis de ribosomas 1370 20 80
Metabolismo de alcoholes 5.210°7 35 Crecimiento celular 9.6410°° 300
Glicolisis 1.12<10°© 14

Transporte 2.7910°6 179

hat2A/hatlA

Biogénesis de ribosomas 2:920 49 93 Plegamiento de proteinas %108 15
Crecimiento celular 3.2610°8 181 Rutas energeéticas 708 31

genes afectados es mayor en el doble mutante. Es decir,daiaiehat2A en
una cepdatlA potencia alin mas el fenotipo transcripcional del simpleamte
hatlA.

En resumen, los mutantéstlA y hat2A presentan un fenotipo transcrip-
cional claramente distinto cuando se encuentran en comeigide crecimiento
exponencial en medio rico. Esto sugiere que ambas subwiddel complejo
HAT B no se encuentran comprometidas en la ejecucion daigdés funciones.

5.3.4. Funciones de Hat2p independientes del complejo
HAT B

La Gnica funcion conocida de Hat2p antes de la realizad® este trabajo,
consiste en potenciar la actividad HAT de Hatlp. Sin embdagoresultados
obtenidos en cuanto a esperanza de vida o transcriptomasitantes apuntan
hacia la posibilidad de que Hat2p esté implicada en pracad@ionales inde-
pendientes de Hatlp. Hat2p debe poseer funciones adiesopaftque si Unica-
mente facilitara la acetilacion por Hatlp, primero, l@scriptomas de ambos
mutantes simplebatlA y hat2A serian similares, y en segundo lugar, la muta-
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cion dehat2A no modificaria el transcriptoma thatlA en el doble mutante. Por
otro lado, las diferencias observadas entre los transaongs déhat2A y el doble
mutantehatlAhat2A, entre las que se advierte que los genes de rutas enesgética
estan infrarreguladas en el mutahst2A y sobrerregulados en el doble mutante
hatlAhat2A (tabla 5.3), sugieren que Hat2p podria actuar regulandative-
mente la actividad de Hatlp (fig 5.6). La comparacion emtescriptomas de

los simples mutantes apoyaria esta Ultima hipotesie. $plo Hat2p afecte a la
vida media indicaria que la funcion de Hat2p independieietHat1p no requiere

de la actividad HAT del complejo HAT B.

& Otras Otras
funciones? funciones

HATB

Figura 5.6 Modelo propuesto para las relaciones funcionales entre Hap y Hat2p.

Las proteinas Hatl, Hat2 e Hifl interaccionan fisicamgrfuncionalmente, formando
el complejo HAT B. El hecho de que Hat2p, pero no Hatlp, modutangevidad sugiere
que Hat2p puede tener funciones adicionales en la célatatPo lado, los analisis del
transcriptoma de los mutantést también sugieren un efecto regulador negativo de
Hat2p sobre Hatlp.

Otra posibilidad es que el incremento de esperanza de vizacdpahat2A
se deba a efectos sobre el silenciamiento heterocrommtiBin embargo, las
mutaciones d&lAT1y HAT2combinadas con mutaciones de residuos especifi-
cos de lisina en histona H3 producen el mismo defecto decslemento, por lo
gue no existe un comportamiento diferencial entre Hatlp t2pigue explique
el aumento de la esperanza de vida.
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Anteriormente se ha sugerido que la redistribucion depSarre telomeros
y rDNA ha sido considerada como posible causa de la mayorasede vida
del mutanteéhat2A pero, como se ha visto, no se ha encontrado ninguna relacion
Al no existir tampoco una vinculacion entre los genes cuxymasion es afectada
por las mutacioneslAT y la localizacion subtelomérica de Sir2p, resulta poco
probable que la funcion especifica de Hat2p esté impichcbctamente con el
silenciamiento de la cromatina. Sin embargo, el efectaéaes deSIR2sobre
HAT2sugiere que Hat2p afecta a la esperanza de vida dentro der@amita,
pero en una etapa posterior a la que afecta Sir2p.

Un mecanismo alternativo en el que podria participar Hat2pl envejeci-
miento es en restriccion calbrica. Se sabe que el trgoteora de un mutante
sir2A es el opuesto al de restriccion calbrica [287]. Aunqueotanf exacta en
la que Sir2p promueve la extension de la esperanza de vidareliciones de
restriccion calérica es controvertida [281, 287, 292]ceee que la restriccion
calorica produce cambios en la actividad de Sir2p, que &safectan a la vida
media. Si la mutaciohat2A causara un fenotipo transcriptbmico opuesto al de
sir2A, es decir, un fenotipo de restriccion calérica, estodada la implicacién
de Hat2p en esta ruta molecular. Sin embargo, no se ha eadorgimilitud al-
guna entre el transcriptoma Hat2A y el fenotipo de restriccion calérica. Otra
posibilidad seria que la mutacidrat2A cause un estrés suave endbgeno que es
detectado por Sir2p.

En conclusion, a pesar de que las proteinas Hatl y Hat®ipart en pro-
cesos comunes como la acetilacion de H4K12 en histonass]ilnuestros re-
sultados sugieren que podrian desempenfar otros papelesigologia celular.
Esto representaria un ejemplo mas de complejos HAT costipggipor subunida-
des que participan en distintas funciones. Es el caso, pondg, de la proteina
Tafl4p de NuA3. Como ya se ha comentado, esta proteinaiparén otros cua-
tro complejos con distintas funciones: los complejos regtaatbres de la croma-
tina (INO80 y SWI/SNF), y los factores transcripcionalesdias TFIID y TFIIF.
Asi, HAT B también seria un complejo formado por subudetaimplicadas en
diversas funciones.
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Parte 6

Conclusiones finales
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1- Laintroduccion de una etapa cromatografica adiciona anipliacion del
rango del gradiente salino en la cromatografia de intebe@amionico, permite
detectar con el sistema desarrollado en nuestro labavattws actividades HATs
especificas principalmente por la histona H3 libre y nusdetal en la region de
alta fuerza ibnica: HAT A4-l y HAT A4-Il.

2- El complejo HAT A4-1 mayoritario posee una masa moleculaozipnada
de 200 kDa y es capaz de acetilar las lisinas 9, 14 y 18 de lankidti3. EI
complejo HAT A4-ll posee una masa molecular aproximada de2aM su
especificidad es idéntica a la de A4-l, salvo en que acetditantayor intensidad
lalisina 18 que la9 o la 14 de H3.

3- La acetilacion de la histona libre H3 en la region de @lnae HAT A4-I
depende de Sas3p, y de otra actividad que coeluye con estdejor(A4-I-
Gcenb-dep), mientras que la acetilacion sobre H3 nucleakpor A4-1 parece
depender exclusivamente de Sas3p.

4- La purificacion de las proteinas que presumiblementedarel complejo
HAT A4-I (Sas3p, Tafl4p e Ynglp) mediante TAP, apunta a gte &smplejo
esta formado por Sas3p, Tafl4p, Ynglp, Ntolp e YIr455wp.

5- La acetilacion de H3 libre y nucleosomal por parte de HATIAdepende
absolutamente de Genb5p. También depende de Gen5p el gomdld-Genb-
dep, que coeluye con A4-1, y es responsable de la acetilatbre H3 libre en
cepassasd.

6- El complejo HAT A4-1-Gcn5-dep comparte caracteristicas el comple-
jo SALSA/SLIK (Gen5p como subunidad catalitica, Spt7ptrada y presencia
de Rtg2p), mientras que el complejo A4-Il comparte algurtas SAGA, pero
difiere en aspectos importantes, como no poseer una actividasta sobre la
histona H3 nucleosomal y contener Rtg2p.

7- El complejo HAT A1l muestra una actividad preferencial sdiiey H3,
y en menor medida por H2A y H2B libres, que depende de la pcesele la
proteina Esal funcional. Ademas, una actividad no oaniaetda coeluye con
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Aly posee actividad especifica por un producto de degradal histonas.

8- Los gene€ELP3 HPA2 SAS2y NUT1no parecen codificar subunidades
cataliticas HAT de los complejos identificados ®ncerevisiaen nuestro labo-
ratorio.

9- Se ha desarrollado un método de ChIP-chip basado en la&don del
material inmunoprecipitado en macrochips de ORFS.d®erevisiagque permite
la deteccibn de proteinas que se asocian a regiones andéiftce intergénicas, Si
bien en este (ltimo caso la probabilidad de deteccionidisye al aumentar la
distancia entre el lugar de asociacion de la proteina yR& @roxima.

10- Cuando las HATs Gcenbp, Elp3p, Hpa2p, Sas3p, Sas2p y Nuthgree
pan segln las regiones genbmicas a las que se unen, seaofgerGen5p y
Sas3p son las mas proximas, existiendo una correlacire & asociacion de
Sas3p y Genbp al genoma de levadura.

11-Las principales dianas de Sas3p y Gcn5p son genes activaimamscri-
tos, como los ribosomales, lo que indica que ambas HATs spadan de ma-
nera similar en cuanto a su asociacion a cromatina. Adéamas Sas3p, como
Gcenbp, presentan una tendencia a unirse con mayor intenaiganes de ma-
yor tasa de transcricpion, lo que los clasifica como reguitgitranscripcionales
generales.

12- Las regiones del genoma a las que se unen Sas3p y Gen5p se halla
correlacionadas positivamente con el nivel de acetitacié la lisina 14 de la
histona H3. La deleciobn d&CN5provoca que la acetilacion de esa posicion
disminuya especialmente en las regiones en las que GecnSopcia an la cepa
silvestre, indicando que Genb5p es directamente respansiabésa acetilacion.

Por el contrario, la delecion d8AS3incrementa el nivel de acetilacion en la
lisina 14 de H3 de las regiones a las que se asocia en la cepstisl

13- Sas2p, Nutlp y Hpa2p no muestran caracteristicas propits degula-
dores transcripcionales generales. Estas tres proteénasocian a regiones del
genoma empobrecidas en lisina 14 de la histona H3 acetlladaodesta corre-
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lacion positiva de la asociacion de Elp3p con la activigadica indica que Elp3
se comporta como un regulador general débil, aunque suaaEot tampoco
esta relacionada con la acetilacion de la lisina 14 desimha H3.

14-La proteina Hat2, perteneciente al complejo HAT B, edticienada con
el mantenimiento de la longevidad 8ecerevisiae.a delecion dé&1AT2provoca
una alargamiento de la vida media de la célula respectoackplasilvestre. Esta
mutacion no puede compensar la disminucion de la esped@mzida causada
por la mutacion dSIR2 Sin embargo, la delecion #AT1, subunidad catalitica
de Hat2p, no afecta a la longevidad $lecerevisiae

15- Las proteinas del complejo HAT B (Hatlp, Hat2p e Hifp) no szspon-
sables de la acetilacion de la lisina 12 de la histona H4gieiones teloméricas
asociadas a Sir2p. La union de la HDAC Sir2p al telomergtaoo depende de
Hatlp o Hat2p.

16- La proteina Hat2p desempefia funciones adicionales alaohplejo
HAT B. Estas funciones implican al menos la regulacion dengevidad ers.
cerevisiae y también podria regular negativamente la funcion d&lplasegln
los datos transcriptdbmicos de los mutartiatlA, hat2A y hatlAhat2A.
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