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Introduccién general

El alto grado de complejidad que existe en los seres vivos, ha
llevado a la busqueda de herramientas adecuadas para su estudio.
Desde hace mdas de un siglo, se han utilizado organismos que
permiten responder de manera mds simple a los interrogantes sobre
los mecanismos bioquimicos, genéticos y fisiologicos de la vida. Para
poder abordar estudios genéticos sobre las funciones nucleares en las
células eucariotas se han establecido varios organismos modelo
genéticos que son capaces de reproducirse en grandes cantidades a
través de ciclos de replicacion cortos.

A lo largo de esta tesis doctoral se ha tomado como base para
nuestros  estudios la levadura  Saccharomyces  cerevisiae.
S. cerevisiae es un hongo unicelular de 5 pm de didmetro, que se
divide cada 90 minutos aproximadamente a través de un proceso de
gemacién, de manera que es relativamente sencillo hacer
seguimientos durante varias generaciones. Una de las caracteristicas
que convierte a la levadura en un perfecto organismo modelo
genético es el proceso de recombinacién homdloga del DNA. Este
proceso proporciona la capacidad para mutar su genoma y manipular
de manera dirigida la expresidon génica de la levadura y estudiar los
fenotipos resultantes. La alta conservacion evolutiva de los sistemas
biolégicos eucariotas permite extrapolar los datos obtenidos en

levadura a sistemas mas complejos como el de las células humanas.

1. LA ORGANIZACION DE LA CROMATINA EN

S. cerevisiae

El genoma haploide de la levadura Saccharomyces cerevisiae
haploide contiene 12.000 Kb de DNA que se organizan en 16
cromosomas cuyo tamafio oscila entre 250 y 2500 Kb. Este material

genético se encuentra confinado en el nicleo que es un organulo
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redondeado de 1,5 pm de didmetro. El nucleo estd separado del
citoplasma celular por una doble membrana interrumpida por los
denominados poros nucleares. Los poros nucleares son estructuras de
50-100 nm de didmetro que interconectan los procesos que ocurren
en el nucleoplasma y en el citoplasma.

Hace casi dos décadas, el genoma de S. cerevisiae se convirtié
en el primer genoma eucariota secuenciado (Goffeau et al., 1996).
Actualmente, el numero de pautas de lectura abierta verificadas
(ORFs) es de 5102. Ademds de este numero de ORFs verificadas,
existen 719 ORFs sin caracterizar, 786 ORFs dudosas y otras
secuencias no codificantes. Estos datos junto con la escasez de
intrones y regiones intergénicas, hace que la densidad de genes
codificantes de proteinas en el genoma de este organismo sea
bastante alta (50 veces mas denso que el genoma humano)
(http://yeastgenome.org/; (Goffeau et al, 1996; Spingola et al,
1999)).

Si el genoma de una célula estuviese extendido de forma lineal
seria imposible estéricamente que pudiera confinarse en el nicleo
celular. Por ello el DNA genémico no se encuentra desnudo en el
ntcleo, sino que se organiza asociandose con unas proteinas llamadas
histonas. La organizacién polimérica que establece el DNA junto con
las histonas y otras proteinas para empaquetarse es lo que se
denomina cromatina (Hansen, 2002; Widom, 1998). La unidad
estructural de la cromatina es el nucleosoma (Kornberg, 1974). El
nucleo del nucleosoma estd compuesto por 146 pb de DNA
enrollados alrededor de un octdmero de histonas. Cada octdmero esta
formado por dos copias de cada una de las histonas: H2A, H2B, H3 y
H4. Los octdmeros se unen entre si a través de un fragmento de DNA
espaciador al que se asocia una quinta histona (H1), lo que conforma
el nucleosoma completo (Figura I1).
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Nucleosoma

Cromatosoma

Nucleo

DNA espaciador
DNA H1

Figura I1. Organizacién de la cromatina en nucleosomas. La unidad fundamental
de la cromatina es el nucleosoma. En conjunto, el octdmero de histonas H2B,
H2A, H3 y H4 forman el nucleo del nucleosoma. El ntcleo junto a la histona H1
se conoce como cromatosoma, que junto al DNA espaciador completa la

estructura minima de un nucleosoma.

Las histonas son proteinas pequefias (de 11 a 21 KDa segun el
tipo y el organismo) y conservadas en todos los organismos
eucariotas. Estas proteinas se caracterizan por contener una region
central con estructura de alfa-hélice conocido como dominio
histone-fold. Este dominio esta flanqueado por extensiones N- y C-
terminal que pueden exhibir conformaciones mas flexibles y son muy
importantes para el plegamiento de los nucleosomas en estructuras
de orden superior. Estas extensiones o colas contienen una alta
densidad y diversidad de modificaciones postraduccionales que
afectan a las interacciones entre histonas dentro de un mismo
nucleosoma asi como a su asociaciéon con el DNA y otros factores
(Peterson & Laniel, 2004).

Las histonas poseen una alta carga positiva debida a numerosos
residuos de arginina y lisina. Esta carga permite al octdmero de
histonas interaccionar con el esqueleto fosfatado de la molécula de
DNA a través de su surco menor (Jansen et al., 2003). Asi, el DNA
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envuelve 1,65 veces cada octamero en forma de hélice. Debido a la
interaccidn tan estrecha que establecen histonas y DNA, la cromatina
no es simplemente una estructura para compactar el DNA, sino que
actia como centro de sefalizacién para todos los procesos
relacionados con el DNA, incluyendo replicacion, transcripciéon y
reparacion de dafios. De este modo, es posible controlar tanto la
composicién como la densidad y posicién de cada nucleosoma a lo
largo del genoma. Estos procesos se pueden controlar a través de las
modificaciones postraduccionales de las histonas, la incorporaciéon de
variantes de histonas en los nucleosomas, las chaperonas de histonas

y los complejos especializados en remodelar la cromatina.

La organizacidon espacial de los cromosomas en el nucleo
eucariota no es aleatoria. Existe una distribuciéon topologica
determinada del genoma que juega un importante papel en la
regulacién de la informacién genética. La distribucién de genes
especificos en pequerios territorios cromosémicos en el nucleo de la
levadura es importante para establecer interacciones entre un gen con
otros genes, con el nucléolo o con la membrana nuclear (Meaburn &
Misteli, 2007). De esta forma, la compartimentalizacion funcional del
genoma permite separar regiones activas de regiones inactivas,
permitiendo regular sus niveles de expresion (Lanctot et al., 2007). La
estructura de la cromatina afecta directamente al estado de activacion
o represion de una regién concreta del genoma, con zonas activas
menos condensadas (eucromatina) y regiones inactivas mas densas
(heterocromatina) (Grunstein et al., 1995). Este estado de
condensacion afecta a las propiedades fisicas de dichas regiones y por
tanto, a la probabilidad de interaccionar unas con otras y a su
distribucidn espacial (Meaburn & Misteli, 2007; Tjong et al., 2012).
Asi pues, genes co-regulados pueden agruparse en los mismos
territorios, como es el caso del reguléon GAL, facilitando la
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interaccién con la maquinaria transcripcional que regula su
expresion (Brickner et al., 2012; Brown et al., 2008; Brown et al,
2006; Schoenfelder et al, 2010). Se han descrito regiones de
heterocromatina como los teldmeros que estdn silenciados a través de
su anclaje a la envoltura nuclear seguramente por la acumulacién de
factores de heterocromatina (Taddei et al., 2009). Sin embargo, otros
genes se localizan cerca de la envoltura nuclear bajo activacion
transcripcional a través de interacciones directas con el complejo del
poro nuclear (NPC), y de esta forma se facilita la exportacion de los
RNAs mensajeros (mRNA) del ntcleo al citoplasma (Cabal et al,
2006; Casolari et al, 2004; Taddei et al, 2006). El territorio
cromosdmico mejor delimitado es el nucléolo. En esta region se
encuentran distintos compartimentos en los que se da la
transcripcién de los RNA ribosémicos (rRNA) transcritos por la
RNA polimerasa I (RNAP I) y que permite la localizacién de los
rDNAs a suficiente distancia de los centrémeros (Mekhail & Moazed,
2010; Taddei et al., 2010). A pesar de todas las evidencias publicadas
al respecto de los territorios cromosdmicos, no es posible establecer
un unico modelo estructural que refleje fielmente las caracteristicas
espaciales del genoma de toda una poblacién dada la considerable
variabilidad encontrada entre células individuales (Tjong et al,
2012). Ademas los mecanismos moleculares que establecen la
organizacién espacial del genoma todavia no estdn claros (Meaburn
& Misteli, 2007).
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2. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES
IMPLICADAS EN LA EXPRESION GENICA

La cromatina tiene un papel esencial en todos los procesos que
requieren el acceso al DNA. La consecuencia principal de este hecho
es que la estructura debe ser muy dindmica y estar finamente
regulada. Las histonas, y las proteinas implicadas en la expresion
génica, pueden ver alterada sus propiedades a través de la adicién
postraduccional de pequefias modificaciones quimicas. En las
histonas estas modificaciones se dan principalmente en el extremo
N-terminal debido a que es el extremo que sobresale del nucleosoma,
aunque también se han observado modificaciones en C-terminal.
Estas modificaciones son uniones covalentes que afectan a las
interacciones fisicas dentro de cada nucleosoma y entre nucleosomas.

Las principales modificaciones postraduccionales que pueden
sufrir las histonas incluyen acetilacién, metilaciéon, ubicuitinacidn,
fosforilacién, sumoilacién y la isomerizacion de prolinas (Figura 12)
(Fuchs et al, 2009; Rando & Winston, 2012). Otro tipo de
modificaciones menos frecuentes incluyen la ADP-ribosilacion,
glicosilacién, biotinilacién y carbonilacién (Adamietz & Rudolph,
1984; Hymes et al., 1995; Liebich et al., 1993; Wondrak et al., 2000).
El conjunto de modificaciones que sufren las histonas se engloban
bajo el término de marcas epigenéticas. A pesar de que estas
modificaciones son estables y pueden perdurar varias generaciones,
casi todas ellas son reversibles y por lo tanto, como la informacién
epigenética se mantiene y se hereda de una célula madre a una hija es
objeto de intenso estudio en la actualidad (Eichten et al., 2014; Lim &
Brunet, 2013).
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Acetilacién Me /' Metilacién L P L Fosforilacion
Ubicuitinacién Sumoilacion Iso > Peptidil isomerizacion

Figura I2. Modificaciones postraduccionales de las histonas. Localizacién de
algunas de las modificaciones postraduccionales en los extremos amino-terminal

de las 4 histonas candnicas.

2.1. ACETILACION

La relacién entre la acetilacion y la regulacion de la
transcripcién fue propuesta hace 50 afios (Allfrey et al, 1964). Sin
embargo, la primera enzima acetilasa conocida en S. cerevisiae, Hat1,
no parecia tener ninguna relacién con la transcripcion (Kleff et al,
1995; Parthun et al., 1996; Travis et al., 1984). En este contexto, un
evento esencial en el estudio de la relaciéon acetilacidn-transcripcidon
fue la identificacion de Gecn5 como una enzima histona
acetil-transferasa (HAT) que previamente ya habia sido descrita

como factor importante en la activacion de la transcripcion (Berger et
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al., 1990; Brownell et al., 1996). De este modo, se demostré como la
delecion de una enzima HAT provocaba cambios en la transcripcion.
Los sustratos de Gen5 son las histonas H2B y H3, aunque también se
han descrito sustratos diferentes a las histonas, como la subunidad
Rsc4 del complejo RSC (VanDemark et al., 2007).

El segundo evento importante en el estudio de la relacion
acetilacion-transcripcion fue la identificacién en S. cerevisiae de
complejos proteicos con actividad HAT (Grant et al., 1997). Trabajos
simultdneos identificaron 4 complejos con actividad HAT, dos de
ellos con Gen5 como subunidad catalitica (Grant et al., 1997; Pollard
& Peterson, 1997; Saleh et al., 1997). El complejo mds estudiado y
conocido de los que contienen a Gcn5, es SAGA (Spt-Ada-Gens-
Acetyltransferase) un complejo multiproteico con funciones tanto en
iniciacién como en elongacién de la transcripcion (Koutelou et al.,
2010). En S. cerevisiae, Gen5 se encuentra en los promotores activos
de los genes (Robert et al., 2004) aunque también estd implicado en la
represion transcripcional de algunos genes en levaduras (Helmlinger
et al., 2008; Ricci et al., 2002).

Ademads de Gcens5, se han descrito otras 3 HATs en S. cerevisiae
llamadas Sas2, Sas3 y Esal (Clarke et al., 1999; Smith et al., 1998).
Sas2 forma parte del complejo SAS y participa en el silenciamiento
transcripcional de los telomeros (Kimura et al., 2002; Reifsnyder et
al., 1996; Suka et al, 2002). Por otro lado, Sas3 forma parte del
complejo NuA3, mientras que Esal es un componente del complejo
NuA4 (Allard et al., 1999; Grant et al., 1997). En contraste con Gcn5,
Esal acetila las histona H4, H2A y la variante de histona H2A.Z. Es
interesante el hecho de que NuA4 comparte algunas de sus
subunidades con otros complejos como SAGA/SLIK, Swi/Snf, RSC y
SWR1 (Allard et al., 1999; Doyon & Cote, 2004).
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Un aspecto interesante de estas enzimas modificadoras de
histonas es que muchas de ellas modifican otros sustratos diferentes a
las histonas. Por ejemplo, Gecn5 también regula a través de la
acetilacién la subunidad de RSC, Rsc4 (Choi et al., 2008; VanDemark
et al., 2007), y también alguna subunidad del complejo Swi/Snf (Kim
et al, 2010). Por otro lado, NuA4 tiene como sustratos varias
proteinas no histonas, como Pck1 (Lin et al., 2009). En mamiferos, el
ortélogo de Gens, PCAF, regula la actividad de p53 a través de sus
niveles de acetilacion (Barlev et al., 2001; Liu et al., 1999).

Ademads de las HATSs, varias enzimas histona desacetilasas
(HDAC) participan en la regulacion de la transcripcidn,
generalmente a través de su efecto represor (Krebs, 2007; Millar &
Grunstein, 2006). No obstante, también se han descrito casos en los
que participan activando la transcripcién (Sharma et al., 2007). A la
vez que se describié Gens, otro factor asociado a la represion de la
transcripcién, Rpd3, se identific6 como enzima desacetilasa de
histonas (HDAC) (Taunton et al., 1996).. Las HDACs son reclutadas
frecuentemente por un complejo represor llamado Cyc8/Tup1 (Davie
et al, 2003). De este modo, es el balance entre los niveles de
acetilacién y desacetilacién lo que va a determinar la regulacion final
de la transcripcion.

La acetilacidn de histonas no es importante solo en el inicio de
la transcripcién, sino también en la elongacién transcripcional a
través de la modificacion de histonas de las regiones codificantes de
los genes (Fuchs et al., 2009; Smith & Shilatifard, 2010). Los dos
complejos acetiltransferasa SAGA y NuA4 son reclutados a las
regiones codificantes donde acetilan nucleosomas durante la
elongacion transcripcional (Ginsburg et al, 2009; Govind et al,
2007a; Wyce et al., 2007). Concretamente, SAGA eleva los niveles de
histona H3 acetilada y esto provoca el aumento en la liberacién de los
nucleosomas, de los niveles de RNA Polimerasa II (RNAP II), y de
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mRNA del gen GAL1 (Govind et al., 2007a). Por otro lado, NuA4
acetila la histona H4 facilitando el reclutamiento del complejo
remodelador RSC y el desensamblaje de los nucleosomas, necesario
para la correcta elongacion de la RNAP II (Ginsburg et al., 2009).

2.2. METILACION

De todas las modificaciones de histonas, la metilacion es la mas
diversa en cuanto a numero de residuos diana, su potencial de
seflalizacién y el nimero de funciones bioldgicas que regula. Las
histonas son metiladas de manera reversible en los residuos de
arginina y lisina (Aletta et al., 1998; Comb et al., 1966). Los residuos
de lisina son capaces de aceptar hasta 3 grupos metilo formando
derivados mono-, di- y tri-metilados. Los residuos de arginina
pueden ser mono- o di-metilados. La mayoria de residuos
susceptibles de metilarse en las histonas son sitios canoénicos
conservados en todos los organismos (H3K4, H3K9, H3K27, H3K?79,
H3K36, etc...). Sin embargo, existen varios sitios no canodnicos
susceptibles de sufrir metilaciones (Green et al., 2012; Zee et al,
2011). Esta modificacién no altera la carga neta de las histonas pero
aumenta su basicidad e hidrofobicidad, aumentando la afinidad de
las colas de histonas por moléculas anidénicas como el DNA (Rice &
Allis, 2001).

Las metiltransferasas de histonas (HMTs) involucradas en la
regulacion transcripcional en S. cerevisiae son Set1, Set2 y Dot1. Estas
HMTSs son responsables de modificar la histona H3 en los residuos
K4, K36 y K79 respectivamente (Tabla I1). Al igual que en el caso de
la acetilacion, se han descrito distintas enzimas lisina-desmetilasas
(Rph1, Jhdi, etc...) y arginina-desmetilasas (hPADI4), capaces de
revertir la metilacion (Cuthbert et al., 2004; Klose et al., 2007; Tu et
al., 2007).
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Tabla I1. Principales enzimas metiltransferasas en levadura.

Metiltransferasa Residuo diana Principal funcion
Set1 (COMPASS) |K4 Activacion de inicio y elongacion transcripcional
Set2 K36 Regulacion de la elongacion transcripcional
Dot1 K79 Silenciamiento telomérico

Las funciones de la metilacion en la regulaciéon de la
transcripcion no estan totalmente esclarecidas y en la mayoria de los
casos su mecanismo de accidn se da a través del reclutamiento de
otros factores.

La metilacion del residuo K4 por Setl se asocia a la funcién del
complejo COMPASS y estd implicada en el inicio y elongacién de la
transcripcién (Krogan et al., 2003b; Miller et al., 2001; Nagy et al.,
2002). La dimetilaciéon de K4 se asocia tanto a genes activos como
inactivos, sin embargo la trimetilacion estd presente exclusivamente
en genes activos (Santos-Rosa et al., 2002). El reclutamiento de
COMPASS a los genes activos depende de la previa ubicuitinacion de
la histona H2B (Dover et al., 2002; Sun & Allis, 2002). Por otro lado,
existe un alto numero de proteinas de union a histonas cuya actividad
depende directamente de la metilacion de H3K4 (Eissenberg &
Shilatifard, 2010; Smith & Shilatifard, 2010).

La metilaciéon en K36 se da a través de Set2 y se asocia al
reclutamiento de la actividad de HDACs en la elongaciéon (Carrozza
et al., 2005; Keogh et al., 2005). Al igual que la trimetilacién en H3K4,
la trimetilacién en H3K36 se asocia de manera global a genes
transcripcionalmente activos. Set2 interacciona con la RNAP II
elongante y por tanto se recluta con ésta a las regiones codificantes de
los genes activos (Krogan et al., 2003b; Pokholok et al., 2005). Sin
embargo, la metilacion en H3K36 no es necesaria para la elongacion
sino para activar al complejo desacetilasa Rpd3 produciendo la
desacetilacion de los genes que se estan transcribiendo (Carrozza et
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al., 2005; Drouin et al., 2010; Govind et al., 2010; Joshi & Struhl,
2005; Keogh et al., 2005). De este modo, la metilacion a través de Set2
suprime la transcripcién espurea y mantiene la precision en la
transcripcidon de la RNAP II (Venkatesh et al., 2012).

Por ultimo, la metilacién en K79 a través de Dotl se da en
promotores y regiones codificantes de genes transcripcionalmente
activos, aunque su papel no estd todavia bien definido (Nguyen et al.,
2011). Originalmente esta modificacion se identificé relacionada con
el silenciamiento telomérico (Singer et al., 1998). A pesar de que de
forma similar a la metilacién en K4 y K36, la metilacién en K79 es
global, no existe correlacién entre los niveles de K79 metilada y los
niveles de transcripciéon en los genes estudiados. Al igual que la
metilacion en H3K4, la metilacién en H3K79 depende de la previa
ubicuitinacién de la histona H2B (Briggs et al., 2002; Wood et al.,
2003b). La metilacion en H3K79 bloquea los sitios de unién de
proteinas Sir. El complejo SIR se encarga de mantener el
silenciamiento en la cromatina y por tanto, la delecién de DOT1
provoca una unién indiscriminada de SIR a lo largo del genoma
alterando asi los niveles de silenciamiento de la cromatina (van
Leeuwen et al., 2002).

2.3. UBICUITINACION

Mientras que la acetilacién y metilaciéon adhieren a sus
sustratos una molécula pequeia, la ubicuitinacion afiade a la histona
una molécula de mayor tamafio (8,5 KDa, 76 aminodacidos). La
ubicuitinacién de histonas mas descrita es la monoubicuitinaciéon de
la histona H2B en la lisina 123 en levaduras (H2B-K123ub) o en la
lisina 120 en humanos (H2B-K120ub o H2Bubil). De manera
diferente a lo que ocurre con la poliubicuitinacién que sirve

principalmente para enviar las proteinas a degradacién mediada por
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el proteasoma, la monoubicuitinaciéon afecta a la funciéon de la
proteina y no a su estabilidad.

La ubicuitinacién estd catalizada por un sistema de 3 enzimas:
un enzima activador de la ubicuitina (E1), un enzima conjugante de
ubicuitina (E2) que actia como mediadora, y una ubicuitina ligasa
(E3) que confiere la especificidad de sustrato para la reaccién (Braun
& Madhani, 2012). La monoubicuitinacion en S. cerevisiae se da a
través del enzima ligasa Brel (E3) con la participacién de Rad6 como
enzima conjugadora (E2) y de Lgel (Hwang et al., 2003; Wood et al.,
2003a). La ubicuitinacion de la histona H2B parece ser el
desencadenante de una ruta ordenada de modificaciones de histonas
importantes para la regulacién de la transcripcién (Braun &
Madhani, 2012; Fuchs & Oren, 2014; Osley, 2004). Brel interacciona
directamente con activadores de la transcripciéon como Gal4 y se
recluta a los promotores estimulado por la actividad de Lge1 (Hwang
et al., 2003; Kao et al., 2004; Wood et al., 2003a). Una vez unido al
promotor, Brel recluta a Rad6. Sin embargo, para la
monoubicuitinacién son necesarios mas factores que activen a
Radé6/Bre1 (Osley, 2006; Weake & Workman, 2008).

La monoubicuitinacion de la histona H2B ocurre
principalmente en genes transcripcionalmente activos. Por un lado,
la H2Bub regula el reclutamiento y la actividad de complejos que
actuan en los promotores activando la transcripcion y en las regiones
5’ de los genes. Por otro lado, promueve la estabilidad y ocupacién de
los nucleosomas en la cromatina y esto puede tener diferentes efectos
en los promotores y en las regiones codificantes de los genes.
En S. cerevisiae la H2Bub estd enriquecida en los cuerpos de los genes
altamente transcritos y genes largos (Shieh et al, 2011).
Contrariamente, los niveles de H2Bub son bajos en el inicio de la
mayoria de los genes (Jung et al., 2012; Kim et al., 2009). Para un
grupo de genes como GALI o SUC2, la ubicuitinacién de H2B es
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necesaria para la correcta activacion de la transcripcion (Henry et al.,
2003; Pavri et al., 2006). La eliminacién de dicha ubicuitina también
es un proceso importante para la activacion de algunos genes.

Al igual que las otras modificaciones de histonas, la
ubicuitinacién de la histona H2B es reversible. La ubicuitina puede
eliminarse a través de proteasas conocidas como enzimas
desubicuitinasas (DUBs) (Nijman et al., 2005). En levaduras, se han
identificado varias desubicuitinasas entre las que destacan Ubp8 y
Ubp10 (Emre et al., 2005; Henry et al., 2003). La actividad de Ubp10
tiene lugar mayoritariamente en la heterocromatina relacionada con
procesos de silenciamiento telomérico (Osley et al., 2006). Por otro
lado, Ubp8 es un componente, al igual que la acetiltransferasa Gens,
del complejo coactivador de la transcripcion SAGA (Daniel et al,
2004; Henry et al., 2003). Ubp8 controla los niveles de ubicuitinacidon
de la histona H2B regulando el inicio de la transcripcién, y por otro
lado, también es necesario para el reclutamiento de la quinasa Ctk1
esencial para la correcta elongacién del mRNA (Wyce et al., 2007).

Ademads de la histona H2B, se han descrito otros sustratos de
Ubp8 o su homdlogo en humanos (USP22) diferentes a las histonas.
Ademas de H2Bub, Ubp8/USP22 desubicuitina la proteina Snfl en S.
cerevisiae, y a TRF1 (Factor de unién a repeticiones teloméricas) y
FBP1 (proteina de unién a la regiéon FUSE) en humanos (Atanassov
& Dent, 2011; Wilson et al., 2011). Snfl es una proteina de la familia
de las AMP quinasas que a través de su actividad quinasa regula los
niveles de fosforilacién de factores de transcripcién que regulan la
expresion de ciertos genes. La desubicuitinacién de Snfl mediada por
Ubp8, protege a Snfl de su degradaciéon por el proteasoma
aumentando su estabilidad y activando ademas su fosforilacidn,
esencial para su activacion y su translocacién al nucleo (Vincent et
al., 2001; Wilson et al., 2011).
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2.4. OTRAS MODIFICACIONES
POSTRADUCCIONALES

ISOMERIZACION DE PROLINAS

La isomerizacion de prolinas cataliza la interconversidon de dos
conformaciones de los residuos de prolinas. Este cambio de
conformacién se basa en isomerizaciones. Existen 3 familias de
peptidil-prolil isomerasas: ciclofilinas, FKBPs 7y parvulinas.
En S. cerevisiae existen 8 ciclofilinas diferentes (Cpr1-Cpr8), 4 FKBPs
(Fpr1-Fpr4) y una sola parvulina (Ess1).

Varias de estas enzimas estan altamente conservadas desde
levaduras hasta humanos. Las ciclofilinas y las FKBPs fueron
descritas inicialmente en humanos como proteinas de unién a los
inmunosupresores ciclosporina A y FK506 (Fischer et al, 1984;
Harding et al., 1989).

De manera general, las prolil isomerasas juegan un papel
importante en el correcto plegamiento de las proteinas en la célula.
Ni las ciclofilinas ni las FKBPs son esenciales en levadura, sin
embargo, la parvulina Ess1 si es esencial para el crecimiento celular
(Lu et al., 1996). Ess1 isomeriza residuos de la cola CTD de la
RNAP II preferiblemente tras la fosforilacién de su Serina 5. Los
cambios conformacionales debidos a la isomerizacién regulan la
fosforilacién en Ser7 y controlan el reclutamiento de cofactores
facilitando la transicion entre inicio, elongacién y terminacion de la
transcripcién. Ademads Essl es necesario para la trimetilacién en
H3K4 (Ma et al., 2012).

Ess1 junto a la ciclofilina Cpr1, interaccionan con el complejo
represor de la transcripcién Sin3-Rpd3 y regulan su actividad
(Arevalo-Rodriguez et al., 2000). Por otro lado, la ciclofilina Cpr1
forma parte del complejo desacetilasa Set3C que actua desacetilando
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histonas elevando los niveles de transcripcién en zonas justo
posteriores a los promotores de genes activos (Kim & Buratowski,
2009).

Se ha descrito un mecanismo de regulaciéon directa de la
expresion génica a través de la isomerizacion de prolinas de la cola
N-terminal de la histona H3. La isomerasa Fpr4 es la encargada de
llevar a cabo tal modificacion en la prolina 38. Dicha modificacion
inhibe la metilaciéon en H3K36 por Set3 (Nelson ef al., 2006). Estos
resultados demostraron que la isomerizaciéon de prolinas regula la

transcripcion a través de su conexion con la metilacién de histonas.

SUMOILACION Y FOSFORILACION

A través de la sumoilacion se aflade una pequefia proteina
denominada SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier). La
sumoilacién se ha descrito para las 4 histonas (Nathan et al., 2006).
Esta modificacién ha sido relacionada con procesos de represion
transcripcional a través del reclutamiento de HATs y de HP1
(Heterocromatin Protein 1) (Shiio & Eisenman, 2003; Verger et al.,
2003). También parece tener un papel atenuando la expresién de
genes activos que posteriormente seran reprimidos (Nathan et al,
2003), actuando de manera opuesta a los efectos activadores de la
acetilacion y ubicuitinacién (Nathan et al., 2006).

Por dltimo, la fosforilacién en serinas y treoninas también
ocurre en las histonas, catalizada por histona-quinasas. Esta
modificacion introduce dos cargas negativas al residuo diana, y se ha
relacionado con la activaciéon transcripcional y la condensacidon

mitotica de los cromosomas (Berger, 2002).
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3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN

S. cerevisiae.

La transcripcién de un gen comienza con el ensamblaje de la
maquinaria transcripcional sobre su promotor. Acto seguido esta
maquinaria se desplaza a lo largo del gen para descifrar la
informacién contenida en el DNA. Una vez convertida la
informacién del DNA a una molécula de RNA, ésta sufre diversas
etapas de procesamiento hasta convertirse en RNA maduro.

El proceso de transcripcién se divide en 3 etapas principales:
inicio, elongacion y terminacion. En eucariotas es llevado a cabo por
multiples RNA polimerasas dependientes de DNA con funciones
muy especificas segtn el organismo. En levaduras y animales existen
3 RNA polimerasas diferentes (RNAP I, II y III) mientras que en
plantas podemos encontrar hasta 5 (RNAP I, II, III, IV y V). La
especificidad en las funciones de estas RNA polimerasas se basa tanto
en la composiciéon y estructura propia del complejo como de los
factores asociados que regulan su actividad, asi como la
configuracion de la cromatina que van a transcribir.

Las RNA polimerasas I, II y III, son complejos enzimaticos
relacionados evolutivamente entre ellos. Las principales diferencias
entre las RNA polimerasas eucariotas residen en los genes especificos
que transcriben. La RNAP I esta especializada en la transcripcion de
precursores de RNA ribosomal (pre-rRNA) que una vez procesados
daran lugar a los rRNAs 28S, 18S y 5.8S esenciales para la formacion
de los ribosomas. La RNAP II es la encargada de la transcripcion de
todos los RNA mensajeros que codifican para proteinas (mRNA), asi
como muchos RNAs no codificantes (ncRNA), RNAs pequeiios
nucleares (snRNA), RNAs pequefios nucleolares (snoRNA) y micro
RNAs (miRNA). Por ultimo, la RNAP III transcribe los RNAs de
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transferencia (tRNA), el RNA ribosomal 5S, el snRNA U6 esencial
para la eliminacién de los intrones, el RNA componente de la
RNAsa P, y también algunos ncRNAs.

Debido a sus diferentes estructuras, las 3 RNA polimerasas
tienen diferentes sensibilidades a drogas y estas caracteristicas
permiten distinguir entre una polimerasa y otra. Por ejemplo, las 3
polimerasas se diferencian en funcién de su sensibilidad a la
o-amanitina, un péptido que inhibe tanto el inicio como la
elongacion transcripcional uniéndose directamente a las polimerasas
(Tabla 12).

Tabla I2. Principales caracteristicas de las RNA polimerasas de S. cerevisiae.

Tipo Localizacion Principales transcritos Sensibilidad a a-amanitina
| Nucléolo 188, 28S, 5.8S rRNA Baja
1 Nucleoplasma mRNA, snRNA Muy alta
1 Nucleoplasma tRNA, 5S rRNA Sensible a altas concentraciones

En relacién a los objetivos establecidos para esta tesis y al
desarrollo que han llevado los mismos, se describen a continuacién
las principales caracteristicas de la transcripciéon dependiente de las
RNAP III y II.

3.1. LA TRANSCRIPCION POR LA RNAP III.

La RNAP III es la polimerasa con la composicién mas compleja
de las tres, estando formada por un total de 17 subunidades. De esas
17 subunidades, 5 son comunes entre la RNAP II y RNAP III,
mientras que 7 subunidades presentan homologia estructural entre
ambas polimerasas. Por dltimo, 5 subunidades son especificas de la
RNAP IIT y forman dos subcomplejos (C82/C34/C31 y C53/C37)
(Landrieux et al., 2006; Valenzuela et al., 1976; Werner et al., 1992).
Estos dos subcomplejos presentan similitudes funcionales vy
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estructurales con los factores de transcripcion basales de la RNAP I,
TFIIE y TFIIF (Carter & Drouin, 2010; Geiger et al., 2010; Vannini &
Cramer, 2012). Ademads se sabe que C82/C34/C31 y C53/C37 ocupan
posiciones similares en la maquinaria de la RNAP III a las que
ocupan TFIIE y TFIIF en el complejo de preiniciaciéon de la RNAP II
(Fernandez-Tornero et al., 2011; Fernandez-Tornero et al., 2010;
Fernandez-Tornero et al., 2007).

LOS tRNAs

Los RNAs de transferencia o tRNAs son los principales RNAs
transcritos por la RNAP III. Estos RNAs actian como moléculas
adaptadoras en el proceso de traduccién de mRNA a proteinas. Los
tRNAs actiian como union fisica entre la secuencia de nucleé6tidos del
mRNA vy la secuencia de aminodcidos que se estd formando, siendo
por tanto los tRNAs el factor limitante en el proceso de elongacién
traduccional (Figura I3A) (Varenne et al., 1984). Actualmente, hay
anotados en el genoma un total de 275 genes codificantes de tRNAs
(tDNAs) nucleares distribuidos en los 16 cromosomas de levadura.
Sin embargo, los tRNAs solo contienen 64 anticodones diferentes
para un total de 20 aminoacidos (61 codifican para codones de
aminodcidos y 3 para codones de parada). Esta disparidad entre el
numero de tRNAs, codones y aminodacidos se explica por el hecho de
que un mismo aminodacido puede estar codificado por varios codones
distintos que a su vez pueden estar representados en mas de una
copia de tRNA en el genoma. Por todo ello se ha descrito que el
cddigo genético es degenerado (Figura I3B).
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Figura I3. Papel de los tRNAs en la traduccion de proteinas. (A) Esquema del
proceso de traducciéon. Durante este proceso cada molécula de tRNA carga con un
aminodcido concreto en funcién de su anticodén. El ribosoma lee cada codén del
mRNA y une su anticodén complementario. Los tRNAs van siendo cargados
secuencialmente por el ribosoma para ir uniendo los aminoacidos a la cadena
polipeptidica que se estd generando. (B) Cédigo genético degenerado. Los tRNAs
presentes en la levadura estan codificados por 275 genes (tDNAs). Los 275 tRNAs
contienen un total de 64 anticodones. De este modo, los 20 aminoacidos
existentes pueden estar codificados por uno o més codones diferentes.

Los tRNAs se clasifican en diferentes familias segun la
secuencia del anticodén. Cada familia de tRNAs puede estar
codificada por genes de copia unica o de copia multiple (Bermudez-
Santana et al., 2010; Kanaya et al., 2001). La cantidad de tRNAs que
hay en un momento dado en la célula es dindmica y cambia segun las
necesidades celulares para acomodarse a las condiciones en las que se
encuentra (Gingold et al., 2012). La contribucién de cada familia al
total de tRNAs constituye otro mecanismo de regulaciéon de la
traduccién (Bloom-Ackermann et al, 2014). De este modo,
deleciones en tRNAs de familias multi-copia tienen poco efecto en el
total de tRNAs ya que existe una redundancia que compensa la
pérdida. Por el contrario, deleciones en genes de familias de copia
Unica provocan una respuesta a estrés proteotoxico en la célula
(Bloom-Ackermann et al., 2014).
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ESTRUCTURA GENOMICA DE LOS tDNAs

La organizacién de los elementos promotores que regulan la
expresion de los genes transcritos por la RNAP III (genes tipo III) es
diferente a la tipica distribucién de promotores en regiones aguas
arriba (upstream) de los genes transcritos por la RNAP II. En la
mayoria de los genes transcritos por la RNAP III existen dos regiones
promotoras que se localizan en el interior de los genes, llamadas caja
A y caja B, separadas entre si por unos 30-60 pb de distancia. En la
region upstream a unos 30 pb del inicio del gen se encuentra otro
elemento regulador, la caja TATA o TATA-like. Por ultimo, el
elemento regulador de la terminaciéon mds caracteristico de los genes
tipo III es una secuencia de varios residuos de timina (poli(T), mas de
4 T en vertebrados y mas de 5 T en levadura) que actta de factor de
terminacién de la transcripcion sin necesidad de otros factores.

Por lo general, los tDNAs transcritos por la RNAP III son
cortos (menos de 150 pb) de forma que corresponden
aproximadamente a la longitud del DNA que cubre un nucleosoma.
Sin embargo, se ha descrito que generalmente son genes libres de
nucleosomas (Lee et al, 2004; Raab et al, 2012). Existe un
nucleosoma muy bien posicionado en la regidn aguas arriba del
inicio del gen a 140 pb antes del TSS, manteniendo la posicién -30 bp
libre de nucleosomas, importante para la entrada de factores de
transcripcion. La zona libre de nucleosomas se extiende por todo el
cuerpo del gen hasta la zona de terminacién, donde se encuentra otro
nucleosoma fuertemente posicionado. La posicion de este
nucleosoma en la regiéon aguas abajo (downstream) tiene una
influencia directa en la actividad de la RNAP III, y el reciclaje de la

misma para el comienzo de un nuevo ciclo de transcripcidn.
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Dos son los principales remodeladores de la cromatina
implicados en mantener la caracteristica organizacion de los
nucleosomas en los tDNAs: ISW1 (implicado en la ausencia de
nucleosomas en el cuerpo del gen, asi como en el posicionamiento
del nucleosoma en la regidn upstream) y RSC (regula el
posicionamiento del nucleosoma en la zona de terminacion
downstream del gen). La ausencia de nucleosomas en los tDNAs no
se debe a caracteristicas en su secuencia ni a las altas tasas de
transcripcion de estos genes, sino mds bien a un balance entre las
actividades de ISW1 y RSC (Kumar & Bhargava, 2013).

La estructura de la cromatina de los tDNAs es lo que convierte
a estos genes en elementos barrera. Por un lado, los elementos
barrera generan una frontera entre zonas de heterocromatina y zonas
de eucromatina, separando asi zonas con una estructura represora de
la transcripcién de otras zonas cuya estructura es mas permisiva con
la entrada de factores de transcripcién (Brasset & Vaury, 2005). Por
otro lado, la presencia de elementos barrera en la cromatina por un
lado permite la separacion de elementos potenciadores (enhancer) o
represores de un promotor basal préximo evitando asi que factores
que se unen a dichos potenciadores o represores puedan afectar
activando o reprimiendo al promotor basal erréneamente,
activandolo o reprimiéndolo.

Precisamente, los tDNAs influencian la expresiéon de genes
codificantes cercanos que son transcritos por la RNAP II, de manera
que la activacién de la transcripcién de los tDNAs es capaz de
reprimir la transcripciéon mediada por la RNAP II (Hull et al., 1994;
Kinsey & Sandmeyer, 1991). Dado que la transcripcién y el primer
paso del procesamiento de los tRNAs se da principalmente en el
nucléolo, estos procesos de silenciamiento génico mediado por los
tDNAs no solo dependen de la actividad de la RNAP III sino también
de la localizacion nucleolar de los tDNAs (Haeusler et al., 2008;



Introduccién general

Wang et al., 2005). Por otro lado, también se ha descrito que las
enzimas acetiltransferasas de histonas (HAT), Gen5 o Sas2, actian en
conjunto con el tRNA™  para establecer barreras en la
heterocromatina (Donze & Kamakaka, 2001). En resumen, el tDNA
establece un mecanismo de barrera que depende de sus secuencias
adyacentes, asi como de factores de transcripcion y de la actividad de

enzimas HAT.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DE LOS tDNAs

En la regulacién de la transcripcion de los tDNAs estdn
implicados principalmente un factor de unién al DNA (TFIIIC), un
factor de iniciacion (TFIIIB) y la RNAP III. El primero en
interaccionar con el DNA es TFIIIC que reconoce las cajas
promotoras A y B uniéndose a ellas a través de sus 6 subunidades.
TFIIIC recluta a TFIIB a la zona promotora upstream del inicio del
gen. TFIIIB esta formado por 3 subunidades, TBP, Brfl y Bdp1, y a
través de ellas establece interacciones estables con el DNA de manera
que lo estabiliza para la entrada de la RNAP III en el sentido correcto
(Cloutier et al., 2001; Kassavetis & Geiduschek, 2006; Schramm &
Hernandez, 2002). Una vez iniciada la transcripciéon, no son
necesarios factores de elongaciéon accesorios sino que la propia
RNAP III parece ser la encargada de desplazar a TFIIIC para seguir
su camino hasta que llega a la zona de terminacién de poli(T) donde
se soltara para poder iniciar un nuevo ciclo de transcripcién
(Figura I4A) (Dieci & Sentenac, 1996).
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Figura I4. Regulacion de la transcripcion de los tDNAs. (A) La activacién

transcripcional de los tDNAs comienza con la unién de TFIIIC a ambos
promotores internos. TFIIIB se une entonces a la caja TATA situada upstream del
inicio del gen. Este paso recluta a la RNAP III que comenzara a transcribir hasta la
region terminadora poli(T). (B) Regulacién de RNAP III a través de Maf1. Mafl se
une a la RNAP III durante la elongacién. Bajo condiciones favorables, Mafl es
fosforilado por CK2 y se libera de la RNAP III, exportdndose al citoplasma. Esto
permite el reciclaje de la RNAP III a nuevos ciclos de transcripcion. Bajo
condiciones desfavorables, CK2 es inactivado y por lo tanto Mafl se acumula en el
nucleo donde permanece unido a la RNAP III, inhibiendo el reinicio de la

transcripcion.

Otros factores reguladores se han visto implicados en la
transcripcién de los tRNAs. Entre ellos, el regulador negativo de la
RNAP III mas importante descrito hasta el momento es la proteina
Mafl que se encarga de inhibir a la RNAP III en condiciones no
favorables como son la entrada en fase estacionaria, la respuesta a

diversas drogas, el dafio del DNA vy el estrés oxidativo entre otras
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(Boisnard et al., 2009; Ciesla et al.,, 2007; Desai et al.,, 2005). La
actividad y localizacién subcelular de Mafl es dependiente de su
estado de fosforilacion (Boguta, 2013). Mafl se une a la RNAP III en
cada ciclo de transcripcién, y una vez terminada la transcripcion,
compite con la quinasa caseina 2 (CK2) por unirse a la polimerasa.
En condiciones favorables, Mafl es fosforilada por la quinasa
soltandose de la RNAP III a la vez que es exportada al citoplasma,
permitiendo el inicio de un nuevo ciclo de transcripcion (Figura 14B).
En condiciones desfavorables CK2 se inactiva impidiendo la
fosforilacion de Maf1 que permanece unido a la RNAP III inhibiendo
su reciclaje para un nuevo ciclo de transcripcion.

De manera opuesta a Mafl, el factor Subl1 tiene funciones de
activacion de la transcripcion de la RNAP III uniéndose tanto a
TFIIIB como a TFIIIC, facilitando asi el inicio y reinicio de la
transcripcidn (Tavenet ef al., 2009).

Una vez sintetizado el pre-tRNA, sufrira diversas
modificaciones postranscripcionales hasta completar su maduracion.
Nada mas transcribirse en el nucléolo, el pre-tRNA pasa por un
proceso de corte de su extremo 5 por la RNasa P. Ya en el
nucleoplasma otro proceso similar ocurrira con el extremo 3’ del
pre-tRNA, tras lo cual serd exportado al citoplasma donde seguird su
maduraciéon con la eliminaciéon de intrones en la membrana
mitocondrial. A lo largo de la maduracién del pre-tRNA buena parte
de sus nucledtidos sufren modificaciones como metilaciones,

isomerizaciones o conversiones (Wichtowska et al., 2013).
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3.2. LA TRANSCRIPCION DE mRNAs POR LA
RNAP II.

3.2.1. INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

En eucariotas, el inicio de la transcripcién de los genes que
codifican proteinas (genes tipo II) involucra la coordinacién en el
ensamblaje de la RNAP II y los factores generales de la transcripcion
(GTFs: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH) para formar el
complejo de pre-iniciaciéon (PIC) (Shandilya & Roberts, 2012). Estos
componentes configuran la maquinaria basal de la transcripcién que
se unird a los promotores de los genes, unidén necesaria para la
correcta formaciéon del PIC (Smale & Kadonaga, 2003). Uno de los
elementos principales del promotor minimo o basal eucariota es una
region rica en A/T conocida como caja TATA que se localiza a
50-120 pb upstream del inicio del gen. A esta regiéon se unird la
proteina TBP (TATA Binding Protein).

El inicio de la transcripcién se modula a través de reguladores
especificos de unién a DNA (los activadores y represores que son
capaces de estimular o reprimir la activacion especifica de un gen) y
de complejos modificadores que se asocian especificamente a estos
reguladores (coactivadores y correpresores). Un activador tipico
contiene una region de unién al promotor del gen, y otro dominio de
activaciéon que interacciona con otros factores necesarios para la
transcripcién. Los coactivadores y correpresores se encargan de
afinar los efectos de los reguladores sobre la maquinaria basal de la
transcripcidén, modulando su actividad.

Para que todos estos factores puedan actuar, la disrupcion
nucleosomal es necesaria para permitir la accesibilidad de factores a
la cadena molde de DNA (Bernstein et al., 2004). En levadura, los
nucleosomas que flanquean el sitio de inicio de la transcripcién (TSS)
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se localizan en posiciones muy concretas. Por el contrario, se han
descrito regiones libres de nucleosomas (NFR) que suelen coincidir
con las regiones promotoras e intensificadoras (Lee et al., 2007b;
Mavrich et al., 2008; Yuan ef al., 2005). Algunos de los reguladores de
la cromatina capaces de alterar sus propiedades son las chaperonas de
histonas, los remodeladores de la cromatina y los complejos
modificadores de histonas (Narlikar et al., 2002). Los remodeladores
alteran los contactos histona-DNA a través del consumo de ATP lo
cual promueve cambios en el posicionamiento de los nucleosomas
(Peterson & Workman, 2000; Zhang et al., 2011). Los remodeladores
se pueden dividir en dos grupos: grupo ISW1 y grupo SWI/SNF
segun necesiten o no la presencia de un DNA espaciador para actuar
(Hota & Bartholomew, 2011; Whitehouse et al., 2007). La variante de
histona H2A.Z también se encuentra en los extremos 5’ de los genes
transcritos por las RNAP II y III regulando la formacién de zonas
libres de nucleosomas alrededor de los sitios de inicio de la
transcripcion (Albert et al., 2007; Mahapatra et al., 2011; Zhang et al.,
2005).

En S. cerevisiae, existen dos vias principales de activacion
transcripcional. Cada una de estas vias estd mediada por un complejo
diferente: el factor transcripcional TFIID, y el complejo SAGA
(Brownell & Allis, 1996; Grant et al., 1997; Mizzen et al.,, 1996).
TFIID regula el 90% de los genes de levadura que corresponde con
los genes involucrados en mantenimiento celular (housekeeping). Por
otro lado, los genes regulados por SAGA correspondientes al 10% de
los genes restante que incluyen genes de respuesta rapida que ven
aumentada su expresién en respuesta a diversos estreses. Sus
promotores se caracterizan por tener caja TATA, mientras que los
regulados por TFIID tienen una secuencia similar conocida como
TATA-like (Figura I5) (Huisinga & Pugh, 2004; Lee et al., 2000).
Ambos complejos comparten algunas subunidades conocidas como
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TAFs (TBP associated factor), pero son el resto de subunidades que
los diferencian lo que les confiere la especificidad en sus funciones.
Ambas vias de activacion difieren cualitativa y cuantitativamente en
los factores transcripcionales que se reclutan a los genes regulados
por TFIID o por SAGA (Venters et al., 2011). Por ejemplo, NuA4 esta
vinculado principalmente a TFIID, mientras que los complejos
SWI/SNF, RSC y Radé6/Brel lo estan con la actividad de SAGA. Asi,
los factores asociados a los genes regulados por SAGA tienden a
ocupar regiones cercanas al nucleosoma -1, a diferencia de los
factores que trabajan en los genes regulados por TFIID que ocupan
preferiblemente la regién del nucleosoma +1 (Figura I5) (Venters et
al.,2011).

Activacion de la transcripcién via TFIID

90 % genes de levadura
Genes de mantenimiento
Promotor caja TATA-like

Activacion de la transcripcion via SAGA

10 % genes de levadura
Genes de respuesta a estrés
Promotor caja TATA

-1 +1 +2

Figura I5. Principales caracteristicas de las dos principales vias de activacion

transcripcional.
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EL COMPLEJO SAGA

SAGA es un complejo coactivador transcripcional encargado
de modificar la cromatina con el fin de facilitar tanto el inicio como la
elongacion transcripcional. Este complejo fue descubierto
inicialmente en S. cerevisiae, pero posteriormente varios estudios han
demostrado la alta conservacidn evolutiva de este complejo en
eucariotas como  Schizosaccharomyces  pombe,  Drosophila
melanogaster, Arabidopsis thaliana y humanos (Grant et al., 1997;
Martinez et al., 2001; Weake et al., 2008). Estructuralmente es un
complejo de 1,8 MDa compuesto por 20 proteinas diferentes con una
organizacién muy especifica para la formacién del macrocomplejo
(Lee et al., 2011).

Como vimos anteriormente, SAGA posee dos actividades
cataliticas: actividad acetiltransferasa de histonas (HAT) (Grant et al.,
1997; Sterner et al., 1999) y actividad de desubicuitinacién de la
histona H2B (DUB) (Daniel & Grant, 2007; Daniel et al., 2004; Henry
et al., 2003). Estas actividades son esenciales para la reestructuracién
de la cromatina a una conformacién abierta y relajada que facilite la
entrada de la maquinaria transcripcional (Suganuma & Workman,
2008). La actividad acetiltransferasa reside en el enzima Gcn5 que
junto con otras 3 subunidades forma un moédulo HAT dentro del
complejo (Lee et al, 2011). Por otro lado, la actividad de
desubicuitinacion de la histona H2B reside en el enzima Ubp8 que
junto a Susl, Sgfll y Sgf73 conforman el mdédulo DUB de SAGA
(Ingvarsdottir et al., 2005; Kohler et al., 2006; Kohler et al., 2008; Lee
et al., 2005; Lee et al., 2011; Lee et al., 2009).

Los distintos mddulos de SAGA trabajan juntos para localizar
las actividades HAT y DUB del complejo en el promotor de los genes,
un paso necesario para la correcta activacion transcripcional y para

facilitar la elongacion a través de las modificaciones en las colas de las
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histonas que promueven la liberacién de los nucleosomas. El médulo
HAT de SAGA reconoce la histona H3K4 metilada y facilita el
reclutamiento del complejo al promotor del gen donde acetila la
histona H3 en varios residuos de lisina (Balasubramanian et al., 2002;
Bhaumik & Green, 2002; Daniel et al., 2004; Kuo et al., 1996). Esta
acetilacion promueve la unién de TBP y TFIIA al DNA, necesaria
para la iniciacidn de la transcripcion (Yu et al., 2003). Ademas SAGA
puede regular la transcripcién independientemente de su actividad
HAT a través de sus subunidades Spt8 y Spt3 que funcionan como
adaptadores para controlar el reclutamiento de TBP y la formacién
del PIC en los promotores de algunos genes regulados por SAGA
(Belotserkovskaya et al., 2000; Yu et al., 2003).

Las funciones de SAGA en la regulaciéon de la transcripcion
también implican la actividad de desubicuitinacién (Daniel et al.,
2004; Henry et al., 2003; Lee et al, 2005; Shukla et al., 2006). La
monoubicuitinacién de la histona H2B en su lisina 123. Esta
modificaciéon es esencial para varios procesos celulares como el
silenciamiento génico, el crecimiento celular y el inicio de la
transcripcion (Pavri et al., 2006). Ademads la monoubicuitinacién de
la lisina 123 de H2B y su posterior desubicuitinacién a través de la
actividad de UbpS8 es clave para la di- y trimetilacién de la H3K4, y la
posterior activacion de la transcripcion de los genes dependientes de
SAGA (Cabal et al., 2006; Henry et al, 2003; Lee et al., 2007a;
Nakanishi et al., 2009; Shukla et al., 2006).

Ademds de las actividades HAT y DUB, SAGA es también
capaz de interaccionar fisica y genéticamente con el Mediador, otro
complejo multiproteico con funciones de coactivador de la
transcripcion (Taatjes, 2010). SAGA recluta al Mediador al dominio
de activaciéon de genes especificos (Lee et al, 2010; Roberts &
Winston, 1997).
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3.2.2. ELONGACION DE LA TRANSCRIPCION DE mRNAs

La elongacién transcripcional comienza con la sintesis
procesiva del mRNA cuando la maquinaria sale del promotor y entra
en la regién codificante. Este es un proceso dindmico donde la
procesividad de la elongacion estd limitada principalmente por los
obstaculos fisicos que la RNAP II encuentra a su paso y que pueden
frenarla, pararla para su posterior reanudacion, o liberarla totalmente
del DNA. Para que la elongaciéon sea productiva es necesaria la
correcta modificacién de la cromatina, y para ello intervienen
complejos modificadores como el Elongador, COMPASS y FACT,
entre otros (Jimeno-Gonzalez et al, 2006; Krogan & Greenblatt,
2001; Wood et al., 2005).

Ademas del papel de SAGA en el inicio de la transcripcion,
varios estudios han revelado funciones de SAGA en la elongacién. De
este modo, en levaduras SAGA se localiza también en las regiones
codificantes de los genes promoviendo co-transcripcionalmente la
liberacién de nucleosomas necesaria para la procesividad de la
elongacion (Govind et al., 2007a; Pascual-Garcia et al., 2008; Wyce et
al., 2007). Especificamente, la actividad de Ubp8 es necesaria para el
reclutamiento de la quinasa Ctk1 que fosforila la cola de la RNAP II
(Wyce et al., 2007).

El dominio CTD de la RNAP II es un elemento clave durante
toda la transcripcion. Este dominio consiste en un nimero variable
(segun la especie) de repeticiones del heptapéptido YSPTSPS. E1 CTD
tiene una posicidon estratégica para la interaccién con proteinas
implicadas en la transcripciéon. De todas las modificaciones que
puede sufrir la cola CTD, hay que destacar las fosforilaciones y
desfosforilaciones en las Serinas 2, 5 y 7. Estas modificaciones
modulan de manera muy concreta el reclutamiento secuencial de la

maquinaria transcripcional (Bataille et al., 2012; Buratowski, 2003;
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Egloff et al., 2012). En la elongacién la desubicuitinacién de H2B es
clave para el reclutamiento de Ctkl que se encarga de fosforilar la
Ser2 de la cola CTD. Esta fosforilacion promueve el reclutamiento del
enzima Set2 para metilar H3K36 y facilitar la unién de la desacetilasa
Rpd3 (Carrozza et al., 2005; Keogh et al., 2005; Krogan et al., 2003b).
Mediante esta secuencia de eventos se regula la elongacion
transcripcional de un alto numero de genes.

Dentro de las funciones de SAGA en la elongacién, también se
ha descrito que Susl, otro componente de su moddulo de
desubicuitinacién (DUB) copurifica con la RNAP II y otros factores
de exportaciéon de mensajeros que son reclutados a las regiones
codificantes cotranscripcionalmente (Pascual-Garcia et al., 2008).
Asi, SAGA es capaz de modular el proceso de elongacién en las
regiones codificantes a través de la acetilacion (Gens), la
desubicuitnacién (Ubp8) y la interacciéon con la RNAP II y factores
de exportaciéon de mRNAs (a través Sus1) (Figura I6).

| Inicio de la transcripcion | | Elongacién de la transcripcion |

Figura 16. Esquema del papel de SAGA en la activacién y elongacion
transcripcional. SAGA se recluta al promotor del gen bajo activacién
transcripcional. A través de la acetilacion y desubicuitinacién de histonas se relaja
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la cromatina, promoviendo la accesibilidad de factores de transcripcién y la
formacion del PIC. Entonces, la RNAP II es reclutada y sintetiza la molécula de
mRNA. Ademads, la desubicuitinacién de la histona H2B promueve la fosforilacién
dela cola CTD de la RNAP II.

EL COMPLEJO SLIK EN LA TRANSCRIPCION

El estudio hace mas de una década de la subunidad Spt7 de
SAGA llevé al descubrimiento de una forma procesada de dicha
subunidad en la que parte de su extremo C-terminal ha sido
procesado. Dicha forma truncada de Spt7 se ha asociado a un
complejo estructuralmente casi idéntico a SAGA llamado SLIK
(SAGA-Like). Principalmente dos son las diferencias estructurales
entre SAGA y SLIK: una es la forma truncada de Spt7 presente en
SLIK, y otra es la ausencia de la subunidad Spt8 en SLIK pero si
presente en SAGA (Pray-Grant et al., 2002; Sterner ef al., 2002; Wu &
Winston, 2002).

Hasta la fecha poco se sabe sobre las posibles funciones de SLIK
en la expresion génica. Se ha propuesto su implicacién en la via de
respuesta retrégrada ya que se ha descrito la proteina Rtg2 como un
componente de SLIK pero no presente en SAGA y que estd implicada
en dicha via de sefalizaciéon (Kim et al., 2004; Pray-Grant et al,
2002). Otros trabajos han descrito una redundancia funcional entre
SLIK y SAGA (Lee et al., 2009; Pray-Grant et al., 2002). Pese a todo
ello, las funciones moleculares especificas de SLIK no son conocidas a
dia de hoy, quedando en el aire el papel de este macrocomplejo

proteico en la regulacién de la expresion génica.
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4. LA EXPORTACION DE mRNAs

Debido a la compartimentaciéon de la célula eucariota, el
transporte de moléculas entre el nucleo y el citoplasma es un proceso
esencial para la vida celular. Determinadas alteraciones en la
actividad de exportaciéon del mRNA del ntcleo al citoplasma se han
asociado con el desarrollo de enfermedades en humanos como el
sindrome de contractura congénita, artrogriposis letal, distrofia
muscular, osteogénesis imperfecta o desarrollo de distintos tipos de
cancer (Hurt & Silver, 2008; Jamali et al., 2011; Johnson et al., 2000;
Li et al., 2007; Nousiainen et al., 2008; Wang et al., 2006; Wang et al.,
2009). Entender como la exportacion de mRNAs se acopla a otros
procesos de la expresion génica es esencial para el desarrollo de
terapias adecuadas para las patologias mencionadas.

El complejo del poro nuclear (NPC) constituye la unica via de
comunicaciéon entre el nucleo y el citoplasma. La arquitectura
caracteristica del NPC estd conservada evolutivamente (Hoelz et al.,
2011) y consiste en una estructura simétrica en forma de anillo
embebida en la envoltura nuclear y que forma el canal central del
poro (D'Angelo & Hetzer, 2008). Las diferentes proteinas que forman
el NPC se pueden dividir en: nucleoporinas (Nups) andamio que
forman el anillo central del NPC; las nucleoporinas transmembrana
que unen el anillo central a la membrana nuclear; y por ultimo las
nucleporinas periféricas que forman estructuras auxiliares como las
fibrillas citoplasmaticas o la cesta nuclear, y que son esenciales para la
regulacion de la permeabilidad y selectividad de las funciones del
NPC (Pascual-Garcia & Capelson, 2014).

El NPC media la exportacién de los RNAs a través de su
interaccién con proteinas transportadoras. Estos transportadores
tienen un papel fundamental en todo el proceso de la biogénesis del
mRNA. En S. cerevisiae el factor de exportacion nuclear de los
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mRNAs es Mex67 (Segref et al., 1997). Mex67 es una proteina
esencial que forma un heterodimero con Mtr2 que es el encargado de
unirse directamente a las Nups del NPC (Senay et al., 2003; Strasser
et al., 2000). La inactivacion de Mex67 conlleva la acumulacion de los
mRNAs poliadenilados en el nucleo. Sin embargo, Mex67 necesita
proteinas adaptadoras para unirse al mRNA. Yral es la principal
proteina adaptadora que es reclutada al mRNA a través de la proteina
Sub2 y del complejo THO (Jimeno et al., 2002; Strasser & Hurt, 2000,
2001). THO se une al RNA de manera co-transcripcional
participando en la fase de elongacién. El conjunto de THO, Yral y
Sub2 es conocido como complejo TREX (Strasser et al., 2002). Una
vez que Yral es reclutado, Sub2 y THO se liberan permitiendo la
interaccion Yral-Mex67-Mtr2-mRNA. En este contexto, Mex67
transporta el mRNA a la periferia nuclear y lo traslada al citoplasma a
través del NPC. Ya en el citoplasma Mex67 se disocia del mRNA a
través de una RNA helicasa (Dbp5) y su activador (Gle1) (Cole &
Scarcelli, 2006; Folkmann et al., 2011). De esa forma Mex67 es capaz
de reciclarse volviendo al nucleo para sucesivas rondas de
exportacion. En todo este proceso otras proteinas también
acompainan al mRNA hasta el citoplasma como por ejemplo el factor
Npl3. Npl3 es una proteina adaptadora del tipo SR (rica en Ser y Arg)
que es regulada por ciclos de fosforilaciéon y desfosforilaciéon que
confieren al proceso de exportacion la regulaciéon de la direccion
necesaria (Gilbert & Guthrie, 2004).
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EL COMPLEJO TREX-2 EN LA EXPORTACION
DE LOS mRNAs

TREX-2 es un complejo multiproteico involucrado en la
exportacion de mRNAs en levaduras. Se localiza en la cara interna del
NPC y esta constituido por la asociacién estable de la proteina Sac3
que actia de andamio, al que se unen las proteinas Thp1, Cdc31,
Sem1 y Susl (Faza et al.,, 2009; Fischer et al., 2004; Fischer et al,
2002; Gallardo et al., 2003; Rodriguez-Navarro et al., 2004; Wilmes et
al., 2008). La estructura cristalizada de parte de este complejo ha
revelado que el dominio central de Sac3 (dominio CID) adopta una
conformacién de alpha-hélice alrededor de la cual se enrollan Cdc31
y dos moléculas de Sus1 (Jani et al., 2009). Ademas, Sac3 se encuentra
asociado establemente al NPC a través de las nucleoporinas Nupl y
Nup60 (Oeffinger et al, 2007). Diversos estudios bioquimicos
indican que Sus1 y Cdc31 estabilizan la asociacién de TREX-2 con el
NPC y proveen una plataforma para acoplar la maquinaria de
transcripcion y la de exportacion. Sem1 se une directamente a Thp1
estabilizando la unién Sac3-Thpl y facilitando el ensamblaje del
complejo completo (Ellisdon et al., 2012).

TREX-2 también es capaz de interaccionar con los factores de
exportacion Mex67-Mtr2 lo que sugiere que TREX-2 junto al NPC
forman una plataforma para la unién de los mRNAs que han de ser
exportados (Figura I7).
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Figura I7. Esquema del papel de TREX-2 en la exportacion de los mRNAs.
TREX-2 a través de su interaccién con el NPC y con factores de exportacién que
se han unido al mRNA de forma cotranscripcional, favorece la exportacién de
dicho mRNA.

5. COORDINACION Y ACOPLAMIENTO DE
PROCESOS EN LA EXPRESION GENICA

La expresidon génica se ha estudiado tradicionalmente como
diferentes procesos individuales que incluyen desde la sintesis de
mRNA, procesamiento, exportacién, traducciéon, hasta la
degradacion, a través de un sistema lineal. Sin embargo, actualmente
se entiende la expresién génica como un sistema de procesos
acoplados y coordinados (Komili & Silver, 2008). No solo eso, sino
que se ha propuesto un nuevo modelo de expresion génica circular.
En este modelo, la sintesis de mRNA y su degradacién serian
procesos acoplados a través de un conjunto de factores denominado
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“synthegradosome”. Esta maquinaria incluye factores implicados en
la degradacién citoplasmatica de los mRNAs que son capaces de
translocarse al nucleo donde regulan la transcripcion asocidndose
directamente a la cromatina, de una manera dependiente de los
niveles de degradacién de los mRNAs (Haimovich et al, 2013). A
través de este sistema, se coordinarian de una manera robusta los
niveles finales de mRNA necesarios mediante un sistema circular y
no lineal, finamente regulado.

El transporte del mRNA del nucleo al citoplasma es uno de los
pasos clave en la expresion génica (Kohler & Hurt, 2007). La correcta
exportacion depende de muchos pasos que incluyen la transcripcion,
la eliminacién de intrones, el ensamblaje de la molécula de mRNA
con otras proteinas (mRNP), el procesamiento del extremo 3’ y por
supuesto, el reclutamiento al NPC (Bentley, 2005; Buratowski, 2005;
Rosonina et al., 2006). De esta forma, factores de exportacién son
reclutados no solo a los pre-mRNAs sino directamente a genes
activos. Ademads, tanto el NPC como parte de su maquinaria
asociada, como TREX-2, generan un ambiente adecuado para la
regulacion de la expresion génica (Rondon et al, 2010). Se ha
descrito que la existencia de fallos en la conexidn entre transcripcién
y exportaciéon de los mRNAs son la causa molecular de varias
enfermedades humanas (Nousiainen et al., 2008; Zhang et al., 2007).

5.1. COORDINACION SAGA-TREX-2

La coordinacién entre los diferentes procesos de la biogénesis
de los mRNAs estd mediada por la interaccion fisica de los factores
implicados en dichos procesos. De hecho, las proteinas involucradas
en pasos tempranos de la biogénesis del mRNA interaccionan con el
NPC, la maquinaria de exportacién y factores necesarios para

procesos posteriores (Luna et al., 2008; Schmid & Jensen, 2008).
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Parte de estas interacciones se establecen entre factores de los
complejos SAGA y TREX-2 para permitir la coordinacién entre la
transcripcion y la exportacion de la mRNP a través del NPC. Sus1
como componente comun de ambos complejos es el factor clave para
la coordinaciéon de estas maquinarias (Rodriguez-Navarro et al.,
2004). Susl es reclutado a la region UAS de los promotores a través
de SAGA en condiciones de induccién transcripcional. La
fosforilacion de la RNAP II durante la elongacién promueve el
reclutamiento de Susl a la cromatina que se esta transcribiendo.
Tanto SAGA como TREX-2 son necesarios para esta asociacion. Asi,
la interaccién de Susl con Mex67 e Yral sugiere que se podria
reclutar a la RNAP II elongante a través de su interacciéon con estos
factores. De manera que la interaccién de Susl con factores de
exportacion asi como con SAGA y TREX-2 podria estar creando un
ambiente molecular apropiado para una rdpida induccién y
transcripcion de los genes regulados por SAGA (Faza et al., 2009;
Gonzalez-Aguilera et al., 2008; Govind et al., 2007a; Pascual-Garcia
et al., 2008). No obstante, las funciones de Sus1 a lo largo de la vida
del mRNA no se limitan al nucleo, sino que se extienden al
citoplasma donde interacciona con la maquinaria de degradacion de
mRNAs bajo ciertas circunstancias (Cuenca-Bono ef al., 2010). Todas
estas evidencias pusieron de manifiesto que Sus1 es una pieza clave a
lo largo de toda la vida del mRNA.

Ademas de Susl, otro componente de TREX-2, Sem1, también
juega un papel interesante en el acoplamiento entre SAGA y TREX-2
en la transcripcion. Sem1 al igual que Susl es necesario para la
induccion de algunos de los genes regulados por SAGA, como GALI
y ARG1. Esto es debido al papel que juega Sem1 en el reclutamiento
de SAGA al promotor de dichos genes y su influencia directa sobre la
actividad de desubicuitinacién del médulo DUB de SAGA (Garcia-
Oliver et al., 2013).
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5.2. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR
POSICIONAMIENTO GENICO

Cada vez mds datos sugieren que la interaccion entre TREX-2 y
SAGA media el reclutamiento de genes al NPC bajo activacidon
transcripcional para asegurar una buena procesividad y estabilidad
genética (Cabal et al., 2006; Capelson et al., 2010; Chekanova et al,
2008; Faza et al., 2009; Pascual-Garcia et al., 2008). Susl junto a la
nucleoporina Nupl son necesarios para la interaccién fisica entre
TREX-2 y el NPC (Fischer et al., 2004; Jani et al., 2009; Kohler et al.,
2008). Estas interacciones hacen que la coordinacidén entre SAGA,
TREX-2 y el NPC sea esencial para la regulacién transcripcional.
En esta linea, la nucleoporina Nup2 y las proteinas asociadas a la
membrana nuclear interna (proteinas Mlps) tienden a asociarse con
el final de genes activos, lo que sugiere que en el entorno del NPC, el
DNA adoptaria una conformacién de lazo estableciendo asi un
dominio de cromatina activa (Burgess-Beusse et al., 2002; Casolari et
al., 2005; Gerasimova et al., 2000; Ishii et al., 2002; Schmid et al,
2006; Xu et al., 2004). Este lazo de cromatina se formaria a través de
la interaccién de la maquinaria del inicio de la transcripcién con
factores del procesamiento del mRNA en su extremo 3’ (Ansari &
Hampsey, 2005; Hampsey et al., 2011; O'Sullivan et al., 2004; Singh &
Hampsey, 2007). Esta conformacion facilitaria el reciclaje de factores
de transcripciéon como la RNAP II, mejorando asi la expresion
génica. No solo eso, sino que también facilitaria la re-activacion de la
transcripcién tras periodos cortos de represién transcripcional,
fendmeno conocido como “memory gene looping” (Tan-Wong et al.,
2009). Este fendmeno confiere la capacidad de una mayor y mejor
respuesta y versatilidad a cambios en la expresion génica ante

diferentes condiciones ambientales. En este contexto, SAGA y
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TREX-2 podrian tener un papel importante en la eficiencia del
anclaje del gen activo al NPC durante estos procesos (Figura 18)
(Luthra et al., 2007; Tan-Wong et al., 2009).

TREX-2 |Nup60 |

Nucleo

Citoplasma

Figura I8. Coordinacion entre SAGA y TREX-2. SAGA se recluta a la cromatina
bajo activacién transcripcional. SAGA relaja la cromatina permitiendo la unién
de la RNAP II. El acercamiento al poro del gen activo a través de la interaccién de
SAGA con TREX-2 promueve la formacién de un lazo en el NPC. Mlp1, una
proteina asociada a la cesta del NPC, contribuye al anclaje del gen y a la
estabilizacion del lazo uniéndose a través de SAGA al promotor activo del gen y a
su extremo 3’. Las nucleoporinas Nupl y Nup60 también contribuyen a este

proceso uniéndose a TREX-2 y a Mlp1.
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Se han descrito varios ejemplos del fendmeno de regulacién
génica a través del posicionamiento de los genes dentro del nucleo.
Los descubrimientos en este tema han cambiado el paradigma de que
la periferia nuclear se asocia a silenciamiento génico. Los genes mas
estudiados que se localizan preferentemente en la periferia nuclear
bajo condiciones de induccidn transcripcional son GALI e INO1. Los
genes GAL son un grupo de genes inducibles que se expresan en
crecimiento en galactosa, mientras que con medios de cultivo que
contienen glucosa son reprimidos y se localizan en el interior del
nucleo (St John et al., 1981). Cuando son inducidos, son capaces de
ser reubicados a la periferia nuclear y asociarse a las nucleoporinas, y
ademads cuando tras un periodo de represién son reactivados por
galactosa, el incremento en los transcritos de los genes GAL ocurre
mucho mas rdpido que en la activacién inicial por el proceso de
memoria transcripcional (Brickner et al., 2007; Casolari et al., 2004;
Kundu et al., 2007; Zacharioudakis et al., 2007). En el caso del gen
INO1, que codifica para una inositol-3-fosfato sintasa, este fendmeno
va mas alld ya que su activacidn requiere un posicionamiento previo
en la periferia nuclear (Brickner & Walter, 2004). Este reclutamiento
de INO1 al entorno del NPC se da gracias a dos secuencias de
reclutamiento del gen (Gene Recruitment Sequences, GRS) que son
necesarias y suficientes para el posicionamiento e induccién del gen
(Ahmed et al, 2010). Ademds otra secuencia llamada Memory
Recruitment Sequence (MRS) es la encargada de mantener el gen en la
periferia nuclear en condiciones represivas esperando para la
reactivacion de la transcripcion (Light et al., 2010).

En este contexto, los datos sugieren que son bastantes los genes
que se asocian a los poros nucleares a través de la interaccién
SAGA-TREX-2-NPC utilizdndolos como punto de anclaje a la
periferia nuclear y regular asi su expresion génica. Este anclaje puede

desestabilizarse de manera intencionada en ciertas circunstancias
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como en la replicacién. Con el fin de evitar la inestabilidad de la
horquilla de replicaciéon es necesario liberar la cromatina de la
periferia nuclear a través de quinasas que fosforilan nucleoporinas
desestabilizando la unién SAGA-TREX-2-NPC (Bermejo et al,
2011).

Al igual que se ha descrito el mecanismo de acercamiento al
poro nuclear de algunos genes transcritos por la RNAP II,
recientemente también ha sido publicado un mecanismo similar a
éste para la localizaciéon de algunos tDNAs (Chen & Gartenberg,
2014). De este modo, los tDNAs migran a los NPCs en la fase M del
ciclo celular, donde la interaccién tDNA-NPC es mediada por la
exportina Los1, encargada de la exportacion de los pre-tRNAs. A
través de este mecanismo se acoplan la sintesis de tRNAs y la
exportacion de los mismos. Sin embargo, este fenémeno no es
esencial para la supervivencia celular, aunque si importante para la
eficiencia de todos estos procesos. Todavia no existe una teoria clara
sobre como los pre-tRNAs nacidos en el NPC sufren los procesos de
maduracion que tradicionalmente se han descrito en el interior del
nucleo. Una propuesta es que los pre-tRNAs sintetizados en el NPC
vuelvan al interior del nucleo después de su sintesis para ser
procesados y vuelvan posteriormente a la periferia nuclear para ser
exportados. Sin embargo, existe otra teoria mas plausible, y es que los
procesos de maduracion que hasta ahora se han descrito en el interior
del nucleo se estén dando en la periferia nuclear como ya se ha
descrito en Caenorhabditis elegans (Ikegami & Lieb, 2013).
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6. SAGA y TREX-2 A TRAVES DE LA
EVOLUCION

SAGA fue descubierto en S. cerevisiae y se ha demostrado su
alto grado de conservacién a lo largo de la evoluciéon. Numerosos
estudios han identificado homoélogos de varios componentes de
SAGA. En metazoos, el gen GCN5 produce dos isoformas diferentes,
una corta similar al Gen5 de levadura, y otra larga que corresponde
con la versidon de la proteina en Drosophila, ratéon y humanos. De
igual forma que en levaduras, los homoélogos humanos de GCNS5,
ADA3 y ADA2 interaccionan para regular la acetilacién de la
cromatina (Carre et al., 2005; Grau et al., 2008; Qi et al., 2004; Wang
et al, 2008). En este sentido, el mddulo DUB también esta
conservado tanto en composicién como en funcién y sus funciones
estan ligadas a numerosas enfermedades humanas como ataxias,
cancer, diabetes o deficiencias en desarrollo neural (Dames et al.,
2012; Li et al., 2013; Mohan et al., 2014; Ning et al., 2014; Sussman et
al., 2013).

La version en humanos de TREX-2 participa en el movimiento
de los mRNAs desde el sitio de transcripcion hasta la periferia
nuclear. A pesar de que TREX-2 es un complejo asociado al NPC de
manera estable (Umlauf et al., 2013), el ortélogo humano de Sac3
(GANP) acttia con los homodlogos de Cdc31 (centrin-2) y Susl
(ENY2) en el transporte de mRNAs desde las zonas de transcripcion
hacia los poros nucleares. Sin embargo, no se ha descrito
acercamiento activo del gen a la periferia nuclear (Jani et al., 2012;
Wickramasinghe et al., 2010).

ENY2, el homdlogo de Susl en Drosophila melanogaster y
humanos ha sido descrito como componente del complejo SAGA
donde interacciona con los ortélogos de los componentes del mdédulo
DUB (Kopytova et al., 2010; Lang et al., 2011; Zhao et al., 2008). Asi
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mismo también ha sido descrito como componente del complejo
TREX-2 humano (Kurshakova et al, 2007). En D. melanogaster,
ENY2 ademads de actuar como coactivador controla la activacidon
transcripcional participando en procesos de efecto barrera
impidiendo la difusion de las regiones de heterocromatina
(Maksimenko et al., 2014).
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Objetivos

A lo largo de esta tesis doctoral hemos profundizado en el
estudio de la regulacion de la expresion génica a través del
acoplamiento y coordinacién de los mecanismos de transcripcion y
exportacion de los RNAs. Susl como parte de diferentes complejos
multiproteicos juega un papel clave en dicho acoplamiento
participando en procesos tanto nucleares como citoplasmaticos a lo
largo de la vida del mRNA.

Con el fin de elucidar y profundizar en las funciones de Susl a
través de los complejos SAGA, SLIK y TREX-2, pero también a través
de sus relaciones con otros factores implicados en la expresion

génica, establecimos los siguientes objetivos:

= Estudiar las funciones del complejo SLIK a través de Susl
tanto en la transcripcion como en la exportacidon de los
RNAs.

= Profundizar en las funciones del mddulo de
desubicuitinacién (DUB) de los complejos SAGA/SLIK, asi
como sus mecanismos de regulacion y el acoplamiento de
sus funciones con la exportacién de los mRNAs.

= Estudiar la relacién fisica y funcional de Susl con otros
factores de transcripcién y proteinas relacionadas con la

expresion génica.
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Materiales

ANTICUERPOS

Anticuerpos Primarios
A lo largo de esta tesis se han utilizado los anticuerpos que se
detallan en la siguiente tabla a las concentraciones que se indican en

ella para el analisis por Western Blot (WB):

] Dilucién y .
Nombre Huésped L, Origen/ Proveedor
aplicacion
Anti-TAP Conejo 1:5000 (WB) Thermo scientific (Pierce)
Anti-Flag Conejo 1:2000 (WB) Sigma Scientific
Anti-HA
) . Rata 1:1000 (WB) Roche
High affinity
Anti-PK Raton 1:2000 (WB) ABD Serotec
Dr. Kobayashi
Anti-Sem1 Conejo 1:10000 (WB) (Universidad de Kyushu,
Japén)
Dr. Hinnebusch
Anti-Taf12 Conejo 1:2000 (WB)
(NICHD- NIH, EEUU)
Thermo Scientific
Anti-Pgk1 Conejo 1:20000 (WB) .
(Pierce)
Anti-H2B-
o Conejo 1:5000 (WB) Cell Signaling Technology
ubicuitinada

Anticuerpos Secundarios

Nombre Origen/ Proveedor
Anti-Rat6n-IgG-ECL"'HRP GE Healthcare
Anti-Conejo-IgG-ECL"HRP GE Healthcare
Anti-Rata-1gG-ECL""HRP DAKO

Para la deteccién de la inmunotincién se ha utilizado el
revelador ECL Select o ECL Prime, de GE Healthcare.
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Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en esta tesis se

detallan a continuacion:

Nombre Genotipo Origen
BY4741 Mat a, leu2-A0, his3-41, met15-40, ura3-A0 Euroscarf
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-A0, ura3-Ao
cpriA Euroscarf
cpr1:KANMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, lys2-A0, ura3-Ao )
sfp1A Dr. S. Chavez
sfp1:KANMX4
Mat a, his3-A1, leu2-Ao, lys2-Ao, met15-A0, ura3- )
sfp1A cpriA Dr. S. Chavez
Ao, sfp1:KanMX4, cpr1::KanMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-A0, ura3-Ao
sgf73A Euroscarf
sgf73:KANMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-A0, ura3-Ao
susiA Este laboratorio
susl:KANMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-A0, ura3-Ao
ubp8A Euroscarf
ubp8:KANMX4
spt7-1180 Mat a, leuz-Ao, his3-41, meti5-40, spt7-
Esta tesis
1180::KanMX4
spt7-1180 spt8A Mat a, leuz-Ao, his3-41, meti5-40, spt7- i
Esta tesis

1180::HIS3, spt8::KanMX4

Mat a, leuz-40, his3-A1, meti5-40, SUSI-
SUS1-TAP Este laboratorio
TAP::URA3
SUS1-TAP Mat o, ade2, his3, leu2, trpl, ura3, SUSI- )
Este laboratorio
ubp8A TAP::TRP1, ubp8::KanMX4
SUS1-TAP Mat a, leuz2-A0, his3-41, met15-40, ura3-A0, | (Garcia-Oliver
semlA SUS1-TAP::URA3, sem1::KanMX4 etal., 2013)
SUS1-TAP Mat a, leu2-40, his3-A1, meti5-40, ura3-A0, | (Pascual-Garcia
sgf73A SUSI1-TAP::URA3, sgf73:KanMX4 et al., 2008)
SUS1-TAP Mat a, leuz-A40, his3-41, met15-40, ura3-A0,
Este laboratorio
nup60A SUS1-TAP::URA3, nup60::KanMX4
SUS1-TAP pep4A | Mat a, leuz-Ao, his3-41, met15-40, SUSI- i
Esta tesis
TAP::URA3 pep4::KanMX4
SUS1-TAP spt7- | Mat a, leuz-Ao, his3-41, met15-40, SUSI- i
Esta tesis

1180

TAP::URA3 spt7-1180::KanMX4
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SUS1-TAP spt8A | Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, SUSI- | Esta tesis
TAP::URA3 spt8::KanMX4
SUS1-TAP spt7- | Mat a, leu2-Ao, met15-40, SUS1-TAP:URA3 i
Esta tesis
1180-PK Spt7-1180-PK.‘:HIS3
SUS1-TAP spt7A | Mat a, leuz-Ao, his3-41, met15-40, SUSI- i
Esta tesis
TAP::URA3 spt7:KanMX4
SUS1-TAP Mat a, leuz2-40, his3-A1, meti5-40, SUSI-
Este laboratorio
spt20A TAP::URA3 spt20::KanMX4
SUS1-TAP adaiA | Mat a, leu2-Ao, his3-41, met15-40, SUSI-
Este laboratorio
TAP::URA3 adal::KanMX4
SUS1-TAP breiA | Mat a, leu2-Ao, his3-41, meti5-40, SUSI-
Esta tesis
TAP::URA3 bre1:KanMX4
SUS1-TAP Mat a, leuz2-40, his3-A1, meti5-40, SUSI-
Esta tesis
spt7-1180 TAP::URA3, spt7-1180::KanMX4
ADA2-TAP Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, ura3-A0, | (Garcia-Oliver
ADA2-TAP::URA3 etal., 2013)
ADA2-TAP Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, ura3-A0, Esta tesi
sta tesis
spt7-1180 ADA2-TAP::URA3, spt7-1180:KanMX4
GCN5-TAP Mat a, leuz-A40, his3-41, met15-40, ura3-A0, .
Esta tesis
GCN5-TAP::URA3
GCN5-TAP Mat a, leuz-A0, his3-41, met15-40, ura3-A0, Esta tesi
sta tesis
spt7-1180 GCN5-TAP::URA3, spt7-1180:KanMX4
UBPS8-TAP Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, ura3-A0, | (Garcia-Oliver
UBP8-TAP::URA3 etal., 2013)
UBPS8-TAP susiA | Mat a, leuz-Ao, his3-41, met15-40, ura3-A0, .
Esta tesis
UBP8-TAP::URA3, susl::KanMX4
UBP8-TAP spt7A | Mat a, leuz-Ao, his3-A41, met15-40, ura3-Ao0, Esta tesi
sta tesis
UBP8-TAP::URA3, spt7::KanMX4
UBPS8-TAP sac3A | Mat a, leuz-Ao, his3-41, met15-40, ura3-A0, .
Esta tesis
UBP8-TAP::URA3, sac3::KanMX4
UBPS8-TAP Mat a, leuz-A40, his3-41, met15-40, ura3-A0, .
Esta tesis
nup60A UBP8-TAP::URA3, nup60:KanMX4
UBPS8-TAP Mat a, leuz-A40, his3-41, met15-40, ura3-A0,
Este laboratorio
semlA UBP8-TAP::URA3, seml1::KanMX4
UBPS8-TAP Mat a, leuz-Ao, his3-41, meti5-40, UBPS-
Esta tesis
spt7-1180 TAP::URA3, spt7-1180::KanMX4
Mat a, leu2-40, ura3-Ao, meti5-A0, SFP1-
SFP1-TAP Dr. S. Chévez
TAP::HIS3
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CPR1-TAP Mat a, leu2-40, his3-A41, met15-40, CPR1- | Esta tesis
TAP::URA3
Mat a, leuz2-40, his3-41, meti5-40, FPRI1-
FPR1-TAP Esta tesis
TAP::URA3
Mat a, leuz-do, his3-41, meti5-40, CPRI- ,
CPRI-TAP sfp1A Dr. S. Chavez
TAP::URA3, sfp1::KanMX4
Mat a, leuz2-40, his3-41, meti5-40, FPRI-
FPR1-TAP sfp1A Esta tesis
TAP::URA3, sfp1::KanMX4
SFP1-TAP Mat a, leuz-40, met15-40, SFP1-TAP::URA3,
Esta tesis
FPR1-6PK FPR1-6PK::HIS3
SFP1-TAP Mat a, leuz-40, met15-40, SFP1-TAP::URA3,
Esta tesis
CPR1-6PK CPR1-6PK::HIS3
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-40, ura3-A0
SUS1-GFP Esta tesis
SUS1-GFP::KanMX4
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0 | Esta tesis
SGF11-GFP
SGF11-GFP::HIS3
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0 | Esta tesis
UBP8-GFP
UBP8-GFP::HIS3
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0 | Esta tesis
SUS1-GFP spt7A
SUS1-GFP::HIS3, spt7::KanMX4,
SGF11-GFP Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, ura3-40, .
Esta tesis
adalA SGF11-GFP::HIS3, adal:KanMX4
SGF11-GFP Mat a, leu2-40, his3-A1, met15-40, ura3-40, )
Esta tesis
susiA SGF11-GFP::HIS3, sus1::KanMX4
UBPS8-GFP Mat a, leuz2-Ao, his3-A1, met15-40, ura3-40 .
Esta tesis
adalA UBPS8-GFP::HIS3, adal::KanMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-40, ura3-A0
UBPS8-GFP susiA Esta tesis
UBP8-GFP::HIS3, susl::KanMX4
Mat a, leu2-Ao, his3-A1, met15-40, ura3-A0 .
UBP8-GFP spt7A Esta tesis
UBP8-GFP::HIS3, spt7::KanMX4
HA-spt7-1180- Mat a HA-spt7-1180-TAP::TRP1 ura3_o0 leu2_1 | (Wu & Winston,
TAP trpl1_63 his4-917_ lys2-173R2 2002)
Mat a, leu2-A40, his3-A1, met15-40, ura3-A0,
CPR1-GFP Esta tesis
CPR1-GFP::HIS3
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0,
CPR1-GFP sfp1A Esta tesis
CPR1-GFP:HIS3, sfp1:KanMX4
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0,
SFP1-GFP Dr. S. Chévez

SFP1-GFP::NAT
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SFP1-GFP cpriA Mat a, leuz2-40, his3-41, met15-40, ura3-A40, | Dr.S. Chavez
SFP1-GFP:NAT, cpri:KanMX4
Mat a, leu2-A0, his3-A1, met15-40, ura3-A0, .
SET3-GFP Esta tesis
SET3-GFP::KanMX4
Mat a, leuz2-Ao, meti5-A0, ura3-Ao, SET3-
SET3-GFP sfp1A Esta tesis

GFP::HIS3, sfp1::KanMX4

CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1::LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl- | (Fleming et al.,
1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, | 2008)
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-

HTBI1, CEN, HIS3>

CFK921 Mat a, htal-htb1::LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl- | (Fleming et al.,

htb1-K123R 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, | 2008)
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS146 HTA1-Flag-
htb1-K123R, CEN, HIS3>

SUS1-MYC Mat a, leu2-40, his3-A1, meti5-40, ura3-A0, | (Pascual-Garcia
SUS1-MYC::HIS3 et al., 2008)

CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trp1-

SUS1-MYC 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, )
GAPDH-HA-UBI4:URA3 <pZSids HTAI-Flag | To0
HTBI1, CEN, HIS3> SUS1-MYC:KANMX4

CFK921 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-

htb1-K123R 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, Esta tesis

SUS1-MYC GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS146 HTA1-Flag-
htb1-K123R, CEN, HIS3> SUS1-MYC:KANMX4

CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trp1-

SUS1-TAP 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100,

Esta tesis
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-
HTBI1, CEN, HIS3> SUS1-TAP:KANMX4

CFK921 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-

htb1-K123R 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100,

Esta tesis

SUS1-TAP GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS146 HTA1-Flag-
htb1-K123R, CEN, HIS3> SUS1-TAP::KANMX4

CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-

SGF73-TAP 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100,

Esta tesis

GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-
HTBI1, CEN, HIS3> SGF73-TAP::KANMX4
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CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trp1-
UBP8-MYC 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, )
Esta tesis
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-
HTBI1, CEN, HIS3> UBP8-MYC::KANMX4
CFK921 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-
htb1-K123R 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, Esta tesi
Sta tesis
UBP8-MYC GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS146 HTA1-Flag-
htb1-K123R, CEN, HIS3> UBP8-MYC::KANMX4
CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-
UBP8-TAP 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, )
Esta tesis
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-
HTBI1, CEN, HIS3> UBP8-TAP:KANMX4
CFK921 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trpl-
htb1-K123R 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100, Esta tesi
Sta tesis
UBP8-TAP GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS146 HTA1-Flag-
htb1-K123R, CEN, HIS3> UBP8-TAP:KANMX4
CFK920 HTB1 Mat a, htal-htb1:LEU2, hta2-htb2, ura3-1, trp1-
sac3A 1, leu2-3,-112, his3-11, ade2-1, canl-100,
Esta tesis
GAPDH-HA-UBI4::URA3 <pZS145 HTA1-Flag-
HTBI1, CEN, HIS3> sac3:KANMX4

KITS COMERCIALES

A lo largo de este trabajo se han utilizado los

comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante:

siguientes Kkits

Nombre Proveedor
Wizard™ Plus SV Minipreps DNA Purification System™ Promega
Wizard™ SV Gel and PCR Clean-Up System™ Promega
Kit de inmunotincién Amersham Western Blotting Detection

GE Healthcare

Kit™ (ECL Select y ECL Prime)
Coomassie coloidal Novex Colloidal Blue Staining Kit™ Invitrogen
Geles de gradiente NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel™ Invitrogen
Maxima SYBR® Premix Ex Taq™ Takara
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PLASMIDOS

En la siguiente tabla figuran los pldsmidos que se han usado

para la obtencién de los mddulos de delecion o etiquetaje (Chavez &
Aguilera, 1997; Gietz & Sugino, 1988; Longtine et al., 1998; Puig et
al., 2001; Sikorski & Hieter, 1989; Snay-Hodge et al., 1998) asi como

los plasmidos portadores de las construcciones que se han utilizado

en esta tesis.

Plasmido

Descripcion

Origen

pFA6a-KanMX4

Integracion del marcador KanMX4

para la delecion de genes

(Wach et al., 1994)

pFA6a-HIS3 Integracion del marcador HIS3 para | (Longtine et al., 1998)
la delecion de genes

pUC19-GFP- Integracion de la etiqueta GFP con (Longtine et al., 1998)

KanMX4 el marcador KanMX4

pUC19-GFP-HIS3

Integracion de la etiqueta GFP con
el marcador HIS3

(Longtine et al., 1998)

pFA6a-MYC- Integracion de la etiqueta MYC con | (Longtine et al., 1998)
HIS3 marcador HIS3
pBS2623 Integracion de la etiqueta TAP con | (Puig et al., 2001)
el marcador KanMX4
pBS1539 Integracion de la etiqueta TAP con (Puig et al., 2001)
el marcador URA3
pUC19-6xPK- Integracion de 6 copias del (Lengronne et al.,
HIS3 epitopo PK con marcador HIS3 2006)
pPA6a-3FLAG- Integracion de 3 copias de la Dra. Calvo (U.
KANMX4 etiqueta FLAG con el marcador de Salamanca)
KanMX4
pRS416 CEN- Plasmido centromérico vacio (sin (Ingvarsdottir et al.,
URA3 ninguna secuencia clonada) 2005)
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PRS416 ubp8- Pldsmido centromérico con el gen (Ingvarsdottir et al.,

C146S-CEN- UBPS8 mutado en su dominio 2005)

URA3 catalitico (residuo C146)

PRS416 ubp8- Pldsmido centromérico con el gen (Ingvarsdottir et al.,

H419A-CEN- UBPS8 mutado en su dominio 2005)

URA3 catalitico (residuo H419)
OLIGONUCLEOTIDOS

A continuacién

se describen los

oligonucleotidos mds

relevantes utilizados en este trabajo para su uso en PCR cuantitativa.

Todos ellos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Para su disefio se

siguieron las recomendaciones dadas por LightCycler'™ 480

Real-Time PCR System con una Tm préxima a 60 °C y un tamafio
final de amplicon de 100-180 pb.

Region
amplificada

Nombre

Secuencia5’ > 3’

Promotor de
GALI1

yGAL1-PR-240-UP

AAAATTGGCAGTAACCTGGCC

yGAL1-PR-240-DN

CCCCAGAAATAAGGCTAAAAAACTAA

yGAL1-ORF+190-UP

TTGCTAGATCGCCTGGTAGAGTC

ORF de GALI YGALI-ORF+190-DN | GGCGCAAAGCATATCAAAATC
Up-SCRI-RT AACCGTCTTTCCTCCGTCGTAA
ORF de SCR1 Dw-SCRI-RT AGAACTACCTTGCCGCACCA
Region IntV-UP TGTTCCTTTAAGAGGTGATGGTGA
intergénica
cromosoma V IntV-DW GTGCGCAGTACTTGTGAAAACC
ACT1-UP GTTTTGGATTCCGGTGATGG
ORF de ACT1
ACT1-DW AATCTCTACCGGCCAAATCG
RPS3-UP CTCTAAGAAAAGAAAGCTAGTCGCTG
ORF de RPS3
RPS3-DW ACACCGGAGTAACCTTCTTCAG
RPL25-UP TGGTTTTCCAAGTTTCCATGAA
ORF de RPL25

RPL25-DW

AACTTCGTATAATTCCTTGACGGC
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TECNICAS MICROBIOLOGICAS EN LEVADURA

CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las células de levadura empleadas en esta tesis se crecieron en

diferentes medios de cultivo liquido que detallo a continuacion:

-Medio rico YPD (YPD): extracto de levadura al 1 % (p/v),
bactopeptona al 2 % (p/v) y glucosa al 2 % (p/v).

- YP + Galactosa (YPGal): en el que se proporciona galactosa al
2 % (p/v) como fuente de carbono, extracto de levadura al 1 % (p/v),
bactopeptona al 2 % (p/v).

- YP + Rafinosa (YPRaf): en el que se proporciona rafinosa al
2 % (p/v) como fuente de carbono, extracto de levadura al 1 % (p/v),
bactopeptona al 2 % (p/v).

- Medio sintético completo (SC): base nitrogenada para
levadura sin aminodcidos ni sulfato amoénico al 1,7 % (p/v),
(NH,)2S0, al 0.5 % (p/v) y Drop Out Mix al 0.2 % (p/v). El Drop
Out Mix contiene una mezcla de todos los aminodcidos proteicos al
0.2 %.

El crecimiento en medio liquido se hizo a 30 °C con una
agitacion de 150 rpm. Para la elaboracion de los soportes solidos de
crecimiento se agrego6 agar al 2 % (p/v) al medio correspondiente y
las placas se incubaron a 30 °C. Las cepas auxotrofas transformadas
con plasmidos o con mddulos de integraciéon fueron cultivadas en
medio sintético minimo o SC sin el aminodcido marcador de la
auxotrofia. Las cepas que contienen plasmidos o modulos de
integracion asociados al gen de resistencia a geneticina (mo6dulos de
integracion KanMX4) fueron seleccionadas suplementando los
medios de cultivo con geneticina a 20 mg/mL.
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ENSAYOS DE CRECIMIENTO

Para los ensayos de crecimiento en placa, los cultivos celulares
de levadura se crecieron a 30 °C hasta una ODg,, de 0,3-0,4 unidades,
y después de igualar las ODy,, de los distintos cultivos utilizados, se
prepararon cuatro diluciones seriadas (1; 1:10; 1:100; 1:1000) en una
placa de 96 pocillos. Las gotas se replicaron con ayuda de un peine de
replicacién sobre las distintas placas de los medios requeridos. Estas
se incubaron a la temperatura necesaria para el estudio entre 24-72

horas dependiendo del experimento.

TRANSFORMACION DE LEVADURA

Las cepas de levadura fueron transformadas siguiendo el
protocolo basado en la incubaciéon con Acetato de Litio (Gietz &
Woods, 2002). A partir de cultivos celulares crecidos en YPD durante
toda una noche hasta una ODy,, de 0,4-0,6 unidades. Se recogieron
las células centrifugandolas 3 minutos a 2.000 rpm. Se lavaron con
agua desionizada estéril y se transfirieron a un eppendorf con 1 mL
de agua estéril. A partir de ese mL de células resuspendidas, para cada
transformacion se utilizaran unos 120 pL que se centrifugardn para
eliminarles el agua sobrenadante. Las células se resuspenden en una
mezcla de 240 pL de una solucién de polietilenglicol al 50 % (p/v), 34
pL de TE 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0), 36
pL de AcLi 1 M y 50 uL de DNA de esperma de salmoén
desnaturalizado (2 mg/mL). Una vez resuspendidas las células, se
afiade 1-2 ug del mddulo de integracion o delecion obtenido por PCR
si se va a delecionar un gen o etiquetar una proteina, o 0,1-0,5 pg de
DNA plasmidico si es el caso. El tubo que contiene toda la mezcla se
incubd a 30 °C durante 30 minutos y seguidamente se le aplicé un

choque térmico a 42 °C en un termobloque durante 15 minutos con
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agitacion (300-350 rpm en termoagitador). Finalmente, las células se
recogieron por centrifugacién, eliminandose el sobrenadante por
aspiracion. En el caso de transformaciones con pldsmidos las células
se resuspendieron en 200 ML de agua desionizada estéril para ser
sembradas en placas del medio minimo selectivo correspondiente. En
el caso de las transformaciones con moédulos de integracién las
células se recuperaron en medio liquido YPD durante 2-5 horas en
agitaciéon a 30 °C, lo que permitié a las células transformadas
recuperarse del choque térmico y ademds expresar la cantidad de
antibiotico necesario para poder crecer en las placas con 0.2 mg/mL
de geneticina. Una vez pasadas esas horas de recuperacion, las células
se sembraron en placas del medio selectivo correspondiente al
moédulo de integracion utilizado. Las placas se dejan crecer 2-4 dias
para la obtencién de colonias.

DELECION DE GENES Y ETIQUETADO DE
PROTEINAS

Tanto para la delecién de genes, como para la insercién de las
etiquetas TAP, GFP, PK y MYC se utilizd la estrategia de mdédulos de
integracion obtenidos por PCR (Baudin et al., 1993). Los mddulos de
integracion o deleciéon contienen un gen marcador flanqueado de
secuencias de DNA homdlogas a las secuencias del gen diana que
queremos etiquetar o delecionar. Las amplificaciones de los médulos
se detallan en el apartado de PCR.

Después de la transformacién, dependiendo del moddulo
obtenido por PCR las consecuencias tras su recombinacién con el

genoma de levadura pueden ser:
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i) En el caso de deleciéon de genes, se sustituye el gen silvestre
por el gen marcador.

ii) En el caso de etiquetado, se afiade la secuencia de la etiqueta
junto a la secuencia del gen marcador en el extremo C-terminal del

gen en cuestion en pauta de lectura abierta.

Los genes marcadores empleados en este trabajo son KanMX4,
que confiere a la célula resistencia al antibiético geneticina, o genes
que complementan las auxotrofias que presentan los fondos

genéticos de los microorganismos utilizados (URA3, HIS3, etc...).

Una vez se obtienen colonias de las transformaciones realizadas
con los médulos de integracion, se verifica la integracion del moédulo
de disrupcion mediante PCR de colonia (ver mas adelante). La
verificacion de las integraciones de las diferentes etiquetas, ademas de
la comprobacién por PCR de colonia, se realiza una comprobacion
por WB, detallada mas adelante.

METODOS DE MANIPULACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE E. coli

Para la obtencion de DNA plasmidico a pequefia escala se
utilizo el sistema comercial Wizard™ Plus SV Minipreps DNA
Purification System™ (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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ASILAMIENTO DE DNA GENOMICO DE S. cerevisiae

La obtencién de DNA genémico se llevd a cabo a partir de
cultivos de 5 mL en YPD crecidos durante toda la noche a 30 °C. Las
células se recogieron por centrifugacién a 2.500 rpm durante
3 minutos y se lavaron dos veces con agua desionizada estéril. Al
pellet de células se le afadié 200 pL de tampon de lisis (Triton X-100
al 2 % (v/v), SDS al 1 % (p/v), 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH
8.0, 1 mM EDTA pH 8.0), 200 pL de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1) y 200 pL de perlas de vidrio. La mezcla se agité durante
15 minutos en el vortex modelo Genie-2 (Scientific Instruments) a
4 »C. Seguidamente, se afladieron 200 pL de tampén TE (10 mM
Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8.0) y se centrifugé durante 5 minutos a
13.200 rpm a 4 °C. Se recogio la fase acuosa en un nuevo tubo y se
afladieron dos volumenes de etanol al 96 % (v/v) frio. Se dejé a -20 °C
durante 20 minutos para que precipitara el DNA y éste se centrifugd
a 13.200 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante
por aspiraciéon y se lavé el DNA con etanol frio al 70 % (v/v).
Finalmente, se elimind el sobrenadante y, cuando el precipitado
estuvo seco, se resuspendi6 en un volumen de entre 50 y 100 uL de
agua desionizada estéril y se guardo a -20°C hasta su utilizacion.

EXTRACCION DE RNA TOTAL

Para la extracciéon de RNA total de levadura para la hibridacion
en microchips de embaldosado, se recogieron por centrifugacion
25 mL de cada cultivo crecido en medio YPD durante toda la noche a
25 °C hasta crecimiento exponencial.

Para la extracciéon de RNA total de levadura para ver la
expresion de GALI1, se recogieron por centrifugaciéon 15 mL del

mismo cultivo que se us6 para hacer la inmunoprecipitaciéon de
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cromatina. Dichos cultivos se crecieron en medio YPRaf durante toda
la noche a 30 °C hasta crecimiento exponencial al que se le afiadi
durante 30 minutos glucosa o galactosa para reprimir o inducir,

respectivamente, el gen GALI.

Para la extraccion de RNA total de levadura para ver la
expresion de los genes RP, se crecieron 30 mL de cultivo en YPD
durante toda la noche hasta crecimiento exponencial. Se separaron en
dos mitades de 15 mL, afiadiendo a una de las mitades 100 mM de
rapamicina e incubdandolos 1 hora con dicha droga. La otra mitad

siguid creciendo de igual manera pero sin droga.

Las células se lavaron dos veces con agua desionizada estéril fria
y el pellet celular se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido,
almacenandose a -80 °C hasta su procesamiento posterior. Las células
se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 0,5 mL de tampdn
LETS (0.1 M LiCl, 10 uM EDTA, 10 uM Tris-HCI, SDS al 0.2 %
(p/v)). Se afadieron 0,5 mL de fenol (pH 4) y 0,3 mL de perlas de
vidrio. Las células se rompieron por agitaciéon en el vértex modelo
Genie-2 (Scientific Instruments) durante seis periodos de
30 segundos entre los cuales las células se mantuvieron 30 segundos
en hielo. Posteriormente, se centrifugaron las muestras durante
5 minutos a 13.200 rpm a 4°C. El sobrenadante acuoso se extrajo y se
mezcl6 con fenol:cloroformo (5:1 pH 4.3) para hacer una segunda
extraccion. Se volvid a centrifugar la mezcla y la fase acuosa obtenida
se mezclé con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para hacer la
ultima extraccién. El RNA se precipitd con un volumen de LiCl 5 M a
-80°C durante un minimo de 3 horas. Se recogidé por centrifugacién
durante 20 minutos a 13.200 rpm a 4°C, se lavd con etanol al 70 %
(v/v) y se resuspendié en agua desionizada estéril para volver a
precipitarlo. Para ello se afladi6 acetato sddico a una concentraciéon
final 0,3 M y dos voliumenes de EtOH al 100 % (v/v). Se volvié a dejar
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al menos 2 horas a -80 °C para volver a centrifugar durante
15 minutos a 13.200 rpm a 4 °C. El precipitado se lavo con EtOH al
70 %, se dejo secar y finalmente se resuspendié en agua desionizada
estéril. La concentracion del RNA obtenido se evalu6 midiendo la
absorbancia a 260 nm mediante un espectrémetro (NanoDrop™
ND-2000).

TRANSCRIPCION REVERSA O SINTESIS DE cDNA

Se incubaron 2 pug de RNA con 10 unidades de DNasa libre de
RNasas (Sigma 20U/pL) y su tampon correspondiente en un
volumen final de 10 pL a temperatura ambiente durante 20 minutos.
El RNA se extrajo dos veces con la mezcla de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se realizd una tercera
extraccién con cloroformo:isoamilico (24:1). El RNA se precipit6
durante toda la noche con dos volumenes de EtOH al 100 % y 1 puL de
glucogeno. Se centrifugd durante 20 minutos a 13.200 rpm a 4°C, se
lavé con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendié en 12 pL de agua
desionizada. Se realiz6 una medida con 1 pL en el NanoDrop™
ND-2000 para medir las cantidades de RNA antes de comenzar con
la retrotranscripcidn, y otro pL se utiliz6 para comprobar por PCR
que el tratamiento con DNasa funcion6é correctamente. A
continuacién se incubé el RNA digerido con 1 pL de oligos random y
1 pL de una mezcla de los cuatro dNTPs a una concentracién de
10 mM cada uno, a 65 °C durante 5 minutos, tras lo cual se transfiri6
la mezcla al hielo. Se afadieron entonces 4 pL de tampdn 5X
First-strand (Invitrogen), 2 pL de DTT 0.1 M y 1 pL de inhibidor de
RNasa Out (Invitrogen). Esta mezcla se incubd 2 minutos a 37 °C y
se afladio 1 pL de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Las

muestras se incubaron durante 10 minutos a 25 °C y 50 minutos a
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37 °C, y finalmente se inactivé la enzima congelando las muestras.
Para la amplificacion del producto de la transcripcién reversa
(cDNA) se realizé una dilucién 1/20 del cDNA obtenido y se
utilizaron 3 pL como molde de la qPCR (volumen final de 10 pL).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las amplificaciones de los mddulos de integracién o delecién se
llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL empleandose, 1 puL de
una dilucién 1:10 de DNA del plasmido molde procedente de una
Mini-Prep; 0,3 pL de Taq polimerasa (1 U/uL Roche); 5 pL del
tampon 10X de la Taq polimerasa (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI
pH 8,3 y 250 mM MgCl2); 0,5 mM de cada uno de los cebadores y
5 pL de una mezcla de los 4 ANTP a 4 mM. El protocolo de
amplificacion es el siguiente:

95 °C 3 minutos
94 °C 15 segundos
54 °C 30 segundos
72 °C 2 minutos

94 °C 15 segundos

9 ciclos

54 °C 30 segundos
72 °C 2 minutos + 5 segundos por ciclo 25 ciclos

72 °C 7 minutos

4°C

Para verificar la correcta integracién de los moddulos de
disrupcion se llevo a cabo una reacciéon de PCR de colonia. Para lo
cual se recogieron en 20 pL de SDS al 0,01 % la cantidad de células
frescas crecidas en placa que caben en equivalente al extremo de una
asa de siembra de 1 pL, y se hirvié la muestra durante 3 minutos a
95 °C. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 15 pL
donde afladimos, 0,15 pL de Taq polimerasa (Invitrogen); 1,5 pL del
tampon 10X de la Taq polimerasa (Invitrogen) que incluye MgCl2;
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0,45 pPL de cada cebador a 10 mM y 1,5 pL de una mezcla de los
4 dNTPs a 2,5 mM. El protocolo de amplificacion en estos casos es el
siguiente:

95 °C 3 minutos
94 °C 15 segundos
54 °C 30 segundos
72 °C 2 minutos
72 °C 7 minutos
4°C

35 ciclos

PCR CUANTITATIVA (qPCR)

Tanto los andlisis de expresién génica para GALI, RPL25 y
RPL3, como los analisis de inmunoprecipitaciéon de cromatina para el
promotor de GALI se llevaron a cabo, respectivamente, mediante
RT-PCR y PCR cuantitativa en el termociclador LightCycler™ 480. Se
utilizé el kit SYBR Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus (Takara)). El
disefio de oligonucleétidos, la mezcla de reaccién y las condiciones
de amplificacion se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante para un volumen final de 10 pL. Se hizo triplicado técnico
de PCR para todas las muestras.

La cuantificacion relativa de los amplicones obtenidos se realiz6

con las siguientes férmulas:
RT-qPCR

Eficiencia de los oligos”(CT control positivo - CT muestra)* 100

qPCR para ChIP

Eficiencia de los oligos”(CT control positivo - CT de la IP)*100

Eficiencia de los oligos”(CT control positivo - CT del INPUT)* 100
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La eficiencia de los oligos empleada para el procesamiento de
los datos se comprobo en cada qPCR empleando el siguiente célculo,
y fijando como control de calidad una eficiencia minima de un 80 %

para cada qPCR:
Eficiencia = (10 -(1/pendiente obtenida en cada reaccién de PCR))

Los datos obtenidos para cada pareja de oligos se normalizaron
respecto a genes de referencia: SCRI para la expresiéon de GALI;
ADH]1 para la expresién de RPL25 y RPL3; y una regidn Intergénica
en el cromosoma V (chrV: 9754-9837) para los ChIPs en el promotor
de GAL1.

SEPARACION DE ACIDOS NUCLEICOS POR
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizd en geles de
agarosa de concentraciéon variable (0.8 %-1,5 % (p/v)) segun los
tamafios de los fragmentos de DNA a separar. Los geles se
prepararon en tampén TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA
pH 8.0), que también fue utilizado como tampdn de electroforesis.
Los geles se prepararon afiadiendo 3 pL de bromuro de etidio 10
mg/mL por cada 50 mL de gel. Las muestras se mezclaron con
tampon de carga 6X (azul de bromofenol al 0.25 % (p/v), azul de
xilencianol al 0.25 % (p/v), glicerol al 30 % (v/v)) hasta una
concentracion final 1X y la electroforesis se realizé a voltaje constante
(6-10 V/cm) durante un tiempo variable en funcién de la resolucion

requerida.
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Electroforesis de RNA en geles de agarosa en tampon TAE

La integridad del RNA obtenido tras las extracciones se
comprobd mediante la visualizacién de 2 pug de RNA total en un gel
TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8.0) con agarosa al
1 % (p/v). Estas electroforesis se llevaron a cabo durante 10-15
minutos a 10 V/cm en una cubeta rociada con RNasa ZAP
(Invitrogen) para prevenir la degradacién por RNasas.

METODOS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Los extractos proteicos extraidos mediante protocolo con acido
tri-cloroacético (TCA) se realizaron mediante el siguiente
procedimiento. Se recogieron 5-15 mL de cultivo liquido mediante
centrifugaciéon de 3 minutos a 3.000 rpm a 4 °C. El pellet de células se
resuspende con 1 mL de TCA al 20 % (v/v). Se centrifuga 1 minuto a
maxima velocidad para eliminar el sobrenadante. Para neutralizar la
carga acida que ha dejado el TCA se lavan 3 veces las células con
1 mL de Tris-Base 1M (sin ajustar el pH). Tras los lavados, se
resuspende el pellet en 100 pL de tampdn de carga de proteinas SDS-
PAGE 2X (250mM Tris-HCI pH 6.8, 140 mM SDS, 30 mM azul de
bromofenol, 27 pM glicerol) conteniendo DTT 0.1 mM. Se hierven
las muestras 2 minutos a 95 °C y se afladen 200 pL de perlas de vidrio.
Se vuelve a hervir 2 minutos a 95 °C y se pasa a romper las células
durante 2 minutos a 4 °C en el vértex modelo Genie-2 (Scientific
Instruments). Tras romper las células se vuelven a hervir 2 minutos a
95 °C. Haciendo un agujero con una aguja al rojo vivo y dando un
golpe de centrifuga a las muestras se consigue recoger en un tubo

nuevo los extractos. Las muestras se hierven 5 minutos a 95 °C y se
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conservan a -20 °C. Para la obtencién de extractos proteicos
mediante protocolo con NaOH, los cultivos celulares se recogieron
por centrifugacién (3 minutos a 3.000 rpm) y se lavaron con agua
destilada estéril fria. Las células se resuspendieron en 1 mL de agua y
se afadié 15 pL de NaOH 2 M y 2 uL de 8-mercaptoetanol. Se
dejaron 10 minutos en hielo y se centrifugaron durante 1 minuto a
13.200 rpm. Se aspiré el sobrenadante, se resuspendié el precipitado
en 50 pL de tampdén de carga de proteinas SDS-PAGE 2X
conteniendo DTT 0.1 mM vy se incubaron las muestras a 95 °C
durante 5 minutos. Se centrifugaron de nuevo durante 10 minutos a
13.200 rpm y el sobrenadante, que constituye el extracto proteico, se

transfirié a un tubo nuevo.

EXTRACCION DE HISTONAS TOTALES

Los cultivos celulares se recogieron por centrifugaciéon durante
3 minutos a 3000 rpm y se lavaron con agua destilada estéril fria. El
pellet de células se resuspendi6 en 1 mL de TCA al 20 %. Se
centrifugaron las células y el pellet se congeld en nitrégeno liquido.
Tras descongelar de nuevo el pellet se resuspendi6 en 0,5 mL de TCA
al 20 % y se afladieron 200 pL de perlas de vidrio. La mezcla se agit6
en vortex Genie-2 durante 2 minutos a 4 °C. El lisado se recogié en
un tubo nuevo y se lavaron las perlas de vidrio con 0,5 mL de TCA al
5 % que se afiadié al lisado anterior. Se centrifug6 el lisado 10
minutos a 3.000 rpm y el pellet resultante se resuspendié en 0,2 mL
de tampo6n Laemmli (0,06M Tris pH 6,8; 10 % SDS; 0,0025 % azul de
bromofenol) con 5 % de 3-mercaptoetanol frio y 50 uL de Tris-Base
2 M. Se hirvieron las muestras 3 minutos a 95 °C y se centrifugaron
10 minutos a 3.000 rpm. El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y

se guardo hasta su utilizacion.
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PURIFICACION DE PROTEINAS
MEDIANTE TECNICA TAP

La técnica de Tandem Affinity Purification permite recuperar
complejos proteicos nativos altamente purificados a partir de
extractos totales. Para ello, se debe sustituir la copia silvestre de la
region codificante de la proteina de interés por una version del gen
que ademas incluye la etiqueta de afinidad TAP. Esta etiqueta esta
constituida por dos unidades de proteina A (PA) de Staphilococcus
aureus, seguida de un sitio de corte para la proteasa TEV (Tobacco
Etch Virus), y finalmente por el péptido de unién a calmodulina
(CBP) (Figura M1). Estos experimentos siguieron el protocolo
descrito en los trabajos de Rigaut (Schmitt et al., 1999) y Puig (Puig et
al., 2001) con ciertas modificaciones. Se crecieron 2 L de células hasta
una ODyy de 2,5, equivalente a 12-15 gr de pellet celular, se
recogieron por centrifugaciéon y se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido conservdndose a -80 °C hasta su utilizacién. Las
células se resuspendieron en tampon de lisis (10 mM Tris-HCI pH
8.0, 150 mM NacCl, glicerol al 20 % (v/v), Nonidet P-40 al 0.1 % (v/v),
1 mM PMSF, 1 mM DTT y media tableta de cdctel inhibidor de
proteasas Complete (Roche) y se introdujeron en los contenedores
del BeadBeater (Fritsch-Pulverisette) junto con 25 mL de perlas de
vidrio. Se mantuvo todo en frio. La rotura se realizd6 mediante
3 rondas de 4 minutos a 490 rpm con una pausa de 1 minuto entre
cada ronda. El lisado se centrifugd durante 1 hora a 4 °C a 14.000
rpm. Se recuperd el sobrenadante al que se le afiadié glicerol si no se
va a seguir con el protocolo y se va a congelar la muestra hasta el dia
siguiente para una mejor conservacion. Se tomaron unos 15 ul de
dicha muestra (Lisado) para analizar por WB. El lisado resultante se
transfirié en un nuevo tubo y se incubd durante 1 hora a 4 °C en

agitaciéon rotatoria con 400 pL de suspension de resina
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IgG-Sepharose 6 Fast Flow™ (Amersham Bioscience) previamente
lavada con LB (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, glicerol al
20 % (v/v), Nonidet P-40 al 0.1 % (v/v)). Dicha resina tiene avidez
por el epitopo PA. Tras la incubacion, la resina fue lavada con 10 mL
de tampén LB. Posteriormente, se incubd la resina a la que se ha
unido nuestra proteina etiquetada con TAP, con 3-4 pg de la proteasa
TEV durante 2 horas a 16 °C en agitacidn rotatoria. Esta digestion
produce la liberacién del epitopo PA de la etiqueta TAP, liberando un
eluido enriquecido en nuestra proteina de interés. Se tomoé una
alicuota de dicho Eluido TEV para analizar por WB. Por tltimo, se
volvio a purificar el eluido con una segunda cromatografia de
afinidad, incubando el eluido purificado con 400 pL de la resina afin
a la calmodulina (Calmodulin Affinity Resin™, Stratagene) en
presencia de una concentracién 4 mM de CaCl,. La incubacién de la
resina con el eluido anterior se efectudé durante 1 hora a 4 °C con
agitacion rotatoria. A continuacion, la resina fue lavada con 5 mL de
tampén LB suplementado con 2 mM de CaCl, y 1 mM DTT. La
elucion final se llevo a cabo incubando la resina con tampén de
elucién (5 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 y 50 mM NacCl) en
3 rondas de 10 minutos a 37 °C. El eluido enriquecido (Eluido
Calmodulina) en las proteinas que interaccionan con nuestra
proteina de interés fueron precipitados con TCA a una concentracion
final del 10 % (v/v). Los eluidos fueron resueltos generalmente por
SDS-PAGE. En otras ocasiones, tras la precipitacién con TCA se
analizo el pellet total de proteinas por LC-MS/MS para la

identificacion de las proteinas en la muestra.
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ETIQUETA TAP

Proteina de interés Proteina A

Proteina de unién a Secuencia de corte
calmodulina (CBP)  de proteasa TEV

Contaminantes
Interactor

\ ———especifico

}( Corte con proteasa TEV

2

Resina de calmodulina
Elucion l

Resina IgG

Figura M1. Esquema del proceso de purificacion mediante etiqueta TAP.

SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS

Los extractos proteicos fueron separados en funciéon de su
tamaflo mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida que se prepararon siguiendo las especificaciones
detalladas en (Sambrook & Rusell, 2001). La electroforesis se
desarroll6 en cubetas Mini Protean II y III (Bio-Rad) a voltaje
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constante de 120 V durante el tiempo necesario para separar las
proteinas de interés. El tampdn de electroforesis se prepard con
25 mM Tris-base, 190 mM de glicina y SDS al 0,01 % (p/v). Los geles
en gradiente desnaturalizante de poliacrilamida NUPAGE 4-12 %
Bis-Tris Gel™, fueron adquiridos a Invitrogen y se utilizé el tampoén
proporcionado por la casa comercial, MOPS, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

TRANSFERENCIA E INMUNOTINCION

Las proteinas separadas mediante electroforesis se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm (Hybond-ECL Amersham
Biosciences) con un mini trans-blot cell de Biorad siguiendo el
procedimiento descrito en (Sambrook & Rusell, 2001). El tampdn de
transferencia utilizado contiene 25 mM Tris pH 8.3, 192 mM glicina,
SDS al 0.1 % (p/v) y metanol al 20 % (v/v). La transferencia se llevé a
cabo durante 1 hora aplicando 100 V de voltaje. Para la transferencia
de histonas se aplic6 un voltaje de 100 V durante 15 min, seguido de
otros 30 minutos a 60 V.

Las proteinas transferidas se tifieron con una solucién de
Ponceau al 1 % (p/v) en acido acético al 1 % (v/v) durante 1 minuto.
El colorante se eliminé lavando la membrana con agua destilada. La
membrana se bloqued con TBS-Tween (0.02 M Tris-HCI pH 7.6 y
NaCl al 0.8 % (p/v))-Tween-20 al 0.01 % (v/v)) suplementado con
leche en polvo 5 % (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente o
toda la noche a 4 °C. El anticuerpo primario se diluyé en TBS-Tween
con leche en polvo al 5 % (p/v) y la membrana se incubd en esta
disolucion durante una hora en agitacion constante. La membrana se
lavé tres veces durante 15 minutos con TBS-Tween con alta

agitacion. El anticuerpo secundario se prepar6 también en
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TBS-Tween con leche en polvo al 5 % (p/v) y se incubod la membrana
durante 1 hora con agitacion. Se realizaron 3 lavados adicionales de
10 minutos con TBS-Tween y la detecciéon quimioluminiscente se
realizd mediante el sistema ECL Select o Prime (GE Healthcare)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

TINCION COOMASSIE COLOIDAL

Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis, la
tincidn de las proteinas se realizé con Coomassie coloidal en polvo o
con el kit Coomassie coloidal Novex Colloidal Blue Staining Kit™
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La tincién con
Coomassie coloidal en polvo se hizo sumergiendo el gel en solucién
colorante durante al menos 30 minutos, y después se realizaron
varios lavados con solucién decolorante (metanol al 30 % (v/v), cido

acético al 5 % (v/v)) hasta eliminar el exceso del colorante.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La identificacion de proteinas mediante espectrometria de
masas fue llevada a cabo mediante LC MS/MS por el personal de la
seccién de Espectrometria de Masas del Servei Central de Suport a la
Investigacié (SCSIE) de la Universitat de Valéncia que estd integrado
y sigue los estandares de Proteored Espafia
(http://www.proteored.org/) y el SCSIE de la UV (http://scsie.uv.es).
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INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP)

Para la inmunoprecipitacién de cromatina, necesaria para el
analisis de la ocupacion del gen GALI por nuestra proteina interés, se
utilizaron células procedentes de cultivos de 120 mL en medio YPRaf
crecidas a una ODy, de 0,6-0,7. El cultivo se dividié en dos y el gen
GAL1 se indujo o se reprimié agregando galactosa o glucosa al 2 %
durante 25 minutos. Las células se entrecruzaron in vivo con
formaldehido al 1 %, durante 20 minutos a temperatura ambiente. El
entrecruzamiento se detuvo afadiendo glicina (125 mM) durante
15 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron 4 veces
con 25 mL de TBS frio y se congelaron a -20 °C. Las células se lisaron
con 300 pL de tampén de lisis (HEPES-KOH 50 mM pH 7.5,
NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1 % (v/v), desoxicolato
sodico al 0.1 % (p/v), PMSF 1 mM, Benzamidina 1 mM e inhibidor
de proteasas Complete (Roche) y 300 pL de perlas de vidrio. La lisis
se llevo a cabo durante 13 minutos a 4 °C en un vortex modelo
Genie-2 (Scientific Industries) a 4 °C. Tras eliminar las perlas de
vidrio, la cromatina se fragment6 (tamafio medio entre 200 y 600 pb)
por sonicacién (30 pulsos de 30 segundos ON / 30 segundo OFF a la
maxima potencia con un sonicador BioRuptor Diagenode,
manteniendo fria siempre el agua) y se centrifugé a 12.000 rpm
durante 15 minutos. 10 pL del lisado fue utilizado como INPUT vy se
mantuvo sin purificar para su posterior procesamiento con el resto de
muestras. El resto del lisado se incub¢ a 4 °C en agitacion rotatoria
durante 2 horas con las bolas magnéticas Dynabeads Pan Mouse IgG
(Invitrogen) a las que se unird la proteina A de la etiqueta TAP de las
cepas utilizadas. La bolas magnéticas se lavaron 2 veces con tampdn
de lisis, dos veces con tampdn de lisis suplementado con 500 mM
NaCl, dos veces con tampoén de lavado (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
250 mM LiCl, NP-40 al 0.5 % (v/v), desoxicolato soédico al 0.5 % (p/v)
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y 1mM EDTA) y una vez con tampén TE (Tris-HCl y EDTA 1mM).
La elucién se realizé con tampén de elucion (10 mM Tris-HCl pH
8.0, 10 mM EDTA y 10 % SDS (p/v)) calentando a 65 °C durante
10 minutos dos veces consecutivas. El entrecruzamiento entre DNA y
proteina se revirtié a 65 °C durante toda la noche. El eluido se digirio
durante 90 minutos a 45 °C con 7,5 pL de proteinasa K
(600 mAU/ml, Novagen). El DNA se purific6 mediante 2
extracciones consecutivas con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1)
y se precipité con etanol al 100 %. El DNA final se resuspendié en 40
uL de agua libre de DNAsas. Para su utilizacién en qPCR se usaron
diluciones 1:10 y 1:100 de la IP y del INPUT, respectivamente.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA:
ENSAYO DE DESUBICUITINACION

1. PURIFICACION DE HISTONA H2B

En primer lugar se purificé la histona H2B que servira de
sustrato en el ensayo. Para ello, se recogio la cepa HTBI que tiene
delecionado el gen codificante para la histona H2B. Dicha cepa
contiene dos plasmidos: uno con una versién de H2B etiquetada con
FLAG (pZS145 HTA1-Flag-HTB1-CEN-HIS3), y otro con la proteina
ubicuitina etiquetada con el epitopo HA (GAPDH-3HA-
UB14::URA3). Se lavé con 4cido tricloroacético al 20 % y se rompio
en el vortex modelo Genie-2 (Scientific Instruments) a 4 °C durante
15 minutos con perlas de vidrio. El lisado se centrifugd durante
10 minutos a 3.000 rpm. El pellet se resuspendié en 0,2 mL de
tampon de carga de proteinas y en 50 pL de Tris 2M, para neutralizar
el pH. La muestra se hirvié durante 3 minutos y se centrifugd 10

minutos a 3.000 rpm. 50 pl del sobrenadante se guardé como control



%N Métodos

y el resto se incubd con 800 puL de tampén IP (50 mM Tris pH 7.4,
150 mM NaCl, NP-40 al 0.5 %, y 0.5 mg/ml BSA) con 25 pL de resina
M2 anti-Flag (Sigma). Tras una incubacidén de una hora a 4 °C, la
resina se lavd con tampdn IP tres veces. La histona enriquecida se
eluy6 mediante competicién incubando la resina con 2 pL de péptido
Flag (Sigma) a una concentracién de 4 mg/ml en 40 pL de tampdn IP
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El eluido final
contendra la histona H2B purificada necesaria para el ensayo de
desubicuitinacién (Figura M2).

2. ENSAYO DE DESUBICUITINACION

El ensayo se realizé incubando 4 pL de histona purificada
(H2B-Flag ubicuitinada y sin ubicuitinar) con 100 pL de eluido
nativo purificado por la técnica TAP y eluido durante 30 minutos a
30 °C. Como control negativo se incub¢ la histona junto con el
tampon de elucién de la TAP, o bien, junto con un purificado nativo
procedente de la cepa Sus1-TAP sgf73A. La actividad desubicutinasa
se detecté mediante WB empleando anticuerpos anti-HA (Sigma), lo
que permiti6 inmunodetectar la cantidad de histona H2B
ubicuitinada (H2Bub-HA) (Figura M2).
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Ensayo de desubicuitinacion in vitro

Purificacion de H2B Purificacion de complejos proteicos
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a-TAP (nivel de complejo purificado) 9% Actividad
a-HA (nivel de H2Bub final) desubicuitinasa

Purificado
proteico

Figura M2. Procedimiento experimental del ensayo de desubicuitinacion in
vitro. La histona H2B-Flag que sirve como sustrato del ensayo se purificé con la
resina M2 (Sigma). El ensayo se realizé incubando 500 ng de histona purificada
con 100 pL de eluido nativo purificado por la técnica TAP durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Como control negativo se incubé la histona H2B junto con
el tampon de elucidn. Los niveles de complejo purificado y de histona H2Bub final
se detectaron por WB.
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TECNICAS MICROSCOPICAS

LOCALIZACION IN VIVO DE PROTEINAS

La visualizacién de proteinas etiquetadas con GFP se llevé a
cabo creciendo las células en el medio correspondiente a una ODyg,
de 0,3-0,5. Las células se centrifugaron y lavaron con 5 mL de PBS 1X
(13,7 mM de NaCl, 0,27 mM de KCIl, 0,43 mM de Na,HPO,,
0,14 mM de KH,PO,). Las células se fijaron con 0,5 mL de metanol
incubandolas 10 minutos en hielo. Tras la fijacién se volvieron a lavar
con 1 mL de PBS. Se resuspendieron en un volumen final de 100 pL
de H,0 y utilizaron unos 5 pL para su visualizacién en microscopio
inmovilizadas en un porta. Para la visualizacién de los nucleos
celulares afladi6 un medio de montaje que contiene DAPI
(Vectashield Mounting Media, VectorLabs). La obtencién de las
imagenes se hizo con un microscopio confocal TCS-SP2-AOBS de
Leica por el personal del Servicio de Microscopia Confocal del Centro

de Investigacion Principe Felipe.

HIBRIDACION IN SITU DE RNAs
DETECCION DE mRNAs POLIADENILADOS

La hibridacion de los mRNA poliadenilados se realizd
empleando cultivos de 50 mL con una ODy, 0,5-0,8. Las células se
fijaron con formaldehido al 4 % (v/v) incubandose a temperatura
ambiente durante 60 minutos. Tras recoger las células por
centrifugacién a 3.000 rpm 3 minutos, se lavaron con 5 mL
KPO,0,1 M pH 6,4. Se hizo un lavado adicional con una mezcla de
tampén de lavado (KPO, 0,1 M y sorbitol 1,2 M). Las células se
transfirieron a un nuevo tubo. Se centrifugd 1 minuto a 3.000 rpm y

se volvid a resuspender en 1 mL de tampdn de lavado con Zymoliasa
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100T (5 mg de Zymoliasa en 10 mL de tampdn de lavado), incubando
30 minutos a 30 °C en agitacién rotatoria para obtener los
esferoplastos. Tras una centrifugacion de 3 minutos a 3.000 rpm y un
lavado con 1 mL de tampodn de lavado, el sedimento se resuspendié
en 30 pL de este tampon. Toda la soluciéon se afiadié a pocillos
recubiertos de poli-L-lisina. Estos pocillos fueron preparados con
anterioridad, cubriendo con poli-L-lisina cada uno de los pocillos de
la placa que se iban a utilizar, dejando secar el exceso de poli-L-lisina.
Una vez aplicada la muestra en los pocillos asi tratados, se dejaron
reposar las células sobre los pocillos durante 10 minutos para su
adhesion, y las células no adheridas fueron retiradas por aspiracion.
Los pocillos se lavaron dos veces con 100 pL/pocillo de SSC 2X
(0,3 M NaC(l, 0,03 M citrato de sodio) y las muestras se incubaron en
la misma solucién durante 10 minutos. Se retird el SSC 2X, se afladid
25 uL de tampon de pre-hibridaciéon (sulfato de dextrano al 10 %
(p/v), formamida desionizada al 50 % (v/v), tRNA de Escherichia coli
125 ug/mL, DNA de esperma de salmoén 500 pug/mL, Denhart 1X,
DTT 1mM y RNasina 4 U/mL) y se incub6 al menos 1 hora a 37 °C.
Se afladié 1 pmol de una sonda de oligo(dT),s acoplada al fluoréforo
Cy3, vy se incub6 a 37 °C durante toda la noche en una cdmara
humeda. Los pocillos se lavaron sucesivamente dos veces con 100 mL
de SSC 2X, dos veces con SSC 1X y otras dos con SSC 0,5X. Tras los
lavados se dejo secar la placa, se ailadié 3 pL/pocillo de medio de
montaje Vectashield, el cual contiene DAPI, se colocé un cubre y se
dejo al menos 1 hora a temperatura ambiente antes de observar la
preparacion al microscopio de fluorescencia DM6000B de Leica con
el objetivo 63X PL APO.
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DETECCION DE RNAs ESPECIFICOS (STL1)

Para la hibridacién in situ de los RNAs especificos de STL1 se
crecieron las células en YPD toda la noche hasta una OD exponencial
y se trataron con 0,4 M de NaCl durante 20 minutos. La continuacién
del protocolo es similar al que se sigue para detectar todos los RNA
poliadenilados. Se recogen y lavan las células con tampén B
(KPO, 0,1 M a pH 7,5y 1,2 M de sorbitol). Para la obtencién de los
esferoplastos se utilizan tampoén B que ademas contiene 20 mM de
Complejo Vanadyl-Ribonucleosido (Sigma), 28 mM de 8-
mercaptoetanol, 0,06 mg/mL de PMSF y 5 mg de Zymoliase 100T.
SSC 2X con 300 mM NaCl, 30 mM citrato de sodio y 50 % de
formamida. Tras la incubacién de 30 minutos se lavan las células con
tampon B sin Zymoliasa. Una vez adheridas las células a los portas se
afladen 30 pL de tampén de hibridacidn (10 % dextran sulfato, 2 mM
Complejo Vanadyl, 0,02 % BSA, 40 pug de tRNA de E. coli, SSC 2X y
50 % formamida) y 20 ng de sondas especificas para STLI acoplados
al fluoréforo Cy3. Tras la incubacién durante toda la noche se lavan
los portas con tampdn de rehidratacién (SSC 2X y 50 % formamida).

ANALISIS DE IMAGEN

La cuantificaciéon de las bandas obtenidas por WB, y el andlisis
de las imagenes procedentes del microscopio de fluorescencia se
realizé usando el programa Image ] (Instituto Nacional de la salud
(NIH) de EEUU, http://imagej.nih.gov/ij/).
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TECNICAS GENOMICAS

CHIP-EXO

La obtencidn y secuenciacién de muestras por la técnica de
ChIP-EXO para detectar el reclutamiento de Susl al genoma de
levadura, fue realizada por la empresa Peconic® LLC (State College,
PA, USA). Para ello se etiquetdé a Susl con el epitopo MYC en las
cepas WT, spt8A y spt7-1180. Las 3 cepas se crecieron toda la noche
en YPD a 25 °C. Cuando llegaron a fase exponencial de crecimiento,
parte del cultivo se sometié a choque térmico de 37 °C durante
15 minutos. El protocolo detallado del ensayo de ChIP-EXO que se
siguid a continuacién para las 6 muestras se puede encontrar en
(Rhee & Pugh, 2012).

HIBRIDACION DE MICROCHIPS DE EMBALDOSADO
Para el estudio del transcriptoma de los mutantes escogidos,
obtuvimos los RNAs totales de las cepas seleccionadas (3 réplicas
biolégicas por cada cepa) y se hibridaron en microchips de
embaldosado Tiling Array Custom (PN 52005, Affymetrix, Santa
Clara, CA). El disefio de estos arrays fue realizado por Lars Steinmetz
del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL Heidelberg,
Alemania) (David et al., 2006), utilizando como referencia la
secuencia de la cepa de laboratorio Saccharomyces cerevisiae S288c.
Estos microchips de embaldosado se caracterizan por cubrir las dos
cadenas del genoma de S. cerevisiae utilizando 6,5 millones de sondas
de una longitud de 25 nt que se disponen de tal manera que existe un
solapamiento de unos 17 nt entre ellas
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/files/A-AFFY-116).
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Las hibridaciones se realizaron a través del Servicio de Analisis
Multigénico de la Unidad Central de Investigacion UCIM/INCLIVA
de la Universidad de Valencia y los datos crudos obtenidos nos

fueron proporcionados para su posterior analisis.

METODOS DE ANALISIS BIOINFORMATICO DE
LOS DATOS GENOMICOS

CHIP-EXO

Los archivos proporcionados por Peconic® LLC con las lecturas
obtenidas mediante secuenciador Illumina® para las 6 muestras
analizadas (3 cepas en dos condiciones diferentes) fueron analizados
por Pedro Furié Tari del laboratorio de Gendémica de la Expresion
Génica del Centro de Investigacién Principe Felipe dirigido por la
Dra. Ana Conesa. Para la obtencién de los picos de unién de Susl a
partir de las lecturas obtenidas se utilizo el algoritmo MACS
(http://liulab.dfci.harvard.edu/MACS/). Para eliminar las lecturas
correspondientes a inespecificidades de la inmunoprecipitacion, las
lecturas obtenidas a partir de cepas sin etiqueta (controles negativos)
crecidas a 25 °C y a 37 °C se restaron a las lecturas obtenidas en

nuestras muestras.

Una vez identificados los picos, éstos se filtraron para eliminar
posibles falsos positivos relacionados con regiones calientes que
suelen ser inmunoprecipitadas y secuenciadas de manera
inespecifica. Para ello, se eliminaron de nuestros analisis las lecturas
correspondientes a 238 regiones descritas como secuencias “hiper-
chipeables” en (Teytelman et al., 2013). Por tltimo, dado que existen
diferencias entre las distintas profundidades de secuenciacién de las



Métodos

muestras para filtrar los picos significativos de los que no lo son y
establecer un punto de corte equivalente para todas las muestras, se
establecieron los puntos de corte para cada muestra de manera
correlativa a su profundidad de secuenciacion. De esta forma el
porcentaje de picos significativos detectados es similar en todas las
muestras. Los picos finales obtenidos se asignaron a los elementos del
genoma anotados hasta la fecha. Los datos finales fueron procesados
mediante software basado en scripts de c6digo en lenguaje estadistico
R (http://www.r-project.org/) escritos por Pedro Furi6¢ Tari para la
obtencidn de las diferentes representaciones graficas.

MICROCHIPS DE EMBALDOSADO

Los archivos .CEL proporcionados por el Servicio de Andlisis
Multigénico (Unidad Central de Investigacion UCIM/INCLIVA,
Universidad de Valencia), que contienen las imdgenes adquiridas
mediante el scanner de microchips, se procesaron y normalizaron
con el software Tiling Array Software (TAS, Affymetrix) siguiendo los
parametros fijados por defecto. Los datos normalizados a partir de
las 3 réplicas biologicas para cada cepa, fueron procesados
posteriormente a través de un software basado en scripts de codigo en
lenguaje estadistico R (http://www.r-project.org/). Los cddigos
usados fueron escritos y adaptados por Vicent Pelechano, Ishaan
Gupta y Zhenyu Xu (EMBL Heidelberg) y cedidos para su uso por el
Dr. José Enrique Pérez Ortin y el Dr. Antonio Jordan (Universitat de
Valéncia).
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AGRUPACION DE PERFILES TRANSCRIPCIONALES
Los datos de microchips utilizados para la realizacién de la
clasificacién jerdrquica se obtuvieron del trabajo del grupo del
Dr. Holstege (Lenstra et al, 2011b). Los datos fueron filtrados
mediante software basado en scripts de c6digo en lenguaje estadistico
R (http://www.r-project.org/) escrito por Sonia Tarazona
(Laboratorio de Genoémica de la Expresion Génica del Centro de
Investigacion Principe Felipe). Los datos filtrados se procesaron para
la generaciéon de los arboles jerarquicos con el software
MultiExperiment Viewer (http://www.tm4.org/mev.html).
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Multiples formas del complejo SAGA han sido descritas desde
hace casi dos décadas (Belotserkovskaya et al., 2000; Grant et al.,
1998b; Saleh et al, 1997). El complejo SLIK (SAGA-Like) fue
descubierto como un nuevo complejo histona acetil-transferasa, muy
similar en composicidn y especificidad de sustrato al complejo SAGA
(Pray-Grant et al., 2002; Wu & Winston, 2002). Ambos complejos
tienen preferencia por acetilar los mismos residuos de lisina de la
histona H3. También se ha descrito actividad de desubicutinacién en
ambos complejos (Lee et al., 2009).

COMPOSICION DE SLIK

SLIK fue descrito como una versiéon de SAGA que contiene una
forma truncada de la subunidad Spt7, y que ademas ha perdido la
subunidad Spt8. SLIK podria potencialmente incluir componentes
adicionales no encontrados en SAGA, sin embargo, s6lo un unico
componente ha sido identificado por espectrometria de masas, Rtg2
(Kim et al., 2004; Pray-Grant et al., 2002).

Rtg2 es una de las 3 proteinas (Rtgl, Rtg2 y Rtg3) no esenciales
identificadas como componentes de la via de respuesta retrograda en
levaduras (Jia et al., 1997; Liao & Butow, 1993). Esta via de
sefializacién estd implicada en la comunicacién entre organulos,
especialmente entre la mitocondria y el nucleo, que regula la
expresion de genes nucleares que codifican proteinas mitocondriales,
peroxisomales y citoplasmaticas (Epstein et al., 2001). Rtgl y Rtg3
forman un heterodimero que actua como factor de transcripciéon

uniéndose a promotores de algunos genes. Rtg2 se une a este
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heterodimero en el citoplasma y es esencial para su translocacién al
nucleo (Sekito et al., 2000). Existen evidencias de que Rtg2 podria ser
un componente estable de SLIK, y de que SLIK a través de Rtg2 se
une al promotor de ciertos genes bajo condiciones de induccién,
sugiriendo un papel de SLIK en la activacién transcripcional mediada
por Rtg3. Rtg2 ademas juega un papel fundamental en la regulacion
del tiempo de vida media celular y se ha propuesto que lo hace a
través de SLIK (Kim et al., 2004).

FORMACION DE SLIK

El procesamiento del extremo C-terminal de Spt7 necesario
para la formacion de SLIK es llevado a cabo por una proteasa. La
proteasa encargada del corte de Spt7 es Pep4. Pep4 es una proteasa
vacuolar (proteinasa A) implicada en la maduraciéon y activacion de
hidrolasas vacuolares. Tratamientos con acido acético o perdxido de
hidrégeno alteran la permeabilidad vacuolar, de modo que Pep4
migra de la vacuola al citoplasma para mediar en la degradaciéon
mitocondrial y de algunas nucleoporinas (Mason et al., 2005; Pereira
et al., 2010). También estd implicada en envejecimiento y apoptosis,
siendo esencial bajo condiciones de ayuno nutricional (Marques et
al., 2006; Pereira et al., 2010; Teichert et al., 1989). Pep4 presenta
alrededor de un 50% de homologia con proteasas lisosomales
humanas como la catepsina L, que es capaz de migrar del
compartimento lisosomal al nucleo donde regula la actividad de
factores de transcripcién y el corte de la cola de la histona H3
(Duncan et al., 2008; Goulet et al., 2004).

Existen dos mecanismos propuestos por los que se podria
producir el corte de Spt7 para la formacién de SLIK:
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* En el primer mecanismo propuesto, Spt7 se procesaria en el
citoplasma en un paso previo al ensamblaje de SLIK (Hoke et
al., 2007). En este caso, el procesamiento de Spt7 para dar
tanto la forma que encontramos en SLIK, como una segunda
forma truncada descrita, ocurriria en ausencia del resto de
componentes de SAGA y SLIK. Ademads, la acetilacion de la
histona H3 llevada a cabo por Gen5 tampoco seria un paso
previo para que esto ocurra, y por tanto seria un proceso
independiente de las funciones de SAGA. De hecho, el estudio
de los cambios en los niveles de Spt7 completa y Spt7
truncada a lo largo del tiempo, ha demostrado que la versién
de Spt7 de SAGA no se convertiria en formas mas cortas que
formarfan parte de SLIK, sino que la biosintesis de las
diferentes formas de Spt7 de SAGA y SLIK se daria de manera
independiente (Hoke et al., 2007).

* En el segundo mecanismo propuesto, SLIK se formaria en el
nucleo a partir del corte de moléculas de Spt7 que forman
parte de SAGA (Figura I9). En este ultimo caso, Spt8 jugaria
un papel fundamental. El corte del dominio C-terminal de
Spt7 que conlleva la formacién de SLIK se da entre los
residuos 1141 y 1143 (Mischerikow et al., 2009). Este sitio de
corte esta situado justo antes del sitio de unién de Spt8 (Wu &
Winston, 2002). El corte y eliminacién del extremo C-
terminal de Spt7 implica la liberacién de Spt8. Ademads, la
ausencia de Spt8 aumenta la eficiencia con la que Spt7 es
truncado. Por lo tanto, la unién de Spt8 a Spt7 interfiere en su
procesamiento reduciendo la accesibilidad de la proteasa
Pep4, posiblemente mediante impedimentos estéricos
(Spedale et al., 2010).
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Figura I9. Modelo propuesto del proceso de formacion de SLIK en el ntcleo. Las
moléculas de SAGA que se encuentran en el ntcleo sufren un proceso proteolitico
a través de la proteasa Pep4. En dicho proceso, la subunidad Spt8 y el extremo
C-terminal de la subunidad Spt7 son liberados, dando como resultado la

formacion de SLIK.

La interaccion Spt7-Spt8 es directa, permaneciendo ambos
unidos incluso en ausencia de dos componentes esenciales para la
correcta organizacion del complejo como son Spt20 y Adal. Sin
embargo, aunque Spt8 es importante en el procesamiento de Spt7, no
es necesario para el corte proteolitico y la formacién de SLIK (Wu &
Winston, 2002).

LAS FUNCIONES DE SLIK EN LA TRANSCRIPCION

A través de los mecanismos descritos, la regulacion del corte de
Spt7 dependera de los balances que se establezcan entre las
concentraciones de Pep4 y Spt8. Se ha propuesto que bajo
condiciones de estrés o ayuno de nitrégeno, los niveles de Pep4 son
mas elevados, de manera que se incrementaria el corte de Spt7
(Spedale et al., 2010). En este sentido, la delecién de varias
subunidades comunes a SAGA y SLIK parece aumentar la
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sensibilidad a la droga rapamicina (simula condiciones de ayuno de
nitrégeno). Por tanto, bajo condiciones de ayuno de nitrégeno, los
niveles de Pep4 se verian aumentados induciendo el corte de Spt7 que
conllevaria la liberacién de Spt8 de SAGA y la formacién de SLIK. A
través de este mecanismo SLIK actuaria regulando la expresiéon de
genes implicados en la respuesta a dicho estado nutricional (Spedale
et al., 2010).

A pesar de que SAGA es un coactivador, sus subunidades Spt7,
Spt3 y Spt8 estan implicadas en la regulaciéon negativa de los
promotores HIS3 y TRP3 (Sterner et al., 2002). Se ha propuesto un
modelo en el que en condiciones de induccién de dichos genes, Spt7
de SAGA es procesada y Spt8 se libera del complejo, dando como
resultado la formacién de SLIK. De este modo SLIK actuaria como un
complejo activador especifico de dichos promotores (Sterner et al.,
2002). Este modelo explicaria un mecanismo molecular por el cual un
complejo regulador de la transcripcién serfa capaz de modular
negativa (SAGA) y positivamente (a través de SLIK) la transcripcidon
de ciertos genes (Sterner et al., 2002).

El homodlogo de Spt7 identificado en humanos es llamado
STAF65Y, y es una proteina considerablemente mas pequefia que en
levaduras (414 aminoédcidos (aa) en humanos frente a 1332 aa en
levadura). Curiosamente, STAF65y es homologo de la region
C-terminal de Spt7 en S. cerevisiae (ultimos 543 aa), incluyendo la
region donde Spt7 es truncada. Este dato concuerda con el hecho de
que fragmentos C-terminal de Spt7 sean capaces de complementar
fenotipos del mutante spt7A. Parece ser que la regiéon N-terminal de
Spt7 en S. cerevisiae estaria codificado en humanos por otro gen
distinto (Wu & Winston, 2002).

Actualmente no se ha identificado ningin homdlogo de Spt8 en

humanos. Sin embargo, esta proteina juega un papel clave en el inicio
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de la transcripcion en levaduras. En condiciones de represion
transcripcional, SAGA se une TBP a través de las subunidades Spt8,
Spt3 y Adal (Mohibullah & Hahn, 2008). Spt8 es necesario (Sterner
et al., 1999) y suficiente (Sermwittayawong & Tan, 2006) para la
unién de TBP a SAGA. Sin embargo, TBP no se une simultdneamente
a SAGA y al DNA, de forma que SAGA secuestra a TBP inhibiendo
su union a los promotores. De esta manera Spt8 inhibe la unién de
SAGA al PIC en ausencia de activacién (Warfield et al., 2004). En
condiciones de induccién transcripcional, un factor activador se une
a la region UAS del promotor reclutando a SAGA que liberard a TBP
para su unioén a la caja TATA del promotor permitiendo el inicio de
la transcripcidn (Sermwittayawong & Tan, 2006).

Dentro de los objetivos de mi trabajo doctoral nos propusimos
profundizar en el estudio de las funciones de SLIK en S. cerevisiae en
la transcripcién asi como su posible relacién funcional con la

exportacion de RNAs a través de Susl1.
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RESULTADOS

1.1. Caracterizacion bioquimica y funcional del

complejo SLIK.

1.1.1. Susl es un componente estable de SLIK,

independientemente de SAGA.

Atendiendo al hecho de que la levadura S. cerevisiae posee dos
complejos practicamente idénticos, SAGA y SLIK, de los cuales
SAGA es el mejor descrito y estudiado en los ultimos 15 afios, nos
propusimos hacer un estudio mds detallado de las funciones del
complejo SLIK con el objetivo de comprender los roles que ambos

complejos tienen en la célula.

Considerando que Susl es un factor coordinador del
acoplamiento entre la transcripcién y la exportaciéon de los mRNAs a
través de los complejos SAGA y TREX-2, parte de nuestra
investigacion sobre SLIK se disefid a través del estudio de Susl. De
esa manera centramos el estudio sobre SLIK en el contexto del
acoplamiento entre transcripcion y exportacion de los RNAs. Por este
motivo, comenzamos nuestros estudios llevando a cabo un analisis de
las interacciones fisicas de Sus1l en mutantes en los que se impide la
formacién de uno de los complejos, SAGA o SLIK, de forma selectiva.
Para ello llevamos a cabo purificaciones TAP de las siguientes cepas
crecidas en YPD a 30 °C:

* Susl-TAP pep4A (slikA): SLIK no puede formarse por la
ausencia de Pep4, la proteasa encargada de truncar el dominio
C-terminal de Spt7, necesario para la formacion de SLIK.

* Susl-TAP spt8A y Susl-TAP spt7-1180-PK (sagaA): SAGA
no se forma debido a la ausencia de SPT8. En el caso del
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mutante spt7-1180 se deleciond la secuencia correspondiente
al extremo C-terminal de la proteina a partir del aminodcido
1180 para producir una versiéon truncada de Spt7. Tanto la
ausencia de SPT8 como el procesamiento de Spt7 fuerzan la
formacion de SLIK.

* Susl-TAP spt7A (sagaA slikA): la deleciéon del componente
estructural SPT7 provoca que ambos complejos, SAGA y
SLIK, se desorganicen y desestructuren.

El analisis mediante espectrometria de masas LC-MS/MS de los
eluidos purificados obtenidos de las diferentes muestras mostré que
no existen diferencias en las proteinas que interaccionan con Susl en
los mutantes pep4A, spt8A y spt7-1180-PK (Tabla 1.1). Sin embargo,
el andlisis del mutante estructural spt7A mostré que Susl permanece
fisicamente unido especificamente a los otros 3 componentes del
modulo de desubicuitinacién (DUB) del que forma parte, pero no al
resto de componentes de SAGA/SLIK.

Curiosamente en ninguna de las purificaciones de SLIK en los
mutantes saga/, se identificd por espectrometria de masas (MS) a
Rtg2 como interactor de Susl. Este dato contrasta con las
publicaciones que sugieren que Rtg2 es un componente estable de
SLIK.
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Sus1-TAP Sus1-TAP | Sus1-TAP [Sus1-TAP| Sus1-TAP
spt7A pep4A spt8A | spt7-1180-PK
mt?l‘:i?ggzzo No;l;::i:ae la Proteinas detectadas (v)
Sus1 v v v v v
Ubp8 v v v v v
Sgf11 v v v v v
Sgf73 v v v v v
Taf9 v - v v v
Taf10 v - v v v
Taf6 v - v v v
Taf5 v - v v v
Taf12 v - v v v
SAGA Spt20 v - v v v
Spt3 v - v v v
Spt7 v - v v v
Spt8 v - v - =
Tra1 v - v v v
Ada1 v - v v v
v = v v v
v = v v v
v = v v v
v = v v v
Cdc31 v v v v v
Thp1 v - v v v
TREX-2 Sem1 v v v = =
Sac3 v v v v v

Tabla 1.1. Analisis de las interacciones de Susl en una cepa silvestre y en
mutantes sagaA y slikA. Identificacién mediante espectrometria de masas
(MudPIT) de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP mencionadas. Los
datos obtenidos se validaron con la informacién almacenada en las bases de datos
de secuencias conocidas mediante el motor de busqueda MASCOT. En la tabla se
indica si se han identificado péptidos para cada proteina de los complejos SAGA y
TREX-2.

Por otro lado, Susl interacciona con la mayoria de
componentes de TREX-2 tanto en sagaA como en slikA. Sin
embargo, el componente de TREX-2, Sem1 no fue identificado en
algunas de estas muestras. De trabajos anteriores de nuestro
laboratorio sabemos que la identificacion de Seml por
espectrometria de masas no siempre es posible, de modo que
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procedimos a verificar este resultado por WB. Como se muestra en la
Figura 1.1, en ausencia de SPTS, Susl no copurifica con Sem1 en el
eluido final de la purificacién. Sin embargo, el hecho de que en el
primer eluido de la purificacién (eluido TEV) si se observe una banda
especifica correspondiente a Seml, sugiere que la interaccién
Sus1-Sem1 es mas 1abil en el mutante spt8A y por ello no se detecta
en el eluido final.

Sus1-TAP

semin WT _ SPi8A

-
SUS1 K == ’ - a'TAP

Sem1—> “ s | O-Sem1
Eluido | .~ Eluido Eluido
TEV final  TEV

Figura 1.1. Sus1 interacciona de forma labil con Sem1 en ausencia de SPT8. Se
analizaron las purificaciones TAP de Sus1 en la cepa WT y los mutantes semIA 'y
spt8A. La presencia de Seml se estudié en 3 momentos diferentes de la
purificacién TAP: lisado (antes de purificar), eluido TEV (tras la primera
purificacién) y eluido final (tras la segunda purificacién). Los niveles de proteina
cebo Sus1-TAP se comprobaron mediante WB con anticuerpo o-TAP (panel
superior). Los niveles de proteina Sem1 se detectaron con anticuerpo especifico o-

Sem1 (panel inferior).

Los resultados obtenidos sugieren que la unién de Sus1 a SAGA
o SLIK es independiente de la formacién del otro complejo, y ademas
que la ausencia de cualquiera de los dos no afecta a la interaccion de
Sus1 con el complejo TREX-2. Sin embargo, hemos visto como la
desorganizacion simultanea de SAGA y SLIK en el mutante spt7A si
provoca que Susl pierda su interaccién con la mayoria de proteinas

de SAGA y SLIK, excepto con los componentes del mdédulo de
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desubicuitinaciéon (DUB). Esto parece indicar que las interacciones
que se establecen entre las 4 subunidades del DUB son mas estables
que su unidén con el resto de subunidades de SAGA/SLIK (este punto
se desarrolla con mayor profundidad en el Capitulo 2).

1.1.2. SLIK participa en la desubicuitinacidon de la histona H2B

in vivo e in vitro.

Tal y como se describe en la introduccién a este capitulo, SLIK
fue descubierto como un complejo con actividad de acetilacién de
histonas, y dada su semejanza con SAGA, la cuestién de si también
posee actividad de desubicuitinacidn ha sido de obligada respuesta. El
Dr. Lee y colaboradores (Lee et al., 2009) han mostrado mediante un
ensayo de desubicuitinacién in vitro como el complejo purificado a
partir de la version truncada de Spt7 (spt7-1180) que se asocia con
SLIK, presenta una actividad de desubicuitinaciéon similar a la
obtenida para el complejo SAGA intacto. De esta forma, mostraron
como SLIK también presenta, al igual que SAGA, actividad de

desubicuitinacion in vitro.

Con el objetivo de comprobar que la actividad de
desubicuitinacién de SLIK es un proceso global que se da in vivo,
llevamos a cabo un andlisis de los niveles totales de histona H2B
ubicuitinada en distintos extractos celulares. Para ello, realizamos

extractos totales de histonas de las siguientes cepas:

* WT: cepa silvestre con actividad de desubicuitinacion
maxima.
* sgf73A: actividad de desubicuitinacién minima debido a

la inactivacion del mdédulo de desubicuitinacién.
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* spt7-1180: cepa sagaA donde SLIK mantendria su
actividad de desubicuitinacién propuesta por Lee y

colaboradores.

Los niveles de histona H2B ubicuitinada fueron analizados
mediante  'WB con anticuerpo especifico que detecta H2B
ubicuitinada (anti-H2Bub). Los datos se normalizaron por los niveles
obtenidos para un control de carga (Pgk1). Como se observa en la
Figura 1.2 los niveles normalizados de histona H2B ubicuitinada en el
mutante spt7-1180 son muy similares a los de la cepa WT. De modo
que probablemente, en el mutante spt7-1180, SLIK estaria
participando en la desubicuitinacién de la histona H2B in vivo,
aunque no podemos descartar que otras desubicuitinasas participen
en la regulacion de estos procesos ante la ausencia de SAGA.

g
[=)
S]

1,00

Nivel global de H2Bub

0,00
sgf73A WT  spt7-1180

F.. s | 0-H2Bub

——  0-Pgk1

Figura 1.2. SLIK podria participar en mantener los niveles globales de H2Bub in
vivo. Anilisis de los niveles de histona H2B ubicuitinada global. Se obtuvieron

extractos totales de histonas de las cepas WT (control positivo de actividad
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desubicuitinasa), sgf73A (control negativo de actividad desubicuitinasa) y
spt7-1180, crecidas en YPD a 30 °C hasta ODg,, exponencial. Los niveles totales de
H2B ubicutinada se detectaron mediante WB con anticuerpo especifico a-H2Bub
(panel superior). Como control de carga del experimento se midieron los niveles
de proteina Pgkl con anticuerpo a-Pgkl. Los niveles de H2Bub totales se

normalizaron en funcién de los niveles de Pgk1 para cada muestra (grafico).

En vista de estos datos, decidimos corroborar los resultados
descritos en (Lee et al, 2009), y comprobar la actividad
desubicuitinasa de SLIK mediante un ensayo de desubicuitinacién

in vitro.

Para realizar este experimento, por un lado se purificd la
histona H2B a partir de una cepa que contiene la histona H2B
etiquetada con FLAG (H2B-FLAG) y la proteina ubicuitina
etiquetada con HA (Ub-HA) (ver materiales y métodos). Por otro
lado, purificamos mediante la técnica TAP los complejos asociados a
dos subunidades del médulo de desubicuitinaciéon: Ubp8 y Susl.
Ambas proteinas fueron purificadas a partir de la cepa WT y el
mutante spt7-1180 (sagal).

Cada purificado se incubd con histona H2B y la actividad
desubicuitinasa se analiz6 mediante WB empleando anticuerpo
anti-HA para detectar la histona ubicuitinada. Los niveles de histona
ubicuitinada final para cada muestra se normalizaron respecto a los
niveles de histona ubicuitinada de un control negativo donde no hay

desubicuitinacion.

Los datos obtenidos indican que SLIK tiene actividad de
desubicuitinacion in vitro, manteniendo unos niveles similares a los

obtenidos en la cepa WT (Figural.3)
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Figura 1.3. SLIK tiene actividad de desubicuitinacién in vitro. Ensayo de
desubicuitinacién in vitro del complejo SLIK. Para ello se llevaron a cabo
purificaciones TAP de Ubp8 y Susl en la cepa WT y en el mutante spt7-1180.
Dichos purificados se incubaron con histona H2B. Como control negativo la
histona H2B purificada se incub6 con tampén de elucién TAP, sin purificado
proteico. Los niveles de complejo purificado se detectaron mediante WB con
anticuerpo o-TAP (paneles superiores). Los niveles de histona H2B ubicuitinada
final se detectaron mediante WB con anticuerpo a-HA (paneles inferiores).
Cuando los niveles de H2Bub finales en las muestras son cercanos a 0, para su
cuantificacién se utilizé un valor minimo de 4rea = 1. Los niveles de H2Bub de
cada muestra se referenciaron a los niveles del control negativo. El porcentaje de
H2B desubicuitinada final se obtuvo referenciando los niveles de H2Bub a la
cantidad de proteina cebo purificada en cada muestra (gréfico).
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1.2. Estudio de la unién de SLIK al promotor de GAL1.

Sabemos por nuestro trabajo y otros trabajos publicados que
SLIK comparte con SAGA, no solo la mayoria de sus componentes,
sino también sus actividades enzimaticas. SAGA se recluta a los
promotores de los genes y alli es donde a través de sus actividades de
acetilacion y desubicuitinacién regula la iniciacién y elongacion
transcripcional de los mismos. Una cuestiéon que quisimos abordar
fue si SLIK, al igual que SAGA, también se recluta a la cromatina para
participar en la regulacién de la transcripcion. Para contestar a esta
pregunta tomamos como modelo el gen GALI por ser uno de los
genes regulados por SAGA mejor descritos a nivel molecular (Lohr et
al., 1995).

Con el fin de determinar la unién de SLIK al promotor de
GAL1, utilizamos la técnica de inmunoprecipitaciéon de cromatina
(ChIP). Para ello crecimos en YPRaf las siguientes cepas: Sus1-TAP
spt7-1180 (sagal), Sus1l-TAP spt8A (sagaA), y Susl-TAP pep4A
(slikA). En medio con rafinosa el gen GALI se encuentra no
inducido. De manera que para reprimir o inducir su transcripcion,
dividimos cada cultivo en dos para afadirles glucosa o galactosa,
respectivamente. A través de la etiqueta TAP inmunoprecipitamos
Sus1 en las distintas condiciones. Mediante qPCR analizamos los
niveles de reclutamiento de Susl a la regién promotora de GALI
tanto en condiciones de represiéon (glucosa) como de induccidn
(galactosa), normalizando los datos en funcién de la cantidad de
DNA original (Input) y posteriormente a los valores obtenidos para
una region intergénica control.

Los datos obtenidos muestran como Sus1 se une al promotor de
GAL1 en ausencia de PEP4 (slikA) con niveles similares al WT en
condiciones de induccion transcripcional (Figura 1.4A), sugiriendo

que la ausencia de SLIK no parece afectar a la unién de Susl1 a través
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de SAGA al promotor de GAL1. Sin embargo, en los mutantes sagaA
(spt7-1180 y spt8A) se observa una disminucién en la unién de Sus1
al promotor de GALI. Estos resultados indican que SAGA es
importante para el reclutamiento de Sus1 al promotor de GAL1I, pero
éste es capaz de ser reclutado en menor medida en ausencia de

SAGA, presumiblemente como componente de SLIK.

A Sus1 en el promotor de GAL1 B Ubp8, Ada2 y Gen5 en el promotor de GAL1
Glucosa ® Galactosa Glucosa ® Galactosa
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Figura 1.4. SLIK es reclutado al promotor de GAL1 en condiciones de induccion.
Anilisis de la unién de las subunidades Sus1i (A), Ubp8, Ada2 y Gen5 (B) al
promotor de GALI en cepas WT y spt7-1180. En todos los casos el gen GALI se
reprimié o indujo con glucosa o galactosa respectivamente, durante 25 minutos.
La unién al promotor de dicho gen se detecté mediante qPCR y se calcul6 el
porcentaje de inmunoprecipitado respecto al lisado (Input). La sefial obtenida
para el promotor de GALI se normalizd por la sefial obtenida para una regién
intergénica. Las barras de error representan la desviacion estandar de al menos 3

experimentos independientes.

La disminucién de la asociacién de Susl a la cromatina en los
mutante sagaA nos hizo plantearnos si otras subunidades tanto del
médulo DUB como de otros mdédulos de SAGA como el mddulo

HAT, seguian un patrén similar. Para ello, se realizaron nuevos
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ChIPs en el mutante spt7-1180 (sagaA) para analizar el reclutamiento
de las subunidades Ubp8 perteneciente al médulo DUB; y Gen5 y
Ada2 ambas del médulo de acetilacion (HAT). Las 3 subunidades
analizadas mostraron una unién similar a la de Sus1 en los mutantes
sagal, reduciéndose su reclutamiento alrededor de un 40-50%
respecto del WT (Figura 1.4B). Estos datos sugieren que
SAGA se requiere para la correcta union de distintos submodulos al
promotor de GALI, si bien las subunidades estudiadas son capaces de
asociarse a dicha regiéon como parte del complejo SLIK.

1.3. Estudio global de union de la union de SLIK a la

cromatina a través de Susl.

Con el objetivo de profundizar en las funciones de SLIK a nivel
de la cromatina, nos propusimos extender a nivel global nuestro
estudio de unién de SLIK a la cromatina. Para investigar el
posicionamiento global de SLIK en la cromatina decidimos realizar
un experimento de ChIP-EXO de la subunidad Sus1 (Rhee & Pugh,
2012). La técnica de ChIP-EXO es una combinacién de ChIP-seq y
digestion del DNA con exonucleasa lambda. Esta metodologia
permite la identificacion de los sitios de unién de proteinas al DNA

con una resolucion de casi un nucleétido sin apenas ruido de fondo.

En levaduras, la respuesta a estrés incluye la respuesta a choque
térmico. Esta respuesta provoca cambios en la expresion de genes a
través de cambios en el posicionamiento de complejos implicados en
el inicio de la transcripciéon. Los genes que mads ven inducida su
expresion bajo choque térmico son los genes regulados por SAGA a
través del reclutamiento del mismo complejo SAGA y otros
reguladores (SWI/SNF, INO80, NuA4, Mediador, etc...) (Venters et
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al., 2011). Por ello decidimos analizar el reclutamiento de SLIK a la
cromatina en condiciones normales (25 °C) y de estrés (choque
térmico a 37 °C). Para analizar el reclutamiento de SLIK a la
cromatina se etiquet6é Susl con la etiqueta MYC en las cepas WT,
spt7-1180 y spt8A (sagaA). La inmunoprecipitacién de Sus1-MYC y
la secuenciacién de las muestras fue llevado a cabo por la empresa
Peconic® LLC (State College, PA, USA).

Para el analisis bioinformatico de los datos establecimos una
colaboracién con la Dra. Ana Conesa, jefa del grupo de Gendmica de
la Expresion Génica del Centro de Investigacion Principe Felipe. El
procesado, normalizacién y representacion grafica de los datos fue

realizado por Pedro Furié Tari (ver Métodos).

1.3.1. Reclutamiento global de Sus1 a genes transcritos por la
RNAP II.

Tras normalizar los datos obtenidos para las 3 cepas en las dos
condiciones ensayadas, se representd la ocupacidén de Susl en los
genes que codifican para proteinas.

Para evaluar el reclutamiento medio de Sus1 a lo largo de todos
los genes nucleares transcritos por la RNAP II verificados hasta el
momento (n=5076) se optd por una representacion tipo “metagen”.
En este tipo de representacion la region comprendida entre el sitio de
inicio de la transcripciéon (TSS) y el sitio de terminaciéon de la
transcripcion (TTS) se escalan a una longitud comun para todos
ellos. Esto permite eliminar del analisis la variable de la longitud de
los genes. En este caso, las regiones transcritas de los genes se
escalaron a una longitud de 1000 pb desde el TSS al TTS. Junto a las
regiones transcritas también son representadas las regiones upstream

(hasta la posicién -400 respecto del TSS) y downstream (hasta la
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posiciéon +300 respecto del TTS) de los genes. Este tipo de
representacion grafica permite la visualizacién del comportamiento

global de los datos para un “gen modelo™.

1.3.1.1. Distribucion general de Susl en los genes que

codifican proteinas.

El perfil general del posicionamiento de Sus1 a lo largo del gen
modelo en la cepa WT se representa en la Figura 1.5. En ella se
observa como Sus1 se posiciona a lo largo de toda la region transcrita
del gen tanto a 25 °C como a 37 °C, con una bajada de union en las
regiones upstream 'y downstream (Figura 1.5A y B). Ademas se puede
observar un ligero enriquecimiento de Susl hacia la regién 3’ de la
region transcrita. Curiosamente, el andlisis del posicionamiento de
SLIK a través de Susl en los mutantes spt7-1180 y spt8A mostrd un
posicionamiento similar al encontrado en el WT (Figura 1.5C). Las
pequeias diferencias observadas entre las 6 muestras pueden ser
debidas a las diferentes profundidades de secuenciaciéon de las
muestras.

Estos datos muestran un perfil global de unién de Susl
diferente del publicado para otros componentes de SAGA cuya unién
se da en la regidn promotora de los genes (Venters & Pugh, 2009;
Venters et al., 2011). El hecho de que el perfil de unién de Sus1 no
cambie significativamente en los dos mutantes sagaA sugiere que
dicha unién no se estd dando en el contexto del complejo SAGA,
pudiendo ocurrir en el contexto de SLIK.
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Figura 1.5. Susl se enriquece de forma global en la region transcrita de los
genes. Andlisis del perfil global de unién de Susl a los genes codificantes de
proteinas verificados (n=5076). (A) Representaciéon de la unién de Susl en una
cepa WT a 25 °C. (B) Representacion de la unién de Sus1 en una cepa WT a 37 °C.
(C) Representaciéon de la unién de Susl todas las muestras: WT a 25 °C
(Profundidad de secuenciaciéon=1,81); WT a 37 °C (Prof. Sec. = 1,52); spt8A a 25
°C (Prof. Sec. = 2,13); spt8A a 37 °C (Prof. Sec. = 8,01); spt7-1180 a 25 °C (Prof.
Sec. =6,17) y spt7-1180 a 37 °C (Prof. Sec. = 11,62).
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El andlisis del total de los genes a los que se une Susl en cada
muestra reveld que se une aproximadamente al 70 % de los genes
codificantes de proteinas en al menos una de las 3 regiones
diferenciadas (upstream, regiéon transcrita, downstream) (Tabla
1.2A). Si analizamos por separado cada region, Sus1 se recluta en las
regiones codificantes de aproximadamente el 63 % de los genes, asi
como a las regiones promotoras del 15 % de los genes. Estos datos
sugieren una union global de Sus1 a la mayoria de los genes tipo II.

Porcentaje de regiones en las que se recluta Sus1

A Regio a a p ea < ompleto
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
WT 63,3 (n=3211) 65,6 (n=3329)| 14,5 (n=903) | 17,8 (n=903) |70,5 (n=3578)| 73,4 (n=3727)

Spt8A 62,3 (n=3182)|62,7 (n=3011)| 16,1 (n=819) | 16,7 (n=847) (70,7 (n=3588)| 67,7 (n=3435)

spt7-1180 |63,5 (n=3223)(63,8 (n=3239)| 13,3 (n=677) | 15 (n=763) (69,8 (n=3544)|70,4 (n=3575)

% medio 63,70% 15,60% 70,40%
Porcentaje de regiones upstream
B .
25°C 370°C ‘ljncren.lento
e regiones
WT 14,5 17,8 3,3
spt8A 16,1 16,7 0,6
spt7-1180 13,3 15 1,7

Tabla 1.2. Analisis del numero de regiones a las que se recluta Susl en las
diferentes muestras. (A) Porcentaje de genes para las que se han detectado picos
de unién de Susl respecto al numero total de genes estudiados (n=5076). Se
reflejan por separado los porcentajes obtenidos para las regiones transcritas, las
regiones upstream, y por ultimo para el gen completo (en al menos una de las 3
regiones upstream, region transcrita y downstream). Entre paréntesis se indican
los nimeros totales de regiones encontradas. (B) Porcentaje de regiones upstream
en las que se han encontrado picos para Susl, asi como el incremento de

porcentaje de dichas regiones al pasar de 25 °C a 37 °C.
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Como ya hemos comentado, a altas temperaturas se da un
incremento en la uniéon de SAGA a los promotores (Venters et al.,
2011). De acuerdo con esto, en la muestra WT a 37 °C se da un
incremento en el % tanto de regiones codificantes como de zonas
upstream a las que se une Susl, respecto a su unién a 25 °C (17,8 % y
14,5 %, respectivamente). Sin embargo, se observa que este
incremento en la unién de Susl a la regién promotora a 37 °C es

menor en los dos mutantes sagaA respecto del WT (Tabla 1.2B).

1.3.1.2. Distribucion de Susl en genes regulados por SAGA
vs. genes regulados por TFIID.

Los estudios de posicionamiento global de SAGA muestran
como este complejo tiende a ocupar la regién cercana al nucleosoma
-1 (regién desde -150 a -300 respecto del TSS), mientras que TFIID
regula su set de genes ocupando la regién del nucleosoma +1
(Venters et al., 2011). Sin embargo, a pesar de conocerse el papel de
SAGA en la regulacién de la elongacién transcripcional no se ha
descrito su posicionamiento de manera global a las regiones
codificantes de los genes. Por tanto, el perfil de posicionamiento
global de Susl y de SLIK obtenido en nuestro estudio difiere
substancialmente de lo conocido para SAGA. Dado que los datos
sugieren que Susl se estd uniendo de forma global al 70 % de los
genes, decidimos examinar si existia algin tipo de sesgo hacia la
unioén a genes regulados por SAGA o por TFIID, asi como evaluar si
el perfil de reclutamiento de Susl es similar en ambos grupos de
genes.

El posicionamiento de Susl en ambos grupos de genes es

independiente a la via de activacion de su transcripcion (Figura 1.6).
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Genes regulados por SAGA
OWT 25°C m spt8A 25°C W spt7-1180 25°C
B WT 37°C W spt8A 37°C W spt7-1180 37 °C
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8,
-400 T8 1SS +300
Genes regulados por TFIID
OWT 25°C m spt8A 25°C W spt7-1180 25°C
B WT 37°C W spt8A 37°C | spt7-1180 37°C
o
24
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Figura 1.6. Susl presenta un perfil de union similar a genes regulados por SAGA
y por TFIID. Analisis del perfil global de unién de Sus1 a los genes codificantes
de proteinas en funcién de si su transcripcion estd regulada por el complejo SAGA
(panel superior) o por TFIID (panel inferior).

El andlisis en detalle de los perfiles indica que en los genes
regulados por SAGA, Sus1 tiene tendencia a acumularse en la zona 3’
de la ORF solo en determinadas circunstancias. Mientras que en la
cepa WT el cambio de temperatura no afecta a la unién de Susi
(comparar azul claro y rosa) (Figura 1.6), en los mutantes sagaA se

observa la tendencia a acumularse en la regién 3’ tras el choque
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térmico (comparar negro y rojo) (Figura 1.6). Sin embargo, en los
genes regulados por TFIID el enriquecimiento de Sus1 en la regién 3’
se observa en todas las muestras, independientemente de la mutacién
o de la temperatura.

Con el fin de visualizar mejor estas tendencias, se calcularon las
pendientes de los perfiles de asociacién de Susl en el metagen para
cada situacidn. La tendencia de Susl1 a enriquecerse en las regiones 3’
de los genes regulados por TFIID en comparacién con los regulados
por SAGA, se observa en la Figura 1.7.

Pendientes en genes regulados por SAGA

OWT 25°C m spt8A 25°C W spt7-1180 25°C
W WT 37°C W spt8A 37°C | spt7-1180 37°C
o
g
P spt7-1180
L o
Q. O
3 spt8A
T o
8|
TS 1SS

Pendientes en genes regulados por TFIID

OWT 25°C m spt8A 25°C W spt7-1180 25°C
BWT 37°C W spt8A 37°C B spt7-1180 37°C

n° de picos
150

F/

TS 7SS

50

Figura 1.7. Pendientes de los perfiles de union de Sus1. Analisis de las pendientes
resultantes de los perfiles obtenidos de unién de Sus1 para los genes regulados por

SAGA y por TFIID representados en la Figura 1.6.
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Ademas, la comparacion directa del perfil de unién de Susi
para genes regulados por SAGA y por TFIID muestra como Sus1 se
une mas a los genes regulados por TFIID que a los regulados por
SAGA, en contra de lo que cabria esperar dadas las funciones de Sus1
en el complejo SAGA (Figura 1.8).

WT 25 °C

Il Genes regulados por SAGA [ Genes regulados por TFIID

n° de picos
20 40 60 80 100 120

400 Ts Tss  +300
1Kb

WT 37 °C

B Genes regulados por SAGA [ Genes regulados por TFIID

n° de picos
20 40 60 80 100 120

-400 s 7SS +300

Figura 1.8. Comparacion de los perfiles de union de Susl a genes regulados por
SAGA y por TFIID. Se representan juntos los perfiles correspondientes a los genes
regulados por SAGA (rojo) y por TFIID (verde) en la cepa WT a 25 °C y a 37 °C.
El nimero de genes que componen ambos grupos difiere substancialmente (genes
regulados por SAGA = 1000), genes regulados por TFIID > 4000). Para igualar el
numero de elementos (n) que componen cada perfil y poder compararlos, el perfil
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de los genes regulados por TFIID que se muestra en esta figura se obtuvo
generando 10 perfiles independientes de unién de Susl a 1000 genes regulados
por TFIID escogidos aleatoriamente. El perfil que se muestra en la grafica es la
media de los 10 perfiles obtenidos como representacién de todos los genes
regulados por TFIID. Los resultados obtenidos para el resto de cepas y

condiciones son similares a los mostrados aqui.

En resumen, los datos indican que Sus1 se une en las regiones
codificantes de los genes regulados tanto por SAGA como por TFIID,
aunque con niveles mds altos a éstos ultimos. Ademads en los genes
regulados por TFIID existe una tendencia en todas las condiciones de
acumularse en la zona 3’ de la ORF. Dicha tendencia también se
observa en ausencia de SAGA y de manera dependiente de la
temperatura en los genes regulados por dicho complejo.

Los genes regulados por SAGA constituyen el 19 % del total de
genes utilizados en nuestro analisis (959 de 5076). Con el fin de
analizar sila proporcion observada de unién de Sus1 a las regiones
promotoras y a las regiones transcritas variaba en estos genes, se
calcul6 el porcentaje de genes dependientes de SAGA donde Sus1 se
une en cada region. Los resultados indican que entre un 21 yun 17 %
de los genes a los que se une Sus1 en su regiéon promotora o transcrita
son dependientes de SAGA, lo cual no supone una diferencia con
respecto al porcentaje de genes regulados por SAGA a nivel global
(19%) (Tabla 1.3).
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Porcentaje de regiones en las que se recluta Sus1

Upstream Regioén transcrita

14,5 63,3

25°C | Todos los genes via SAGA via TFIID via SAGA via TFIID

17 83 16,9 83,1
WwT

17,8 65,6

37°C | Todos los genes via SAGA via TFIID via SAGA via TFIID

22,1 77,9 17,5 82,5

Tabla 1.3. Porcentaje de genes a los que se recluta Susl segun si dependen de
SAGA o TFIID. Se muestran los porcentajes de genes a los que se une Susl en
una cepa WT tanto a 25 °C como a 37 °C, tanto en las regiones promotoras como
en las regiones transcritas. Del total de regiones a las que se une Sus1 en cada caso
se muestran los porcentajes en funcién de si los genes pertenecen a la via regulada
por SAGA o por TFIID.

1.3.1.3. Distribuciéon de Susl en funcién de las tasas de

transcripcion naciente.

Hasta ahora los datos sugieren que Susl1 se une a lo largo de las
regiones codificantes de manera global a los genes transcritos por la
RNAP II. En trabajos previos, nuestro laboratorio mostré la
interaccion fisica entre la RNAP II y Susl, demostrando el papel de
Sus1 en la elongacién transcripcional (Pascual-Garcia et al., 2008).
Este dato junto a los nuevos resultados aportados hasta el momento
podrian indicar un papel general de Susl en la elongacién de los
genes tipo II. Si esta funcién estuviese directamente relacionada con
la actividad de la RNAP II, podrian observarse diferencias en el
reclutamiento de Susl en funcién de las tasas de transcripcion
naciente de los genes (TR, tasa a la que una molécula de RNA estd

siendo sintetizada). Para llevar a cabo este andlisis se generaron 4
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categorias de genes en funcién de sus tasas de transcripciéon naciente
(obtenidas de (Pelechano et al., 2010)).

Como se observa en la Figura 1.9, Susl presenta una
distribucién muy similar en las 4 categorias de genes. Sélo en la
categoria de los genes mds expresados parece darse un pequefio
enriquecimiento de Susl, sobretodo en la regién 3’ de la region
transcrita. Por lo tanto, estos datos sugieren que el reclutamiento de
Susl a las regiones codificantes de los genes es mayoritariamente
independiente de las tasas de transcripcion naciente, pudiendo estar
ligeramente mas unido a regiones 3’ de los genes con mayor TR.

WT 25 °C segun TR

M 0.0053 - 0.0767 @ 0.11735 - 0.188775
m 0.0767 - 0.11735 B 0.188775-3.9715
o
o
N
34
3 =
L
[}
g8
o
[
(=
0
04

—400 Tirs Tés +360
Figura 1.9. Susl se une de manera similar a los genes independientemente a su
tasa de transcripcion naciente, pudiendo enriquecerse ligeramente en los genes
mas transcritos. Andlisis del perfil global de unién de Susl a los genes en la cepa
WT a 25 °C en funcién de sus tasas de transcripcién naciente. Los resultados

obtenidos para el resto de cepas y condiciones son similares a los mostrados aqui.
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1.3.2. Analisis de los niveles de RN A en ausencia de SAGA o de
Susl.

1.3.2.1. Estudio de los niveles de mRNAs maduros en

mutantes sagaA.

La metodologia del ChIP-EXO nos ha permitido llevar a cabo
un estudio global de la unién a la cromatina de Sus1 como subunidad
de los complejos SAGA y SLIK en la cepa WT, y como parte de SLIK
en los dos mutantes sagaA.

Con el objetivo de complementar los datos de posicionamiento
de SAGA y SLIK a través de Susl, nos propusimos analizar los niveles
de RNAs maduros en mutantes sagaA. Para ello se utilizaron
microchips de embaldosado que nos permitieron medir los niveles
totales de mRNA maduros (n=5171) en una cepa WT y tres mutantes
sagal (spt8A, spt7-1180y doble mutante spt8A spt7-1180).

El estudio de las variaciones en los niveles de los mRNAs en los
3 mutantes respecto del WT mostré que la ausencia de SAGA no
afecta de manera significativa al grupo de transcritos maduros de
dichas células. Como se observa en la Figura 1.10, los coeficientes de
correlacion entre los datos de los 3 mutantes respecto del WT son
muy cercanos a 1 (R=0,97-0,98). Ademas, los coeficientes de
correlacion entre los 3 mutantes son superiores a 0,99, lo que indica

que los 3 presentan fenotipos similares (Figura 1.10).
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A Valor de correlacion
Muestras | spt8A | spt7-1180 | spt8A spt7-1180
WT 0,97 0,982 0,97
Spt8A 0,993 0,991
spt7-1180 0,991
B 300 C 300
g 250 § 250 -
‘é 200 0
° S
g 150 é 150 -
g 100 - z’ 100
- 2
£
50 50 -
0 - 0
Intensidad WT Intensidad WT

Intensidad spt8A spt7-1180 O

o

50

100 150 200 250

Intensidad WT

300

Figura 1.10. Datos de correlacién entre los resultados obtenidos en las 4 cepas

analizadas. (A) Valores de correlacién obtenidos entre los datos obtenidos para

5171 mRNAs maduros en las diferentes muestras. (B), (C), (D) Representacion
grafica la correlacion de los datos de intensidad obtenidos para cada RNA
analizado en cada mutante y en la cepa WT.

Con el objetivo de profundizar en los genes cuya expresion esta

alterada en los mutantes, filtramos los mRNAs en funcidén de si sus

niveles se ven aumentados o disminuidos 1,7 veces respecto del WT.

La busqueda de las ontologias de los genes correspondientes a los

mRNAs filtrados desveld que como ya habiamos visto, los 3 mutantes



Capitulo 1. Resultados

sagal\ presentan un fenotipo casi idéntico (Tabla 1.4). Por otro lado
las categorias funcionales que ven alterados sus niveles totales de

mRNA en ausencia de SAGA corresponden a rutas metabolicas de

aminodcidos, sulfatos, procesos catabdlicos, etc.

Prir

ontologias génicas

adas

Spt8A

spt7-1180

Spt8A spt7-1180

Asimilacién y reduccién de sulfatos
Procesos metabélicos de sulfatos
Procesos metabélicos de sulfuros

Asimilacién y reduccién de sulfatos
Procesos metabélicos de sulfatos
Procesos metabélicos de sulfuros

Asimilacion y reduccion de sulfatos
Procesos metabdlicos de sulfatos
Procesos metabélicos de sulfuros

de

de

de

disminuidos

Metabolismo de pirimidinas

Periferia celular

s i de

transportadora

Niveles Procesamiento de rRNA Actividad reductasa (NADPH) Actividad reductasa (NADPH)
aumentados |Maduracién de 5,85 rRNA Procesos oxidacio i6 i de acidos organi
i is de de &cidos
Nucleolo
Procesamiento de ncRNA
is de RNPs

Actividad transportadora de [ ji P! vacuolar Complejo chaperona vacuolar

Complejo chaperona vacuolar C: it de i is de IMP de novo

Biosintesis de IMP de novo Transportadores transmembrana Procesos metabélicos de reserva de energia
Niveles Procesos metabdélicos de reserva de energia |Procesos catabdlicos Metabolismo de pirimidinas

Anclaje a membranas
Pared celular

Biosintesis de carbohidratos
Biosintesis de nucleétidos
Periferia celular

Procesos catabélicos
Biosintesis de nucleétidos

Tabla 1.4. Principales ontologias génicas a las que pertenecen los genes que
codifican los mRNAs cuyos niveles se han visto aumentados o disminuidos mas
de 1,7 veces respecto a los niveles del WT. El analisis de las ontologias se llevé a
cabo a través del software Funcassociate 2.0 (Berriz 2003).

Como ya hemos comentado, las funciones en transcripcion de
SAGA descritas hasta el momento, se dan mayoritariamente en el
inicio de la transcripcién y el principio de la elongacion. Con el
objetivo de evaluar si la ausencia de SAGA altera los niveles de
mRNAs de igual manera a lo largo de toda su extension analizamos el
gen modelo de cada mutante respecto del WT (Figura 1.11). En este
caso, la region transcrita de los genes comprendida entre el TSS y el
TTS se ajustd a una longitud de 1000 pb. Ademas se representan 1000
pb de cada una de las regiones flanqueantes upstream y downstream
respecto del TSS y TTS, respectivamente. Los datos representados
para cada mutante frente al WT corresponden a los valores
normalizados de las 3 réplicas bioldgicas de cada muestra. De este
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modo, los valores estan referenciados al valor medio obtenido en el
WT (linea roja).

Los datos muestran como la sefial media de los transcritos
obtenida en los mutantes sencillos, spt8A y spt7-1180, no se ve
alterada de forma acusada respecto de la sefial del WT. Sin embargo,
el perfil obtenido en el doble mutante spt8A spt7-1180 si varia
respecto del WT y de los dos mutantes sencillos. Los dos mutantes
simples presentan un ligero aumento de sefial en la regién 5 de los
mRNAs, mientras que el doble mutante tiene una disminucién
generalizada de sefial a lo largo de toda la longitud del RNA (Figura
1.11). Estos datos sugieren que la falta de ambos factores disminuye
de manera global la transcripcién de los genes analizados.

H spt8A W spt7-1180 spt8A spt7-1180

14 ; ;
g :
12 t
5 i H
g f\/' Mutante > WT

—— - T ——— -, Viutante >

% 1 — \%’v\—m_—
o i Mutante < WT
£ 08 i

0,6 "1 ‘ * 1
-1Kb TSS TTS +1Kb
< 1Kb >

Figura 1.11. Analisis del perfil promedio del nivel de mRNA en mutantes sagaA.
Se muestran los genes modelo obtenidos para los niveles de mRNA de los 3
mutantes normalizados respecto al WT (linea roja).

Para poder analizar si las variaciones observadas en el gen
modelo de los 3 mutantes sagaA respecto del WT, son similares para
los RNAs de genes regulados por SAGA y por TFIID, representamos
el gen modelo de cada grupo de genes. En la Figura 1.12 se puede
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observar como en lineas generales la ausencia de SAGA provoca un
fenotipo similar tanto en los genes regulados por SAGA como los
regulados por TFIID. No obstante, indicar que la pequefia subida de
sefial en la regién 5° que observamos anteriormente en los mutantes
simples, se da en el gen modelo de los transcritos regulados por
TFIID y no en el regulado por SAGA.

A Genes regulados por SAGA

W spt8A W spt7-1180 Spt8A spt7-1180
1,4

t
; g i Mutante > WT

Mutante < WT

!

Intensidad sefial : mutante/WT
-

06 &

1
-1Kb TSS TTS +1Kb
3 1Kb >
B Genes regulados por TFIID
W spt8A W spt7-1180 spt8A spt7-1180

14
=
g
212 t
g
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: ]
Z 038
L
E

0,6 1
-1Kb TSS TTS +1Kb
1Kb

Figura 1.12. Analisis del gen modelo de niveles de mRNA en funcién de si son
regulados por SAGA o por TFIID. Niveles de mRNA de los 3 mutantes
normalizados respecto al WT. Se muestran por separado los mRNAs cuya
transcripcion esta regulada por SAGA (A) o por TFIID (B).
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Con el objetivo de examinar si la ausencia de SAGA afecta de
forma diferente a los genes dependiendo de su tasa de transcripcion
naciente, representamos el gen modelo en funcién de dichas tasas
(Figura 1.13).
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Figura 1.13. Analisis del gen modelo de niveles de mRNA en funcidn tasas de
transcripcion naciente. Niveles de mRNA en funcién de 4 categorias de tasa de
transcripcion naciente.
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Los datos obtenidos indican que la ausencia de SAGA provoca
un aumento general en los niveles de RNA maduro cuanto mayor es
su tasa de transcripcion. Esto indica que SAGA puede estar implicado
en la regulaciéon negativa de la expresién de los genes o en la

estabilidad de los RNAs con mayores tasas de transcripcidn naciente.

Por otro lado, analizamos si la longitud de los genes podria
tener algo que ver con las variaciones observadas en los niveles de
mRNA. Como se puede ver en la Figura 1.14, la longitud de los genes
no afecta significativamente a los niveles de mRNAs maduros

obtenidos en ausencia de SAGA en ninguno de los mutantes.

spt8A spt7-1180
B <200nt M200-500 nt 500-1000 nt 1000-2000 nt >2000 nt
14 H H
e
212 i i t
E A /;\ \ /\'\_/_\ Mutante > WT
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Figura 1.14. Analisis del gen modelo de niveles de mRNA en funcién de la
longitud de los genes. Niveles de mRNA del doble mutante spt8A spt7-1180 para
5 rangos de longitud del gen. Los resultados obtenidos para los dos mutantes
simples tampoco muestran diferencias entre las diferentes categorias analizadas
(datos no mostrados).
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1.3.2.2. Estudio de correlacion entre la unién de Susl a la

cromatina y los niveles de mRNA naciente y maduro.

Los datos de unién de Susl a lo largo del genoma obtenidos por
ChIP-EXO muestran un reclutamiento general a la mayoria de las
regiones codificantes de los genes transcritos por la RNAP II.

Para evaluar si existe algun tipo de relacién entre la unién de
Susl y la actividad de la RNAP II, analizamos los niveles de
correlacién de la unién de Susl a las regiones transcritas con la tasa
de transcripcion naciente (TR) y los niveles de RNAs maduros (RA)
en el mutante susiA (Dichas tasas pertenecen al trabajo de
investigacion del laboratorio del Dr. José Enrique Pérez Ortin todavia
no publicados). Como se observa en la Figura 1.15, no existe una
correlacién directa entre las tasas TR ni RA dependientes de Sus1 y la
unién de éste a dichos genes. Estos datos indican que la union de
Susl a las regiones transcritas de los genes no se correlaciona
directamente con la actividad de la RNAP II elongante, ni con la
estabilidad de los mRNA generados.
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A Correlacion entre la union de Sus1 y la tasa de
transcripcion naciente en su ausencia
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Figura 1.15. Datos de correlacion entre la union de Sus1 a los genes y las tasas de
transcripciéon naciente o0 mRNAs maduros en ausencia de Susl. Anilisis de
correlaciéon entre los valores de los picos de unién de Susl a las regiones
transcritas de los genes en la cepa WT a 25 °C, y por un lado, las tasas de
transcripcién naciente del mutante susi1A (A), y por otro lado los niveles de
mRNA maduros en dicho mutante (B).
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1.3.3. Reclutamiento global de Susl a genes transcritos por la
RNAP III.

1.3.3.1. Distribucién de Sus1 en diferentes tipos de elementos

del genoma.

En conjunto, los datos de posicionamiento de Sus1 mostrados
hasta ahora sugieren una unién de este factor a la cromatina mas
general de lo descrito hasta el momento. Por ello, decidimos ampliar
y profundizar nuestro estudio del posicionamiento de Sus1 y de SLIK
a lo largo de la cromatina. De todos los elementos anotados del
genoma de S. cerevisiae, escogimos varias categorias de las que nos
interesé analizar los datos de ChIP-EXO obtenidos para Susl en el
WT y en ambos mutantes sagaA.

En la Figura 1.16 se observan los perfiles de reclutamiento de
Susl a varios elementos del genoma en el WT a 25 °C. Los perfiles de
las regiones gendmicas codificantes para snRNA, ncRNA y rRNA no
muestran un patrén comun de unién de Susl a ellos. A pesar de que
el perfil encontrado para los snoRNA podria potencialmente definir
un patrén comun para dichos genes, nuestro interés se centrd en los
resultados obtenidos para la unidn de Sus1 a los genes codificantes de
tRNAs (ver mas adelante).
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Figura 1.16. Analisis de la union de Susl a diferentes elementos del genoma.
Anilisis del perfil global de unién de Sus1 en la cepa WT a 25 °C a los siguientes
elementos del genoma: RNA no codificante (A), RNA ribosomal (B), RNA
pequeiio nucleolar (C) y RNA pequefio nuclear (D). Dado la corta longitud de este
tipo de elementos del genoma, la regién comprendida entre el TSS y el TTS se
ajusté a una longitud de 100 pb, y las regiones upstream (rojo) y downstream
(verde) comprenden 200 y 300 pb, respectivamente. Entre paréntesis se indican el

numero de elementos analizados en cada grupo.
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1.3.2.2. Distribucion general de Sus1 en los tDNAs.

En los ultimos aflos cada vez son mas las evidencias de una
interconexion entre la maquinaria de transcripcién mediada por la
RNAP II y la mediada por la RNAP III. Varios estudios globales han
demostrado que la RNAP II humana estd estrechamente relacionada
con los genes de clase III (transcritos por la RNAP III). De hecho, en
levaduras varios son los factores de transcripcion asociados a la
RNAP II que se han encontrado también en genes de clase III (TFIIS,
Yox1, Fkh1, Reb1, Yap6) (Acker et al., 2013). Como se comento en la
introduccion, la RNAP III es la encargada de la transcripcion de los
tRNAs, el rRNA 5§ y algunos ncRNAs y snRNAs.

El andlisis del reclutamiento de Sus1 a los tDNAs en todas las
muestras reveld un enriquecimiento de Susl desde los 50 nt
anteriores al TSS que continda hasta aproximadamente la mitad del
gen donde cae de manera acusada (Figura 1.17). Este dato sugiere un
papel de Susl en la transcripcidn de los tDNAs transcritos por la
RNAP III.

WT 25 °C

n° de picos
1

20 40 60 80

0
1

200 TS 7SS +200
~—100 pb—

Figura 1.17. Perfil de unién global de Sus1 al tDNA modelo. Analisis del perfil

global de unién de Sus1 a los genes codificantes de tRNAs tras eliminar posibles

falsos positivos (n=157) en una cepa WT a 25 °C. El gen modelo se ajustd a 200 pb

antes del TSS, 100 pb entre el TSS y el TTS, y 200 pb tras el TTS. Los resultados

obtenidos para el resto de cepas y condiciones son similares a los mostrados aqui.
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Tal y como se describe en Métodos, parte del procesamiento de
los datos de ChIP-EXO consistido en eliminar del analisis ciertas
regiones que se habian descrito como regiones “hiper-chipeables” por
la alta probabilidad de ser inmunoprecipitadas inespecificamente en
este tipo de experimentos (Teytelman et al., 2013). De las 238
regiones calientes eliminadas, alrededor de un 60 % coincidian total o
parcialmente con tDNAs. En vista de los datos obtenidos y ante la
posibilidad de que Sus1 esté enriquecido en los tDNAs de manera
especifica, decidimos revisar nuestros datos incluyendo todas las
regiones hiper-chipeables previamente excluidas e incluyendo la
totalidad de tDNAs anotados hasta el momento (n=275).

Los perfiles de unién de Susl a la totalidad de tDNAs
mantienen el mismo patrén observado anteriormente, con un
hombro que cubre tanto la regién anterior al TSS como la primera
mitad de la regién transcrita. En ese punto la unién de Susi
disminuye y se mantiene en niveles medios hasta el final del gen
donde no hay unién (Figura 1.18). Los perfiles son similares en
cuanto a forma para todas las cepas y condiciones, pero si se observa
niveles mayores de unién de Sus1 de manera general en los mutantes
sagal respecto del WT, aunque no podemos asegurar que sea un
efecto de las diferentes profundidades de secuenciacion de las

muestras.
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tDNAs (n=275)
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Figura 1.18. Perfil de unién global de Sus1 al tDNA modelo. Analisis del perfil
global de unién de Susl a todos los tDNAs anotados (n=275) en las diferentes

muestras analizadas.

De los 275 tDNAs anotados hasta el momento en el genoma de
S. cerevisiae, 60 presentan regiones intrénicas. El procesamiento de
los intrones de los tDNAs no es un proceso cotranscripcional y por
tanto es substancialmente diferente a la eliminacién de intrones de
los genes transcritos por la RNAP II. A pesar de ello, estudios
realizados por los Drs. Antonio Jorddn y José Enrique Pérez Ortin
indican que la densidad de RNAP III elongante disminuye al
atravesar las regiones intrénicas y vuelve a aumentar en el segundo
exon (Jordan A, 2013).

Con el objetivo de evaluar si la unidén de Susl a los tDNAs
pudiera estar directamente asociada al posicionamiento y actividad
de la RNAP III, analizamos por separado el reclutamiento de Sus1 a
genes con y sin intrones. Como se observa en la Figura 1.19A, los
perfiles de unién de Susl a los tDNAs sin intrones son similares a los
obtenidos previamente para el conjunto de todos los tDNAs (Figura
1.18).
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Figura 1.19. Perfil de union global de Sus1 a tDNAs en funcién de la presencia o
ausencia de intrones. Andlisis del perfil global de unién de Susl a tDNAs en

funcién de si no tienen regiones intrénicas (A) o silas tienen (B).

Curiosamente, los datos de unién de Sus1 para los tDNAs con
intrones muestran como la disminucién en la unién de Susl
observada en la primera mitad del gen corresponde con el final del
primer exon e inicio del intrén (Figura 1.19B). Sin embargo, mientras
que en los genes sin intrones tras esa bajada la densidad perfila una
meseta hasta el final del gen, en los genes con intrones la densidad de
Sus1 vuelve a ascender coincidiendo con el segundo exén. De este
modo observamos un segundo pico de densidad de Sus1 en la region
final de los tDNAs con intrones (Figura 1.19A). Los datos de
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posicionamiento de Susl obtenidos para los tDNAs con intrones
indican que su unién prevalece en las regién upstream y en las
regiones exonicas, disminuyendo en los intrones. Asi pues la unién
de Sus1 parece seguir un patrén similar al obtenido para la RNAP III
del estudio antes mencionado (Jordan A, 2013).

Si analizamos los datos porcentualmente, Sus1 se une de media
en todas las muestras analizadas de forma general a un 92 % de los
genes codificantes para tRNAs. Esta unidn se ve reducida a un 71 % si
dichos genes no contienen intrones (Tabla 1.5). Al desglosar los datos
por cepas vemos como la unién de Susl a los tDNAs es menor en el
WT (85 %) mientras que puede llegar hasta un 97 % de los tDNAs en
el mutante spt7-1180. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar
que, por un lado, Sus1 tiene preferencia por unirse a los tDNAs que
contienen algun intrén en su secuencia. Y por otro lado, la ausencia
de SAGA en los mutantes spt8A pero sobretodo en el mutante spt7-
1180 parece favorecer la union de Sus1 a estos genes.

Porcentaje de tDNAs en las que se recluta Sus1

sin intrones con intrones Total

25°C 67,6 90 87,3

wT 37°C 64,7 93,3 85,1

25°C 70,9 93,3 91,2

sptéa 37°C 74,2 95 94,9
spt7-1180 25°C 74,6 98,3 96

37°C 76 98,3 97,4
Porcentaje medio 71,3 94,7 92

Tabla 1.5. Analisis del numero de tDNAs a los que se recluta Sus1. Porcentaje de
genes para los que se han detectado picos de unién de Susl respecto al numero
total de tDNAs estudiados (n=275). Se reflejan por separado los porcentajes
obtenidos para los tDNAs con intrones, tDNAs sin intrones y para todos los
tDNAs en conjunto.
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1.3.4. Analisis de los niveles de tRNAs maduros.

Ante los resultados presentados en el apartado anterior, existe
la posibilidad de que Susl regule la transcripciéon de los tRNAs. A
partir de los datos obtenidos en el apartado 1.3.2, analizamos los
niveles de tRNAs a nivel global en los distintos mutantes estudiados.
Representamos en un gen modelo los ratios de tRNAs obtenidos en
cada mutante relativos a los niveles del WT. Como se puede observar
en la Figura 1.20, los 3 mutantes presentan el mismo patrén de
cambio en los niveles de tRNAs, con unos niveles de tRNAs 1,5 veces
mayor en los mutantes sagaA respecto al WT. Estos datos parecen
indicar que la ausencia de SAGA provoca un aumento en los niveles
globales de tRNAs, sugiriendo una nueva funcién de SAGA en la
expresion de los tRNAs. Cabe destacar que los 3 mutantes presentan
un fenotipo similar en contra de lo que sucede para los mRNAs
transcritos por la RNAP II. Ademads, este aumento en los niveles de
tRNAs se correlacionaria con una mayor presencia de Sus1 en dichos
genes en estos mutantes (Figura 1.17).

B spt8A W spt7-1180 spt8A spt7-1180

1,8

]

Mutante > WT

Mutante < WT
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Intensidad sefal : mutante/W'T
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Figura 1.20. Analisis del perfil promedio del nivel de tRNAs en mutantes sagaA.
Se muestran los genes modelo obtenidos para los niveles de tRNAs de

los tres mutantes normalizados respecto al WT (linea roja).
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DISCUSION

A pesar de que hace casi dos décadas que se describi6 el
complejo SAGA en levaduras y desde entonces se ha profundizado
ampliamente en sus funciones en la expresion génica, ningun estudio
ha conseguido descifrar con certeza los mecanismos generales que
rigen las funciones del complejo SLIK en S. cerevisiae. A lo largo de
esta tesis doctoral, hemos intentado comprender el papel de SLIK en
la transcripcién, asi como en el acoplamiento con la exportacién de
los RNAs.

Nuestro andlisis bioquimico a nivel de interacciones y
actividades enzimadticas nos ha permitido concluir que en primer
lugar, las interacciones de Susl con las subunidades de SAGA/SLIK
son estables en ausencia de uno u otro complejo. Y en segundo lugar,
que la actividad enzimatica de desubicuitinacién de SLIK se da tanto

in vitro como in vivo, de manera similar a SAGA.

Un dato interesante de nuestros analisis bioquimicos ha sido
identificar que Spt8 es importante para la interacciéon estable entre
Sus1 y el componente de TREX-2, Sem1. En un trabajo previo de
nuestro grupo (Garcia-Oliver, 2013) se describié que en ausencia de
Seml1, la interacciéon Susl-Spt8 no es detectada. En dicho trabajo
también se describié un papel esencial de Sem1 en la interaccién de
Sus1l con TREX-2 y por lo tanto, en la estabilidad e integridad de
dicho complejo. Los datos de dicho trabajo junto a los aportados en
esta tesis sugieren que tanto Seml como Spt8 tiene un papel
importante en la estabilizacién de la interaccién de Sus1 con SAGA y
TREX-2, a través de las subunidades Spt8 y Seml. La
desestabilizacién de la unién de Sus1 con SAGA a través del papel de

Sem1, podria repercutir en una mayor unién de Susl al complejo
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SLIK. En este sentido, a través de purificaciones de diferentes
subunidades de SAGA/SLIK analizadas con tincion Coomassie
hemos observado la aparicion de la versién truncada de Spt7 (SLIK)
frente a la version completa (SAGA) en mutantes del complejo
TREX-2 bajo ciertas circunstancias (datos no mostrados). Estos datos
apoyan la importancia del sistema de estabilizacién entre
SAGA-SLIK-TREX-2. De esta forma, la estabilidad de TREX-2
jugaria un papel importante en la dindmica de formaciéon de SAGA y
SLIK. Conocer como las dindmicas de interaccidn entre los tres
complejos influyen en su estabilidad y funciones sera uno de los

puntos a desarrollar en futuros trabajos en nuestro laboratorio.

Con el fin de profundizar en las funciones mas relevantes de
SAGA vy SLIK, hemos estudiado la unién a la cromatina de varias
subunidades comunes a ambos, en ausencia de uno u otro complejo.
Los datos mostrados aqui revelan que SAGA y, en menor medida,
SLIK son necesarios para la union de dichos factores al promotor del
gen GALI. Sin embargo, la reduccién en la unién observada en los
diferentes mutantes analizados, pone de manifiesto que SAGA juega
un papel mas relevante en la unién de los factores estudiados al
promotor de GALI.

El resultado mas notable de este primer capitulo es el
descubrimiento de la unién global de Sus1 a la cromatina. Como
hemos descrito, Susl se recluta al 70 % de los genes codificantes de
proteinas y al 92 % de genes codificantes de tRNAs, regulados por la
RNAP II y III, respectivamente. Hasta la fecha varios estudios del
reclutamiento a nivel global de componentes de SAGA han permitido
establecer las posiciones que ocupa en las regiones promotoras
(Ghosh & Pugh, 2011; Venters & Pugh, 2009; Venters et al., 2011).
Sin embargo, a pesar de conocerse su papel en la elongaciéon

transcripcional y las relaciones funcionales de algunos de sus
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componentes con procesos posteriores al inicio de la transcripcién
(Govind et al,, 2007b; Pascual-Garcia et al., 2008), los estudios
globales publicados no han profundizado en el estudio de la unién de
SAGA alas regiones codificantes de los genes en S. cerevisiae. En este
sentido, nuestro trabajo ha permitido estudiar el posicionamiento
global de un componente de SAGA/SLIK, Sus1, no solo en las zonas
promotoras de los genes sino también en las regiones codificantes y
terminadoras, descubriéndose que Susl no se limita a las regiones
promotoras sino que por el contrario, se une preferentemente a las
regiones transcritas de la mayoria de los genes tipo II. Este dato esta
en concordancia con datos previos de nuestro grupo que mostraban
una interaccién directa de Sus1 con la RNAP II elongante (Pascual-
Garcia et al, 2008). Ademds, la unién global de Gcn5 en
Schizosaccharomyces pombe, muestra una union similar a la de Susl
en las regiones codificantes de los genes altamente transcritos
(Johnsson et al., 2009). Sin embargo, un dato interesante de nuestro
analisis ha sido que de forma contraria a lo esperado dadas las
funciones de Susl en SAGA, éste se une en mayor medida tanto en
numero como en intensidad a los genes regulados por TFIID, con
tendencia a acumularse en las regiones 3’ de las regiones codificantes
de dichos genes. De este modo, nuestros datos aportan una nueva

vision sobre las posibles funciones de Sus1 en la expresion génica.

Ante este nuevo escenario, nos preguntamos si el perfil de
asociacion de Susl es similar al de otros factores implicados en la
expresion génica. Para ello contrastamos el perfil de unién de Susl
con los perfiles de unién de otros factores implicados en diferentes
etapas de la transcripcion publicados hasta el momento (Mayer et al.,
2010). En dicho analisis encontramos que Susl comparte un perfil de
uniéon a los genes tipo II similar a factores de elongacion,

especialmente al factor Spt5. Spt5 es un factor de elongacién clave
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para regular la procesividad de la RNAP II (Hartzog & Fu, 2013).
Curiosamente, andlisis previos de nuestro laboratorio han
identificado a Spt5 en purificaciones TAP de Susl. Sin embargo, no
habiamos prestado especial atencién a dicha interaccién fisica. En
vista de estos nuevos resultados seria muy interesante profundizar en

las relaciones funcionales entre Sus1 y Spt5.

El hecho de disponer de datos de unién de Susl en las cepas
WT y sagaA\, nos ha permitido tener una nueva visién sobre el papel
de esta proteina en la expresidon génica global. Estudios bioquimicos
anteriores demuestran que existe una parte de Sus1 libre en la célula
del que se desconoce su funcionalidad (Rodriguez-Navarro et al.,
2004). En este sentido, los datos que aportamos en este trabajo no nos
permiten discernir cémo la dindmica de interacciéon de Susl puede
verse afectada por la ausencia total de los complejos de los que forma
parte (SAGA/SLIK/TREX-2), y por lo tanto, si parte de los fenotipos
observados estarian relacionados con moléculas de Susl libre. De
hecho, recientemente se ha descrito que Susl es capaz de facilitar la
formacién del PIC de manera independiente a sus funciones en
SAGA (Durairaj et al., 2014). En cualquier caso, los datos de los que
disponemos hasta el momento nos permiten plantear un modelo en
el que la unién de Susl a las regiones codificantes sea
mayoritariamente dependiente del complejo SLIK. En una situacidon
de activacidn transcripcional, SAGA se une a los promotores de los
genes, activandolos. Tras dicha activacion, SAGA seria procesado
para dar lugar a SLIK, cuyas actividades enzimaticas serian
importantes a lo largo de la elongacién transcripcional (Figura D1).
Este modelo concuerda con el hecho de que la ausencia de SLIK no
afecte a la unién de los médulos DUB y HAT a la regién promotora
de GAL1. Como se comento en la introduccion, Spt8 (presente soélo

en SAGA) tiene un papel fundamental en el inicio de la transcripciéon
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secuestrando a TBP y liberdndolo cuando la transcripcidn ha de ser
iniciada (Sermwittayawong & Tan, 2006). En el modelo que
proponemos, podria ocurrir que la liberacién de TBP para su union a
la regién promotora pudiese estar mediada por el procesamiento de
Spt7 y la liberacién de Spt8 de SAGA, formandose SLIK, en
concordancia con el modelo propuesto por el Dr. Pijnappel y
colaboradores (Spedale et al., 2010) (Figura D1).

Condiciones represivas

g@g §&§ Promotor Gen

Condiciones de activacion

Figura D1. Modelo propuesto para la actividad de Sus1 y SLIK en el proceso de
transcripcion. En condiciones de represion transcripcional, SAGA se encarga a
través de Spt8 y otras subunidades de secuestrar la proteina TBP, inhibiendo asi su

unién a la regiéon promotora y el inicio de la transcripcién. En condiciones de
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activacién transcripcional, SAGA es reclutado al promotor del gen. Alli Pep4 sera
la encargada de procesar a Spt7 y liberar a Spt8, permitiendo la liberacién y unién
de TBP al promotor y promoviendo la formacién del PIC, inicidndose la
transcripcion. El complejo SLIK formado en la regiéon promotora acompanaria a
la RNAP II a lo largo del gen en la elongacién transcripcional favoreciendo su
procesividad. En ambas situaciones Susl podria permanecer unido de manera
general a las regiones codificantes de los genes, manteniendo a la cromatina en un

estado adecuado para su futura transcripcién.

Un punto clave en este modelo es que el mecanismo propuesto
no se limita a los genes regulados por SAGA sino que se da de manera
global en los genes codificantes de proteinas. El caracter general de la
regulacion de la transcripcion propuesto para SAGA y SLIK coincide
con el hecho de que en ausencia de SAGA, los niveles de mRNA
maduros se ven disminuidos de manera similar en los genes
regulados por SAGA y en los regulados por TFIID (Figura 1.12). Uno
de los objetivos principales de nuestro grupo en la actualidad es por
un lado, corroborar el modelo propuesto a través de andlisis
bioquimicos y moleculares, y por otro lado analizar mediante
experimentos de ChIP-seq hasta qué punto los datos de unién de
Sus1l a la cromatina dependen de su presencia en los complejos
SAGA, SLIK y TREX-2, y si las moléculas de Sus1 libre participan

también en el mecanismo propuesto.

La monoubicuitinacién de H2B ha sido descrita globalmente
asociada a las regiones codificantes de los genes en levaduras (Schulze
et al., 2011) y en humanos, donde dicha modificacién esta acoplada a
la actividad de la RNAP II (Fuchs & Oren, 2014; Minsky et al., 2008).
La desubicuitinacién de H2B en levaduras estd asociada a dos
patrones diferentes, uno asociado a Ubp8 en las regiones 5 de las
regiones codificantes de los genes. El otro patrén esta asociado a la
desubicuitinasa Ubp10 a lo largo del cuerpo de los genes (Fuchs &
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Oren, 2014). Dentro del mecanismo de regulacion de la transcripcidon
propuesto, podria ser que la uniéon de Susl (a través de SLIK)
estuviese asociada a la monoubicuitinacién de H2B en las regiones
codificantes de los genes, y actuase desubicuitindndolas para facilitar
la procesividad de la RNAP II. Nuestros datos indican que la unién
de Susl parece ser ligeramente mayor en genes con altas tasas de
transcripcion. Sin embargo, aunque no existe una correlacion directa
entre la unién de Susl y los cambios en las tasas de transcripcion en
su ausencia (Figura 1.15), si sabemos que de forma global la ausencia
de Susl afecta a un 18 % de los genes analizados por GRO (Fold-
change = 2,5). Por lo tanto, cabe la posibilidad de que Sus1 (libre o a
través de SLIK) se uniese a las regiones codificantes previamente
monoubicuitinadas donde podria actuar en el mantenimiento de la
cromatina a la espera de tener que participar en la elongacién de los
genes activados (Figura D1).

La unién de Susl a tDNAs es un dato novedoso e inesperado.
Las funciones conocidas hasta el momento de SAGA y Susl en la
regulacion de la transcripcion se limitan a los genes codificantes de
proteinas regulados por la RNAP II. Nuestro analisis ha revelado un
papel importante de ambos en la transcripcion de los tDNAs
regulada por la RNAP III. A pesar de que un estudio ha demostrado
una interaccion fisica entre los homdlogos humanos de Gens y Tral,
y los tRNAs (Kenneth et al., 2007), ningun trabajo en levaduras ha
relacionado a SAGA con la expresiéon de los tDNAs, hasta el
momento. En este contexto, SAGA podria unirse a las regiones
upstream de los tDNAs donde regularia la formacién del PIC de
manera similar a como lo hace en los genes tipo II. Sin embargo, su
ausencia tiene el efecto contrario a lo que ocurre en dichos genes. En

el caso de los tRNAs, la ausencia de SAGA provoca un incremento en
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los niveles de tRNAs finales. Por lo tanto, en este caso SAGA podria
estar regulando negativamente la transcripciéon de los tDNAs. Por
otro lado, nuestros datos muestran que Susl se une al 90 % de los
tDNAs en la region libre de nucleosomas. Esta union de Sus1 igual
que en el caso de los genes tipo II, parece darse de manera
independiente de SAGA, pudiendo ocurrir a través de SLIK. En
resumen, nuestro trabajo aporta datos que sugieren un papel
relevante tanto de SAGA como de Sus1 en la regulacion de este tipo
de genes regulados por la RNAP III. Obviamente, el préximo paso
para tener un modelo consistente del posible papel de Susl en la
transcripciéon de estos genes, sera el andlisis de los niveles de
expresiéon de los mismos en el mutante susiA. Ademas, seria
interesante analizar la interactomica de SAGA con la maquinaria de

regulacion de la transcripcion de los tRNAs.

Existen en la bibliografia posibles vinculos funcionales
indirectos entre Sus1, SAGA, TREX-2 y los tRNAs. La acetilacion de
histonas tiene un papel esencial en la compactacién de la cromatina.
La heterocromatina en levaduras esta asociada a zonas hipoacetiladas
(Braunstein et al.,, 1993). En este contexto, varias subunidades de
SAGA se han identificado como elementos barrera (OKi et al., 2004).
ENY2, el homdlogo de Susl en Drosophila actia como aislante de la
cromatina (Erokhin et al, 2010; Kurshakova et al, 2007). En
levaduras, la subunidad de SAGA, Ada2 se recluta a los telomeros y
actia evitando la dispersion de las regiones de heterocromatina
(Jacobson & Pillus, 2009). En este sentido, el mantenimiento de las
regiones libres de nucleosomas en los tDNAs es esencial para su
transcripcion. Se ha descrito un papel fundamental de la acetilacion a
través de Gens en el mantenimiento de la actividad barrera de dichas
regiones (Donze & Kamakaka, 2001). Por lo tanto, no podemos

descartar la posibilidad de que Susl a través de las actividades
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acetiltransferasas de SAGA y SLIK pudiera participar en el
mantenimiento de la regidn libre de nucleosomas de los tDNAs para

asegurar su correcta transcripcidn (Figura D2).

Por otro lado, existe un posible vinculo funcional entre el
complejo TREX-2 y los tRNAs, en el contexto de su exportacion al
citoplasma. Recientemente, se han publicado trabajos que ponen de
manifiesto la coordinacién de la transcripcion de tRNAs con su
exportacion a nivel del NPC tanto en S. cerevisiae (Chen &
Gartenberg, 2014) como en Caenorhabditis elegans (Ikegami & Lieb,
2013). De manera similar a como se conoce el proceso de
acercamiento al poro de genes codificantes de proteinas al poro
nuclear para facilitar su transcripcion y exportaciéon del mRNA. En
ambos trabajos se describen mecanismos por los cuales los tDNAs
que van a ser transcritos se unen a las nucleoporinas del NPC. Este
proceso de acercamiento al poro estd relacionado con la unién y
actividad de la RNAP III. Estos datos junto con nuestros resultados,
podrian sugerir un papel activo de Susl, SAGA y de TREX-2 en el
proceso de acoplamiento entre transcripcion y exportacién de tRNAs
en levaduras (Figura D2). Este enfoque abre nuevas vias de estudio de
los procesos de acoplamiento de expresion génica de tRNAs

mediados por Susl.
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Nucleo

Citoplasma

Figura D2. Modelo propuesto para la coordinacion de Susl, SAGA/SLIK y
TREX-2 en la expresion génica de tDNAs. Susl participaria uniéndose a las
regiones libres de nucleosomas de los tDNAs para mantener dichas regiones
accesibles a los factores necesarios para la transcripcién. Dicha transcripcidén
estaria acoplada a la exportacién de los tRNAs a través del acercamiento del locus
del tDNA al NPC. Dicho acercamiento estaria mediado de forma similar que en
los genes tipo II, por SAGA/SLIK y TREX-2 a través de Susl. Fallos en dicha
coordinacién desregularian la transcripcién, tal y como ocurre en ausencia de
SAGA.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

ENSAMBLAJE DE COMPLEJOS MULTIPROTEICOS
ENZIMATICOS

Gran parte de las enzimas de la célula no funcionan de una
manera individual e independiente, sino que se asocian con otras
proteinas para formar complejos multiproteicos que son capaces de
actuar de manera muy especifica y regulada. Una cuestion
importante al respecto de estos complejos multiproteicos es cémo las
distintas subunidades se ensamblan de manera coordinada y
especifica para que el complejo esté preparado y se active cuando las

condiciones lo requieran.

A pesar de que la metodologia para la identificaciéon de las
distintas proteinas que forman parte de un mismo complejo
multiproteico estd ampliamente desarrollada a través de diferentes
tipos de purificacion y andlisis protedmicos, el estudio e investigacion
de los mecanismos de ensamblaje de las diferentes subunidades de un

complejo es un reto bioquimico.

La sintesis proteica es un evento citoplasmatico, sin embargo,
las funciones de muchos de los complejos multiproteicos se dan en el
nucleo. Existen por tanto dos posibles modelos sobre cémo se
ensambla el complejo entero: uno en el que cada subunidad es
translocada al nucleo tras su sintesis y se ensambla con el resto de
subunidades dentro del nucleo; y otro por el que las diferentes
subunidades se acoplan en el citoplasma para entrar juntas al nicleo
bien como un complejo completo o bien como moédulos que se

acabaran de ensamblar en el ntcleo.
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Un ejemplo de este segundo mecanismo es el ensamblaje de la
RNAP II. Las subunidades que forman este complejo provienen de
una nueva sintesis proteica en el citoplasma o bien del reciclaje de
otras RNAP II en el nucleo. Para el ensamblaje de todas estas
subunidades es necesaria la participacion de varios factores
intermedios implicados tanto en la organizacién de las subunidades
como en la importaciéon nuclear de la polimerasa. Los factores de
ensamblaje estabilizan los dos subcomplejos de pre-ensamblaje que
se forman en los primeros pasos. Todavia en el citoplasma ambos
subcomplejos se unen para formar la RNAP II que se importa al
nucleo donde se liberara de los factores de ensamblaje e importacién
que han participado en el proceso (Wild & Cramer, 2012).

ESTRUCTURA MODULAR DE SAGA/SLIK

SAGA es un complejo dindmico y sus componentes se
ensamblan en subcomplejos relacionados entre si pero con diferentes
funciones. Para entender como funciona el complejo, es de relevancia
entender como sus componentes estdn organizados y unidos. Un
estudio, a través de una combinacién de estrategias bioquimicas,
protedmicas y métodos computacionales, ha propuesto un modelo en
el que el complejo SAGA estarfa ensamblado en 4 mddulos
diferenciados (Figura 110):

* El médulo de desubicuitinaciéon (DUB) en el que reside
la actividad de desubicuitinacién de la histona H2B y
esta formado por 4 proteinas: la proteasa Ubp8, Sgf11,
Sgf73 y Susl (Ingvarsdottir et al., 2005; Kohler et al.,
2008; Lee et al., 2005; Lee et al., 2009).

* El médulo acetiltransferasa (HAT/Core) cuya principal
funcion es la acetilacion de la histona H3. Este modulo
contiene las subunidades Gen5, Ada2, Ada3 y Sgf29.
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Esta tltima tiene una funcién de reconocimiento de la
metilaciéon de H3K4 necesario para reclutar a SAGA
(Balasubramanian et al., 2002; Bian et al., 2011).

* El médulo SA_TAF estd compuesto por todas las
proteinas TAF (proteinas asociadas a TBP), que son
mediadores de la actividlad HAT ayudando al
reclutamiento de la maquinaria transcripcional basal y
también sirven como subunidades estructurales
(Dynlacht et al., 1991; Grant et al, 1998a; Struhl &
Moqtaderi, 1998).

* El médulo SA_SPT que consiste en las proteinas SPT
(supresores de Ty), junto con Adal y Tral cuya funcién

es el reclutamiento del mdédulo HAT (Brown et al.,
2001).

Acetilacion de H3

(>

o
\ - Ac
HAT/Core ! 2

Desubicuitinaciéon de H2B

Figura I10. Organizacién modular de las subunidades del complejo SAGA en 4
submodulos diferentes.



Capitulo 2. Introduccién y antecedentes

Algunos componentes de estos mddulos han sido descritos
como unidades que mantienen la estructura y organizacién del
complejo, y estd descrito que la delecién de SPT20, ADA1 o SPT7
compromete la integridad de SAGA (Grant et al., 1997; Sterner et al.,
1999; Wu et al., 2004). Se ha sugerido la posibilidad de que estos
submoédulos se puedan ensamblar independientemente unos de
otros, lo que sugiere que el complejo SAGA maduro probablemente
se ensamble a través de los distintos mddulos preformados que
posteriormente se unen para formar el complejo entero.

Mientras que no existen estructuras cristalizadas para el
complejo SAGA en su totalidad, varios estudios han resuelto la
estructura cristalizada del médulo DUB. Esta estructura muestra
como cada subunidad del mddulo contacta fisicamente con las otras
3 proteinas, lo que explica como la formacién del complejo activo
requiere de la presencia de las 4 subunidades del DUB (Figura I11)
(Kohler et al., 2008; Lee et al., 2009; Weake et al., 2008).

Ubp8
Sus1
i . Sgft1 ‘
Sgff3

Inactivo Activo

Figura I11. Modelo del ensamblaje y activacion del modulo DUB de SAGA.

El médulo DUB se une al resto del complejo a través del
dominio central de Sgf73, y se ha visto que Sgfll juega un papel
importante en la activaciéon de Ubp8 y en mantener los residuos en
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una conformacién cataliticamente activa para favorecer la
interaccién con la lisina 123 ubicuitinada de la histona H2B (Kohler
et al.,, 2010; Samara et al., 2010). Mads recientemente se ha descrito
que Sgfll promueve la organizacién adecuada del DUB para
compensar la flexibilidad intrinseca que tiene Ubp8 (Samara et al.,
2012). En vista de todos los datos estructurales conocidos hasta
ahora, la organizacién modular de las subunidades que conforman
SAGA y SLIK parece ser clave para la regulacion de las actividades de
estos complejos.
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RESULTADOS

2.1. Los componentes del DUB interaccionan entre si
en mutantes estructurales de SAGA/SLIK.

Como hemos visto en el capitulo anterior Susl interacciona
fisicamente con todas las subunidades del mdédulo DUB en el
mutante estructural spt7A (Tabla 1.1). Este dato refuerza la idea de
que las interacciones que se establecen entre los componentes de un
modulo son mas estables que las que se establecen entre los diferentes
modulos de un mismo complejo y ello es esencial para el ensamblaje
del complejo entero.

Con el fin de estudiar si el fenotipo observado era dependiente
especificamente de la subunidad Spt7, o de forma mads general del
ensamblaje del resto de modulos de SAGA/SLIK, decidimos analizar
otros dos mutantes estructurales de SAGA/SLIK: spt20A y adalA.
Los datos obtenidos mediante espectrometria de masas de
purificaciones TAP realizadas en nuestro laboratorio, muestran como
Susl en los mutantes spt20A y adalA al igual que en spt7A mantiene
las interacciones fisicas con los componentes del DUB y los
principales componentes de TREX-2, pero se ven afectadas las
interacciones con el resto de componentes de SAGA (Tabla 2.1). Los
resultados demostraron que tras el desensamblaje de SAGA/SLIK, las
interacciones de Sus1 con el DUB y con TREX-2 no se ven afectadas.
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Sus1-TAP | Sus1-TAP | Sus1-TAP

Sus1-TAP | " co7a | spt20a | ada1a

Complejo Nombre de
multiproteico | la proteina

Sus1
Ubp8
Sgfi1
Sgf73
Taf9
Taf10
Taf6
Taf5
Taf12
SAGA Spt20
Spt3
Spt7
Spt8
Tra1
Ada1

Proteinas detectadas (v)

v

Cdc31
TREX-2 |—hel

YA
YA

Sem1
Sac3

v o o
v

SISISIS SIS S SIS SIS SIS S SIS IS S S SN 8N S
1
1
1

A
A

Tabla 2.1. Susl mantiene las interacciones con los componentes del modulo
DUB en los mutantes estructurales de SAGA/SLIK. Identificacién mediante
espectrometria de masas (MudPIT) de los péptidos obtenidos en las
purificaciones TAP mencionadas. Los datos obtenidos se validaron con la
informacién almacenada en las bases de datos de secuencias conocidas mediante
el motor de busqueda MASCOT. En la tabla se indica si se han identificado
péptidos para cada proteina de los complejos SAGA y TREX-2.

Con el fin de confirmar estos datos decidimos realizar
purificaciones TAP del componente central del médulo DUB, Ubps8,
en cepas WT y spt7A. Los datos que mostramos en la Tabla 2.2
confirman que al igual que Susl, Ubp8 mantiene sus interacciones
con todas las subunidades del médulo DUB cuando el complejo
SAGA/SLIK se desorganiza, pero no cuando uno de los componentes
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de dicho mddulo (Susl) no estd presente. Esto sugiere que las
interacciones entre las subunidades del DUB son estables incluso en
ausencia del complejo completo, pero no en ausencia de uno de los
componentes del moédulo.

Ubp8-TAP | Ubps-TAP

P spt7A sus71A

Complejo Nombre de
multiproteico | la proteina
Sus1
Ubp8
ng11
Sgf73
Taf9
Taf10
Taf6
Taf5
Taf12
SAGA [ spt20
Spt3
Spt7
Spt8
Tra1
Ada1

Proteinas detectadas (v)

SISIS IS ISISISISIS SIS SIS SIS S S8
1
1

Tabla 2.2. Ubp8 mantiene interacciones con los componentes del médulo DUB
en ausencia de SPT7. Identificacién mediante espectrometria de masas (MudPIT)
de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP mencionadas y validados con
a través del motor de busqueda MASCOT. En la tabla se indica si se han
identificado péptidos para cada proteina de SAGA.
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2.2. El modulo DUB-libre de SAGA/SLIK contribuye a

mantener los niveles de H2B desubicuitinada total.

La correcta interaccion fisica entre los 4 componentes del
modulo DUB es necesaria para su activaciéon. En vista de los
resultados obtenidos y de la organizacién modular de SAGA/SLIK
una cuestién a resolver cuando comenzamos con esta linea de
investigaciéon fue si, ademds de necesarias, son suficientes esas
interacciones para ensamblar un mddulo DUB funcional en ausencia

del resto del complejo.

Para abordar si este “DUB-libre” es activo, decidimos estudiar
los niveles de histona H2B ubicuitinada total en distintos mutantes.
En este sentido, resultados anteriores del grupo de la Dra. Berger
proponen que si bien la actividad de Ubp8 se daba mayoritariamente
en el contexto de SAGA, los niveles de H2Bub en el mutante
estructural spt20A eran menores que los observados en el mutante
ubp8A. Estos datos sugieren que el DUB-libre mantendria parte de su
actividad fuera del contexto del complejo SAGA/SLIK (Henry et al.,
2003).

En vista de nuestros datos bioquimicos, decidimos analizar los
niveles de H2B ubicuitinada totales a partir de extractos de proteinas
de mutantes en los que el médulo DUB esta inactivo (sus1A, ubp8A'y
sgf73A), asi como en el mutante estructural spt7A en el que
encontramos al DUB-libre y que no habia sido analizado
previamente. Los niveles de H2B ubicuitinada medidos a través de
WB con un anticuerpo especifico anti-H2Bub y normalizados a un
control de carga, revelaron que la ausencia de SPT7 no afecta a la
desubicuitinacién global de H2B in vivo (Figura 2.1).
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Figura 2.1. La ausencia de Spt7 no afecta a los niveles globales de H2Bub in vivo.
Anilisis de los niveles de histona H2B ubicuitinada global. Se obtuvieron extractos
totales de histonas de las cepas WT (control positivo de actividad
desubicuitinasa), sgf73A, ubp8A, susiA (controles negativo de actividad
desubicuitinasa) y spt7A, crecidas en YPD a 30 °C hasta ODg,, exponencial. Los
niveles totales de H2B ubicutinada se detectaron mediante WB con anticuerpo
especifico o-H2Bub (panel superior). Como control de carga del experimento se
midieron los niveles de proteina Pgkl con anticuerpo a-Pgkl. Los niveles de
H2Bub totales se normalizaron en funcién de los niveles de Pgkl para cada
muestra (gréfico).

Estos datos sugieren que a pesar de no formar parte de los
complejos SAGA/SLIK, el DUB-libre podria estar activo y ser capaz
de desubicuitinar a la histona H2B. Sin embargo, no descartamos que
existan otros mecanismos diferentes implicados que ayuden a regular

el nivel de H2B ubicuitinada global.
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2.3. El DUB-libre desubicuitina parcialmente la histona
H2B in vitro.

Como veiamos en el apartado anterior, los niveles globales de
H2Bub no parecen verse afectados en el mutante spt7A. Con el objeto
de confirmar que el DUB-libre tiene actividad desubicuitinasa,
llevamos a cabo un ensayo de desubicuitinacién in vitro. En este
ensayo de actividad enzimatica purificamos el médulo DUB-libre a
través de inmunoprecipitaciones de Upb8-TAP en los mutantes
spt7A  (donde SAGA/SLIK se desestructuran y purificamos al
DUB-libre) y sus1A (donde el DUB sera inactivo).

Los resultados obtenidos muestran que, en ausencia de SPT7 el
DUB-libre conserva los niveles de histona ubicuitinada en un 52%,
frente a un 98% de la cepa WT, mientras que en el mutante sus1A
apenas existe un 18% de H2Bub residual (Figura 2.2). Estos
resultados sugieren que el DUB-libre conserva parte de su actividad
in vitro cuando se purifica de células en las que no interacciona con
SAGA/SLIK, si bien existe una reduccién con respecto a la cepa WT.
Este resultado, junto con los datos obtenidos in vivo sugiere que a
pesar de que el DUB-libre mantiene parcialmente su actividad de
desubicuitinacion, otras desubicuitinasas podrian estar actuando en

ausencia de SPT7 sobre H2Bub para mantener los niveles adecuados.
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Figura 2.2. El DUB-libre tiene actividad de desubicuitinacion in vitro. Ensayo de
desubicuitinacién in vitro del DUB-libre. Se llevaron a cabo purificaciones TAP
de Ubp8 en la cepa WT y en los mutantes sus1A y spt7A. Dichos purificados se
incubaron con histona H2B. Como control negativo la histona H2B purificada se
incubd con tampén de eluciéon TAP, sin purificado proteico. Los niveles de
complejo purificado se detectaron mediante WB con anticuerpo a-TAP (panel
superior). Los niveles de histona H2B ubicuitinada final se detectaron mediante
WB con anticuerpo a-HA (panel inferior). Los niveles de H2Bub de cada muestra
se referenciaron a los niveles del control negativo. El porcentaje de H2B
desubicuitinada final se obtuvo referenciando los niveles de H2Bub a la cantidad
de proteina cebo purificada en cada muestra (grafico).

2.4. El DUB-libre no se recluta al promotor de GAL1 de
manera significativa.
Se ha descrito que Ubp8 desubicuitina H2B a nivel del

promotor de los genes regulados por SAGA mediante su

reclutamiento a los mismos. Por ello, decidimos estudiar la unién
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especifica del DUB-libre al promotor de GAL1. El andlisis mediante
ChIP de la unién de Susl en dos de los mutantes estructurales de
SAGA/SLIK, spt7A y adal1A, revelé que la union de Susl al promotor
de GAL1 se ve reducida en dichos mutantes (Figura 2.3A).

A Sustenel promotor de GAL1 B Ubp8 en el promotor de GAL1
Glucosa ™ Galactosa Glucosa M Galactosa
1 12
10
3
] ©
° T 3
N S
® ©
E 2 E 6
2 2
© ® 4
[l i =
® 1 *
2 T
‘N ‘m i
0 0
WT spt7A adalA WT sus1A spt7A

Figura 2.3. El DUB-libre no es reclutado al promotor de GALI1. Anilisis de la
unioén de las subunidades Sus1 (A) y Ubp8 (B) al promotor de GAL1 en cepas WT
y diferentes mutantes de SAGA/SLIK. En todos los casos el gen GALI se reprimié
o indujo con glucosa o galactosa respectivamente, durante 25 minutos. La unién
al promotor de dicho gen se detecté mediante qPCR y se calculd el porcentaje de
inmunoprecipitado respecto al lisado (Input). La sefial obtenida para el promotor
de GALI se normalizé por la sefial obtenida para una regién intergénica. Las
barras de error representan la desviacién estdndar de al menos 3 experimentos

independientes.

Dado que la uniéon de Susl al promotor de GALI también
depende de su asociacion a TREX-2 (Garcia-Oliver et al., 2013),
decidimos estudiar el reclutamiento del DUB-libre al promotor de
GAL1 a través de otra subunidad en principio componente solo de
SAGA/SLIK, Ubp8. Como control negativo de la unién de Ubp8 se
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utilizé el mutante sus1A en el que el DUB se desensambla. El ChIP de
Ubp8 en el mutante spt7A mostrd que al igual que la unién de Susi,
la unién de Ubp8 al promotor de GAL1I se ve drasticamente reducida
en ausencia de SPT7 (Figura 2.3B).

En conjunto, los datos obtenidos sobre la unién de Sus1 y Ubp8
indican que el mdédulo DUB-libre no se recluta eficientemente al
promotor de GALI en ausencia de SAGA/SLIK.

2.5. La localizacion del DUB depende de Spt7 pero no
de Adal.

Como hemos mostrado, en ausencia de SPT7 el DUB no se
recluta a GAL1I ni se asocia a SAGA/SLIK. Tanto SAGA como SLIK
son complejos nucleares, sin embargo se desconoce la localizacion
subcelular del complejo DUB-libre. Por tanto, decidimos estudiar
mediante microscopia confocal la localizacién subcelular del médulo
DUB en diferentes mutantes. Para ello etiquetamos con la proteina
fluorescente GFP tres de las 4 subunidades del DUB: Sus1, Ubp8 y
Sgfl1, en diferentes fondos genéticos. En una cepa silvestre, la
localizacién de estas proteinas es mayoritariamente nuclear aunque
una pequena fraccién se observa en el citoplasma. A pesar de que la
fraccion  citoplasmatica  observada  podria  considerarse
intrascendente, en un trabajo previo demostramos que Susl1 se asocia
en el citoplasma a P-bodies en condiciones de sobreexpresion y
presenta una fuerte interaccién genética con la maquinaria de

degradacion de RNAs en el citoplasma (Cuenca-Bono et al., 2010).

Como vemos en la Figura 2.4, Ubp8 pierde su localizacion
nuclear predominante y se observa en el citoplasma en el mutante

spt7A. Un fenotipo similar se observé para Sus1 en dicho mutante.
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Figura 2.4. La localizaciéon de Sus1 y Ubp8 depende de Spt7. Localizacion celular
in vivo de Sus1-GFP y Ubp8-GFP (paneles izquierdos) mediante microscopia de
fluorescencia confocal en una cepa WT y en el mutante A. La localizacién del
nucleo celular se muestra a través del marcador fluorescente DAPI (paneles
derechos). Las imdgenes mostradas son una muestra representativa de todas las

obtenidas.
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Dado que Adal es otra de las subunidades descritas como
estructural de SAGA/SLIK, decidimos evaluar si su ausencia también
tiene el mismo efecto en la localizaciéon del DUB. Sin embargo, la
localizacién de Ubp8 y Sgf11 no depende de Adal como demuestra la
localizacién nuclear de ambas proteinas en dicho mutante (Figura
2.5). No obstante, si se observa una clara deslocalizacién de ambos en

el mutante sus1A donde la organizaciéon del DUB estd afectada.

Ubp8-GFP
adain susin

Sgf11-GFP
adain susin

Figura 2.5. La localizacion de Sgfi1 y Ubp8 no dependen de Adal, pero si de

Susl. Localizacién celular in vivo de Sgfi1-GFP y Ubp8-GFP mediante
microscopia de fluorescencia confocal en una cepa WT y en los mutante adalA y
susIA. Las imdagenes mostradas son una muestra representativa de todas las

obtenidas.

Los diferentes fenotipos observados en los mutantes adalA y
spt7A resultan en primera instancia sorprendentes dado el hecho de
que tanto Adal como Spt7 son ambos componentes estructurales de
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SAGA/SLIK y esperarfamos el mismo resultado tras su delecion. Sin
embargo, estudios previos a esta tesis ya mostraron cémo los niveles
tanto de Adal como Spt20 son dependientes de Spt7 (Wu &
Winston, 2002) sugiriendo que estos tres componentes no juegan el
mismo papel en la organizaciéon de las subunidades de SAGA/SLIK.

Para cerciorarnos de que la pérdida de sefial en el nucleo en el
mutante spt7A no se debe a una degradacion de la proteina Ubps,
realizamos extractos totales para medir los niveles de Ubp8-GFP en
las siguientes cepas: control negativo (cepa sin etiqueta), Ubp8-GFP,
Ubp8-GFP sus1A y Ubp8-GFP spt7A. Tal como se observa en la
Figura 2.6 los niveles de Ubp8-GFP, medidos por WB con anticuerpo
anti-GFP, permanecen constantes en el mutante spt7A, mientras que
se ven considerablemente reducidos en susiA, presumiblemente por

una desestabilizacion de la proteina en ese mutante.

Ubp8-GFP

No GFP WT sus1A spt7A

O.-GFP (Ubp8)

Figura 2.6. Los niveles de Ubp8-GFP dependen de Susl pero no de Spt7. Analisis

de niveles totales de proteina Ubp8-GFP en cepa WT y los mutantes susiA y
spt7A crecidas en medio liquido YPD a 30 °C. Se realizaron extractos totales de
proteinas y se analizaron mediante WB con anticuerpos a-GFP, y a-Pgkl como
control de carga.
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Estos datos confirmaron que la deslocalizacién de Ubp8 en el
mutante spt7A no es un efecto debido a la bajada en los niveles de
proteina, sino que es un reflejo de la deslocalizaciéon de parte de
Ubp8, y por tanto del DUB, al citoplasma. Si tal es el caso, Spt7
podria tener un papel fundamental en la importacion del médulo
DUB-libre para su unidn al resto de médulos de SAGA/SLIK.






Capitulo 2. Discusion [REK]

DISCUSION

El modelo macromolecular que describe como las subunidades
del complejo SAGA se distribuyen asociandose en 4 mddulos
diferentes ha permitido entender no solo la organizacién estructural
del mismo sino cémo las interacciones entre los componentes son
necesarias para su activacion. Un aspecto importante de la estructura
modular de SAGA es que la formacién de los dos submoddulos
enzimaticos DUB y HAT es independiente del resto del complejo.

Tanto nuestros resultados como los publicados por otros
grupos ponen de manifiesto que en ausencia de las subunidades
estructurales de SAGA, éste es incapaz de ensamblar sus 4 mddulos
juntos (Grant et al., 1997; Sterner et al., 1999; Wu et al., 2004). No
obstante y pese a todos los datos bioquimicos de los que se cuenta
actualmente en la bibliografia, nuestro trabajo es el primero en
abordar como la ausencia de ciertas subunidades afectan a la
localizacion subcelular de los mdédulos del complejo. Nuestros datos
indican que pese a que en ausencia de Spt7, tanto Ubp8 como Susl
siguen localizados en el ntcleo, la cantidad de estas proteinas que
encontramos en el citoplasma aumenta considerablemente. Sin
embargo, la localizacién nuclear de Ubp8 y Sgfll no parece verse
afectada por la ausencia de otra de las subunidades estructurales,
Adal. Una posible interpretacion de estos resultados seria que a
pesar de que las 3 subunidades estructurales, Spt20, Adal y Spt7,
forman parte del mismo moédulo, Spt7 actuaria como nucleo del
moédulo SPT ejerciendo un papel de “scaffold” o andamiaje de la
formacién de SAGA en el citoplasma (Figura D3). De acuerdo a este
modelo, en ausencia de Spt7 el ensamblaje citoplasmatico de los
modulos de SAGA se veria reducido lo que conllevaria la
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acumulacién de los diferentes submddulos preformados en el
citoplasma. No obstante, trabajos que aborden el analisis de la
localizacién del resto de submoédulos son necesarios para confirmar

el papel de Spt7 en el ensamblaje de SAGA en el citoplasma.

TAF
Ny "
N

SPT
HAT
TAF 2D
TAF 4 ¢ Nucleo
HAT - > ) Citoplasma
SPT
HAT

Figura D3. Modelo de ensamblaje del complejo SAGA en el citoplasma. Los 4
submédulos de SAGA se pre-ensamblarian en el citoplasma. La subunidad Spt7
del médulo SPT actuaria como factor de andamiaje para la unién de los
submddulos para formar a SAGA que serd translocado al nicleo. En ausencia de
Spt7, los médulos pre-ensamblados no son capaces de unirse eficazmente y se

acumularian en el citoplasma.

Uno de los resultados mas interesantes de este segundo capitulo
es la demostracion de que el modulo DUB-libre es parcialmente
activo y participa, al menos en parte, en mantener los niveles globales
de histona H2B ubicuitinada. Sin embargo, dado que el DUB-libre no
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es activo al 100 %, hemos de suponer que otras enzimas
desubicuitinasas como Ubp10 podrian estar implicadas en la
homeostasis de H2Bub en ausencia de SAGA.

Cabe destacar que el DUB-libre podria ejercer su actividad
sobre otros sustratos diferentes a las histonas. De hecho, como
comentamos en la introduccién general los sustratos de Ubp8 no se
limitan solo a la histona H2B. En levaduras se ha descrito al factor
Snfl como un sustrato no-histona de Ubp8 (Wilson et al., 2011). Snf1
es una quinasa que regula los niveles de fosforilacion de factores de
transcripcion que regulan la expresion de ciertos genes (Young et al.,
2012). La desubicuitinaciéon de Snfl parece ser necesaria para su
activacién como factor de transcripcion. Si bien en el trabajo de
Wilson y colaboradores, se concluye que la actividad de Ubp8 sobre
Snfl se da en el contexto de SAGA, en nuestra opinién en las
condiciones experimentales utilizadas es demasiado aventurado
realizar dicha conclusién. De hecho, dado que el DUB-libre es activo
por si mismo y se puede encontrar en el citoplasma, elucubramos con
la idea de que éste mddulo tuviese algiin papel regulando la actividad
de Snfl, de forma independiente a su unién a SAGA. En un intento
de contestar dicha cuestiéon, medimos los niveles de Snfl
ubicuitinado en el mutante spt7A. A pesar de que los datos indicaban
que el DUB-libre puede ser capaz de disminuir los niveles de Snf1
ubicuitinado, problemas técnicos con los anticuerpos utilizados
impidieron la confirmacién de dichos datos. En cualquier caso, cabe
destacar que Sfn1 es una proteina citoplasmatica que se transloca al
nucleo cuando es activado, para lo cual ha de ser desubicuitinado.
Este dato sugiere que la desubicuitinacién ocurriria en el citoplasma,
lo que concuerda con la presencia del DUB-libre citoplasmatico,
siendo menos probable que sea desubicuitinado por SAGA en esta
localizacién (Figura D4).
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Nucleo

Citoplasma

Figura D4. Modelo de activacién por desubicuitinacién de Snfl a través del
DUB-libre. Snf1 es una proteina mayoritariamente citoplasmatica que bajo ciertas
condiciones ha de activarse. Para ello ha de ser desubicuitinado por Ubp8 en el
citoplasma, posiblemente a través del DUB-libre. Este proceso favorece su
translocacién al nucleo donde activara factores de transcripcion (FT) necesarios

para la transcripcion.

Por tanto, nuestros datos apoyan la idea de la existencia de un
modulo DUB-libre independiente de SAGA capaz de actuar
desubicuitinando la histona H2B en el nucleo, y quizds otros
sustratos no-histonas, regulando su actividad. Recientemente, ha sido
publicado un articulo que apoya nuestra idea de un DUB-Iibre con un
papel clave en un contexto diferente al de SAGA (Lim et al., 2013).
En dicho trabajo se propone que el mddulo DUB es disociado de
SAGA a través de la subunidad del proteasoma Rpt2. Dicha
disociacién parece ser importante para la entrada del DUB a la region
codificante del gen transcrito, junto a la RNAP II. Esta hipdtesis

concuerda con nuestros datos que indican que el médulo DUB-libre
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no se une al promotor de GALI. En este sentido, son necesarios
experimentos que confirmen si el DUB-libre es capaz de unirse a la
region codificante de dicho gen. En el trabajo mencionado, también
se sugiere que el corte proteolitico mediado por Rpt2 que libera al
DUB de SAGA también parece ser importante para la disociacion de
TREX-2 de la cromatina y su posterior reclutamiento al NPC,
necesario para el acoplamiento entre transcripciéon y exportacion.
Como decimos Rpt2 es una subunidad del proteasoma (Kohler et al.,
2001), al igual que la subunidad de TREX-2, Sem1 (Funakoshi et al.,
2004). Es ampliamente conocido el papel de Sem1 como estabilizador
de complejos y su papel en la regulaciéon de las funciones tanto de
TREX-2 como de SAGA (Faza et al., 2010; Garcia-Oliver et al., 2013;
Tomko & Hochstrasser, 2014). Por ello, podria ser que el papel de
Rpt2 en la liberacién del DUB y de TREX-2 de la cromatina, tuviese
alguna relacién con Seml y su papel estabilizador de dichos
complejos. En cualquier caso, en conjunto los datos sugieren que la
formacion del DUB-libre es un hecho regulado que no solo afectaria a

la transcripcidn sino a su acoplamiento con la exportacién de RNAs.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

LA UBICUITINACION EN LA TRANSCRIPCION

La principal diana conocida de la monoubicuitinacién durante
la transcripcién es sin duda la modificaciéon de histonas. La
ubicuitinacién de histonas no solo regula la dindmica de los
nucleosomas sino que también participa en el reclutamiento de
factores y proteinas regulando su actividad. Esta modificacién
establece una comunicacién en trans con otras histonas provocando
sucesivas modificaciones en otros residuos de diferentes histonas
alterando la estructura de la cromatina.

Durante la activaciéon transcripcional se ensambla la
magquinaria basal que se encargard de fosforilar la cola CTD de la
RNAP II, y esto reclutard el complejo PAF permitiendo la
ubicuitinaciéon de H2B a través de Rad6/Brel (Xiao et al., 2005). El
complejo PAF también actiia reclutando al complejo COMPASS
sobre la RNAP II. COMPASS es el encargado de la metilacion en
H3K4 a través de Setl. La ubicuitinacién de la subunidad Csp35 de
COMPASS es ademas necesaria para el reclutamiento de otra
subunidad del complejo y su activaciéon. De esta forma, PAF ayuda a
la comunicacién en trans entre la ubicuitinacién y metilacién de
histonas (Krogan et al., 2003a; Ng et al., 2002).

Durante la elongacién, la ubicuitinacién de la histona H2B
afecta a la dindmica de la cromatina y su accesibilidad (Pavri et al,
2006; Shukla & Bhaumik, 2007; Tanny et al., 2007). La H2Bub
promueve la actividad del complejo remodelador FACT que
reorganiza los nucleosomas para permitir el paso de la RNAP II
elongante, y tras su paso reestructura de nuevo la cromatina para
evitar fenémenos de transcripcion criptica (Fleming et al., 2008; Xin
et al., 2009).
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Las modificaciones postraduccionales en la expresiéon génica
afectan no solo a las histonas, sino también a muchos otros factores
implicados. Mas del 50% de las nucleoporinas del NPC estan
monoubicuitinadas. A pesar de que no se ha demostrado una
correlacion entre esta modificacion y la funcién de las Nups, éstas
son las unicas proteinas de la envoltura nuclear que son modificadas.
Esta modificacion no estd relacionada con la degradacion
proteosémica, lo que sugiere que su ubicuitinacién podria tener
alguna funcién en la regulacién de sus funciones. Un ejemplo de esto
es Nupl59, una nucleoporina del lado citoplasmatico del NPC
involucrada en la unién de las cadenas de dineina al NPC. El bloqueo
de la ubicuitinacién de Nup159 no altera la organizacién del NPC
pero si altera la segregacion nuclear durante la mitosis (Hayakawa et
al.,2012).

Como hemos visto, la ubicuitinacién es una marca reversible y
por tanto la desubicuitinacién juega un papel clave en los procesos
regulados por la ubicuitinaciéon de H2B. Como hemos descrito
previamente la desubicuitinasa Ubp8 a través del DUB regula la
transcripciéon mediada por la RNAP II. Por otro lado, la
desubicuitinasa Ubp10 es responsable de mantener unos niveles
adecuados de ubicuitinaciéon y metilacién esenciales para el
silenciamiento telomérico (Emre et al., 2005; Gardner et al., 2005).
Por lo tanto, los ciclos de ubicuitinacién/desubicuitinacién de la
histona H2B son clave para la correcta regulaciéon de la expresion
génica (Weake & Workman, 2008).
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ACOPLAMIENTO ENTRE DESUBICUITINACION Y

EXPORTACION DE RNAs

La correcta exportacion de los mRNAs depende de la correcta
ejecucion de los procesos implicados en su metabolismo. Tanto la
transcripcién como la colocacién de la caperuza, la eliminaciéon de
intrones o la formacién de la cola poli(A) (Cole & Scarcelli, 2006;
Kohler & Hurt, 2007; Lei & Silver, 2002; Lewis & Izaurralde, 1997;
Reed, 2003; Schmitt et al., 1999; Strasser & Hurt, 2001) son procesos
determinantes para el transporte del mRNA del nucleo al citoplasma.
La desubicuitinacién de H2B es importante durante la exportacion de
los mRNAs. La transcripciéon y la exportacién estan acopladas a
través de Sus1 como componente de SAGA y TREX-2. De hecho, los
componentes del médulo DUB de SAGA/SLIK, Susl y Sgfll estan
implicados en la exportaciéon de mensajeros (Kohler et al., 2006),
mientras que Ubp8 y Sgf73 estan implicados en la exportacion de
algunos mRNAs especificos, como por ejemplo GALI (Yuan et al,
2005). Sgf73 es necesario para la asociacién de Susl con ambos
complejos y también para la estabilizaciéon de la asociacion
NPC-TREX-2 (Lee et al., 2009).

A pesar de los datos de los que disponemos actualmente, no
esta claro si la desubicuitinacion de la histona H2B es un paso
necesario para el acercamiento del gen a la periferia nuclear y se
desconoce el mecanismo por el cual la desubicuitinaciéon de la
histona H2B regularia la exportaciéon de los mRNAs. Por otro lado,
otra cuestion sin resolver es cémo las modificaciones de histonas
podrian afectar a la presencia y estabilidad de Susl en el complejo
TREX-2, y por tanto a la exportacion.
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En este contexto, planeamos estudiar las conexiones entre la
ubicuitinacién/desubicuitinacién de la histona H2B y la exportacion
de RNAs. Para ello, por un lado quisimos indagar en los procesos de
regulacion de la actividad del médulo DUB. Y por otro lado, estudiar
los mecanismos moleculares del acoplamiento entre la ubicuitinacion

y exportaciéon de mRNAs.
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RESULTADOS

3.1. La ubicuitinacion de la histona H2B es necesaria

para la interaccion del DUB con la cromatina.

Con el fin de entender como influye la ubicuitinacién de la
histona H2B en las funciones de SAGA y TREX-2, examinamos en
primer lugar si las interacciones fisicas del médulo DUB con otros
componentes de SAGA/SLIK o con la cromatina se ven afectadas en
ausencia de ubicuitinacién de la histona H2B. Para ello etiquetamos
con TAP tres componentes del DUB: Sus1, Ubp8 y Sgf73 en la cepa
H2B-WT, y en el mutante H2B-K123R que contiene una mutacién en
lalisina 123 que bloquea la ubicuitinacion de la histona.

La visualizacion de los purificados mediante tincién
Coomassie no reveld ningin cambio significativo en los patrones de
bandas obtenidos en las cepas H2B-WT y H2B-K123R para ningin
componente del DUB (Figura 3.1).
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Sus1-TAP Ubp8-TAP Sgf73-TAP

H2B- H2B- H2B- H2B- H2B-  H2B-
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Figura 3.1. Analisis del perfil de interaccion del médulo DUB en ausencia de
ubicuitinacién de la histona H2B. Purificaciones TAP de Sus1, Ubp8 y Sgf73 en la
cepa H2B-WT y el mutante H2B-K123R. Las purificaciones se analizaron en un
gel de gradiente de poliacrilamida (4-12%) y las proteinas fueron tefiidas con
Coomassie coloidal. Se indican las bandas caracteristicas de las subunidades de
SAGA y TREX-2.

El analisis detallado por espectrometria de masas de los eluidos
de las purificaciones, reveld6 que de un modo general, los 3
componentes del DUB analizados, pierden interacciéon total o
parcialmente con las histonas en el mutante H2B-K123R, mientras
que mantienen sus interacciones con el resto de componentes de
SAGA/SLIK, y TREX-2 en el caso de Susl1 (Tabla 3.1).
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Sus1-TAP| Sus1-TAP | Ubp8-TAP | Ubp8-TAP | Sgf73-TAP | Sgf73-TAP
H2B-WT | H2B-K123R| H2B-WT |H2B-K123R| H2B-WT | H2B-K123R
mglt:ir:)‘gteé?c 2 T;O;:g{:i:: Proteinas detectadas (v)

Sus1 v v v v v v

Ubp8 v v v v v v

Sgf11 v v v v v v

Sgf73 v v v v v v

Taf9 v v v v v v

Taf10 v v v v v v

Tafé v v v v v v

Taf5 v v v v v v

Taf12 v v v v v v

SAGA Spt20 v v v v v v

Spt3 v v v v v v

Spt7 v v v v v v

Spt8 v v v v v v

Tral v v v v v v

Ada1 v v v v v v

v v v v v v

v v v v v v

v v v v v v

v v v v v v
Cdc31 v v
TREX-2 (2 . .
em1 - -
Sac3 v v

Cantidades relativas de péptidos detectados (emPAl)
H2B 0,01 - 2,6 - 0,53 0,01
H2A 0,25 - 0,25 - 0,23 -
HISTONAS |2 522 - 2 - 2 -
H4 0,3 - 0,7 - 0,69 0,3

Tabla 3.1. Analisis de las interacciones del mdédulo DUB en ausencia de
ubicuitinacién de la histona H2B. Identificacién mediante espectrometria de
masas (MudPIT) de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP
mencionadas. Los datos obtenidos se validaron con la informacién almacenada en
las bases de datos de secuencias conocidas mediante el motor de busqueda
MASCOT. En la parte superior de la tabla se indica si se han identificado péptidos
para cada proteina del complejo SAGA en todas las purificaciones, y péptidos para
las proteinas de TREX-2 en las purificaciones de Susl. En la parte inferior de la
tabla se indican las cantidades relativas de péptidos correspondientes a las 4
histonas. Dichas cantidades se expresan como valor de emPAI. Dicho pardmetro
estima la abundancia relativa de una proteina en funcién del numero de péptidos
detectados de dicha proteina en relacién al numero total de péptidos detectados
en la muestra (Ishihama et al., 2005).
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En este anadlisis también se analizaron las interacciones de Sus1
en ausencia de BRE1, la ubicuitin-ligasa encargada de ubicuitinar a
H2B. El resultado es similar al obtenido en el mutante H2B-K123R,
no viéndose afectadas las interacciones con los componentes de
SAGA y TREX-2 (Tabla 3.2). Sin embargo, las interacciones con las
histonas no parecen verse afectadas significativamente por la

ausencia de BRE1 (datos no mostrados).

Sus1-TAP | Sus1-TAP bre1a

Complejo Nombre de la
multiproteico proteina
Sus1 v v
Ubp8
Sgf11
Sgf73
Taf9
Taf10
Taf6
Taf5
Taf12
SAGA Spt20
Spt3
Spt7
Spt8
Tra1l
Ada1

Proteinas detectadas (v)

NYAIAIAYATAYAYAIAIAIATIATIATATATAIAIANR)

Cdc31
TREX2 —

Sem1
Sac3

SUSTS SIS SIS S SIS IS ISISSS ]SSR S

AR

Tabla 3.2. Analisis de las interacciones del médulo DUB en ausencia de
ubicuitinacién de la histona H2B. Identificacién mediante espectrometria de
masas (MudPIT) de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP
mencionadas. Los datos obtenidos se validaron con la informacién almacenada en
las bases de datos de secuencias conocidas mediante el motor de busqueda
MASCOT. En la tabla superior se indica si se han identificado péptidos para cada
proteina de los complejos SAGA y TREX-2.
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En resumen, los datos sugieren que la ubicuitinacién no se
requiere para la correcta interaccidn entre el DUB y el resto de
componentes de SAGA, ni con TREX-2, pero si afecta a las

interacciones con las histonas.

3.2. La ubicuitinacion es necesaria para la union del
DUB al promotor de GALI.

Ante la pérdida de interaccion del DUB con las histonas
observada en los mutantes H2B-K123R, decidimos ahondar en esta
cuestion y analizar mediante ChIP la unién de las subunidades del
DUB, Susl y Ubp8, directamente al promotor de GALI. Los
resultados del ChIP mostraron que tanto Susl como UbpS8, en
condiciones de induccién transcripcional, ven drasticamente
reducida su unidén al promotor de GALI en los mutantes H2B-K123R
(Figura 3.2A).

A Sus1 y Ubp8 en el promotor de GAL1 B Nivel de mRNA de GAL1

Glucosa ™ Galactosa Glucosa M Galactosa

N
Nivel de mRNA
- [ N w
w o v o

Seinal normalizada
=
o

o

i ]

H2B-WT  H2B-K123R  H2B-WT H2B-K123R H2B-WT  H2B-K123R  H2B-WT  H2B-K123R
Sus1-MYC Ubp8-MYC Sus1-MYC Ubp8-MYC

Figura 3.2. La ubicuitinacion de H2B es necesaria para el reclutamiento de Sus1 y
Ubp8 al promotor de GAL1 y su correcta inducciéon. Analisis de la unién de las
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subunidades Sus1 y Ubp8 al promotor de GAL1 en cepas H2B-WT y H2B-K123R.
En todos los casos el gen GALI se reprimi6 o indujo con glucosa o galactosa
respectivamente, durante 25 minutos. La unién al promotor de dicho gen se
detecté mediante qPCR vy se calcul6 el porcentaje de inmunoprecipitado respecto
al lisado (Input). La sefial obtenida para el promotor de GAL1 se normalizé por la
sefial obtenida para una regién intergénica. (B) Anilisis de los niveles de mRNA
del gen GAL1 a partir de las mismas muestras utilizadas en los ChIPs anteriores.
Los niveles relativos de mRNA se determinaron mediante RT-qPCR y se

normalizaron respecto a los niveles de expresiéon de SCR1.

Los datos obtenidos sugieren que la ubicuitinacién es un
proceso necesario para el reclutamiento del moédulo DUB al
promotor de GAL1. Del mismo modo observamos que esta bajada de
reclutamiento se correlaciona con una disminucién de los niveles de
RNA totales de GALI medidos mediante RT-qPCR en los mutantes
H2B-K123R respecto de los niveles medidos en las cepas H2B-WT
(Figura 3.2B).

3.3. La interaccion del DUB con las histonas es

independiente de la actividad desubicuitinasa de Ubp8.

La mutaciéon K123R bloquea la ubicuitinaciéon de la histona
H2B, y por lo tanto, su posterior desubicuitinacién, de modo que los
cambios en las interacciones fisicas del DUB observados en los
mutantes H2B-K123R y bre1A podrian ser asociados al bloqueo de la
ubicuitinacién ya que es el paso previo a la actividad del DUB. No
obstante nos planteamos la posibilidad de que la propia actividad de
desubicuitinacién del médulo DUB fuese importante para establecer

las correctas interacciones con la cromatina y con otros complejos.
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Para intentar esclarecer si la actividad desubicuitinasa es
necesaria para las interacciones del DUB con las histonas, se
realizaron purificaciones TAP de Susl en dos mutantes del dominio
catalitico de Ubp8 que inactivan su acciéon enzimadtica. Ambos
mutantes especificos de la actividad catalitica de Ubp8 se
consiguieron transformando un mutante Sus1-TAP ubp8A con dos
tipos de plasmidos que contienen el gen UBP8 con una mutacidon
puntual en el sitio catalitico del enzima: ubp8-C146S 6 ubp8-H419A
(Ingvarsdottir et al., 2005), de manera que aunque Ubp8 se expresard
en las células, sera inactivo e incapaz de desubicuitinar. Ademas se
incluy6 un control transformando la cepa Sus1-TAP ubp8A con un
plasmido vacio. El andlisis de las interacciones mostré6 que en
ninguno de los dos mutantes cataliticos de Ubp8, Susl pierde
interaccién fisica con SAGA, TREX-2 o las histonas (Tabla 3.3). Sin
embargo, como ya se habia visto anteriormente, la ausencia de UBP8
provoca la pérdida de asociaciéon de Susl con SAGA e histonas,
mientras que su uniéon a TREX-2 no se ve afectada (Lee et al., 2007b).
Estos resultados confirmaron que la correcta actividad de Ubp8 no es
necesaria para la interacciéon de Susl con las histonas y el resto de
componentes de SAGA/SLIK y TREX-2.

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la
ubicuitinacién, y no la actividad de desubicuitinacién, es necesaria
para la interacciéon del DUB tanto con las histonas como su unioén al
promotor de GALI. No obstante, ninguno de los dos procesos son
necesarios para la unién de Sus1 con TREX-2.
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Sus1-TAP
ubp8-C146S

Sus1-TAP
ubp8-H419A

Sus1-TAP
ubp8A

Complejo
multiproteico

Nombre de la
proteina

Protel

inas detectadas (v)

SAGA

TREX-2

Sus1

Ubps

Sgfi1

Sof73

Taf9

Taf10

Tafé

Taf5

Taf12

Spt20

Spt3

Spt7

Spt8

Tra1

Ada1

Cdc31

Thp1

Sem1

Sac3

HISTONAS

H2B

AN AN AN A YA AN AN AR A YA AT AR YA YA YA YRR AR TATATAS

AN AR YA YA AR AR A YA AT AN A YA YA YA ATAYATATATATAY

AN AN AN NEN

H2A

AN

AN

AN

H3

AN

AN

AN

H4

Tabla 3.1. Anadlisis de las interacciones del modulo DUB en ausencia de

ubicuitinacién de la histona H2B. Identificacién mediante espectrometria de

masas (MudPIT) de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP

mencionadas. Los datos obtenidos se validaron con la informacién almacenada en

las bases de datos de secuencias conocidas mediante el motor de busqueda

MASCOT. En la tabla superior se indica si se han identificado péptidos para cada
proteina de los complejos SAGA y TREX-2.



Capitulo 3. Resultados

3.4. La actividad in vitro del DUB es independiente de

la ubicuitinacion de H2B.

Nuestros datos hasta el momento sugieren que la
ubicuitinacién es necesaria para la correcta unién del médulo DUB a
la cromatina, mds concretamente al promotor de GALI, y para su
expresion. Una posibilidad seria que la propia ubicuitinacién de H2B
fuera necesaria para la activacion del moédulo. Si bien esta hipétesis es
dificil de estudiar técnicamente, nos propusimos comprobar
mediante ensayo de desubicuitinacién si la ubicuitinaciéon de H2B es
necesaria para la actividad del médulo DUB in vitro.

Para ello, purificamos el complejo DUB a través de Ubp8 tanto
en la cepa H2B-WT como en el mutante H2B-K123R. Los resultados
de la (Figura 3.1) mostraron que no existen diferencias en la
composicién de SAGA (y el DUB) en esta purificacién. De acuerdo a
estos resultados, el ensayo de desubicuitinacion in vitro revel6é que la
actividad del complejo no se ve afectada por el bloqueo de la
ubicuitinacién de la histona H2B (Figura 3.3). De modo que la
ubicuitinacidn parece ser importante para el reclutamiento del DUB a

la cromatina pero no asi para su activacion in vitro.
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Figura 3.3. La actividad desubicuitinasa de Ubp8 no depende de la previa
ubicuitinacion de H2B. Ensayo de desubicuitinacién in vitro del complejo SLIK.
Para ello se llevaron a cabo purificaciones TAP de Ubp8 en la cepa H2B-WT y en
el mutante H2B-K123R. Dichos purificados se incubaron con histona H2B. Como
control negativo la histona H2B purificada se incub6 con tampdn de elucién TAP,
sin purificado proteico. Los niveles de complejo purificado se detectaron
mediante WB con anticuerpo a-TAP (panel superior). Los niveles de histona H2B
ubicuitinada final se detectaron mediante WB con anticuerpo a-HA (panel
inferior). Cuando los niveles de H2Bub finales en las muestras son cercanos a 0,
para su cuantificacién se utilizé6 un valor minimo de drea = 1. Los niveles de
H2Bub de cada muestra se referenciaron a los niveles del control negativo. El
porcentaje de H2B desubicuitinada final se obtuvo referenciando los niveles de
H2Bub a la cantidad de proteina cebo purificada en cada muestra (grafico).
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3.5. La ubicuitinacion de la histona H2B afecta a la

exportacion de los mRNAs.

El acoplamiento entre la transcripciéon y la exportacion de los
mRNAs es un paso fundamental para una eficiente respuesta a las
condiciones de crecimiento a través del rapido procesamiento de los
mRNAs, de hecho existe una relacion funcional entre la
ubicuitinacién y la exportacion de mRNAs. Al inicio de este trabajo
se desconocia si la ubicuitinacién de H2B tenia un efecto directo
sobre la salida de los mRNAs del nucleo al citoplasma. Con el fin de
estudiar los posibles efectos de la ausencia de ubicuitinaciéon de H2B
en el transporte de mRNAs, realizamos hibridaciones in situ para la
localizaciéon de distintos mRNAs mediante microscopia de
fluorescencia. Por un lado, se hibridaron todos los mRNAs utilizando
sondas oligo(dT,g), y por otro lado se hibridé el mRNA del gen
inducible STL1 usando sondas especificas para su deteccion.
Crecimos en YPD a 30 °C las cepas Sus1-MYC H2B-WT y Sus1-MYC
H2B-K123R que ya habiamos empleado en ensayos de ChIP con
anterioridad (Figura 3.2). Se utiliz6 el mutante termosensible
mex67-5 como control positivo del bloqueo en la exportacion de
RNAs (Figura 3.4A). Como muestra la Figura 3.4B la mutaciéon
K123R de H2B provoca una acumulacién de los mRNAs y del RNA
especifico de STL1, mientras que no se observa ningun defecto en la
cepa Susl-MYC H2B-WT en las mismas condiciones. Estos datos
sugieren que la ubicuitinacién de H2B podria ser necesaria para la

exportacion de los mRNAs.
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Figura 3.4. La ubicuitinacién de la histona H2B es necesaria para la exportacion

de RNAs bajo ciertas condiciones. Andlisis de la exportaciéon de los RNAs
poli(A)+ y STL1 en las cepas H2B-WT y H2B-K123R, con y sin Susl etiquetado
con MYC (paneles superiores e inferiores, respectivamente). El mutante mex67-5
fue tratado durante 20 minutos a 37 °C para exacerbar sus fenotipos. La
localizacién de los RNAs poli(A)+ se comprobd mediante hibridacién in situ

utilizando una sonda oligo(dT) marcada con Cy3. La localizacién de los RNAs de
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STL1 se comprobd mediante hibridacién in situ utilizando una sonda especificas
marcadas con Cy3. Los nucleos fueron detectados mediante el marcaje del DNA
con DAPI. Las imdgenes mostradas son una muestra representativa de las

fotografias obtenidas en el microscopio de fluorescencia.

Con el fin de verificar este resultado decidimos repetir el
experimento con las mismas cepas sin Susl etiquetado con MYC:
H2B-WT y H2B-K123R. Sin embargo, de manera contraria a lo
observado anteriormente, en las mismas condiciones de crecimiento
no fuimos capaces de reproducir el fenotipo de defecto de
exportacion en el mutante H2B-K123R (Figura 3.4C).

Atendiendo a estos resultados, nos planteamos la posibilidad de
que la etiqueta MYC estuviese provocando un efecto negativo sobre
las funciones de Susl, y esto se viese reflejado en los defectos de
exportacion de los RNAs en el mutante H2B-K123R. A pesar de que
en nuestro laboratorio nunca hemos observado fenotipos asociados al
etiquetado de Susl con MYC, decidimos realizar ensayos de
crecimiento por goteo para comprobar el crecimiento de las cepas
H2B-WT y H2B-WT Sus1-MYC, al igual que H2B-K123R con
H2B-K123R Sus1-MYC. Como se muestra en la Figura 3.5, no existe
defecto de crecimiento en las cepas etiquetadas con respecto a sus

respectivas cepas isogénicas sin etiquetar.

En vista a estos datos, concluimos que la ausencia de
ubicuitinacién en determinadas condiciones (Sus1 etiquetada) puede

derivar en un defecto de exportacién de los mRNAs.
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Figura 3.5. La etiqueta MYC sobre Sus1 no afecta al crecimiento celular. Analisis
del crecimiento celular de las cepas H2B-WT (panel superior) y H2B-K123R
(panel inferior) con y sin etiqueta MYC sobre la proteina Susl. Las cepas se
crecieron hasta alcanzar una ODyg,, de 0,4. Se sembraron diluciones seriadas de las
cepas indicadas en placas de YPD y se incubaron a 30 °C durante 48 h.

3.6. Relacion funcional entre la maquinaria de
exportacion de los mRNAs y la desubicuitinacion de
H2B.

3.6.1. Sac3 podria afectar al metabolismo de la cromatina.

En la linea de nuestro estudio sobre la interaccién funcional de
la desubicuitinaciéon de H2B y la exportacién de los RNA mensajeros,
decidimos analizar los niveles de histona H2Bub en mutantes de
subunidades del complejo del poro nuclear (NPC) y TREX-2.
Utilizando las cepas que contienen los plasmidos H2B-FLAG y
HA-Ub, purificamos la histona H2B mediante la etiqueta FLAG en
los mutantes sac3A (componente estructural de TREX-2) y nup60A
(nucleoporina del NPC). Ambas mutaciones provocan defectos en la
exportacion de los RNAs.
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Como se observa en la Figura 3.6, pese a que en todos los casos
los inputs de H2B-FLAG de los distintos experimentos fueron
similares, cuando se analiz6 la cantidad de H2B total
inmunoprecipitada con anti-FLAG, en el mutante sac3A apenas es
detectada. Por otro lado, el mutante nup60A mostraba niveles de
H2Bub similares a la cepa WT (datos no mostrados). Estos resultados
indican que Nup60 no juega un papel relevante en la ubicuitinacién
de la histona H2B a nivel global. Los datos obtenidos en ausencia de
SAC3 no nos permiten concluir si afecta a los niveles de
ubicuitinaciéon de H2B ya que el rendimiento de la
inmunoprecipitacidn en este mutante es muy bajo, posiblemente por

una alteracion en el metabolismo de la cromatina.

sac3A
WT 1 2

INPUT | e« @ | O-FLAG (H2B total)

— Ql-FLAG (H2B total)

- —— s | OL-HA (H2Bub)

Figura 3.6. La histona H2B no se purifica correctamente en ausencia de SAC3.
Anilisis de los niveles de histona H2B ubicuitinada total en cepas WT y sac3A.
Las purificaciones de H2B-FLAG se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de
purificacién de histona utilizado para los ensayos de desubicuitinacién in vitro. El
andlisis de los niveles de H2B total se llevd a cabo para los lisados celulares
(INPUT, panel superior) y para los inmunoprecipitados (IP) mediante WB con
anticuerpo a-FLAG (panel intermedio). El analisis de los niveles de H2Bub total

se llevo a cabo para las IPs mediante WB con anticuerpo a-HA (panel inferior).
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3.6.2. Sac3 afecta a la unién de Ubp8 con las histonas y a su

movilidad electroforética.

Para continuar estudiando la relacion entre desubicuitinacién y
exportacion, decidimos estudiar si la ausencia de SAC3 o NUP60
afectaba a las interacciones fisicas de Ubp8. Para ello purificamos
Ubp8 mediante TAP y posteriormente se identificaron mediante
espectrometria de masas las proteinas con las que interacciona en
cada mutante. El andlisis de estas interacciones mostré una
disminucion en la interaccién de Ubp8 con las histonas en el mutante
sac3A (Tabla 3.4), mientras que no parecen existir cambios en el
mutante nup60A. Los resultados sugieren que Sac3 puede afectar a la
unién entre Ubp8 y las histonas, mientras que la nucleoporina Nup60

no afecta a dichas interacciones.
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ubps-TaP | SECRT | mipeon
mglt:in;r?;tegi)co No;:-z::i:: 2 Proteinas detectadas (v)
Sus1 v v v
Ubp8 v v v
Sgf11 v v v
Sgf73 v v v
Taf9 v v v
Taf10 v v v
Tafé v v v
Taf5 v v v
Taf12 v v v
SAGA Spt20 v v v
Spt3 v v v
Spt7 v v v
Spt8 - - -
Tra1 v v v
Ada1 v v v
v v v
v v v
v v v
v v v
Cantidades relativas de péptidos
detectados (emPAl)
H2B 0,9 0,53 1,35
HISTONAS H2A 0,25 - 0,55
H3 - - 0,7
H4 1,89 0,4 0,49

Tabla 3.4. Analisis de las interacciones de Ubp8 en ausencia de SAC3 y NUP60.
Identificacién mediante espectrometria de masas (MudPIT) de los péptidos
obtenidos en las purificaciones TAP mencionadas. Los datos obtenidos se
validaron con la informacién almacenada en las bases de datos de secuencias
conocidas mediante el motor de busqueda MASCOT. En la parte superior de la
tabla se indica si se han identificado péptidos para cada proteina de SAGA. En la
parte inferior de la tabla se indican las cantidades relativas de péptidos
correspondientes a las 4 histonas. Dichas cantidades se expresan como valor de
emPAI Dicho pardmetro estima la abundancia relativa de una proteina en
funcién del ndmero de péptidos detectados de dicha proteina en relacién al
numero total de péptidos detectados en la muestra.
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Una observacion relevante derivada de estos experimentos fue
el hecho de que Ubp8-TAP presentaba una movilidad electroforética
diferente en el mutante sac3A, sobretodo cuando trabajamos con
extractos totales. Como se observa en la Figura 3.7, Ubp8 presenta
una movilidad ligeramente menor en el mutante sac3A cuando se
compara con el WT. Con el fin de comprobar que este resultado era
especifico de la ausencia de SAC3 o estaba relacionado con la
estabilidad general de TREX-2, analizamos también el mutante
sem1A donde la movilidad fue similar al WT.

Ubp8-TAP
WT sac3A sem1A sac3A

Ubp8— | W | o W% . TAP

Figura 3.7. Ubp8 presenta una menor movilidad electroforética en ausencia de
SAC3. Andlisis de la movilidad electroforética de la proteina Ubp8-TAP en las
cepas WT, sac3A y semI1A. Las muestras obtenidas a partir de cultivo liquido
crecido a 30 °C toda la noche se analizaron mediante WB con anticuerpo a-TAP.

3.6.3. El complejo TREX-2 es necesario para el reclutamiento
de Ubp8 al promotor de GAL1.

Con el fin de corroborar la idea de que factores clave en la
exportacion de los RNAs tengan un papel en la correcta interaccidon
de Ubp8 con las histonas y por tanto con la cromatina, llevamos a
cabo ensayos de ChIP para ver cémo el reclutamiento de Ubp8 al
promotor de GALI se podria ver afectado en los mutantes del
complejo TREX-2: sem1A y sac3A. Como se observa en la Figura 3.8,
existe una pérdida de la uniéon de Ubp8 al promotor de GALI en los
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dos mutantes de TREX-2. Este dato sugiere que existe una relacién
entre la integridad de TREX-2 y el reclutamiento de Ubp8 al
promotor de GALI.

Sus1 y Ubp8 en el promotor de GAL1

Glucosa ® Galactosa

12

10

Senal normalizada
()]

. 3
o i

WT sem1A sac3A

Figura 3.8. Seml y Sac3 son necesarios para el reclutamiento de Ubp8 al
promotor de GAL1. Andlisis de la unién de Ubp8 al promotor de GALI en cepas
WT, sac3A y sem1A. En todos los casos el gen GALI se reprimi6 o indujo con
glucosa o galactosa respectivamente, durante 25 minutos. La unién al promotor
de dicho gen se detecté mediante qPCR y se calculé el porcentaje de
inmunoprecipitado respecto al lisado (Input). La sefial obtenida para el promotor
de GALI se normalizé por la sefial obtenida para una regién intergénica. Las
barras de error representan la desviacién estdndar de al menos 3 experimentos

independientes.

3.6.4. La actividad DUB in vitro es independiente de Sac3 y
Nup60.
Datos de nuestro grupo han demostrado que Sem1 es necesario

para la actividad DUB tanto in vitro como in vivo (Garcia-Oliver et
al., 2013). Con el fin de averiguar si la actividad del mdédulo DUB se
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ve afectada in vitro por la ausencia de SAC3 y NUP60, se realizaron
ensayos de desubicuitinacién purificando Ubp8 en dichos mutantes.
Estos experimentos demostraron que ni Sac3 ni Nup60 son factores
necesarios para actividad desubicuitinasa in vitro en estas

condiciones (Figura 3.9).

__Ubp8-TAP _
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- = e |a-TAP (Ubps)

Porcentaje de H2B-deub

L-— a-HA (H2Bub)

Control WT sac3A nup60A

negativo
Figura 3.9. La actividad desubicuitinasa de Ubp8 no depende de Sac3 ni Nup60.
Ensayo de desubicuitinacién in vitro del médulo DUB. Para ello se llevaron a cabo
purificaciones TAP de Ubp8 en las cepas WT, sac3A y nup60A. Dichos
purificados se incubaron con histona H2B. Como control negativo la histona H2B
purificada se incub6 con tampén de elucién TAP, sin purificado proteico. Los
niveles de complejo purificado se detectaron mediante WB con anticuerpo a-TAP
(panel superior). Los niveles de histona H2B ubicuitinada final se detectaron
mediante WB con anticuerpo o-HA (panel inferior). Cuando los niveles de
H2Bub finales en las muestras son cercanos a 0, para su cuantificacion se utilizd
un valor minimo de drea = 1. Los niveles de H2Bub de cada muestra se
referenciaron a los niveles del control negativo. El porcentaje de H2B
desubicuitinada final se obtuvo referenciando los niveles de H2Bub a la cantidad
de proteina cebo purificada en cada muestra (grafico).
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DISCUSION

Que la transcripcion y la exportaciéon de los mRNAs estdn
acopladas es un hecho ampliamente descrito, sin embargo, los
mecanismos moleculares por los cuales se da esta coordinaciéon no
estan claros. La ubicuitinacién y la desubicuitinaciéon de H2B a través
del modulo DUB de SAGA/SLIK parecen tener un papel clave en
dicha coordinaciéon. Nuestro trabajo al respecto ha aportado
evidencias sobre como ambos procesos se coordinan.

Los analisis realizados en esta tesis indican que la unién del
modulo DUB a las histonas y mas concretamente al promotor de
GAL1 depende de la previa ubicuitinaciéon de la histona H2B. Estos
datos contrastan con otros publicados por la Dra. Osley en los que se
describe que el reclutamiento de SAGA a través de Gen5 no se ve
afectado en el mutante H2B-K123R (Henry et al, 2003). Sin
embargo, posteriormente a dicho trabajo, se ha demostrado que el
mutante utilizado por el grupo de la Dra. Osley contiene en su
genoma una copia WT del gen de H2B (Nakanishi et al, 2009),
seflalando que el dato de reclutamiento de SAGA publicado
corresponde a una cepa silvestre y no al mutante K123R. Por lo
tanto, la ubicuitinaciéon de H2B si parece ser un paso previo necesario
para el reclutamiento del DUB a la cromatina (Figura D5). A pesar de
ello, la actividad del médulo permanece intacta en ausencia de
H2Bub. De hecho los datos sugieren que aunque el médulo DUB no
tenga actividad catalitica, su interaccién con las histonas no se ve
afectada si H2B se ubicuitina con normalidad. En conjunto, los datos
indican que la ubicuitinacién de H2B es un factor limitante para el
reclutamiento del DUB a la cromatina, independientemente de su
capacidad catalitica (Figura D5).
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La dindmica de eventos moleculares en la coordinacion
transcripcidn-exportacion estd poco estudiada. Aqui proponemos
que la influencia de la ubicuitinacion de H2B sobre eventos
posteriores no se limita al reclutamiento del DUB a la cromatina.
Nuestros datos sugieren que la ubicuitinacién de H2B es importante
para la exportacion de los RNAs. Al mismo tiempo que nosotros
aborddbamos la relacion entre la ubicuitinacion y la exportacion, un
trabajo del grupo de la Dra. Dargemont confirmaba nuestra hipétesis
de que la ubicuitinacién de la histona H2B afecta a la exportacion de
los mRNAs a través del reclutamiento de factores de exportacion a las
mRNPs (Vitaliano-Prunier et al., 2012). En dicho trabajo se muestra
como el bloqueo de la ubicuitinaciéon de H2B (mutantes H2B-K123R
y brelA), de manera similar a lo que mostramos nosotros aqui
provoca un defecto de exportacion de mRNAs bajo ciertas
circunstancias concretas (3h a 39 °C, en su caso). Los datos
publicados sugieren que la ubicuitinaciéon de H2B es necesaria para la
estabilidad del complejo de corte y poliadenilacién, APT (Associated
with Ptal (Nedea et al., 2003)) en las regiones 3 de los genes y que es
esencial para el reclutamiento de factores de exportaciéon como
Mex67 o Yral, y la formacion de las mRNPs para su exportacion. El
mecanismo propuesto por el trabajo de Vitaliano-Prunier vy
colaboradores, el acoplamiento entre ubicuitinacidn y exportacion se
da en el contexto del corte en el extremo 3’ de los pre-mRNAs y su
poliadenilacién. Los datos aportados por esta tesis junto a otros
trabajos de nuestro grupo sugieren la existencia de otro mecanismo,
quizas previo, de acoplamiento entre ambos procesos a través de
SAGA y TREX-2.
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Figura D5. Coordinacion entre ub/desubicuitinacion de H2B y exportacion de
mRNAs. La unién del médulo DUB a la cromatina estd supeditada a la previa
ubicuitinacién de la histona H2B. Dicha unién también estd regulada por la
integridad y estabilidad del complejo TREX-2. Sin embargo, Susl seria capaz de
unirse a la cromatina de forma independiente al resto del DUB y de TREX-2. Por
otro lado, las subunidades reguladoras de TREX-2, Seml y Thpl también
participan en la regulacién de la actividad desubicuitinasa del DUB. Mientras que
Sac3 podria participar en dicha regulacién a través un sistema de modificaciones
postraduccionales sobre Ubp8.

En este contexto, un trabajo recientemente publicado por
nuestro grupo describid el papel clave de TREX-2 en la regulacidn de
la transcripciéon (Garcia-Oliver et al, 2013). En dicho trabajo se
muestra como dos componentes de TREX-2, Sem1 y Thpi, son
necesarios para el reclutamiento de SAGA al promotor de GALI para
su correcta induccidn. Ademds, Sem1 y Thp1l también son necesarios
para la activacién del moédulo DUB. Los analisis realizados en esta
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tesis han confirmado que en ausencia de SEM1 y SAC3, Ubp8 no se
recluta a dicho promotor. Sin embargo, en el trabajo de la Dra.
Garcia-Oliver se muestra como Susl si se une a dicha region en
ausencia de SEM1. Estos datos confirman, tal y como habiamos
propuesto anteriormente, que TREX-2 es necesario para que el
modulo DUB se una al promotor de GALI. No obstante, los datos
abren la posibilidad de que moléculas de Sus1 libre, como ya se ha
sugerido en los capitulos anteriores, puedan unirse a dicha region de
manera auténoma e independiente al DUB.

Tanto Sem1 como Thp1l son necesarios para la activacién del
modulo DUB, sin embargo, nuestros resultados muestran que, al
menos in vitro, ni Sac3 ni la nucleoporina Nup60 lo son. Estos datos
sugieren que el factor clave en la regulacion entre la exportacion de
RNAs y la transcripcion no es la integridad de los complejos, sino que
ciertas subunidades poseen una actividad reguladora sobre estos
procesos quizds mas directa incluso que la propia integridad de los
mismos (Figura D5).

Curiosamente, un par de datos si nos han sugerido la existencia
de una relaciéon funcional entre Sac3 y Ubp8. Por un lado, Ubp8
parece presentar una menor movilidad electroforética en ausencia de
SAC3. El andlisis de las modificaciones post-traduccionales
detectables mediante LC-MS/MS de los purificados TAP de Ubp8
incluye acetilaciones, carbamidometilaciones, deaminaciones, y la
conversion de Gln a pyro-Glu en diferentes residuos. No descartamos
por tanto, que alguna de estas modificaciones u otras sean
responsables de ese cambio en la movilidad de Ubp8 en el mutante
sac3A y que pueda afectar a las funciones o caracteristicas de la
proteina. De hecho, existen precedentes en la regulaciéon de SAGA a
través de modificaciones postraduccionales de sus componentes
(Saleh et al, 1998). En este sentido, la ubicuitin ligasa Toml

interacciona directamente con Ada3 y es la encargada de ubicuitinar
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a Spt7. Dicha ubicutinacién parece ser importante para la interaccién
de SAGA con TBP y por tanto, para la activacion de la transcripcidon
(Saleh et al., 1998). De este modo, cabe la posibilidad de que la
actividad de Ubp8 pueda estar regulada por modificaciones
postraduccionales, que a su vez pueden estar influenciadas por Sac3.
La alteracion de la actividad de Ubp8 por modificaciones
postraduccionales provocaria cambios estructurales en la cromatina,
compactandola y dificultando la correcta inmunoprecipitacion de la
histona H2B como ocurre en ausencia de SAC3 (Figura D5).

En conjunto estos datos aportan nuevas evidencias de las
relaciones funcionales entre ubicutinacién de H2B, desubicuitinacién
a través del DUB y exportacion de RNAs a través de TREX-2. Futuras
lineas de investigacion irdn encaminadas a acabar de entender las
funciones concretas que tienen las proteinas implicadas en estos

procesos para ser capaces de regular tan finamente dichos eventos.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

LA VIA DE SENALIZACION TOR

En la década de los 80 la rapamicina era una droga conocida
por inhibir el sistema inmune en organismos vertebrados. El interés
por el estudio de los mecanismos de accién de esta droga se basaba en
la posibilidad de identificar nuevas vias de sefalizacién para la
proliferacién y control del ciclo celular. Al igual que el ayuno, la
rapamicina provoca en las células una dramatica bajada en la sintesis
de proteinas, inducciéon de autofagia y salida del ciclo celular y
entrada en quiescencia (GO, estado metabdlicamente activo pero sin
division celular). Sin embargo, por aquel entonces, lo unico conocido
en cuanto a su modo de accién era que podia estar inhibiendo a una
peptidil-prolil isomerasa citosdlica llamada FKBP12 (Schreiber,
1991). El homologo de FKBP12 en levadura es Fprl. Fprl es una
peptidil-prolil isomerasa cuya disrupcién provoca la resistencia de la
célula a la rapamicina (Heitman et al., 1991a; Heitman et al., 1991b).
No obstante, Fprl es sélo un cofactor o receptor necesario para la
accion de la droga pero no el factor principal para su efecto téxico.

Posteriormente, a través de un cribado genético se identificaron
dos nuevos genes, TOR1 y TOR2 (Target Of Rapamycin), cuya
deleciéon provocaba la resistencia a la rapamicina (Cafferkey et al,
1993; Helliwell et al., 1994; Kunz et al., 1993). Estos datos sugirieron
que los genes TOR1 y TOR2 eran las dianas del complejo
FKBP-rapamicina, siendo inhibidos por éste (Kunz et al., 1993). El
hecho de que S. cerevisiae posea dos genes TOR es inusual ya que la
mayoria de eucariotas posee sélo uno. Posteriormente se descubri6
que TOR1 y TOR2 aunque estructuralmente son similares,

funcionalmente no lo son. Ambas proteinas se incluyeron en la
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familia de quinasas PIKK (Keith & Schreiber, 1995). TOR2 tiene dos
funciones esenciales, una funcién redundante con TOR1 y otra unica
para TOR2, lo que permite a la célula controlar el crecimiento celular
de dos maneras diferentes (Barbet et al., 1996; Helliwell et al., 1998;
Loewith, 2011). Uno de los principales logros en el estudio de estas
funciones, fue la identificacion de los dos complejos multiproteicos
TORC1 (contiene TOR1 o TOR2 y es sensible a la rapamicina) y
TORC2 (so6lo contiene a TOR2 y es insensible a la rapamicina), y que
proveyo una base molecular para la sefializacién mediada por TOR
(Loewith et al., 2002; Reinke et al., 2004; Wullschleger et al., 2005).

Todos estos datos permitieron demostrar que TOR controla el
crecimiento celular en respuesta a nutrientes tanto en levaduras
como en eucariotas superiores. De manera que la conjuncién de las
funciones de TOR1 y TOR2 permite un control espacio-temporal del
crecimiento celular (Loewith & Hall, 2004).

TORCI1 es un complejo de unos 2 MDa compuesto por TOR1 o
TOR2, y otras 3 subunidades (Loewith & Hall, 2011; Reinke et al,
2004; Wedaman et al., 2003). TORCI1 se concentra en la membrana
vacuolar de manera constitutiva (Sturgill et al., 2008). Sin embargo,
también se ha descrito la unién de TOR1 con el locus rDNA que
regula la transcripcién del rRNA que codifica para la subunidad
ribosomal 35S, pudiendo existir por tanto una fraccién de TORC1
activo en otros compartimentos celulares (Li et al., 2006).

REGULACION DE LA SENALIZACION VIA TORC1

TORC1 en respuesta a los niveles celulares de nitrogeno y
carbono, puede promover el secuestro de factores de transcripciéon en
el citoplasma (Beck & Hall, 1999), y esto se ve reflejado en el perfil
transcriptomico de esas células (Gasch & Werner-Washburne, 2002;
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Hardwick et al., 1999). El sustrato mejor conocido de TORC1 es Sch9
que es rapidamente desfosforilado en presencia de rapamicina o en
ayuno de carbono, nitrégeno, fosfatos o amino acidos (Urban et al,
2007). TORC1 y por tanto Sch9, también estdn regulados por
condiciones de estrés como alta concentracién de sales, estrés
oxidativo, alta temperatura o cafeina (Kuranda et al., 2006; Urban et
al., 2007).

A pesar de que TORC1 responde principalmente a sefiales
extracelulares, cada vez existen mas evidencias de que también
responde a condiciones intracelulares. Un ejemplo de ello es la
biogénesis de los ribosomas. TORC1 regula la sintesis de ribosomas
mediante dos dianas: Sch9 y Sfpl. La reducciéon en la sintesis
ribosomal por mutaciones en SCH9 o SFPI provoca un aumento
importante de la actividad de TORC1 (Lempiainen et al., 2009).

Cuando las condiciones de crecimiento son adecuadas,
TORCI1 estd activo promoviendo la acumulacién de masa celular, y lo
hace regulando diferentes procesos como la biogénesis de ribosomas,
la sintesis de proteinas, la regulacion del ciclo y el tamafio celular, la
respuesta a condiciones de estrés, la autofagia, la integridad de la
pared celular, asi como la regulacién de la vida media celular y el
envejecimiento celular. En condiciones oOptimas, las células se
dividiran y crecerdan de forma eficiente y rapida, para lo cual son
necesarias altas tasas de sintesis proteica y por tanto una alta tasa de
reposicion de ribosomas. Cada ribosoma contiene 78 proteinas
diferentes, codificadas por un total de 137 genes (muchas RPs estan
codificadas por dos genes dando proteinas casi idénticas) llamados
genes RP y que son transcritos por la RNAP II (Warner, 1999).
Ademds, en los ribosomas también hay 4 moléculas de rRNA,
transcritas por la RNAP I y III. Asimismo, un alto nimero de
proteinas y pequefios RNAs, conocidos como factores de la
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biogénesis de ribosomas (RiBi), son necesarios para el correcto
procesamiento, plegamiento y transporte de las particulas pre-
ribosomales para su maduracion final en el citoplasma en forma de
particulas 40S y 60S (Fromont-Racine et al., 2003). Para poder
regular eficientemente la produccién de todas estas moléculas la
célula ha desarrollado complejos sistemas de control.

Dentro de toda esta compleja red de regulacidn, la via de
sefializacién de TORC1 juega un papel importante controlando la
transcripcion. Por un lado regula la acumulacién de transcritos de la
RNAP I (Reiter et al., 2011). Por otro lado, a través de Sch9, TORC1
regula la actividad de la RNAP III. Y por ultimo, TORCI1 coordina la
expresion de los genes RP transcritos por la RNAP II (Lempiainen &
Shore, 2009). La via central de la regulaciéon de la expresion de los
genes RP y RiBi esta mediada por las proteinas Fhl1, Ifth1 y Crf1. Fhl1
y Rap1 estdn unidos constitutivamente a los promotores de los genes
RP. En funcién del estado de activaciéon de TORC1, Ifh1 y Crfl son
fosforilados y compiten por unirse a Fhll para activar o inhibir,
respectivamente, la transcripciéon de los genes RP (Martin et al,
2004). Recientemente, se ha descrito que la actividad de Ifh1 estd
regulada a través de la acetilacion por Gen5 (Cai et al., 2013; Downey
et al., 2013a). De este modo, la acetilacién de Ifth1 a través de SAGA
limita y regula la potencia de la activacién de la transcripcion de los
genes RP a través de Ifh1. No obstante, la regulacion de los genes RP
también se controla por otros mecanismos adicionales. Una de esas

vias alternativas la lleva a cabo Sfp1 (Figura I12).
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Figura I12. Vias de control de la expresion de los genes RP a través de
TORCI1. (1) Sch9 activado a través de TORC1 fosforila e inhibe la accion de
represores transcripcionales. (2) Fhll se une constitutivamente a los promotores
RP. Cuando TORCI es activado, Ifth1 se une a Fhl1 activando la transcripcion a
través del reclutamiento de otros complejos como NuA4. Cuando TORCL1 estd
inactivo, Crf1 inhibe la unién Ith1-Fhl1. (3) TORC1 fosforila a Sfp1 que se activa 'y

se une a los promotores RP para su activacion transcripcional.

EL FACTOR DE TRANSCRIPCION SFP1

Sfp1 es una proteina que se describié hace mas de dos décadas
como una proteina de unién a DNA con dedos de zinc y cuya
disrupciéon provoca crecimiento celular lento (Blumberg & Silver,
1991). Los mutantes sfp1A se caracterizan por una entrada prematura
en mitosis, mientras que la sobreexpresion de Sfp1 provoca retrasos
en G2, de forma que Sfpl se caracterizd como un represor de la
transicion G2/M y se propuso que lo hacia regulando la expresién de
los genes implicados en dicha transicién (Xu & Norris, 1998). Esto es
la causa del fenotipo wee caracteristico de las células mutantes sfp1A
(tamafilo mas pequefio del normal). Ya en el aflo 2003 un trabajo del
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Dr. Vershon (Fingerman et al., 2003) demostrd la relaciéon de Sfp1
con la biogénesis de los ribosomas y por tanto su papel en la correcta
traduccidn de proteinas debido a los defectos en el procesamiento de
la subunidad 60S en los mutantes sfp1A. Pero no fue hasta un afo
después cuando se demostré la relaciéon directa entre Sfpl y la
regulacion de la expresion génica de los genes RP en respuesta a las
condiciones nutritivas, de estrés o la presencia de rapamicina a través
de la via de sefializacion TOR (Marion et al., 2004).

El complejo TORC1 se une directamente a Sfpl, que es
fosforilado y activado para unirse al promotor de algunos genes RP.
Aunque la interacciéon fisica directa con los genes RiBi no se ha
descrito, la sobreexpresién de Sfpl provoca un aumento en la
transcripcion de la mayoria de genes RiBi, sugiriendo que Sfp1 puede
estar también regulandolos. De hecho se ha propuesto que Sfpl
podria estar regulando preferentemente a mas de 200 genes RiBi,
ademads de estar implicado directa o indirectamente en la regulacion

de los genes RP (Jorgensen et al., 2002; Jorgensen et al., 2004).

Tal y como describen el Dr. Shore y colaboradores (Lempiainen
et al., 2009), en presencia de rapamicina y de cafeina la interaccidon
fisica entre Sfp1 y TORCI1 se reduce y por tanto, también disminuyen
los niveles de fosforilacién de Sfp1. Tanto Sfpl como Sch9 regulan
positivamente la expresion de los genes RiBi y RP a través de dos vias
diferentes pero paralelas y conectadas, de forma que a mayor
expresion de Sfpl se reduce la actividad de Sch9 (Fingerman et al,
2003; Jorgensen et al., 2004; Marion et al., 2004; Urban et al., 2007).

La localizacién de Sfpl depende en gran medida de las
condiciones nutritivas en las que se encuentre la célula. Asi pues,
cuando el medio contiene glucosa como fuente de carbono, Sfp1 se
localizarfa mayoritariamente en el nucleo unido a promotores de

genes RP, pero bajo condiciones restrictivas en nutrientes o
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exposicion a diferentes estreses o drogas como la rapamicina, Sfp1
cambia su localizaciéon en cuestion de minutos al citoplasma
(Jorgensen et al., 2004; Marion et al., 2004). De hecho, Sfp1 también
interacciona con Mrs6. Mrs6 es una carabina molecular esencial para
la organizacién de membrana del sistema intracelular de vesiculas
(Lempiainen et al., 2009). Practicamente todas las moléculas de Sfp1
se unen a Mrs6 y esto promueve tanto la fosforilacién de Sfp1 como
su localizacion nuclear cuando es activado como factor de
transcripciéon de los genes RP. Asi pues, Mrs6 es necesaria y
suficiente para retener a Sfp1 en el citoplasma cuando estd inactivo, y
ademas esta funciéon de anclaje sélo afecta a Sfpl y no a otras
proteinas implicadas en la ruta TOR. De este modo, Mrs6 es sensible
a las condiciones de nutrientes para su interaccién con Sfp1 (Figura
I13).
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Figura I13. Regulacion de actividad de Sfp1 como factor de transcripcion. Sfp1
se localiza en el citoplasma unido a Mrs6 cuando se encuentra inactivo. Cuando
TORCI1 se activa, fosforila a Sfp1 que junto a Mrs6 se transloca al nicleo donde
activara la expresion de genes RP. A su vez, la fosforilacién y activaciéon de Sfpl1,

inactiva la ruta de activacién paralela mediada por Sch9.

Recientemente un trabajo del laboratorio del Dr. Chavez
centrado en el estudio de las funciones del factor TFIIS en la
transcripcién en situaciones de estrés ha descrito a Sfpl como un
factor esencial para la supervivencia celular en condiciones de estrés
(Gomez-Herreros et al., 2012). TFIIS es un factor implicado en el
procesamiento del RNA y tiene funciones en la iniciacién y
elongacion transcripcional (Malagon et al., 2004; Mason & Struhl,
2005; Prather et al., 2005). En este trabajo se propone que TFIIS es
necesario especialmente para la transcripcién de los genes RP en
condiciones de falta de nucledtidos (NTPs), de manera que TFIIS
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parece reclutarse preferentemente junto a las RNAP II que estan
pausadas y ayuda a la reanudacion de la actividad de la polimerasa en
los genes RP cuando los NTPs son escasos. Debido a ello, los
mutantes deficientes en TFIIS (dst1A) son muy sensibles a las drogas
que impiden la sintesis de novo de NTPs como el 6-azauracilo (6AU).
En ausencia de Sfpl, el tratamiento con 6AU no afecta a la
transcripcion de los genes RP. De modo que se ha propuesto que Sfp1
estarfa actuando aguas arriba de TFIIS y con una funcién antagdénica
al mismo. Ademds, el fenotipo de la delecion de SFP1 en presencia de
6AU parece tener el mismo efecto en genes RP como no-RP, lo que
deja abierta la posibilidad de que Sfp1 pudiese tener un papel mas
general en la expresion de los genes transcritos por la RNAP II
(Gomez-Herreros et al., 2012).

Tanto TORC1 como Sch9 y Mrs6 estan altamente conservados
en organismos pluricelulares. Por el contrario no se conoce ningun
ortélogo de Sfp1 en humanos (Urban et al., 2007; Wullschleger et al.,
2006). Sin embargo, Sfpl comparte con el proto-oncogen c-Myc
muchas caracteristicas, como la relaciéon entre c-Myc y la via de
sefializacion mTOR y PKA (de Nigris et al., 2006) y su relacién con la
expresion de genes ribosomales, asi como con el tamafio celular (Kim
et al., 2000). De manera que se ha sugerido que c-Myc podria ser el
analogo en mamiferos de Sfp1 (Cook & Tyers, 2007).
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RESULTADOS

4.1. Analisis de las interacciones fisicas de Sfp1.

4.1.1. Sfp1y Susl interaccionan fisicamente.

Como parte del estudio sobre los mecanismos de regulacion de
la. RNAP II, establecimos una colaboracién cientifica con el
laboratorio del Dr. Sebastidn Chavez del Instituto de Biomedicina de
Sevilla. Trabajos anteriores en nuestro grupo en los que se realizaron
purificaciones TAP de la proteina Sfp1 revelaron interacciones fisicas
con factores implicados en transcripciéon y metabolismo del RNA asi
como factores de traduccion. Entre todas las proteinas con las que
Sfp1 interacciona fisicamente, se identificé a Susl. Dado nuestro
interés en el estudio de Susl y sus funciones en el metabolismo del
RNA, decidimos profundizar en las relaciones funcionales entre Sfp1

y Susl.

4.1.2. Las interacciones fisicas de Sfp1 dependen de la fuente de

carbono.

Los primeros estudios sobre Sfp1 mostraron que sus funciones
dependen de las condiciones nutricionales celulares, de hecho su
delecion provoca caracteristicas especificas en funcion de la fuente de
carbono, mostrando fenotipos mas exacerbados bajo crecimiento en
glucosa (Cipollina et al., 2005). En este sentido, Sfpl es necesario
para la activacion transcripcional de los genes RP cuando hay bajas
concentraciones de glucosa, pero no cuando ésta se encuentra en
exceso (Cipollina et al., 2008a; Cipollina et al., 2008b). Con el
objetivo de comprobar la interaccién fisica entre Sfpl y Susl, asi
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como analizar las interacciones fisicas de Sfp1 en diferentes fuentes
de carbono, se repitid la purificacion TAP de Sfpl. Para ello se
realizaron las purificaciones en dos condiciones diferentes: YPD e
YPGal, con glucosa (condiciones casi exclusivamente fermentativas)
y galactosa (condiciones respiro-fermentativas) como fuente de
carbono, respectivamente (Conrad et al., 2014) (Figura 4.1).

Sfp1-TAP
YPD YPGal YPD YPGal
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Figura 4.1. Analisis del perfil de interacciones de Sfpl en YPD e YPGal
Purificaciones TAP de Sfp1 en una cepa WT crecida en YPD o en YPGal a 30 °C
hasta una ODyg, de 1. Los niveles de Sfp1 purificado se analizaron mediante WB
con anticuerpo 0-TAP (panel izquierdo). El perfil de proteinas purificadas se
analizé6 mediante gel de gradiente de poliacrilamida (4-12%) y las proteinas

fueron tefiidas con Coomassie coloidal.

Una observacion recurrente en los experimentos realizados
para purificar Sfpl es la identificacion de formas truncadas/
degradadas de Sfp1. Por este motivo, a pesar de que Sfpl tiene un
tamafio de unos 75 KDa, el andlisis de los niveles de proteina
purificada mediante WB revelé que ademads de la banda esperada,

encontramos reiteradamente en todas nuestras purificaciones una
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banda alrededor de unos 40 KDa que previsiblemente sea un
producto de degradacién de la proteina (Figura 4.1). A pesar de
numerosos intentos de optimizar las purificaciones con el fin de
impedir la degradacién de la proteina, no conseguimos evitarla.
Ademas de las bandas correspondientes a Sfp1 y su versién truncada,
observamos bandas de mayor tamafio al esperado. Existen evidencias
de la existencia de formas pridnicas de Sfp1 ([ISP+]) que explicarian
este resultado (Rogoza et al., 2010; Rogoza et al., 2009).

Los priones son isoformas proteicas con capacidad infecciosa
de autopropagarse y formar agregados proteicos. La lista de priones
identificados en levaduras es cada vez mdas extensa (Liebman &
Chernoft, 2012). Dado el tamaifio superior al esperado de las bandas
observadas especulamos que éstas puedan corresponder a formas

pridnicas agregadas de Sfp1 [ISP+].

El perfil de bandas de proteinas co-purificadas observado
mediante tincién Coomassie reveld que, aunque la mayor parte de las
bandas purificadas son comunes en ambos experimentos, existen
bandas diferenciales (Figura 4.1). Esto podria indicar diferentes

funciones celulares de Sfp1 en funcién del medio de crecimiento.

La identificaciéon mediante espectrometria de masas de los
eluidos de ambas purificaciones confirmo la existencia de diferencias
importantes entre ambas (Tabla 4.1). La busqueda de las ontologias
génicas de las proteinas identificadas mostré que en glucosa, Sfp1
interacciona principalmente con proteinas implicadas en la
regulacion de los procesos de ensamblaje del complejo de pre-
iniciacién de la transcripcién de la RNAP II. Sin embargo, en
galactosa, Sfpl interacciona con proteinas relacionadas con el
metabolismo de aztcares asi como otros procesos metabdlicos

generales (Tabla 4.1).
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Sfp1-TAP

Medio YPD YPGal

TDH2, PMA1, KAR2, TIF4631, IMD3, | ATP1, ATP2, HXK1, PGI1, CPR1, FPR1,
MLP2, NOP58, YRA1, RPT6, SUI3, TPI1, YHB1, CIT1, ZEO1, GND1, PET9,
L. RAD50, PS38, INO80, SRV2, MRH1, | BMH2, ASC1, ADK1, DYN1, HXK2, GCY1,
Principales MRC1, TPD3, YR087C, ESF2,ECM32, | MMF1, ALD6, TMA19, PDA1, PDA2, TRM3,

proteinas POB3, MIP1, PBP1, THI6, PRP22, MLP1, STM1, TRM3, SRS2, SOD1, PDB1,
identificadas 1CS2, YNL134C, TIF34, RPN4, PFK1, | SOG2, SSK2, HOS4, GLK1, NUM1, TRP3,
UGA2, CWC22, TIF32, YIROO7W, |NUP116, NAF1, DED81, FKS3, RDI1, LOS1,
CMK1, TAF5, NET1, RGA1, PBP4, SAC6, ATG4, TAL1, NUM1, YIL027W,
LSG1, MOT1, NFT1, YET1, SNU13 PIL1,HEH2,COF1, KEM1

> Importacién de glucosa
> Actividad hexoquinasa

> Regulacion del inicio de
transcripcion en promotores de la

RNAP II > Regeneracion de NADPH
Ontologia génica > Glicélisis
de las proteinas > Procesos de metabolismo de NADP
identificadas > Regulacién del ensamblaje del > Procesos de catabolismo de glucosa

> Nucleoido

> Nucleoido mitocondrial

> Procesos catabélicos de monosacaridos
> Procesos catabdlicos de hexosas

complejo de preiniciacion de la
RNAP II

Tabla 4.1. Analisis de las proteinas identificadas como interactores de Sfpl.
Purificaciones TAP de Sfp1 en una cepa WT crecida en YPD o en YPGal a 30 °C
hasta una ODyg,, de 1. Identificacion MudPIT de los péptidos obtenidos en las
purificaciones. En la tabla se resumen las principales proteinas identificadas.
También se muestran las ontologias génicas a las que pertenecen las proteinas
identificadas. El analisis de las ontologias se llevd a cabo a través del software

Funcassociate 2.0 (Berriz 2003).

A pesar del alto nimero de proteinas identificadas, no pudimos
confirmar la interaccién inicial con Susl mediante este andlisis. No
podemos descartar que esto se deba al alto grado de degradacién en
nuestros purificados, o bien al hecho de que la interacciéon Sfp1-Sus1
sea transitoria y labil. Sin embargo, en nuestro grupo se identific6 a
Sfp1 como interactor de Susl en una purificaciéon previa (datos no

mostrados).
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3.2. Sfp1 participa en la exportacion de los mRNAs y en

su acumulacion en el citoplasma.

Como hemos visto, Sfpl y Susl son capaces de interaccionar
fisicamente bajo ciertas circunstancias. Dado el papel fundamental de
Sus1 en la exportacion de los mRNAs como componente de TREX-2,
decidimos analizar si Sfp1 podria estar implicado en dicho proceso.
Para ello se llevaron a cabo hibridaciones in situ con el fin de
determinar la localizaciéon de RNAs poli(A)+ utilizando una sonda
fluorescente de oligo(dT)s.

El andlisis se hizo en el mutante sfp1A y se utilizaron como
controles negativo y positivo para el defecto de exportacion las cepas
WT y mex67-5, respectivamente. Dadas las diferencias que parecen
existir entre las funciones de Sfp1 en glucosa y galactosa, decidimos
analizar el fenotipo de exportacién en ambas condiciones. Tras crecer
las células durante toda la noche en YPD, parte del cultivo se crecié
durante 2 horas en YPGal. Los resultados obtenidos muestran como
la ausencia de SFPI no afecta a la exportacion de los RNAs en
glucosa. Sin embargo, si existe defecto de exportacion en el mutante
sfp1A tras crecer en galactosa. Curiosamente, en el mutante sfpI1A en
todas las condiciones analizadas se observan acumulaciones

puntuales de mRNAs en el citoplasma (Figura 4.2).

En resumen, Sfp1 parece ser importante para la exportacion de
RNAs bajo crecimiento en galactosa y ademas su ausencia provoca la
acumulacién de parte de los RNAs en granulos citoplasmaticos.
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RNA Poli(A)+ DNA

mex67-5

YPD
WT
YPGal
YPD
sfp1A

YPGal

Figura 4.2. Sfp1 participa en la exportacion de los mRNAs y en la formacién de
granulos de mRNA citoplasmaticos. Andlisis de la exportacién de los RNAs
poli(A)+ en las cepas WT y sfp1A crecidas en YPD o en YPGal a 30 °C. El mutante
mex67-5 fue tratado durante 20 minutos a 37 °C para exacerbar sus fenotipos. La
localizacién de los RNAs poli(A)+ se comprobé mediante hibridacién in situ
utilizando una sonda Oligo(dT) marcada con Cy3. Los ntcleos fueron detectados
mediante el marcaje del DNA con DAPI. Las imdgenes mostradas son una
muestra representativa de las fotograffas obtenidas en el microscopio de

fluorescencia.
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3.4. Sfpl interacciona con dos peptidil-prolil

isomerasas.

De todas las proteinas identificadas como interactores de Sfp1,
dos de las que mostraron una mayor abundancia relativa en galactosa

fueron Cpr1 y Fpr1.

Como hemos comentado anteriormente Cprl y Fprl son dos
peptidil-prolil isomerasas capaces de catalizar la isomerizacion cis-
trans de residuos de prolina en las proteinas. Dadas las interesantes
funciones relacionadas con la expresiéon génica asociadas a estas
enzimas (Cprl como componente del complejo desacetilasa Set3C
(ver introduccién general, pagina 37) y Fprl como factor clave en la
sefializacién por rapamicina (ver introduccidn de capitulo 4, pagina

233), nos propusimos profundizar en su relaciéon con Sfp1.

Con el objetivo de confirmar la interaccién fisica entre Sfp1 y
las prolil isomerasas construimos las cepas Sfp1-TAP Cpri-PK y
Sfp1-TAP Fpri-PK. A partir de purificados TAP de Sfp1
comprobamos mediante WB la interaccion fisica tanto en glucosa
como en galactosa. Como se observa en la Figura 4.3, Cprl y Fprl

copurifican con Sfp1 en ambas condiciones.
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Sfp1-TAP

Cpr1-PK Fpr1-PK Cpri1-PK Fpri-PK

el S | < Sfp1
OL-TAP —

TS e—— - <—Sfp1 truncado

-_ , - Cpr1
e e - |<Fprt

YPD YPGal

Figura 4.3. Sfp1 interacciona fisicamente con las peptidil-prolil isomerasas Cpr1
y Fpr1 en YPD e YPGal. Analisis de la interaccién fisica de Sfp1 con Cpr1 y Fpri1.
Purificaciones TAP de Sfpl en cepas con Cprl o Fprl etiquetados con PK y
crecidas en YPD o en YPGal a 30 °C. Los niveles de proteina cebo purificada se
analizaron por WB con anticuerpo a-TAP (panel superior). La presencia de Cpr1
o Fpr1 en dichas purificaciones se analiz6 por WB con anticuerpo a-PK.

3.5. Cprl y Fpr1 interaccionan con SAGA y TREX-2.

Considerando las funciones que las peptidil-prolil isomerasas
pueden tener en la regulacidn de la expresién génica, decidimos hacer
un andlisis mas en profundidad de las interacciones fisicas que
establecen. Para ello analizamos mediante espectrometria de masas
purificaciones TAP de Cpr1 y Fpr1 realizadas tanto en glucosa como
en galactosa (Tabla 4.2).
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Proteinas identificadas mas destacadas
YPD YPGal YPD YPGal
Isomerasa |Fpr1 Fpri Cpr1 Cpr1
Sus1
Taf12
Taf9
Sgf73
Spt20
Ada1
Ada2
Tafé
SAGA Spt7
Spt3
Taf10
Ada3
Genb
Ubp8
Tra1
Taf5
TREX-2 Sac3
Set3 Snt1
Hos4 Hos4
Set3C  |snt1 Set3
Sif2
Hos2
Yra1l H2B H2B Fap1
H4 H4 H2A Pab1
Yra1 H4 Sro9
Otros Abf2 Yrat Ded1
Ded1 Fap1 Yra1l
Tef1
Pab1

Tabla 4.2. Principales proteinas identificadas en purificaciones TAP de Cprl y
Fpr1. Identificacién mediante espectrometria de masas (MudPIT) de los péptidos
obtenidos en las purificaciones TAP mencionadas. Los datos obtenidos se
validaron con la informacién almacenada en las bases de datos de secuencias

conocidas mediante el motor de busqueda MASCOT.

Estos experimentos revelaron que ambas proteinas
interaccionan entre ellas. Del mismo modo, como previamente se
habia descrito Cpr1 interacciona con las subunidades del complejo
Set3C. Sin embargo, lo mas relevante de los datos obtenidos fue la
identificaciéon en la purificacion de Cpri-TAP en glucosa de la
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mayoria de subunidades del complejo SAGA y también de la proteina
estructural de TREX-2, Sac3 (Tabla 4.2).

Nuevamente, pese a que en este analisis se identificaron tanto
proteinas cuya interaccién ya ha sido descrita (Cpr1 y Set3C), como
nuevas interacciones (Cprl con SAGA, TREX-2,...), no se
identificaron péptidos de Sfpl. Esto se podria deber a que la
interaccién de Sfpl con las prolil isomerasas sea transitoria y

dependiente de las condiciones de crecimiento.

El interés del laboratorio en las funciones de SAGA y TREX-2
nos hizo centrarnos en esta nueva interaccién fisica con Cprl y
decidimos corroborar estos datos. Para ello se realizaron nuevas
purificaciones TAP de Cprl y Fprl en YPD, y para determinar si
algunas de las interacciones detectadas dependian de Sfp1, incluimos
las cepas mutantes sfp1A. Los resultados confirmaron la interacciéon
fisica de Cprl con componentes de SAGA y TREX-2. Aunque no se
identificaron algunas subunidades de SAGA en el mutante sfpIA, no
podemos concluir que existan diferencias significativas entre las
purificaciones de Cprl de manera dependiente de Sfpl. En esta
ocasioén también se identificaron componentes de SAGA y TREX-2
en la purificacién Fpr1-TAP (Tabla 4.3). Por lo tanto, nuestros datos
ponen de manifiesto que tanto Cprl como Fprl copurifican
subunidades de SAGA y TREX-2.
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Proteinas identificadas
D AF D AF
WT sfp1A WT sfp1A
Isomerasa |Fpr1 Fpr1 Cpr1 Cpr1
Ada1 Ada3 Ada3 Ada3
Ada3 Spt20 Gcenb Ada1
Genb Spt3 Sus1 Spt3
Sgf29 Sgf73 Taf10 Sgf73
Sgf73 Spt7 Taf5 Spt3
Spt7 Sus1 Taf6 Sus1
SAGA Sus1 Taf10 Tra1 Taf10
Taf10 Taf12 Taf5
Taf12 Taf5 Taf9
Taf5 Taf6 Taf6
Taf6 Tra1
Taf9
Tra1
Cdc31 Cdc31 Cdc31 Cdc31
TREX-2 |go 1
Hos2 Hos2
Hos4 Hos4
Set3C  |Set3 Set4
Sif2 Sif3
Snt1 Snt2

Tabla 4.3. Principales proteinas identificadas en purificaciones TAP de Cprl y
Fprl en cepas WT y sfp1A. Identificacién mediante espectrometria de masas
(MudPIT) de los péptidos obtenidos en las purificaciones TAP mencionadas. Los
datos obtenidos se validaron con la informacién almacenada en las bases de datos

de secuencias conocidas mediante el motor de busqueda MASCOT.

Con el fin de validar los datos obtenidos por espectrometria de
masas, analizamos mediante WB la presencia de componentes de
SAGA y TREX-2 en purificaciones de Cpr1-TAP. Tal y como se
observa en la Figura 4.4, utilizando anticuerpos especificos contra
Taf12 y Sem1 (componentes de SAGA y TREX-2, respectivamente)

validamos la presencia de ambas proteinas en la purificacién de Cprl1.
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a-Taf12 (SAGA)

Eluido TEV Eluido
final

Figura 4.4. Cpr1 interacciona con subunidades de SAGA y TREX-2. Andlisis de
las interacciones fisicas entre Cpr1 y dos subunidades de SAGA (Taf12) y TREX-2
(Sem1). Se llevaron a cabo purificaciones TAP de Cprl y de Susl (control
positivo). Las interacciones fisicas entre Cprl y Tafl2 y Seml se analizaron
mediante WB a partir del eluido TEV y eluido final de la purificacién. Se
utilizaron anticuerpos especificos a-Taf12 y o-Sem1.

Dada la interaccién fisica entre las prolil isomerasas Cprl y
Fpr1 con SAGA y TREX-2, revisamos las proteinas que hemos
identificado mediante espectrometria de masas a partir de
purificaciones de componentes de SAGA y TREX-2 en el laboratorio,
con el objetivo de ver si se identificaron peptidil-prolil isomerasas en
otras ocasiones. La Tabla 4.4 muestra la identificacion tanto de Cprl,
Fpr1 como otras peptidil-prolil isomerasas en purificaciones de
componentes de SAGA como Susl, Ada2, Spt7 o Ubp8, asi como de
la subunidad de TREX-2, Thp1. Sefalar que ni Cpr1 ni Fpr1 han sido
identificadas como contaminantes comunes en purificaciones TAP

por nosotros ni por otros autores (Gavin et al., 2002).

En resumen, los experimentos revelaron nuevas interacciones
fisicas entre Cpr1 y Fprl con componentes de los complejos SAGA y
TREX-2.
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. .. Prolil isomerasas
Purificacion TAP

detectadas

Sus1-TAP rad6A Cpr1

Sus1-TAP sem1A Cpr1, Fpr1
Sus1-TAP sac3A Cpr1, Fpr1
spt7-1180-TAP Cpr1, Fpr1, Cpr3
Ada2-TAP Fpr1, Cpr1, Fpr3
Sus1-TAP ubp8-C146S y ubp8-H419A |Cpr1, Cpr5
Ubp8-TAP Cpr1, Fpr1, Cpr3
Thp1-TAP Cpr1

Tabla 4.4. Lista de purificaciones en las que se han identificado peptidil-prolil
isomerasas. En la tabla se muestran las cepas a partir de las cuales se realizaron las
purificaciones TAP junto a los nombres de las peptidil-prolil isomerasas

identificadas mediante espectrometria de masas.

3.6. La localizacion de Sfp1 depende de Cprl y

viceversa.

La localizaciéon subcelular de Sfp1l varia en funcién de las
condiciones de crecimiento y por tanto es crucial para sus funciones
celulares. En vista a la interaccién fisica entre Sfpl y Cprl, nos
planteamos investigar si la localizacién de ambas proteinas podria
estar relacionada. Para ello analizamos mediante microscopia
confocal la localizacién subcelular de Sfp1-GFP en cepas WT y
cpr1A. Como se observa en la Figura 4.5, Sfp1 se localiza tanto en el
ntcleo como en el citoplasma en cultivos con glucosa. La localizaciéon
de Sfp1 se vuelve mayoritariamente nuclear en ausencia de CPR1. A
su vez, también se estudio la localizacion de Cpri. Cpri-GFP se
localiza tanto en el nicleo como en el citoplasma en la cepa WT en
glucosa. Sin embargo, en ausencia de SFP1 se observa un
enriquecimiento de la fraccién nuclear. Estos datos demuestran que

Cpr1 es necesario para la correcta localizacion de Sfp1 y viceversa.
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Sfp1 -GFP
cprii

Cpr1 -GFP
sfp1A

Set3-GFP
sfp1A

Figura 4.5. Localizacién celular in vivo de Sfpl, Cprl y Set3 mediante

microscopia confocal. Localizacion celular de Sfp1-GFP, Cpr1-GFP y Set3-GFP

mediante microscopia de fluorescencia confocal en las cepas WT, sfp1A y cpriA.

Las imdgenes mostradas son una muestra representativa de todas las obtenidas.

Los resultados de localizacién obtenidos indican que la

localizaciéon de Cprl depende de Sfp1l. Como ya hemos comentado,

Cprl es parte del complejo desacetilasa Set3C. Por tanto, nos

planteamos averiguar si los cambios de localizacion de Cpri
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observados se dan en el contexto de dicho complejo o por el
contrario se dan en una fraccién libre de Cprl1. Para ello analizamos
la localizacién de la subunidad central del complejo, Set3. De igual
forma que le ocurre a Cprl, Set3 también presenta un
enriquecimiento en su fraccién nuclear en el mutante sfpIA con
respecto del WT (Figura 4.5).

En conjunto, la localizacién de Sfp1l y Cprl parecen ser co-
dependientes, y se dan al menos en parte en el contexto del complejo
Set3C.

3.7. Relaciones funcionales entre Sfp1, Cprl y otros

complejos en el contexto de la transcripcion.

Como se explica en la introduccién, Sfpl es un factor de
transcripcion clave para la regulacion de la transcripcion de genes RP
y RiBi en funcién de las condiciones de crecimiento. En vista de los
datos obtenidos que revelan interacciones fisicas y de localizacién
entre Sfpl y Cprl, nos propusimos estudiar si Cprl podria estar
implicado de manera similar a Sfp1l en la transcripcion de estos

genes.

Con este objetivo, decidimos analizar los niveles totales de RNA
de dos genes RP directamente regulados por Sfpl a través de la via
TOR, RPS3 y RPL25. Un mismo cultivo se dividié en dos mitades:
una de las mitades se traté con rapamicina durante 1 hora, mientras

que la otra mitad control no fue tratada (Marion et al., 2004).

Mediante RT-qPCR analizamos los niveles totales de RNA de
los genes RPS3 y RPL25 en los mutantes simples sfp1A y cpr1A, asi
como en el doble mutante sfp1AcpriA. En la Figura 4.6 se muestran
los niveles de RNA como ratios (sin/con rapamicina) para cada cepa.
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Los resultados obtenidos para las cepas WT y sfpIA son similares a
los descritos por Marion y colaboradores (Marion et al., 2004),
confirmando que Sfpl es necesario para la correcta expresion de
genes RP en presencia de rapamicina a través de la via TOR. En
ausencia de Cprl se observa una tendencia decreciente en la
expresion de ambos genes analizados. Sin embargo, los experimentos
realizados no nos permiten concluir si existen diferencias entre el WT

y el mutante cpr1A.

Nivel de mRNA de RPL25 Nivel de mRNA de RPS3
25 40
g g
s TS 35
£ £
§20 % 30
c c
815 8 2
£ g 2
2 ]
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] ]
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sfp1A  cpriA sfp1A WT sfp1A cpriA sfp1A
cprih cpr1A

Figura 4.6. Sfp1 y Cpr1 afectan a la transcripcion de genes RP. Analisis de los
niveles de mRNA de los genes RPL25 y RPS3 a partir de las cepas WT, sfpIA,
cpr1A y el doble mutante sfp1A cpriA. Las cepas se crecieron en YPD a 30 °C
hasta OD exponencial. La mitad de los cultivos se someti6 a tratamiento con
rapamicina. Los niveles relativos de mRNA se determinaron mediante RT-qPCR y
se normalizaron respecto a los niveles de RNA de ACT1I. Los niveles obtenidos en
ausencia de rapamicina se relativizaron a los obtenidos en las muestras tratadas

con rapamicina.
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Siguiendo con el estudio de las funciones de Cprl en
transcripcidon, en un intento de entender como Cprl puede estar
relacionado con las funciones de SAGA en transcripcion, realizamos
un agrupamiento de perfiles transcripcionales (transcriptional
hierarchical clustering) de todos los componentes de SAGA y el
complejo Set3C del que forma parte Cprl. Para hacerlo utilizamos los
datos de transcriptomica de los mutantes publicados por el
laboratorio del Dr. Frank Holstege (University Medical Center,
Utrecht) (Lenstra et al., 2011b). A partir de los datos originales del
Dr. Holstege, y con ayuda de Sonia Tarazona (Gendmica de la
Expresion Génica del Centro de Investigacion Principe) filtramos los
perfiles transcriptomicos para quedarnos con los mutantes que nos
interesaban y generamos los darboles jerarquicos que agrupan las
distintas subunidades de los complejos en funcién de la similitud
entre los perfiles de transcripcidon de cada mutante respecto del WT.

Como se observa en la Figura 4.7 el perfil transcriptémico del
mutante cpr1A queda ubicado entre dos ramas, una que agrupa el
modulo DUB de SAGA y otra que agrupa a Set3C y el médulo SPT de
SAGA. §Si incluimos en el analisis otros complejos implicados en la
transcripciéon  (remodeladores de cromatina, metiltransferasas,
acetiltransferasas, desacetilasas, etc...) el perfil transcriptomico de
cpr1A presenta una similitud mayor con el complejo acetiltransferasa
NuA4. En este agrupamiento cpriA presenta mayor similitud con el
moédulo DUB de SAGA y con TREX-2, que con Set3 y el médulo SPT
de SAGA que quedan mas alejados.

Estos datos sugieren que Cprl estaria implicado en la
transcripcion no solo a través de Set3C, como se ha publicado, sino
en relacion con otros complejos implicados en la

acetilacion/desacetilacion de histonas como SAGA y NuA4.
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Figura 4.7. Analisis de perfiles transcripcionales de mutantes de subunidades de
complejos implicados en la transcripcion. Diagramas de agrupacion jerarquica de

Capitulo 4. Resultados

A

sntin B

hos2a

sifa

set3a

L hosaa

hfita

spt20a

[ spt7a

sgf73a

spt3a

sptéa

| ada2n

ada3a

genda

cprin

hst1a

I:sgﬁm

ubp8a

5929

sus1n
Cpr1
Set3C
DUB

HAT | SAGA
SPT

Cpri  Rpd3

Set3C [INO80

SAGA COMPASS

TREX-2 PAF

NuA4

VLT %m

umeip
sin3 A
pd3a
sds3a
sap30A
xt2p
pho23a
rxt3n
ite1n
isw2a
dpb4n
eaf7 an
eaf5
eafén
eaffp
eaf3n
cprin
tos4 n
nhp10a
ies5 A
ies6 A
arp8a
ies2 A
ies4 A
dot6 A
arpsa
ioc4n
sgftin
ubp8a
hstia
ioc2n
iswin
ioc2a
swd3a
swdin
bre2a
sppin
nfin
pafia
ctroA
Sgf29n
ada2a
ada3n
gensA
semin
tho1a
sac3a
susin

snt1a
sif2 A
hos2n

set3n
leo1 a
hos4n

shgin
hfi11p
spt20A
Sptip
sgf73n
spt3n
spt8a
ashin

nhp6éa




Capitulo 4. Resultados

los perfiles de niveles de RNAs de mutantes de complejos con funciones en la
transcripcién eucariota obtenidos del trabajo (Lenstra et al, 2011a). Los perfiles
obtenidos para cada mutante estin normalizados respecto a la cepa silvestre. (A)
Agrupacién jerarquica de mutantes de complejos SAGA (modificador de
cromatina), TREX-2 (exportaciéon de mRNAs) y Set3C (acetiltransferasa). (B)
Agrupacion jerarquica de mutantes de complejos SAGA, TREX-2, Set3C, FACT
(remodelador de cromatina), Rpd3 (desacetiltransferasa), COMPASS
(metiltransferasa), Pafl (coregulador), ISW1 (remodelador de cromatina), ISW2
(remodelador de cromatina), INO80 (remodelador de cromatina), NuA3 y NuA4

(acetiltransferasas).
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DISCUSION

Sfp1 es uno de los reguladores clave de la biogénesis ribosomal
y el control del tamafio celular dependiente de nutrientes. Dado su
papel como factor transcripcional de los genes RP transcritos por la
RNAP II, y a partir de descubrir su interaccién fisica con Susi, nos
resulté muy interesante indagar en las posibles relaciones funcionales
entre ambos factores. A pesar de que no en todos los casos hemos
sido capaces de detectar la interaccion fisica Sfp1-Susl, dicha
interaccidn también ha sido observada por el Dr. Lee y colaboradores
(Lee et al., 2011). La interacciéon de Sfp1 con componentes de SAGA
también ha sido descrita previamente en otros trabajos. Por un lado,
ha sido identificada una interaccion fisica entre Sfp1 y Taf5 (también
presente en nuestras purificaciones, Tabla 4.1) (Lee et al., 2011). Por
otro lado, también se ha observado una interaccioén fisica entre Sfp1 y
Tral (Lempiainen et al, 2009). Estos datos parecen indicar una
relacion directa entre Sfp1 y SAGA, lo cual podria abrir la posibilidad
a que las funciones de Sfpl como factor de transcripcién no se
limiten solo a los genes RP sino también a los regulados por SAGA.
De hecho, esta idea ya ha sido propuesta a raiz del efecto sobre la
transcripcion general (genes RP y no RP) que Sfp1 tiene en presencia
de la droga 6AU, como ya se comentd en la introduccién a este
capitulo (Gomez-Herreros et al., 2012).

En el contexto de la relacion Sfp1-Susi, también ha sido
descrita una interacciéon genética entre Sfpl y el componente de
TREX-2, Sac3 (Beltrao et al., 2009; Zheng et al., 2010). Dadas las
evidencias de la relacion entre Sfpl y SAGA, podriamos especular
con que dicha interacciéon pueda darse en el contexto del NPC y el

acercamiento del gen a la periferia nuclear. Esta hipdtesis viene
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avalada por nuestros resultados acerca del papel de Sfpl en la
exportacion de los mRNAs donde la ausencia de SFP1 provoca un
defecto de exportacién en ciertas circunstancias. Ademds, hemos
visto a través de nuestras purificaciones que Sfpl también
interacciona con proteinas asociadas al NPC como son Nupl16,
Mlp1 y Mlp2 (Tabla 4.1). Cabe destacar también la interaccion fisica
entre Sfpl y la exportina Los1, que exporta los tRNAs al citoplasma
(Hellmuth et al, 1998). No solo eso, sino que también se
identificaron como interactores de Sfp1 a las proteinas Trm3 y Trl1,
ambas implicadas en el procesamiento de los tRNAs (Cavaille et al.,
1999; Wang & Shuman, 2005). Por lo tanto, dejamos la puerta abierta
no solo al papel de Sfp1 en la exportacion de mRNAs sino también en
el procesamiento y exportacion de tRNAs.

Los ensayos de hibridacién in situ también nos han permitido
describir que en ausencia de SFP1 se generan acumulaciones
citoplasmaticas de RNAs. Este dato indica que ademas de un papel en
la exportaciéon de mensajeros, Sfpl puede estar implicado en el
metabolismo de los RN As en procesos posteriores a su exportacién al
citoplasma. En eucariotas existen principalmente dos tipos de
granulos citoplasmaticos: los P-bodies (processing bodies) que
acumulan mRNPs cuya traducciéon ha sido bloqueada, junto con
maquinaria de degradacién de mRNAs (Parker & Sheth, 2007); y los
granulos de estrés que contienen mRNPs junto a componentes de la
maquinaria de traduccién que se acumulan cuando su inicio es
bloqueado bajo situaciones de estrés (Buchan & Parker, 2009).
Nuestros datos indican que Sfp1 tendria un papel relevante en inhibir
la formaciéon de estos granulos, posiblemente favoreciendo la
traduccion de los mRNAs y evitando asi su acumulacidn. De hecho,
se ha descrito que Sfpl puede tener una funcién importante

favoreciendo la terminacidn de la traduccidn a través de la regulacion
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de los niveles de Sup35, un factor de terminacién de la traducciéon
(Drozdova et al., 2013; Radchenko et al., 2011). Por otro lado,
también se ha descrito una interaccién fisica entre Sfp1 y Whi3, una
proteina de unién a RNA implicada en el secuestro de RNAs en
granulos de estrés (Holmes ef al., 2013). No obstante, es necesario
realizar mas experimentos que ayuden a identificar por un lado, la

naturaleza de los granulos y por otro, el rol de Sfp1 en su formacion.

Otro de los resultados mas notables de este capitulo fue la
interaccidn fisica de Sfp1 con las dos peptidil-prolil isomerasas Cpr1
y Fprl, no descrita previamente. Como se ha comentado, estas
enzimas tienen un papel fundamental en la transcripcion regulando
la actividad de las proteinas implicadas a través de la isomerizacion
de residuos. Por ello, nos resulté de interés profundizar en el papel
que dichas enzimas podrian tener en la regulacién de la actividad de
Sfp1. Sfp1 es translocado del citoplasma al nucleo junto a Mrs6 en
funcién de las condiciones celulares (Lempiainen et al., 2009).
Nuestros datos indican que la localizacién de Sfpl y Cprl son
dependientes una de la otra, siendo mas nuclear en ausencia de una
de las dos. Por lo tanto, podria ser que la unién Sfp1-Cpr1 sea clave
para las funciones de ambas asi como para su exportacién al
citoplasma una vez realizadas sus funciones en el nucleo. A pesar de
que la localizaciéon de Set3 también parece ser dependiente de Sfp1,
en la bibliografia se ha descrito a Set3 como una proteina
mayoritariamente nuclear en condiciones fisiolégicas (Huh et al,
2003), a diferencia de nuestros resultados (Figura 4.5). Por ello, no
nos aventuramos a concluir que la localizacién dependiente
Sfp1-Cprl se de en el contexto del complejo Set3C. Lo que parece
claro es que Cpr1 esta implicado en la regulacion de la transcripcidon
de genes RP dado que su ausencia provoca una disminucién en sus

niveles de expresién de manera dependiente de rapamicina (Figura
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4.6), y por lo tanto, dicha regulacién se daria a través de la via TOR.
El papel de Cpr1 a través de la via TOR podria darse junto a Sfp1 y en
ese sentido, las interacciones fisicas de las isomerasas con SAGA y
TREX-2, junto a los datos que relacionan a Sfpl con dichos
complejos, abre la posibilidad a que la relacion Sfp1-Cpr1 se de en el
contexto de SAGA-TREX-2. De hecho, como ya sabemos, Cpr1 esta
implicado en la desacetilaciéon de histonas a través del complejo
Set3C (Pijnappel et al., 2001) y a su vez existen evidencias de
interacciones fisicas y genéticas con componentes de otros complejos
modificadores o remodeladores de la cromatina como SWI/SNF,
COMPASS, INO80, SAS y NuA4 (Collins et al., 2007; Gavin et al.,
2006; Gavin et al., 2002; Shevchenko et al., 2002). Por lo tanto, el
papel de Cpr1 en la regulacién de la transcripcion no parece limitarse
solo a sus funciones en el complejo Set3C, sino que podria estar
regulando la actividad de otros complejos esenciales en la

transcripcion.

Sin embargo, no podemos olvidar que Cprl podria estar
regulando la expresion de genes RP a través de la rama de la via TOR
que implica a Ifh1/Fhli. Como comentamos brevemente en la
introduccioén, Ifh1 activa la transcripcion de los genes RP uniéndose a
Fhl1. La actividad de Ifth1 esta regulada por fosforilacién (Martin et
al., 2004) y por acetilaciéon (Cai et al., 2013; Downey et al., 2013b).
Dicha acetilacion es llevada a cabo por Gens a través de SAGA. Bajo
condiciones de falta de nutrientes, Gen5 acetila a Ifh1, inhibiéndolo.
Cuando las concentraciones de nutrientes son adecuadas, la
acetilacion se revierte a través de dos desacetilasas, activando de
nuevo la transcripcién de los genes RP a través de Ith1 (Downey et
al., 2013a). Una de las desacetilasas implicadas es Hst1l, componente
al igual que Cpr1 del complejo Set3C (Pijnappel et al., 2001). Por lo
tanto, una hipdtesis plausible seria que Cprl a través de Set3C,
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tuviera funciones antagoénicas a las de Gen5 a través de SAGA, para
regular la actividad de Ifthl en funcién de las condiciones

nutricionales de la célula.

En conjunto, nuestros datos sugieren un papel de Sfpl en el
metabolismo de los RNAs mucho mas amplio del conocido hasta el
momento. Mucho mas alla de su papel en la transcripcién de los
genes RP, Sfpl puede estar implicado en la transcripcién de otros
grupos de genes (a través de SAGA) asi como en la exportacion de los
mRNAs al citoplasma (a través de TREX-2). En el citoplasma, se
asociaria a los mRNAs hasta la traducciéon evitando que se
acumulasen en granulos citoplasmaticos. Por lo tanto, Sfpl
acompafaria al mRNA a través de toda su vida, regulando su
procesamiento. En dichos eventos podria estar acompafiado de la
isomerasa Cprl, que ademas participaria en la transcripciéon de los
genes RP a través de Ith1 (Figura D6).
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Figura D6. Sfp1 y Cprl en la expresion génica. Sfpl participaria en la
transcripcion activando la expresion de los genes RP, pero también en la de otros
genes junto al complejo SAGA. Una vez transcrito, Sfpl junto a Cprl
acomparfiaria al mRNA para facilitar su exportacién al citoplasma donde estaria
también implicado en el proceso de traduccién, evitando la formacién de granulos
citoplasméticos de mRNPs. Cpr1 también participaria en la transcripcién de genes

RP a través del complejo Set3C, desacetilando a Ifh1, activandolo y facilitando el
inicio de la transcripcion.
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La célula eucariota constituye un sistema bioldgico altamente
complejo por el alto nimero de procesos que ocurren en ella. En este
sentido, la célula ha tenido que desarrollar complejos mecanismos de
regulacion de dichos procesos, y a su vez asegurar la viabilidad
energética de todos ellos. Para ello, a lo largo de la evolucién se ha
generado un intrincado sistema de acoplamiento de los diferentes
eventos celulares. Para que los mecanismos de acoplamiento
funcionen, existen proteinas y complejos que son capaces de
participar en mas de un proceso independiente, conectando a través
de sus funciones los diferentes procesos en los que participan. El
descubrimiento de Sus1 fue un punto clave para entender como dos
procesos esenciales de la expresion génica, como son la transcripcidon
y la exportaciéon de los mRNAs al citoplasma, se acoplan para una
mayor eficiencia. Por otro lado, es interesante entender que el hecho
de que la célula mantenga dos complejos practicamente iguales como
son SAGA vy SLIK, parece indicar que ambos deben de tener
funciones importantes en la célula.

A lo largo de esta tesis hemos tratado de diseccionar cuales son
las posibles funciones del complejo SLIK con el fin de comprender
cual es su papel en la expresion génica eucariota. De hecho, los datos
de los que se dispone hasta el momento parecen indicar que el
complejo homdlogo de SAGA en humanos podria en realidad ser
SLIK, ya que no se conoce ningiin homologo de Spt8.

Los datos aportados muestran el papel de SLIK en el
mantenimiento de los niveles globales de H2B ubicuitinada a través
de su modulo DUB. De hecho, los datos de unién global de Sus1 en
ausencia de SAGA indican que, Susl se une a la gran mayoria de
genes, presumiblemente como parte de SLIK. Cuando comenzamos
esta tesis, los datos indicaban que Sus1 participaba en la transcripcién
mediada por la RNAP II, principalmente en la transcripciéon de los
genes regulados por SAGA. Nuestros datos aportan evidencias de que
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Sus1 no solo estd implicada en la transcripciéon de dichos genes sino
que su papel se extiende a la mayoria de los genes transcritos por la
RNAP II. Este hecho viene apoyado por la relacién funcional que
hemos descrito entre Susl y Sfpl, un factor esencial para la
transcripcion de los genes RP. Ademads, el papel de Susl en la
transcripcién también se extenderia a los genes regulados por la
RNAP III, como son los tDNAs.

Sin embargo, el descubrimiento por nuestra parte y por parte
de otro laboratorio (Lim et al., 2013) de que el médulo DUB de
SAGA vy SLIK es capaz de soltarse del resto del complejo sin que su
actividad desaparezca, abre la posibilidad a que la unién global de
Susl ala cromatina se dé a través de lo que hemos denominado DUB-
libre, y que su procesamiento y liberaciéon de SAGA sea otro de los
mecanismos por los que la célula regula el proceso de transcripcion.
De hecho, Susl es una proteina polivalente capaz de participar en
eventos desde el inicio hasta el final de la vida del RNA. Este hecho
junto con el conocimiento de la existencia de una parte de moléculas
de Susl circulando libres en la célula (Rodriguez-Navarro et al,
2004) nos hace plantear la posibilidad de que dichas moléculas sean
capaces de unirse de manera general a la cromatina de forma
independiente a cualquier forma de DUB, SAGA o SLIK. En este
sentido, hemos diseflado experimentos que nos ayudardn a
comprender en qué contexto Susl es capaz de unirse de manera tan
global a la cromatina, y que esperamos llevar a cabo préximamente.

Nuestros datos no se limitan solo al papel de estos factores en
transcripcidn, sino que también hemos intentado conocer si SLIK al
igual que SAGA puede participar en el proceso de acercamiento del
gen al poro, asi como en la exportaciéon de los mRNAs. Los datos
preliminares que hemos obtenido muestran que la ausencia de SLIK
en el mutante pep4A, no afecta a la exportacién general de los
mRNAs (datos no mostrados). Sin embargo, si que parece existir una
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relacion funcional entre SLIK y TREX-2, a través de Seml1 y Spts,
cuya naturaleza no hemos sido capaces de describir pero esperamos
hacerlo en un futuro préximo. De igual manera, hemos puesto a
punto un protocolo para localizar mediante microscopio de
fluorescencia la posicion del locus génico que se va a transcribir y
poder analizar en mutantes sagaA y slikA, si el acercamiento al poro
se ve afectado o no.

En el contexto del acoplamiento transcripcion-exportacion, la
ubicuitinacién/desubicuitinaciéon de H2B parece tener un papel clave
en la biogénesis de los RNAs. En este sentido, el acoplamiento
transcripcion-exportacién no se da solo en sentido downstream, es
decir, a través de que eventos iniciales de la transcripcién como la
ubicuitinacidn, afecten a eventos posteriores como el reclutamiento
del DUB a la cromatina o la correcta exportaciéon de RNAs. Los datos
parecen indicar que dicho acoplamiento también se da en sentido
upstream, es decir, factores implicados en eventos como la
exportacion afectan al correcto funcionamiento de procesos iniciales
en la expresion génica como la desubicuitinacién. De hecho, la
intrincada red de factores conectados en todos estos procesos cada
vez parece ser mayor, como el papel de Sfpl en la exportaciéon de
mRNAs o la posible participaciéon de Susl en la exportacidon de los
tRNAs. Serdan necesarios muchos esfuerzos para poder arrojar luz a
como todos ellos participan en el complejo sistema de regulacién que

hace de la expresion génica un proceso tan fascinante.
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Figura D7. Acoplamiento transcripcién-exportacion. Las funciones de Susl en la
transcripciéon a nivel global pueden darse como componente de SLIK (1), como
componente del DUB-libre (2), o como una molécula independiente (3).
En cualquier caso, Susl es esencial para el acoplamiento entre la transcripcién y la
exportaciéon. Sin embargo, en dicho acoplamiento estin implicados
muchos otros factores que regulan en ambas direcciones los dos
procesos para que se den correctamente en tiempo, lugar y modo.
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Conclusiones

Las principales conclusiones de esta tesis se resumen a

continuacion:

1.

Susl es un componente estable del complejo SLIK cuyas
funciones incluyen el mantenimiento de los niveles de histona
H2B ubicuitinada global.

Sus1 se recluta al 70 % de los genes transcritos por la RNAP II,

preferiblemente a su region codificante.

Susl se une con un perfil similar a los genes regulados por SAGA
y por TFIID, aunque lo hace con mayor intensidad a estos

ultimos.

La ausencia de SAGA en el doble mutante spt8A spt7-1180
provoca una disminucién en los niveles de transcritos, de
manera independiente a si son regulados por SAGA o por TFIID,
la longitud de los genes o su tasa de transcripcidn naciente.

Sus1 se une al 92 % de los genes que codifican tRNAs transcritos
por la RNA polimerasa III, preferiblemente a la region upstream

del inicio del gen y a sus regiones exo6nicas.

La ausencia de SAGA provoca un aumento en los niveles
globales de tRNAs.

El moédulo DUB es capaz de ensamblarse y conservar su
actividad en ausencia del resto del complejo SAGA/SLIK.

La localizaciéon celular del DUB-libre depende del componente
estructural de SAGA, Spt7 pero no de Adal.

La ubicuitinacién de H2B es necesaria para el reclutamiento del
DUB al promotor de GAL1, pero no para su actividad

desubicuitinasa.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

La ubicuitinacion de H2B puede ser importante en la
exportacion de mRNAs bajo ciertas circunstancias.

El complejo TREX-2 es necesario para la correcta unién del DUB
al promotor de GALI, pero su activacion no depende del
componente estructural de TREX-2, Sac3.

Sfpl interacciona con Susl y participa en el proceso de
exportacion de los mRNAs, asi como en la acumulacién de

dichos mRNAs en granulos citoplasmaticos.

Sfp1 interacciona con dos peptidil-prolil isomerasas Cpr1 y Fprl,
que a su vez interaccionan con componentes de SAGA y
TREX-2.

La localizacion celular de Spf1 depende de Cpr1, y viceversa.

Cpr1 esta implicada en la transcripcién de algunos genes RP.
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Articulos suplementarios

Los temas principales de esta tesis doctoral han sido el estudio
de las funciones del complejo SLIK en la transcripcion y exportacion
de los RNAs, asi como la profundizacién en el conocimiento sobre el
moédulo DUB de SAGA/SLIK y sus mecanismos de regulacion. Asi
mismo, hemos podido describir nuevas relaciones funcionales del
factor de transcripcion Sfp1 con peptidil-prolil isomerasas, asi como
su posible funcién en la exportacién y metabolismo citoplasmatico de
los RNAs. En este contexto, durante el periodo que he trabajado en el
laboratorio de la Dra. Rodriguez-Navarro he podido participar en
otros trabajos cuyo desarrollo no estd incluido en los objetivos de esta
tesis. Dicho trabajo se ha visto reflejado en 4 articulos originales y
una revision bibliografica ya publicados.

Dada la relacién de estos trabajos con el tema general de esta
tesis en transcripciéon y metabolismo del RNA, a continuacién se
resumen dichos articulos. En la copia digital que acompafa a esta

tesis, se pueden encontrar los articulos completos.

R

= A novel link between Susl and the cytoplasmic mRNA decay

machinery suggests a broad role in mRNA metabolism.
*Cuenca-Bono B, *Garcia-Molinero V, Pascual-Garcia P, Garcia-
Oliver E, Llopis A, Rodriguez-Navarro S.

*Co-autores.
BMC Cell Biol. 2010 Mar 15;11:19.

= SUSI1 introns are required for efficient mRNA nuclear export in
yeast.
*Cuenca-Bono B, *Garcia-Molinero V, Pascual-Garcia P, Dopazo H,
Llopis A, Vilardell ], Rodriguez-Navarro S.

*Co-autores.
Nucleic Acids Res. 2011 Oct;39(19):8599-611.
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= mRNA export and gene expression: the SAGA-TREX-2
connection.

Garcia-Oliver E, Garcia-Molinero V, Rodriguez-Navarro S.
Biochim Biophys Acta. 2012 Jun;1819(6):555-65.
Licencia de uso y reproduccién emitida por Elsevier nimero 3442430248691.

R

= The prefoldin bud27 mediates the assembly of the eukaryotic
RNA polymerases in an rpb5-dependent manner.
Miron-Garcia MC, Garrido-Godino AI, Garcia-Molinero V,

Herndndez-Torres F, Rodriguez-Navarro S, Navarro F.
PLoS Genet. 2013.

= A novel role for Sem1 and TREX-2 in transcription involves
their impact on recruitment and H2B deubiquitylation activity
of SAGA.

Garcia-Oliver E, Pascual-Garcia P, Garcia-Molinero V, Lenstra TL,

Holstege FC, Rodriguez-Navarro S.
Nucleic Acids Res. 2013 Jun;41(11):5655-68.

RESUMEN

Susl es una pieza clave en la coordinaciéon de diferentes
procesos del metabolismo del RNA que ocurren en el nucleo. Sin
embargo, en el articulo “A novel link between Susi and the
cytoplasmic mRNA decay machinery suggests a broad role in mRNA
metabolism” describimos relaciones genéticas y bioquimicas entre
Sus1l y componentes del metabolismo del RNA en el citoplasma.
Ademds, demostramos que Susl se puede acumular en granulos
citoplasmaticos como P-bodies o granulos de estrés. En resumen,
ampliamos la vision de las funciones nucleares de Susl a un papel
mucho mads general y relacionado con el metabolismo del mRNA a

nivel citoplasmatico.
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En Saccharomyces cerevisiae, mientras la mayoria de los genes
no contienen intrones, el gen SUSI contiene dos de ellos. En el
trabajo “SUS1 introns are required for efficient mRNA nuclear export
in yeast” demostramos que esta caracteristica del gen SUSI estd
conservada evolutivamente y es critica para la correcta function de
Sus1. De este modo, la incorrecta regulacion de la eliminacion de los
intrones de SUS1 provoca defectos en la exportacion de los mRNAs

asi como en el crecimiento celular.

La relevancia del papel de Sus1 acoplando procesos a través de
SAGA y TREX-2 quedé resumida en la revision “mRNA export and
gene expression: the SAGA-TREX-2 connection”. En ella revisamos
ademds otros procesos relacionados con el NPC como el
acercamiento de genes a la envoltura nuclear para su transcripcion, la
estructura de la cromatina y el contexto celular en que estos procesos

tienen lugar.

Mas recientemente, hemos descrito una nueva relacién entre
componentes del complejo TREX-2 con la transcripciéon, mediada
por la actividad de SAGA (“A novel role for Sem1 and TREX-2 in
transcription involves their impact on recruitment and H2B
deubiquitylation activity of SAGA”). En este trabajo se describe como
la subunidad de TREX-2, Sem1 también participa en la activacion
transcripcional a través del reclutamiento de las subunidades de
SAGA al promotor de los genes y de la activacion de la
desubicuitinacién de la histona H2B.

Por ultimo, a través de una colaboracién con el laboratorio del
Dr. Francisco Navarro (Universidad de Jaén), pude participar en un
estudio sobre el papel de la prefoldina Bud27 en el ensamblaje de las
RNA polimerasas de levadura (“The prefoldin bud27 mediates the
assembly of the eukaryotic RNA polymerases in an rpb5-dependent

manner”).
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