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Bé doncs, arribats en aquest punt, només queda una cosa: els AGRAIMENTS!!!

Com totes les etapes de la nostra vida, que tenen un inici i un final, aquesta
no n’és una excepcid, i sembla que ja ha arribat a la seva fi. Durant tot aquest llarg
temps -encara que no m’ho sembli han estat 5 anys!!!-, hi ha hagut moments de tot i
per tot, bons i no tan bons, pero en definitiva necessaris per qué tot aixo hagi tingut

un sentit, i hagi sortit com ha sortit!

Es molta la gent que forma part d’aquesta tesi, per diferents raons, pero a

tots vosaltres us vull dir d’entrada i de manera general: MOLTES GRACIES.

Primer de tot a tu Marian, la meva directora de Tesi, moltes gracies per la
confianca dipositada en mi i la possibilitat que em vas donar de comencar en el teu
lab, tot just quan aterraves d’Anglaterra. Varem comencar totes dues, amb quatre
cosetes, en un laboratori a la sisena planta del CID que no tenia res a veure amb
Uactual, i que per cert, ja no hi és. La veritat és que has estat una molt bona
directora, i la responsable d’haver-me encomanat aquesta passido per les
modificacions de les histones. Gracies per haver-me transmes aquest optimisme i
aquesta energia inacabables. | per haver-me ensenyat tot el que sé. Per haver
compaginat la teva qualitat cientifica i els bons consells amb una bona dosi d’humor.
Gracies també per ser més que una “jefa”, per que he pogut comptar amb tu tan en
els bons moments com en els no tan bons. Amb tu he aprés que en els moments
dificils no ens hem d’ensorrar i hem de saber trobar la via alternativa. Sempre m’has
animat a continuar endavant, i també ho has fet ara en impulsar-me en aquesta nova

etapa. La veritat és que estic molt contenta d’haver pogut treballar amb tu.

A les meves companyes de grup. A tu Sara, primer de tot per ser una bona
amiga. Varem estar forca temps totes dues soles, al lab de la sisena planta, i hem
compartit molt bons moments: que si rialles, dins i fora del lab en els memorables
sopars i festes, també moltes converses, i les esquiades!!! En guardo molt bon
record, i ho enyoraré. En els moments més baixos també has sabut estar alla, i he
apres a “no rallar-me” tant! Et trobaré a faltar molt. A qui podré atabalar ara amb
les meves cabories? Ara et tocara a tu, molts anims que ja estas a la recta final! Als
nous fitxatges del grup: a la Noemi, per ser tan maca i encantadora, i sempre estar a

punt per ajudar a qui faci falta, molts anims i molta sort! | a la Naiara, que tot i que



hem coincidit molt poc, sempre transmets molt bon rotllo amb la teva alegria i bon

humor, molts anims i molta sort!!

Als inicis d’aquesta etapa al CID vaig poder comptar amb molta gent. Gracies
Sara Pagans per ser tan comprensiva i donar tan bons consells, i sobretot per ser una
bona amiga (tu si que estas bé a San Francisco!). A U’lvan, gracies per resoldre els
meus dubtes amb els ChIP’s, des de tan lluny!, els teus consells i opinions m’han
estat molt Utils. A tu Carles, que em vas treure les castanyes del foc en més d’una
ocasio, gracies per haver-me ajudat en els meus inicis. També vull agrair a ’Ana

Kosoy i la Silvia Canudes el seu suport.

A la gent amb qui he passat la major part del temps, dins i fora del laboratori,
també us vull donar les gracies. A U’Olga per ser una bona amiga, i per haver
compartit tantes xerrades de feina (o no), en cada dinar -i han estat molts dinars!-.
Molts anims per ’escriptura! Moltes gracies a tu Lorena, “por unas risas” en aquelles
hores on al lab només quedem quatre gats, i també pels tants sopars amb farres
incloses que has organitzat (i molt ben organitzades, per si no t’ho diu ningl!). A en
Joan, per amenitzar [’ambient del lab amb la mUsica, que porta tanta polémica... (i
no sé per que m’ho sembla, perd crec que en seguira portant). Pel teu sentit de
Uhumor i els teus comentaris cientifics sempre interessants. A en Xavi “Dorito”,
’assessor informatic del grup. Gracies per ajudar-me a resoldre tots els dubtes que

he tingut amb la informatica, que no han estat pocs!

També vull agrair tot el suport rebut per part d’en Ferran i el seu grup: la
Monica, la Dori, ’Antonio, la Marta Batlle, i també a les noves incorporacions, I’ Alex
i UElena. Al grup d’en Jordi Bernués, a en Xavi Aran (que també és de la meva
quinta) molta sort i molts anims. Gracies també a en David i la Marta. Al grup d’en
Josep Portugal, amb qui he coincidit molt a cultius, la Sylvia, i en Marc. La Silvia
Marin, amb qui varem passar totes les trifulgues del Master, i la Marta Rojas. També
a tu Lluisa, per ser una persona excel-lent, sempre de bon humor i a les noies del teu
grup, la Silvia Pérez i la Bet, companyes de la U, per compartir aquest espai que de
vegades se’ns fa petit... | a la Gemma, UAlicia i UEsther F., les tecniques del

laboratori, per la feina tant important que fan pel grup!

No puc oblidar-me de la gent de la sisena planta del CID amb qui varem

compartir laboratori, I’Elisa Marti i el seu grup: la Iria, en Jordi C. i la Lidia per haver



passat tan bons moments al 604! També a en Rall per haver-me donat consells per
les “estables”. També varem passar molt bons moments (com els berenars del

Paul...) amb la Raquel Torras i la Mar, moltes gracies a totes dues i molta sort!

Seguint amb aquesta linia haig d’agrair als nostres veins del 604, el grup d’en
Pep Casacuberta, amb en Néstor i U’Enric, haver pogut comptar amb ells per les
peripecies del dos-hibrids. També vull agrair-li ’ajuda i suport rebuts a en Benjami i
a la gent del seu grup, especialment a la Tania i la Sue, per haver-me ajudat amb el

famods “dos-hibrids”, i per haver-me ensenyat tantes coses del moén dels llevats!

Moltes gracies també a la resta de la gent del Departament: Maite i Javi (pel
seu salero), Jenny, la gent del grup d’en Jordi Casanovas: Marc, Marta Ll., Carol,
Gemma, Veronique, Oliver, Nico, Jose, Xavi F. Al David C, a la Natalia, la Laia, la
Rosa, ’Eva. A en Joaquim Roca i la gent del seu laboratori: la Sonia T., en Nacho. Als
cristal-lografs, tant els que s’han quedat al CID com els que han vingut al Parc: en
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També vull agrair el suport, ajuda i anims rebuts per part del meu tutor,
l’Antonio Zorzano, i la coordinadora de Doctorat del Departarment de Bioquimica, la

Marta Giralt, sobretot a la recta final d’aquesta Tesi.

Per anar acabant, no puc oblidar-me de la gent que fora de l’ambient de feina
m’ha recolzat, animat i suportat! Les meves amigues que son fantastiques, amb les
qui he compartit pis, i han viscut des de primera linia tot el procés: Emma, Santi (tu
més que cap altra saps quée és tot aixo! Molts anims per tu també!!!), Marta N., Laura
C., Montse, Ester Vaqué, Eva, Miriam, Anna M. | amb les que no he compartit pis,
pero he compartit els cafés del dissabte: Marta F., Anna R., Laia, Mari, Laura A.

Moltes gracies a totes, per tot!

A la meva familia, els meus pares i el meu germa, us vull dir que sense el
vostre suport incondicional aixo no hauria estat possible, no hauria tirat endavant.
Moltes gracies per haver-me entes i haver-me donat tota la confianca necessaria per
portar a terme aquest somni. Ja sé que aquesta feina no és massa convencional, pero

és el que m’agrada fer, i gracies a vosaltres ho he aconseguit.



Per ultim, a una persona molt especial i important, a tu David. Durant tot
aquest temps m’has ajudat moltissim i sempre has sabut estar al meu costat. Es
massa dificil de resumir i expressar tot el que sento en aquests moments. Sense tu,

segurament tot hauria set molt diferent. Moltes gracies per tot...

Moltes gracies a tothom, per haver fet de tot aquest temps una experiéncia

molt agradable i irrepetible. M’ho he passat molt bé!

A reveure!
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Introduccio

1. Cromatina Eucariota

El genoma eucariota esta constituit entre 1°3.107 parells de bases (pb) de
DNA en llevat, i 3'3.10° pb de DNA en humans. El trobem en cada céllula d'un
organisme i conté tota la informacid geneética necessaria per la seva viabilitat. El DNA
ha d’estar empaquetat d’'una manera molt ordenada i compacta dins el nucli cel-lular -
es podria dir que si estiréssim tot el contingut DNA d’'una cél-lula aquest podria assolir
una longitud de més de 2 metres-. Aquesta compactacié del DNA s’aconsegueix
gracies a la col-laboracié imprescindible d’'unes proteines estretament lligades al DNA,
les histones. Les histones estan carregades positivament i s’'uneixen per atraccié de
carrega al DNA, aquesta estructura és la cromatina. La cromatina no és rigida, ni molt
menys estatica, sind que és molt dinamica i adaptable. Basicament podem trobar-la en

dos estats ben diferents i caracteristics:

® Eucromatina —que és la forma descondensada i fins i tot relaxada, la qual

cosa li permet una llibertat de moviment i una accessibilitat a factors externs- i,

® Heterocromatina —que és la forma més condensada que li confereix,

generalment, una inaccessibilitat estructural i funcional a factors externs-.

1.1. Histones

Les histones van ser descobertes el segle XIX per Kossel (Kossel, 1884). Pero
va ser el 1965 quan Philips i Johns van aillar i descriure cinc de les histones
conegudes actualment, i que van ser designades com: H1, H2A, H2B, H3 i H4 (Phillips

and Johns, 1965). Les histones consten essencialment de dos dominis funcionals:

e E| domini carboxiterminal (Ct): és la cadena polipeptidica plegada i
estructurada. Constitueix el que s’anomena histona plegada (A/stone fold ), i és una
estructura globular que consisteix en una hélix d’11 residus (Hélix 1), seguida per un
llag curt i una cadena B (Cadena A), una helix llarga de 27 residus (Helix Il), un altre
llag curt i una cadena B (Cadena B), finalment una hélix d’11 residus (Hélix 1ll). En

aquest domini es distingeix un tandem amb dos motius similars i contigus de hélix-
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cadena-hélix (HSH): HSH1, que es trobaria a la part aminoterminal de la histona, i
HSH2 que s’ubicaria a la part carboxiterminal, -aquests motius tenen capacitat per
interaccionar amb el DNA (Arents and Moudrianakis, 1995)-. Es en aquest domini on
es produeix la dimeritzacié entre histones i la interaccié d’aquestes amb el DNA.
Aquesta regid esta constituida aproximadament pel 75% dels aminoacids de la
proteina, i presenta una alta conservacié entre espécies, tan és aixi, que els estudis
que s’han fet fins el moment revelen que totes les histones provindrien d’'un mateix

ancestre comu.

e E| domini aminoterminal (Nt): és la cadena polipeptidica protuberant, no
estructurada i altament basica de la histona, —ens hi referim com a cua de la histona-.
Es la part més exposada a I'exterior del nucleosoma, i on es duran a terme les
modificacions posttraduccionals de la proteina. La constitueixen aproximadament un

25% dels aminoacids de la proteina.

Les histones no actuen soles -excepte H1 que es troba de manera independent
fent de pont d’unié entre dos nucleosomes (Kornberg and Thomas, 1974)-, siné que ho
fan de manera organitzada formant un octamer que esta constituit per dues molécules
de: H2A, H2B, H3 i H4. A la part central de I'octamer s’hi col-loca un tetramer compost
per (H3-H4), (Kornberg and Thomas, 1974; Roark ef a/, 1974). Flanquejant aquest
tetramer s’hi col-loquen dos heterodimers de H2A-H2B (Kelley, 1973).

1.2. Nucleosoma

La unitat repetitiva i fonamental de la cromatina és el nucleosoma. Es tracta
d’'una estructura nucleoproteica composta per I'octamer d’histones i 145-147 pb de
DNA que I'emboliquen (Kornberg, 1974; Lohr and Van Holde, 1975; Noll and Kornberg,
1977).

Com hem mencionat abans, l'octamer d’histones esta compost per dos
tetramers. Al nucli s’hi situa el tetramer format per (H3-H4);, de manera que
interacciona a través del domini HSH2 de les histones H3 amb un caracter fortament
hidrofobic. Acotant el tetramer hi trobem els heterodimers formats per H2A-H2B, el
tipus d’interaccions que es donen entre aquestes molécules sén molt menys

hidrofobiques, i com a consequéncia, la interfase de dimers a tetramers és molt

10
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dinamica i pot donar-se fins i tot a causa de subtils pertorbacions a 'ambient que els
envolta (Eickbush and Moudrianakis, 1978).

No va ser fins el 1997, quan Luger i els seus collaboradors van obtenir
I'estructura cristal-lografica del nucleosoma (Luger ef a/., 1997). Aquesta resolucio va
permetre desxifrar moltes incognites, observant-se el plegament de les quatre histones
que formen I'octamer i com es disposaven els extrems Nt protuberants a I'exterior del
centre (core) nucleosomal. Deixava al descobert com es donen les interaccions entre
les histones i el DNA. Aquestes sén entre els esquelets fosfodiester de les cadenes de
DNA i la superficie interior de la superhélix. Els contactes es donen cada 10 pb on el
solc menor de la doble hélix de DNA queda a la cara interior. També s’observen les
interaccions electrostatiques i els ponts d’hidrogen amb els fosfats del DNA, aixi com

els contactes no polars amb els grups desoxiribosa (veure Figura 11).

L’estructura cristal-lografica mostra que els residus 16-25 de la histona H4
s’estenen fins al nucleosoma adjacent en un feix de nucleosomes cristallitzats per
poder interaccionar amb una cara altament carregada de manera negativa del complex
H2A-H2B. Aixd suggereix que les cues de les histones podrien mitjancar estructures

de cromatina d’alt ordre i ajudar en el plegament de la cromatina.

Figura I1: Estructura cristal-lografica del nucleosoma. S’observa el plegament de les quatre histones,
formant I'octamer, i les cues protuberants disposades a I'exterior del centre nucleosomal. Es poden veure

també les interacciones histona-DNA,(Luger ef al., 1997).

11
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1.3. La fibra cromatinica

Si la unitat fonamental de la cromatina és el nucleosoma, la fibra cromatinica
consisteix en feixos de nucleosomes espaiats cadascun uns 160 pb (llevats) i uns 200
pb (eucariotes superiors) al llarg del DNA cromosomic per formar els feixos de
nucleosomes. Aixi doncs, les fibres de cromatina contenen a més d’aquests feixos de
nucleosomes, proteines addicionals com soén les histones d’unié (/inker) i factors que
son externs a la fibra (o que actuen en frans). Una fibra cromatinica té una algada
d’'uns 10 nm. Tal i com s’observa a la Figura 12, la cromatina s’estructura a partir de
fibres de cromatina que s’apilen unes sobre altres adoptant estructures d’alt ordre. La
seguent escala en el plegament de la cromatina la té el “solenoide” o el conjunt de
fibores de 30 nm. La maxima condensacio s’assoleix en estructures altament
condensades com la dels cromosomes metafasics, on es poden obtenir gruixos de

fibra de fins a 700 nm.

(3 20 nm chromatin

@ 1400 nm diameter
melaphase chromatid

Figura 12: Esquema de la fibra de cromatina. Pot observar-se des que el DNA embolcalla I'octamer
d’histones individualment, obtenint una estructura anomenada de collaret (beads-on-a-string), la fibra de

11nm de diametre, fins a estructures de més alt ordre.

12



Introduccio

Tant la histona H1 d'uni6 com altres proteines associades a la cromatina
s’uneixen a la part exterior dels nucleosomes i estabilitzen enérgicament els estats
altament condensats de les fibres. Estudis realitzats per Carruthers i Hansen
(Carruthers and Hansen, 2000), han demostrat el paper importantissim que juguen els
extrems Nt protuberants de les histones en la formacié de contactes entre fibres de
cromatina. Aquests estudis evidencien que les cues de les histones sén totalment
necessaries en les interaccions entre nucleosomes que es donen durant el procés de
condensacio de la cromatina. També mostren que el paper de la histona H1 d’uni6 és

independent al de les cues de les histones del core (Hayes and Hansen, 2001).

2. Complexes Reguladors de la Cromatina

L’empaquetament del genoma eucariota als nuclis de les cél-lules no té un paper
merament estructural, sind que també s’ha vist que és funcional. Encara que la
cromatina ajudi a I'empaquetament del DNA en el nucli, també presenta un
impediment per qualsevol procés que requereixi tenir accés a la informacié genética.
Actualment, sembla clar que la regulacié de I'estructura de la cromatina representa un
estadi clau en la funcié génica i, per tant, el grad del modelatge és un estadi destacat

en les vies reguladores de la cél-lula.

Aquest procés pot portar-se a terme de diverses maneres, i segons el context de
cada gen poden donar-se multiples vies d’alteracié de la cromatina. Podriem parlar de
dos grans complexes proteics que modifiquen l'estructura de la cromatina (i) els
complexes de remodelacié de la cromatina dependents d’ATP, i (ii) els complexes que

modifiquen covalentment les histones.

2.1. Complexes de remodelacié de la cromatina dependents d’ATP

Un dels tipus de remodelacié de la cromatina que podem trobar a la cél-lula és
la que porten a terme diferents complexes que utilitzen I'energia de la hidrolisi de TATP
per alterar I'estructura de la cromatina. Podem trobar multiples complexes a la cél-lula,
i se n’han descrit tant a llevats, a Drosophila, com en humans. Aqui, els hem classificat
segons el tipus de subunitat catalitzadora d’ATP que tenen, i es poden dividir en tres
grups: SWI2, ISWi i Mi2 (Veure Taula I) (Aalfs and Kingston, 2000).
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Una de les caracteristiques principals que diferencia aquests complexes, a part
de la seva subunitat catalitica és la seva mida. Pel qué fa als complexes de la familia
de SWI2 podriem dir que cada complex conté entre 8 i 16 péptids diferents. A
diferencia dels de la familia de ISWi que s6n molt més petits i contenen de 2 a 6

péptids.

2.1.1.Mecanismes de remodelacio de la cromatina

La remodelacio de la cromatina pot anar des de l'alteracié de les interaccions
histona-DNA, fins al desplagament dels nucleosomes en el DNA sense alterar-ne la
seva conformacid, o bé totes dues accions. A continuacié es detallen els mecanismes
d’alteracié de l'estructura de la cromatina dels diferents complexes de remodelacio

(també poden veure’s resumits a la Taula |):

Subunitat catalitica ATPasa Complexes Procés de remodelacio Organisme

de remodelacié

SWI 2 ySWI/SNF3 Sliding Llevat
Transferéncia d’'octamer
yRSC Sliding Llevat

Transferéncia d’octamer

Brahma Sliding Drosophila

Transferéncia d’octamer

hSWI/SNF Sliding Huma
Transferéncia d’'octamer
ISWi ISWI12 Sliding Llevat
ISWI2 Sliding Llevat
INO80 Sliding ?
dNURF! Sliding Drosophila
dCHRAC Sliding Drosophila
dACF Sliding Drosophila
hRSF Sliding Huma
xACF Sliding Xenopus laevis
Mi2 hNURD Huma
xMi2 Xenopus laevis

(Hamiche ef al., 1999); 2 (Langst ef al.,, 1999); 3 (Whitehouse ef al., 1999)

Taula |I. Classificacio dels enzims de remodelacié de la cromatina segons la seva subunitat d’hidrolisi
d’ATP.
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e Desplagament del nucleosoma o Sliding : Procés que es dona a les families de
complexes SWI2 i ISWi. La caracteristica principal i comu a tots és que I'estructura del
nucleosoma no canvia i el desplacament del nucleosoma es fa dins la mateixa cadena
del DNA (o en cis) (Meersseman ef al., 1992; Hamiche ef al., 1999; Langst et al., 1999;
Whitehouse ef al, 1999). El desplagament del nucleosoma d’aquesta manera no
incrementara mai el DNA exposat, simplement canviara la localitzacié d’aquest DNA
exposat. Aquest no és només I'Unic mecanisme d’'accidé, donat que diferents
experiments de restricci6 enzimatica, agregacié (o crosslink) del DNA amb les
histones, o bé de tipus topoldgic han demostrat que el complex SWI/SNF
independentment del desplacament en cis, pot remodelar la cromatina mitjangant

altres mecanismes.

e Transferéncia de I'octamer o desplagament en frans: Aquest procés només s’ha
observat /n vifro en el complex SWI/SNF. Consisteix en la translocacido d’un
nucleosoma d'una fibra de cromatina a una altra que estigui per sobre en una
estructura ordenada de cromatina (Lorch ef a/, 1999). En els experiments realitzats
amb aquest complex es va poder apreciar que les eficiencies del procés de

desplacament en cisi el desplagament en frans son diferents.

e Canvis conformacionals al nucleosoma: Aquests canvis sén molt més elaborats
en el sentit que no només es requereix un moviment del nucleosoma per sobre del
DNA, sin6 que impliquen canvis en I'estructura del propi nucleosoma, i un canvi en la
topologia del feix de nucleosomes. Aquests mecanismes s’han observat en el complex
SWI/SNF, i alteren de manera significativa els contactes histona-DNA, permetent un
canvi de la conformacié de la fibra de cromatina molt més estable. Aquest darrers

mecanismes no es donen en els complexes de la familia de ISWI (Lorch ef al., 1998).

Es evident doncs, que els enzims que catalitzen la fluidesa de la cromatina,
tenen un paper molt important en el control de la cél-lula, i s’ha demostrat que
participen en processos de proliferacio i desenvolupament cel-lulars (Kingston and
Narlikar, 1999). La seguent figura il-lustra els tres mecanismes de remodelacio de la

cromatina esmentats a dalt (Figura 13).
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Figura 13: Esquema dels tres mecanismes de remodelacié de la cromatina. A) Mecanisme de
desplagament en cis del nucleosoma. B) Mecanisme de canvi conformacional del DNA, de les histones o
de tots dos. C) Transferéncia de I'octamer entre dues cadenes de DNA diferents. Adaptat de (Narlikar ef
al., 2002).

2.2. Modificacions posttraduccionals de les histones.

Un dels altres mecanismes que modulen I'activitat de la cromatina és portat a
terme pels enzims que produeixen modificacions posttraduccionals a les histones. La
majoria d’aquestes modificacions covalents es donen als extrems aminoterminals de
les histones. No obstant, cada vegada més es donen exemples de modificacions en el
domini globular (Peterson and Laniel, 2004). Entre les modificacions més conegudes hi
ha l'acetilacid, la fosforilacio, la metilacio, la ubiquitinacié, la sumoilacié i 'ADP-
ribosilacié. Aquestes modificacions han estat correlacionades amb un ampli ventall de
processos cel-lulars, el principal i més estudiat és la transcripcio, perd també participen
en processos de replicacid, reparacio del DNA, assemblatge de la cromatina, etc
(Strahl and Allis, 2000; Berger, 2002; Peterson and Laniel, 2004).

Es parlara basicament de I'acetilacié i la metilacid, tot i que també es fara
esment de les altres modificacions. | com es veura més endavant, també es tractaran
les interrelacions que s’observen entre diferents modificacions. La Figura 14 mostra un
esquema de les diferents modificacions que es coneixen i que es produeixen als

diferents residus Nt de les histones.
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Figura 14: Esquema de les diferents modificacions que hi ha en diferents residus dels extrems
aminoterminals protuberants de les histones. Cal remarcar que algunes d’aquestes modificacions

comparteixen un mateix residu i per tant no poden coexistir (Peterson and Laniel, 2004).
2.2.1. Acetilaci6 i desacetilacié d’histones

L’acetilacié dels residus lisina als extrems gs—aminoterminals (Nt) de les quatre
histones del centre nucleosomal va ser observada per primera vegada per Vincent
Allfrey i els seus col-laboradors el 1964 (Allfrey et al., 1964). Aquesta reaccio es basa
en la transferéncia d’un grup acetil, provinent del cofactor acetil-CoA, a un residu lisina
dels extrems g—aminoterminals de les histones, i esta catalitzada per les
acetiltransferases d’histones (HATs) (Vidali ef a/, 1968). Es tracta d’'una reaccié molt
dinamica i reversible; el procés invers esta mitjancat per les desacetilases d’histones
(HDACs) (Rice and Allis, 2001). A continuacid, a la Figura 15 es mostra la reaccio

d’acetilacio de les lisines.

KA

& e H C : y o -
\ ; \ ; Figura 15: Reaccié d’acetilacio i desacetilacié de
N N les lisines. A la dreta hi ha representada una
H%‘ HAT ‘ lisina carregada positivament. A I'esquerra una
(CH,), E— (CH,), lisina acetilada, el grup acetil ha estat incorporat
‘ < ‘ per una acetiltransferasa (HAT), mentre que la
C HDAC C reaccié inversa d’extraccié del grup acetil és
" H ™ " H ™ .
H,N* coo- H,N* coo- duta a terme per una desacetilasa (HDAC)
o o Adaptat de Rice i Allis (Rice and Allis, 2001).
lisina acetil-lisina
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L’acetilacié es dona a determinats residus lisina de les histones, perd sobretot
en els que es troben situats als extrems Nt. En la majoria d’espécies, la histona H3 té
com a principals residus susceptibles de ser acetilats les lisines 9, 14, 18 i 23 en el seu
extrem Nt protuberant (Thorne ef al, 1990). Pel qué fa a la histona H4, aquesta
s’acetila principalment als residus lisina de les posicions 5, 8, 12 i 16 (Grunstein,
1997).

Aquesta modificacié es veu implicada en multiples processos bioldgics, entre
els quals hi ha la regulacié de la transcripcio, la reparacio, la replicacio del DNA,
mecanismes de remodelacio, I'assemblatge de nucleosomes, I'apoptosi, etc. Cal
recordar també, que els enzims catalitzadors de la reaccié poden utilitzar diferents
substrats. Aqui ens referirem basicament al de les histones, perd hi ha enzims que
tenen com a substrat proteines no histona com p53, E2F1, etc (Sakaguchi ef a/.,, 1998;
Liu et al., 1999; Martinez-Balbas ef a/., 2000).

La idea que es tenia antigament era que I'acetilacio tenia una influéncia unica i
directament sobre el plegament de la cromatina i en la dinamica dels nucleosomes, és
a dir, un paper merament estructural. Es pensava doncs, que la cromatina que
esdevenia acetilada, al eliminar la carrega positiva, debilitava la interaccié dels
extrems Nt de les histones amb el DNA, provocant-ne la seva relaxacio, i quedant
d’una forma desplegada i més accessible als factors de transcripcié. Es per aixo que,
en general, l'acetilacié de les histones s’ha correlacionat amb regions del genoma
transcripcionalment actives. La prova definitiva del seu paper en la transcripcié va ser
el descobriment que el primer enzim que presentava activitat HAT també tenia

capacitat coactivadora de la transcripcio (Brownell ef al., 1996).

Recentment, estudis de cosslink en laser /n vivo han evidenciat que I'acetilacié
no provoca uns canvis d’exposiciéo dels extrems Nt de les histones a I'exterior del
nucleosoma com semblava. Es a dir, que aquests senyals d’acetilacio en les histones
no alteren la dinamica del nucleosoma per si mateixes (Peterson and Laniel, 2004).
S’han trobat proteines que contenen uns dominis especifics que reconeixen les lisines
acetilades de les histones, els anomenats bromodominis (Haynes ef a/., 1992). Aquest
fet, doncs, obre les portes a nous plantejaments i models que posarien de manifest la
importancia d’aquests dominis en el reconeixement de l'acetilacid de les lisines i en
augmentar el grau de complexitat en la regulacié de la cromatina. En la mateixa linia,

cada vegada s’aillen més proteines que contenen dominis de reconeixement de
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modificacions en les histones, i no només [lacetilacid, sin6 d’altres com els
cromodominis que reconeixen les lisines metilades, o el domini SANT que es
caracteritza pel reconeixement de lisines no modificades. Aquests dominis doncs,

podrien participar en la dinamica del nucleosoma.

Podriem dir que els residus lisina més destacats que tenen un paper important
en I'activacio transcripcional soén les lisines 9 i 14 de la histona H3 i les lisines 8 i 16 de
la histona H4. S’ha vist que la lisina 9 de la histona H3 és el lloc preferit d’acetilacié de
Gcenbp in vivo, perd Genbp també pot acetilar /n vitro les lisines 8 i 16 de la histona H4
(Kuo et al., 1996). A la Taula Il de 'annex 1 s’han resumit les modificacions més
importants, i els enzims que les porten a terme, aixi com les consequéncies funcionals
que se’n deriven (Struhl, 1998; Strahl and Allis, 2000; Jenuwein and Allis, 2001;
Berger, 2002).

Un altre dels processos importants perqué la cél-lula pugui continuar endavant
sense problemes el seu cicle és la replicacié del DNA. Durant el procés de replicacié
de la cromatina s’estan sintetitzant rapidament les histones; les histones H3 i H4 es
dipositen al DNA en un estat preacetilat que és mantingut durant un periode curt de
temps fins que la cromatina esdevé madura, un cop assemblada, aquesta acetilacié és
eliminada (Turner and O'Neill, 1995). L’estat diacetilat de la histona H4 a les lisines 5 i
12 (K5 i K12) és molt important en aquest procés, i s’ha vist que esta molt conservat al
llarg de les espécies (Allis et al., 1985; Sobel ef al., 1995). També s’ha descrit que la
histona H4 acetilada a K5 i K12 forma part d’'un complex d’assemblatge de la
cromatina de Drosophila (Tyler ef al., 1999). L’acetiltransferasa de llevat Hat1 és la
responsable d’aquesta acetilacié a la histona H4 (Dutnall ef a/., 1998). Pel qué fa a la
deposicio de la histona H3 la cosa esta menys clara (Sobel ef al,, 1995), no obstant,
sembla que I'acetilacio de la lisina 9 de la histona H3 té un paper dominant en aquest
procés en organismes com el llevat o 7efrahymena (Sobel et al., 1995; Turner and
O'Neill, 1995; Kuo ef al., 1996).

2.2.1.1. Acetiltransferases d’histones

La reaccidé dacetilacio esta catalitzada pels enzims acetiltransferasa
d’histones (HAT), els quals transfereixen el grup acetil provinent del cofactor acetil

coenzim A (acetil-CoA) al grup e-aminoterminal de la lisina especifica. Aquesta reaccio
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és revertida per les desacetilases d’histones (HDACSs). /n vivo, els dos tipus d’enzims

es troben formant part de complexes multiproteics.

Els enzims HAT estan agrupats segons el seu origen cellular i les seves

funcions, i es classifiquen en HAT de tipus A i de tipus B:

Les HAT del tipus B son acetiltransferases citoplasmatiques i catalitzen
I'acetilacié lligada al transport d’histones de nova sintesi, des del citoplasma fins al
nucli, on seran dipositades al DNA replicat de nou (Ruiz-Carrillo ef al., 1975; Allis et al.,
1985; Roth ef al.,, 2001).

Les acetiltransferases de tipus A sén nuclears i catalitzen les acetilacions

ligades a processos de transcripcié (Brownell and Allis, 1996).

HAT-B

Es va identificar la primera subunitat catalitica d’'una HAT-B, la Hat1, a través
d’estudis realitzats a llevat (Kleff ef al., 1995; Parthun ef a/., 1996). Posteriorment es va
saber que aquesta subunitat era la responsable de I'acetilacio de les lisines 5i 12 de la
histona H4 sintetitzada de novo en les céllules i necessaria per la deposicié de
nucleosomes (Chicoine et al, 1986; Sobel ef al, 1995). Les proteines Hat2 i el
complex CAF1 son altres components que formen part del mateix complex que Hat1,
aquestes interaccionen amb les histones, i poden desencadenar funcions de
remodelacié i assemblatge de la cromatina, respectivament (Kaufman ef al, 1995;
Verreault ef al,, 1998; Imhof and Wolffe, 1999).

HAT-A

p55 va ser la primera subunitat catalitica d’'una acetiltransferasa de tipus A en
ser identificada a 7efrahymena I'any 1996 al laboratori del Dr. David C. Allis. El més
sorprenent d’aquest descobriment fou la semblanga que presentava la proteina amb
Gcenb5, un coactivador transcripcional de llevat. Gen5 pot ser reclutada als promotors
especifics que regula mitjangant la seva associaci6 amb proteines Ada, les quals
poden interaccionar amb activadors transcripcionals d’unié al DNA. El complex que
formen Gcen5 i Ada també pot interaccionar amb la maquinaria transcripcional (Brown

et al., 2000; Sterner and Berger, 2000). Aquest descobriment era un lligam directe
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entre I'acetilacio de les histones i la regulacio de la transcripcié (Brownell et a/., 1996).
Amb tota aquesta informacié es va poder acabar de donar forma a un model que
proposava el reclutament de les acetiltransferases d’histones a regions especifiques
de promotors mitjancant proteines que s’uneixen al DNA (Brownell and Allis, 1996;
Wolffe and Pruss, 1996). Posteriorment van venir molts experiments d’identificacié de
proteines coactivadores amb activitat HAT intrinseca com: GCN5 de mamifer i el seu
ortoleg PCAF (p300/CBP Associated Factor) (Yang ef al, 1996), CBP (CREB-Binding
Protein) (Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko et a/., 1996), p300 (Ogryzko ef al.,
1996), el factor de transcripcié TAF ;250 (Mizzen ef al., 1996; Dunphy et a/, 2000) i
Nut1 (Lorch ef al, 2000), els coactivadors de receptors d’hormones nuclears com
SRC1 (Steroid Receptor Cofactor 1) i ACTR (Activator of Thyroid and RA receptor)
(Chen et al, 1997; Spencer et al, 1997). Com hem mencionat anteriorment, les
primeres proteines identificades com a HATs ho havien estat com a coactivadores de
la transcripcid, és a dir, feien de proteines pont entre proteines d'unié al DNA i
activadors de la transcripcio. No obstant, existeixen proteines d’'unié al DNA que, a

més, tenen activitat HAT intrinseca com ATF2 (Kawasaki ef a/,, 2000).

Les acetiliransferases d’histones estan classificades en cinc families diferents
segons les seves semblances estructurals i els dominis que contenen. Cada familia es
caracteritza pel tipus de seqiiéncia; els membres d’'una mateixa familia tenen una
altissima similitud de sequéncia (Kuo and Allis, 1998). Cada familia de HATs té
preferéncies per a substrats diferents, i també s’especialitzen en diferents processos
cel-lulars. A continuacié s’especifiquen algunes de les caracteristiques principals

d’aquestes families que trobem resumides a la Taula Ill de 'annex 1.

Membres de la familia GNAT

El nom de GNAT prové de Gcn5 N-acetiltransferasa (Genb-related N-
acetyltransferase) (Neuwald and Landsman, 1997). Membres destacats d’aquesta
superfamilia sén Gcn5, PCAF (Yang ef al, 1996), o Hat1 -I'acetiltransferasa
citoplasmatica- (Kleff ef a/, 1995; Parthun ef a/., 1996). Tant els membres de la familia
de GCN5 i PCAF com els de la familia d’acetiltransferases relacionades amb GNAT
(GNAT-related) tenen quatre motius estructurals molt ben conservats, que s’anomenen
de A-D, aix0 és el que permet que aquestes dues families d’acetiltransferases puguin
ser agrupades en una superfamilia. EI motiu A és el que esta més conservat i conté

Arg/GIn-X-X-Gly-X-Gly/Ala, una sequéencia molt important pel reconeixement i unié de
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l'acetil-CoA (Grunstein, 1997; Dutnall ef al, 1998; Wolf ef al., 1998). Els membres
d’aquesta familia tenen en comu: un domini aminoterminal que és variable en longitud,
el domini HAT que esta molt conservat, un domini d’interacci6 amb Ada2 i el
bromodomini a la regié carboxiterminal. Per ultim, en qlestié d’especificitat, cal dir que
Gcen5 | PCAF son forca més especifiques de la histona H3 que no pas de la histona
H4, concretament mostren una preferéncia per la lisina 14 de la histona H3 (Kuo ef al.,
1996; Kuo ef al., 1998; Wang ef al., 1998).

A continuacié es descriuen breument les caracteristiques dels dominis HAT i

bromo d’aquesta familia d’acetiltransferases:

Estructura del domini HAT

Estudis estructurals del domini catalitic de PCAF huma (Clements ef al., 1999)
i de Genb de llevat i Tefrahymena (Rojas ef al, 1999) han destapat el contingut
d’'aquest domini, el qual esta constituit per cinc hélix o i sis cadenes . El centre
conservat, constitueix el lloc d'unié a I'acetil-CoA, conté Arg/GlIn-X-X-Gly-X-Gly/Ala,
una sequéncia molt important pel reconeixement i unié de l'acetil-CoA (Grunstein,
1997; Dutnall ef al., 1998; Wolf ef al., 1998). Estudis en la mateixa linia, també han
suggerit que la sequéncia del péptid H3 s’uneix a I'enzim a través d’una seqliéncia que
envolta la lisina 14 de la histona H3, Gly-Lys14-X-Pro (Kuo ef a/., 1996). El grup de
Clements (Clements ef a/.,, 2003) va resoldre I'estructura de tGen5 junt a I'acetil-CoA i
a un peéptid que esta fosforilat a la serina 10 de la histona H3, i van veure que el
cofactor es troba col-locat a la superficie de l'acetiltransferasa, de manera que esta
molt proxim a la lisina 14 de la histona H3. Aixd explica els experiments realitzats I'any
2000 per Cheung, on es veu que la serina 10 de la histona H3 participa en la

senyalitzacio de la lisina 14 de la mateixa histona (Cheung ef a/., 2000).

Estudis de cinética i enzimatics, d’altra banda, evidencien que I'existéncia
d’un complex ternari entre l'acetiltransferasa, I'acceptor acetil-CoA i el péptid H3 és
necessaria abans que es produeixi la reaccié catalitica (Tanner ef a/, 1999; Lau ef al.,
2000; Tanner et al.,, 2000; Tanner et al., 2000).

22



Introduccio

El Bromodomini

El bromodomini es troba en moltes proteines associades a la cromatina, i és
un modul d’'uns 110 aminoacids aproximadament. La proteina Brahma de Drosophila
és la que li déna aquest nom, donat que fou la primera proteina on es va identificar
aquest domini (Tamkun ef a/., 1992). Podem trobar tres families de proteines diferents
que contenen dominis bromo: (i) les acetiltransferases d’histones, les quals inclouen
Gcen5, PCAF i TAF,250 (veure Figura 16); (ii) els complexes de remodelacié de la
cromatina que utilitzen I'energia de la hidrodlisi de 'ATP, que inclouen Brahma, Swi2,
Snf2 i Brg1; (iii) la familia BET (Bromodomain and ET domain), que inclou Bdf1, Bdf2,

Brd4 i Brd2, i la qual és la menys ben caracteritzada de totes (de la Cruz ef al., 2005).

Els primers estudis /n vifro que identificaven el primer domini bromo, van ser
realitzats per Dhalluin I'any 1999. Es va resoldre l'estructura per ressonancia
magnética nuclear (RMN) de PCAF, i es va veure que s’unia a les histones que tenien

les lisines acetilades (Dhalluin ef a/,, 1999) (Veure Figura 16).

Més recentment, el grup de la doctora Ozato, mitjan¢ant la técnica de FRET
(Fluorescense Ressonance Energy Transfer), ha observat que els bromodominis de
les proteines que analitzen, Brd2, TAF;250 i PCAF reconeixen selectivament les
lisines acetilades de les histones, essent selectives per: la lisina 12 de la histona H4,
les lisines 9 i 14 de la histona H3 i les lisines 8, 12 i 16 de la histona H4
respectivament; per ultim, veuen que l'especificitat de PCAF és per les histones H3 i
H4, perd no per les histones H2A i H2B (Kanno ef a/,, 2004). D’altra banda, estudis
realitzats amb el bromodomini de Gen5 de llevat, demostren que hi ha una especificitat
per les lisines de les histones que reconeixen (Owen ef a/.,, 2000). Mentre que el que
determina l'especificitat de la unié de la lisina al domini bromo és la propia lisina
acetilada, el que acaba de fer possible aquesta unié sén els residus que envolten la
modificacio. S’han publicat diferents treballs on es descriuen altres residus propers a la
lisina acetilada de la histona que també estableixen contactes amb el bromodomini.
Per exemple, I'acetiltransferasa Gen5 de llevat interacciona especificament amb la
lisina 16 de la histona H4, perd no uUnicament aixo, també reconeix la histidina 18 i

l'arginina 19 properes a la lisina 16 (Hudson ef a/., 2000; Owen ef al., 2000).
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Figura 16: Bromodomini de TAF250. Aquesta
acetiltransferasa reconeix dos residus lisina

acetilats a través del seu doble bromodomini.

Ha

A aquest domini se li poden atribuir diverses funcions. Entre els efectes que té
la interaccio del bromodomini d’'una proteina amb les lisines acetilades de les histones
s’inclouen: l'activacié de la transcripcio, el manteniment de I'acetilacio en la cromatina,
'assemblatge i organitzacié en estructures d’alt ordre de la cromatina, fins al
manteniment de la memoria cel-lular (Fry and Peterson, 2001; Agalioti ef a/, 2002;
Hassan ef a/., 2002; Kanno ef al., 2004).

PCAF

PCAF (p300/CBP Associated Factor), tal i com indica el seu nom, és una
acetiltransferasa d’histones associada als coactivadors transcripcionals CBP i p300,
aixi va ser descrita pel Dr. Yang i es seus col-laboradors I'any 1996 (Yang ef a/., 1996).
Al seu extrem Ct, d’alta homologia amb la proteina de llevat Gcn5, és on posseeix
l'activitat HAT tant en llevats com en humans (Yang ef a/,, 1996), i acetila amb prioritat
la histona H3 a nucleosomes. A més de tenir alta homologia amb GCN5 de llevat,
també és homologa a p55 de 7efrahymena, la qual va ser la primera HAT identificada
(Brownell et al., 1996). A través de la seva regié Nt s’'uneix a p300/CBP i pot coactivar
diferents activadors transcripcionals com MyoD o receptors d’hormones nuclears
(Yang et al,, 1996; Puri et al., 1997; Blanco ef al,, 1998) i s’ha mostrat que és essencial
per a la induccié de la diferenciacié muscular (Puri ef al., 1997). PCAF, tal i com es
mostra a la Figura 17, és una proteina de 832 aminoacids, que té un pes molecular
d'uns 90 KDa. Presenta diferents dominis funcionals: a I'extrem Nt s’uneix al
coactivador CBP (Ogryzko ef al., 1996); a I'extrem Ct presenta el Bromodomini; té una
regio HAT que comprén els aminoacids 352-658; i la regié ADA2 adjacent a la regi6
HAT, que és un lloc d’'unié a moltes proteines, entre les quals hi ha E1A -que bloqueja
la seva interaccio amb CBP, alterant la regulaci6 transcripcional-, aixi com factors de

transcripcié com E2F i MyoD.
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Al medi cel-lular es pot trobar formant part de complexes grans amb més de
20 polipéptids associats (Ogryzko ef a/., 1998). En aquest complex hi ha els homolegs
humans dels cofactors transcripcionals: yADA2, yADA3, ySPT3 i diferents TAFs
(Factors d’associaci6 a factors de transcripcié: TF; D) en humans. S’ha vist que alguns
d’'aquests TAF tenen alta homologia amb les histones H3, H4 i H2B, cosa que fa
pensar en la preséncia d’'una subestructura que imitaria un octamer d’histones
(Hoffmann et a/., 1996).

Si s’havia descrit primerament PCAF com un coactivador de CBP; el grup del
Dr. Kouzarides I'any 1998 va mostrar que la proteina PCAF per si sola podia regular al
transcripciéo independentment de CBP pero depenent directament de la seva activitat
HAT (Reid ef al, 1998). També mostraven que podia unir-se a la proteina de
I‘adenovirus E1A, i que aquesta unié també era independent de CBP, i que aix0

impedia la transcripcié mitjangada per PCAF.

Recentment, s’ha descrit la interacci6 de PCAF amb HDACH1, la qual cosa
déna suport a la idea que les acetiltransferases poden controlar la transcripcio
reclutant activitats desacetilasa (o a I'inversa), i augmentar el grau de complexitat en el
mecanisme de regulacio transcripcional per acetilacié/desacetilacié (Yamagoe ef al.,
2003). En la mateixa linia, hi ha altres treballs que relacionen les acetiliransferases
amb desacetilases com I'associacié entre CBP i Sir2 (Newman ef a/., 2002), o p300 i
HDACSG6 (Girdwood ef al., 2003).

1 352 658 695 782 832
HAT ADA2
E1A
MyoD
E2F-1

Figura 17: Esquema de la proteina PCAF. Es representen els dominis més importants, s’indiquen algunes

proteines implicades en diferents processos funcionals que realitza, i els seus llocs d’interaccié.
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Familia d’acetiltransferases relacionades amb GNAT

Aquesta familia de N-acetiltransferases, presenta una alta homologia amb la
familia de GCN5/PCAF. Membres destacats d’aquesta familia son Hat1,
I'acetiltransferasa citoplasmatica que esta relacionada amb el procés de deposicid de
nucleosomes en la cromatina de nova sintesi, i podem trobar-la des de llevats fins a
humans (Kleff ef al, 1995; Parthun ef al/, 1996). Una altra acetiltransferasa
relacionada amb el procés de transcripcio, es tracta de Elp3 la qual pertany a un
complex que participa en el procés d’elongacio de la transcripcié és Elp3 de llevats
(Wittschieben ef al., 1999).

Familia CBP

CBP i p300 so6n els membres d’aquesta familia, i encara que tenen una
extensa homologia entre elles, analisis genétics i moleculars suggereixen que a més
de tenir moltes funcions solapades, també en tenen d’exclusives. En aquest treball es
descriura unicament CBP, tot i que moltes de les seves caracteristiques poden ser

compartides amb p300.

CBP

CBP (CREB Binding Protein) va ser identificada com una proteina que s’uneix
a la proteina E1A de I'adenovirus i al factor de transcripcié (FT) CREB quan esta
fosforilat (Chrivia ef al., 1993; Eckner ef al., 1994). CBP no s’uneix directament al DNA,
perd és reclutada als promotors a partir de factors de transcripcié d’'unié al DNA. Es
una molécula de 2441 aminoacids amb un pes molecular d’'uns 200 KDa. A la Figura
I8, es mostren els diferents dominis funcionals de la proteina. Podria dividir-se en tres
regions clarament diferenciades, els dos extrems, I'amino- i el carboxiterminal sén
dominis de transactivacio, mentre que la regié central és on es concentra l'activitat
acetiltransferasa de la proteina. Concretament, I'extrem Nt té una regié d’'unié a
receptors d’hormones nuclears. L'extrem Ct és una regio rica en glutamines, que actua
com a domini d’activacid, també és el lloc d’'uni6 a la proteina supressora de tumors
p53. CBP conté tres dominis dit de zinc, rics en cisteina, que s’uneixen a multiples
factors, tal i com es mostra en el mapa de la proteina (Figura 18): c-jun (Bannister ef
al., 1995), c-Myb (Dai ef al., 1996; Oelgeschlager ef al., 1996), c-fos (Janknecht, 1995),
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TF.D (Ferreri et al, 1994), MyoD (Yuan ef al., 1996; Sartorelli ef al., 1997), PCAF
(Yang ef al, 1996), receptors d’hormones nuclears (Janknecht and Hunter, 1996;
Kamei ef al, 1996), E2F (Martinez-Balbas ef al, 2000), RNA Helicasa A,
oncoproteines virals com E1A de l'adenovirus, I'antigen T de SV40 i E6 de HPV

papillomavirus huma (Eckner ef al., 1994; Eckner ef al., 1996).

CBP posseeix activitat HAT (Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko ef al.,
1996). Es capag d’acetilar les quatre histones del core nucleosomal. S’ha vist que
l'activitat HAT de CBP és requerida per les funcions d’activacié transcripcional (Roth ef
al., 2001) i que el domini HAT de CBP pot estimular la transcripcié quan és dirigit a un
promotor, aquest procés és especific de promotor i depén de [lactivitat

acetiltransferasa (Martinez-Balbas ef a/., 1998).

CBP acetila altres substrats diferents a les histones com els reguladors
transcripcionals EKLF, GATA-1, p53 i E2F1. Aquesta acetilacio incrementa la capacitat
d’E2F, p53 i GATA1 d'unir-se al DNA, estimulant per tant, I'activitat transcripcional.
També promou I'activacio transcripcional EKLF (Imhof ef a/,, 1997; Boyes ef al., 1998;
Sakaguchi et al, 1998; Liu ef al, 1999). També s’ha vist que CBP pot co-
immunoprecipitar junt a una activitat metiltransferasa d’histones, que metila la histona
H3 a les lisines 4 i 9 (Vandel and Trouche, 2001). CBP és fosforilat per la quinasa
CDK2, present en la transicio G1/S del cicle cel-lular (Ait-Si-Ali ef al, 1998). La
fosforilacio de CBP incrementa la seva activitat HAT /n vifro. Aquest canvi pot activar
'expressio de gens en fase S, que en principi estan reprimits en fase G1 (Goodman
and Smolik, 2000).

CBP és un coactivador transcripcional que s’uneix a varis factors de
transcripcié (Chan and La Thangue, 2001). Aquesta caracteristica li confereix la
capacitat de participar en multiples esdeveniments transcripcionals dependents de
senyals. El fet de participar en diferents vies d’expressiéo génica controlades per
senyals cel-lulars comporta que hi hagi un gran control de CBP; aquest pot donar-se a
diferents nivells: mMRNA, degradacié de proteina, o bé des de la mateixa activitat de la

proteina.
Estudis en ratolins Knockout per p300 i CBP, és a dir, nuls per I'expressio

d’'aquestes dues proteines, mostren que aquestes s6n molt importants per la regulacio

del cicle cel-lular i la diferenciacié (Yao ef al,, 1998). El locus de CBP huma es troba a
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la regid cromosomica 16p13.3 (Wydner ef a/.,, 1995). Aquesta regidé esta implicada en
la Sindrome de Rubinstein-Taybi (Petrij ef a/, 1995) i en alguns tipus de leucémies
(Borrow ef al, 1996). En aquest sentit, les interaccions que t¢ CBP amb diferents
factors cel-lulars com p53, mdm2 i la subunitat p65 NF-Kp fa que estigui implicat en
multiples funcions i tingui una influéncia en el creixement i en la transformacié
cellulars (Goodman and Smolik, 2000). L’associaci6 de p300/CBP amb p53 pot
desencadenar en dues respostes paradoxals, perd dependents del moment cel-lular en
el qual es trobin. D’altra banda, I'associacié de p300/CBP amb les proteines virals E1A
i antigen T sembla que és important perqué aquestes puguin desenvolupar les seves
propietats transformadores. Estudis realitzats amb proteines virals mutades per la seva
associacié a CBP demostren que queda obstaculitzada la seva capacitat estimuladora

de creixement (Ali and DeCaprio, 2001).

P/CAF
E2F
RNA Helicasa A
GATA
TFIIB
MyoD
c-Fos
Antigen T
HPV E6
E1A
1 1099 1758 1877 2441
zF ZF 7z
NHR Mdm-2 c-Myb p53
gf(; c-jun SRC-1
HNF-4 CREB CDK2
Elk1
Sap-la

Figura 18: Esquema de la proteina CBP. Es representen els dominis més importants, s’indiquen algunes
proteines implicades en diferents processos funcionals que realitza, i els seus llocs d’interaccié. NHR:
Nuclear Hormone Receptor, regié on s’uneixen receptors d’hormones nuclears. Es representa el lloc on

interacciona 'antigen T.

Familia MYST

Els membres de la familia MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 i Tip60), participen

en funcions cel-lulars molt diverses. El primer membre d’aquesta familia que va

28



Introduccio

demostrar-se que tenia activitat HAT en humans, va ser Tip60 (TAT-Interactive Protein
60 KDa) (Kamine et al., 1996). Sas 2 i Sas3 juguen papers clau en el silenci génic
(Reifsnyder et al,, 1996) i Esa 1 ho fa per la regulacié del cicle cel-lular de llevat (Smith
et al., 1998; Clarke et al, 1999). MOF (Male absent On First) esta implicada en el
mecanisme de compensacié de dosi a Drosophila (Smith ef al., 1998; Clarke ef al.,
1999; Akhtar ef a/, 2000). La majoria dels membres d’aquesta familia, exceptuant
Sas2, tenen preferéncia per acetilar la histona H4 (concretament MOF acetila la lisina
16 de la histona H4), i contenen un cromodomini del qual s’ha demostrat la seva
capacitat d’'uni6 a I'RNA (Akhtar ef a/, 2000). La unica semblanga que presenta
respecte la familia anterior és la preséncia del motiu A, al qual se li ha atribuit la funcié

d’unié del cofactor acetil-CoA.

2.2.1.2. Desacetilases d’histones

La reacci6 que s'oposa a l'acetilacio de les histones és la desacetilacié. Les
desacetilases d’histones (HDACs) eliminen el grup acetil de les lisines de les cues de
les histones, induint de manera general la repressio transcripcional a través de la

condensacio de la cromatina.

S’han identificat 18 gens humans que codifiquen per diferents HDACs, les
quals s’han classificat en tres families diferents i es resumeixen a la Taula Ill de
'annex 1 (Gray and Ekstrom, 2001).

S’han caracteritzat de manera més profunda les desacetilases HDAC1 i
HDAC2, les quals sén les protagonistes per excel-léncia dels complexes multiproteics
SIN3-HDAC —complex repressor de la transcripcié-, i NURD-Mi2-NRD —-complex de
remodelacié de nucleosomes i desacetilasa d’histones-, respectivament (Khochbin ef
al., 2001).

Els complexes que contenen les desacetilases de classe | (HDACH1, 2, 3, i 8)
s’uneixen a multiples factors de transcripcio, ja sigui de manera directa o indirecta,
mitjangant els corepressors d’hormones nuclears NCoR (Nuclear-receptor
Corepressor) i SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptors).
Un cop portades a la cromatina, les desacetilases de classe | desacetilen les cues de
les histones i indueixen la repressié transcripcional. Encara que les desacetilases de

classe | s’expressin de manera exclusiva al nucli, les desacetilases de classe Il
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(HDACA4, 5, 6, 7, 9, 10 i 11) poden trobar-se tant al nucli com al citoplasma. Aquesta
classe de desacetilases no formen part dels mateixos complexes que les de classe |,
sind que s’uneixen a corepressors d’hormones i factors de transcripci6 com MEF2
(Myocyte Enhancer Factor 2), i regulen la repressio transcripcional (Fischle ef al.,
2001).

Per ultim, la tercera familia de desacetilases, les Sirtuines, sbn homologues
de Sir2, un repressor de la transcripcio de llevat que requereix el cofactor NAD* per a

dur a terme la seva activitat desacetilasa (Imai ef a/., 2000).

Pel qué fa a llevat, s’han descrit fins a 10 tipus de desacetilases diferents.
Cinc d’'aquests enzims s’assemblen en la seqléncia i sén: Rpd3, Hda1p, Hos1p,
Hos2p i Hos3p. Cal dir que Rpd3 és 'homoleg de les desacetilases de classe |, i
Hda1p ho és de les desacetilases de classe Il. Per ultim, el grup constituit per Hst1p,
2p, 3p i 4p estan relacionades amb les desacetilases dependents de NAD*, les Sir2p,

homologues de la familia de classe Il de desacetilases de mamifers.

HDAC1

Van ser Taunton i els seus col-legues, els qui en el seu treball publicat a
Nature 'any 1996 van descobrir la primera desacetilasa en mamifers, la qual estava
relacionada amb el corepressor Rpd3, que ja havia estat descrit bastant abans a llevat
(Taunton et al, 1996). La desacetilasa HDAC1 és un polipeptid de 55 KDa que
presenta un 60% d’identitat de sequiiéncia amb Rpd3 (Vidal and Gaber, 1991; Taunton
et al, 1996). Aquesta proteina es troba juntament amb altres proteines formant
complexes; un dels components d’aquests complexes és la proteina RbAp48 (Qian ef
al, 1993; Taunton ef al, 1996), la qual no sembla tenir activitat enzimatica, pero
semblaria actuar de proteina pont entre enzims modificadors d’histones i les histones
del core nucleosomal (Parthun ef al., 1996; Verreault ef a/., 1996). HDAC1 forma part
del complex Sin3 de mamifers, el qual pot interaccionar amb proteines que s’uneixen
al DNA i té un paper en la regulacié transcripcional. En el grup del Dr. D. Reinberg, es
va purificar i caracteritzar el complex de Sin3 en cél-lules humanes. Van trobar que
Sin3 interaccionava amb diverses proteines: les desacetilases HDAC1 i HDAC2, aixi
com RbAp48 i RbAp46, i dos polipeptids nous SAP30 i SAP18, els quals van

demostrar que eren importants per la repressio de la transcripcio realitzada per Sin3
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(Zhang et al., 1997). També s’ha descrit que HDAC1 recluta a pRb per reprimir la
transcripcié (Brehm ef al, 1998; Luo ef al, 1998; Magnaghi-Jaulin ef al., 1998).
HDAC1 té un motiu conservat, la seqtiencia consens IACEE, per on interacciona amb
pRb —per el seu domini butxaca A/B- (veure Figura 19). Cal fer notar que aquesta
sequéncia presenta un grau de semblanga molt elevat a la que tenen algunes
proteines virals (LXCXE) que també interaccionen amb pRb. S’han relacionat doncs,
algunes proteines virals com E7 amb I'estimulacié de promotors regulats per E2F,
competint amb HDACs per a establir una interaccié amb la pRb (Brehm et al., 1998).
D’altra banda, també s’ha observat que la seqiéncia LXCXE de l'antigen T de SV40
competeix amb la de HDAC1 per interaccionar amb pRb (Magnaghi-Jaulin ef al,
1998). Aixi doncs s’ha suggerit que algunes proteines virals podrien actuar sobre els
complexes formats pRb-HDAC per tal de poder interferir en processos tant importants
del cicle cel-lular (i que regulen ells mateixos) com soén la proliferacié o la diferenciacio

cel-lulars.

D’altra banda, s’ha descrit que HDAC1 és una fosfoproteina susceptible de
ser fosforilada per CK2 als residus serina 421 i 423. Aquesta modificacio
posttraduccional pot alterar la seva conformacié o bé augmentar la seva capacitat
d’interaccido amb proteines del complex, la qual cosa es tradueix en un increment en

I'activitat enzimatica (Pflum ef a/,, 2001).

També s’han descrit interaccions directes entre proteines virals i
desacetilases d’histones. Concretament, el grup del Dr. T. Kouzarides, el 1999, va
identificar que la oncoproteina E7 de HPV16 s’associava amb Mi2, HDAC1 i HDAC?2, i
que aquestes interaccions tenien com a resultat la promocioé del cicle cel-lular en

alguns promotors (Brehm ef a/., 1999).

Perd no és només la interaccié entre proteines virals i HDACs la que pot
comprometre I'expressio dels gens implicats en el creixement i la diferenciacio
cel-lulars. Recentment, s’ha publicat que la desacetilasa HDAC1 pot interaccionar amb
p300 a través del seu tercer dit de zinc (Simone ef al., 2004). Aquesta interaccio té
com a resultat la repressié de gens regulats per p300, com p53 i MyoD. S’havien
descrit anteriorment altres interaccions entre desacetilases i acetiltransferases,
concretament el grup de K. Ozato I'any 2003 va veure que HDAC1 també podia
interaccionar amb PCAF (Yamagoe ef al/, 2003). Podria establir-se un complex on

estiguessin implicades les tres proteines, donat que totes elles tenen capacitat per

31



Introduccio

interaccionar les unes amb les altres, d’aquesta manera, la interaccié entre PCAF i
p300/CBP podria mitjangar el reclutament de HDAC1. Aixd ens déna noves eines que
permetrien augmentar el grau de complexitat existent en la regulacié de la transcripcié
d’alguns promotors, podent establir-se mecanismes més acurats alhora de regular la
transcripcié, D’altra banda, donat que és molt important un manteniment de I'equilibri
entre acetilacié i desacetilacidé de les histones, i que petits canvis es produeixen en
molt poc temps, és de gran valor el fet de poder trobar aquestes dues activitats,
aparentment contraposades en un mateix complex, ja que aixi poden actuar

coordinadament en la mesura que sigui necessari.

Figura 19: Esquema de la proteina HDAC1. Pot

observar-se el motiu d’interaccié de la proteina a

1 482 pRb, motiu també d’interacci6 amb diverses
proteines virals. S’observen dos possibles llocs

de fosforilacio, les serines 421 i 423,

TACEE susceptibles de ser fosforilades per CK2 (Pflum

@ et al., 2001).

2.2.2.Fosforilacio

La fosforilacié de serines o treonines als extrems aminoterminals protuberants
de les histones s’ha vist implicada en diversos processos cel-lulars. La modificacié més
ben caracteritzada és la que es dona a la serina 10 de la histona H3 (H3S10), la qual
participaria tant en processos d’activacié transcripcional com en la condensacié de
cromosomes durant la mitosi (Cheung ef al., 2000). El fet de trobar que una mateixa
modificacié pugui participar en dos processos a priori antagonics, fa pensar que les
modificacions van molt més enlla d’'una simple alteracié estructural de la fibra
cromatinica, i que probablement la participacié d’altres modificacions, juntament amb
I'ambient cel-lular en el qual es troben, sén els que realment determinen quin procés

es dona.

Uns estudis inicials, realitzats l'any 1991 per Mahadevan i els seus

col-laboradors, mostraven que la fosforilacié de les histones té un paper en la induccié
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transcripcional dels gens de resposta immediata en cél-lules de mamifer, com c-fos.
Van trobar que la histona H3 i HMG14 eren fosforilades de manera rapida i transitoria
després de sotmetre les cél-lules a diferents estimuls (estres, factors de creixement)
(Mahadevan ef al., 1991). A més, les families de quinases Rsk/Msk poden produir la
fosforilacié d’aquest residu (H3S10) de manera directa, i s’ha demostrat que la quinasa
Rsk2 esta implicada unicament en processos d’activacié transcripcional (Sassone-
Corsi ef al, 1999; Thomson ef al, 1999). En la mateixa linia, estudis realitzats a
Drosophila, demostren que la induccié produida en els gens del xoc térmic (HS)
estaria relacionada amb un increment de la fosforilacié de H3S10 (Nowak and Corces,
2000). Pel qué fa a S. cerevisiae, la quinasa Snfl actuaria en concert amb
I'acetiltransferasa Gen5 per tal de modificar el promotor del gen INOI fosforilant H3S10
i acetilant H3K14 (Lo ef al., 2001). Les quinases, que anteriorment es coneixien com
factors associats a la transcripciod, actualment es creu que estan reclutades a regions
promotores actuant com a coactivadors de la transcripci6 com les HATs i els

complexes de remodelacio de la cromatina (Berger, 2002).

Paral-lelament, Bradbury i Koshland descriuen que la fosforilacié de les
histones H1 i H3 (H3S10) esta implicada en el procés de condensacié dels
cromosomes que es doéna durant la mitosi (Bradbury, 1992; Koshland and Strunnikov,
1996; Strahl and Allis, 2000). També s’ha vist que H3S28 esta fosforilada durant mitosi
(Goto et al., 1999). La fosforilacio de la serina 10 comenga durant la transicié G2/M del
cicle cel‘lular, a l'inici es localitza a la regié pericentromeérica de la heterocromatina de
cada cromosoma (Hendzel ef al, 1997). A la metafase, aquesta modificacio
s’expandeix al llarg de tots els cromosomes. Una mutacié de substitucié de la serina
10 per alanina (S10A) a 7efrahymena condueix a uns patrons alterats de segregacio
cromosomica (Wei ef al., 1999), cosa que suggereix una estreta relacio entre aquesta
modificacio i el procés de mitosi (veure Figura 110). S’han identificat les quinases
Ipl1/AIR-2 de llevat i de nematode, i la quinasa NIMA (Never In Mitosis A) de A.
nidulans com a quinases reguladores del procés de mitosi (De Souza ef a/., 2000; Hsu
et al., 2000). La quinasa Nek2 de mamifer, que esta relacionada amb NIMA, s’ha vist
que esta formant complexes amb la proteina fosfatasa 1 (PP1) (Helps ef a/., 2000), i
que 'homoleg de llevat de PP1, el Glc7 desfosforila H3 als cromosomes postmitotics
(Hsu et al, 2000). Aixi doncs, en aquest cas també es mantindria un balang en la
fosforilacié donat per aquestes proteines, cosa que ens indica una regulacié d’aquest

procés en la mitosi.

33



Introduccio

També s’ha proposat que la fosforilacio participa en processos de resposta al
dany al DNA (Rogakou ef a/., 1998; Rogakou ef a/., 1999).

[Interphase Metaphase

signaling cascade (MAPK, p38) cell cycle signals

Mitogenic
H3 kinases

g ) -

H3 kinases

Transcription Condensation

Figura 110: Exemple de com una mateixa modificacid, en aquest cas la fosforilaci6 de H3S10, pot
participar en dos processos biologics totalment diferents, segons les combinacions que s’estableixin amb

altres modificacions (Cheung ef a/., 2000).

2.2.3. Metilacio

La metilaci6 de les histones va ser descrita per primera vegada el 1964
(Murray, 1964). Es caracteritza, entre d’altres coses, perqué es pot donar en dos tipus
de residus, les arginines (R), i les lisines (K). Es possible que la metilacié indueixi
alteracions en l'arquitectura de la cromatina, ja sigui condensant o relaxant la seva
estructura. No obstant, el grup metil és relativament petit i la seva aportacié a la
carrega global de la lisina o l'arginina no neutralitza la seva carrega, aixi doncs,
semblaria improbable que la metilacié per si sola pugui afectar de manera significativa
'estructura de la cromatina. Sembla molt més probable que generi llocs d’unié per a
proteines reguladores que continguin dominis d'unié especialitzats (Bannister and
Kouzarides, 2005).
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Figura 111: Reaccions de mono, di- i trimetilacié en un residu lisina. Adaptat de Zhang i Reinberg (Zhang
and Reinberg, 2001).

Les lisines poden estar mono-, di- o trimetilades, mentre que les arginines
nomeés poden estar monometilades o dimetilades (simeétrica- o asimétricament)
(Bannister ef al., 2002; Margueron ef al., 2005), aixd converteix la metilacié en una
modificacid molt més atractiva que les altres, donat que n‘augmenta el grau de
complexitat a I'hora de ser interpretada (veure Figura 111). Els enzims que catalitzen
aquestes reaccions també son diferents, les metiltransferases d’arginines i les
metiltransferases de lisines. De manera general, es donen dos tipus de metilacio a les
histones, la metilacié que es troba en regions d’heterocromatina, transcripcionalment
silents, i la que es troba en regions d’eucromatina, transcripcionalment actives. Pel quée
fa a les primeres es pot parlar de formacié de I'’heterocromatina o del silenci genic, els
residus lisina tipics d’aquestes regions son H3K9, H3K27, H3K79 i H4K20, i es troben
metilats de maneres diferents segons la regié en la qual es troben. Per exemple, les
lisines H3K9 i H4K20 trimetilades es troben enriquides en regions d’heterocromatina
pericentromérica, mentre que la histona H3K27 trimetilada esta enriquida al
cromosoma X inactiu (Rougeulle et al, 2004; Schotta et al, 2004; Bannister and
Kouzarides, 2005). L'any 1999 Strahl i el seu grup donen una visié de la metilacié
alternativa a la que hi havia fins aquell moment. Van trobar la metilacié en llocs de
cromatina activa de T7efrahymena, cosa que comporta de manera inherent un cert
dinamisme en la modificacio. Es va haver de comencar a canviar d’idea, ja no només
es tractava d’'una modificacié molt estable, siné que es trobava en cromatina activa, la
qual cosa requeria cert dinamisme (Strahl et al, 1999). A les regions
transcripcionalment actives, també hi ha diferents residus que esdevenen metilats
depenent dels gens que regulen, son principalment les lisines de les histones H3K4 i
H3K36. Els estudis realitzats per Santos-Rosa i els seus collegues I'any 2002

revelaven que la dimetilacio a la lisina 4 de la histona H3 era present, de manera
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general, en gens inactius -perd amb potencial per activar-se- de llevat, mentre que la
trimetilacié de la mateixa lisina s’observava només en els gens actius (Santos-Rosa ef
al, 2002). Posteriorment, hi ha hagut més estudis en eucariotes superiors que
reafirmen I'accié d’aquesta modificacid. Un estudi realitzat al mateix grup liderat pel Dr.
T. Kouzarides, detallava el que passava en diferents gens de pollastre que
s’expressen diferencialment durant el desenvolupament, i va permetre establir nous
patrons per aquesta modificacié en eucariotes superiors i diferenciar-los dels ja
descrits per a llevats. Es va observar la preséncia de la trimetilacié de la lisina 4 a les
regions promotores i codificadores de gens actius, i 'abséncia d’aquesta mateixa
modificaci6 en els gens que no s’expressen en el mateix moment del
desenvolupament. No obstant, també s’establiren grans diferéncies respecte els
resultats observats a S. cerevisiae, donat que també observaren aquesta modificacié
en gens inactius d’'un locus determinat de la B-globina, de manera que es relacionava
aquesta modificacid amb el manteniment d’un estat de la cromatina més “relaxat”. A
diferéncia de la distribucié global observada a llevat pel qué fa a la dimetilacié de la
lisina 4 de la histona H3, en eucariotes superiors aquesta modificacié es concentra de
manera diferenciada a les regions codificadores dels gens, donat que a les regions
reguladores dels gens s’observa una disminucié o fins i tot una manca de la
modificacidé (Schneider ef al, 2004). El que si queda clar, és que tant la di- com la

trimetilacio, estan lligades a la transcripcié activa dels gens.

2.2.3.1 Metiltransferases d’histones

La metilaci6 és una reaccid catalitzada per proteines metiltransferasa
d’histones (HMTs). Aquesta reaccié té dos residus principals que actuen com a
substrats, i son els que diferencien les dues principals classes de metiltransferases: les
metiltransferasa d’arginines (PRMTs) i les metiltransferases de lisines. Les HMTs de
lisines contenen un domini comu, el domini SET. Cal dir perd, que existeix una familia
de HMT que no contenen el domini SET, entre les quals hi ha la metiltransferasa de
lisines Dot1 (Ng ef al., 2002; van Leeuwen ef al., 2002), la qual és especifica per el
substrat H3K79, una modificacio lligada a regions d’eucromatina (Ng ef a/, 2003). Fins
fa molt poc es creia que la metilacié era una modificacié bastant estable, donat que no
es coneixia cap activitat catalitica capag¢ de revertir-ne la seva acci6. Pero a finals de
'any 2004, els descobriments de Shi i els seus col-laboradors van deixar enrere tota
mena de dubtes al revelar I'existéncia d’'una desmetilasa de lisines d’histones capacg de

revertir la metilacié de H3K4 (Shi ef a/, 2004). Recentment, s’ha pogut veure que
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aquesta mateixa desmetilasa, LSD1, també tindria capacitat per desmetilar la histona
H3K9 de manera dependent de la transcripcié en el promotor del receptor d’androgens
(Metzger et al., 2005).

Domini SET

El nom de domini SET prové de tres proteines on s’ha trobat aquest domini:
Su(var)3-9, Ez i Trithorax. Aquest domini pot dividir-se en tres regions SET-N, SET-I i
SET-C, que van de la regié Nt fins a la Ct. La regi6 central, esta constituida per 130
residus aproximadament. Es a la regi6 SET-C on es produeix la transferéncia del grup
metil, que prové del cofactor S-adenosilmetionina, a la lisina diana. Una diferéncia
rellevant respecte el domini HAT, és que en aquest cas, la histona i el cofactor
s’uneixen a les dues cares oposades del domini SET, de manera que el contacte entre
substrat i donador es déna a través d’'un porus de I'enzim conservat, el canal d’accés a
la lisina. Aixo indica també que la histona pot romandre unida al domini SET mentre
les molécules del cofactor es reciclen fins que s’adquireix el grau de metilacié de les

lisines (mono-, di- o trimetilacid) (Bottomley, 2004).

SET1

Aqui ens centrarem en la metiltransferasa que catalitza la modificacio del
residu H3K4, per tant es fara una breu descripcié de les caracteristiques principals de
la proteina responsable d’aquesta modificacio, SET1. Aquesta proteina pertany a la
familia SET1 la qual esta composta per les proteines hSET1 (A i B) i ySET1, que es
caracteritzen per qué metilen la histona H3 al residu lisina 4. No obstant, membres
d’aquesta familia tenen funcions lligades a la regulacié epigenética de gens regulats
durant el desenvolupament, proteines del grup tritorax (trx): EZH1, EZH2, MLL, etc.
Una de les caracteristiques més rellevants d’aquesta familia és que a més del domini
catalitic SET, contenen un domini ric en cisteines adjacent al domini SET a la regi6

més carboxiterminal de la proteina, el qual s'anomena POST-SET (Kouzarides, 2002).

De metiltransferases se n’han descrit moltes i probablement se’n continuaran
descrivint moltes més -al igual que passa amb les HATs i HDACs-. Cadascuna té
preferéncies de substrat ben distingides, la qual cosa implica diferents conseqliéncies

en la varietat de processos en els que participen. No obstant, en aquest treball s’ha
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analitzat unicament la metilacié de la histona H3 a la lisina 4, és per aix0 que ens
centrarem només en la metiltransferasa responsable d’aquesta modificacio, tot i que a
la Taula IV de lannex 1 es resumeixen les caracteristiques principals de

metiltransferases existents.

La metiltransferasa Set1 consta de 1709 aa i t& un pes molecular aproximat
d'uns 185 KDa en humans. El domini SET es localitza a I'extrem Ct de la proteina i
adjacent a aquest es troba el domini POST-SET. A la regié aminoterminal presenta un
domini RRM (RNA Recognition Motif) (veure Figura 112). Com la majoria d’enzims
existents en eucariotes no actuen en solitari, siné que ho fan en companyia d’altres
proteines formant complexes. Aixi doncs, la proteina Set1 s’ha vist en el mateix
complex que conté la proteina Ash2 -component del grup Trithorax de Drosophila
(Ladeunesse and Shearn, 1995)- i WDR5 -proteina que presenta repeticions de WD40
i es postula que serveix com a modul de reconeixement de H3K4 di- i trimetilada
(Wysocka et al., 2005)-.

1 1709

O SET

RRM POST-SET

Figura 112: Esquema de la proteina SET1. Es mostren el domini catalitic SET a la regi6é carboxiterminal, i
adjacent a aquest, el domini POST-SET més a I'extrem carboxiterminal. A la part més aminoterminal

s’observa un motiu RRM, motiu que es caracteritza per reconéixer 'RNA.

2.2.4. Ubiquitinacio i Sumoilacio

Tant la ubiquitinacié com la sumoilacié sén modificacions posttraduccionals que
es donen en les proteines, i concretament en les lisines de les histones. La reaccié
que es dona és reversible i les funcions que se’ls atribueixen son tant diverses com: la
regulacié de la transcripcid, I'estructura de la cromatina i la reparacié del DNA.

Possiblement els efectes de la ubiquitinacié i sumoilacié sén deguts a la uni6 de
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proteines que tenen dominis d’unié especifics per al seu reconeixement (Nathan ef a/.,
2003).

La ubiquitina és un polipéptid de 76 aminoacids que s’uneix als residus lisina a
través de la seqiéncia de reaccions mitjangades per tres enzims que conjuguen la
ubiqguitina: E1 (enzim activador de la ubiquitina), E2 (enzim que conjuga la ubiqitina) i
E3 (ubigiitina lligasa). El domini RING és el responsable d’aquesta reaccid, i es coneix
des de fa relativament poc. Estudis realitzats I'any 2003 han identificat el domini RING
de Bre1 com la ubiquitina lligasa que actua a H2B (Hwang ef a/., 2003; Wood ef a/.,
2003). Treballs desenvolupats a S. cerevisiae mostren que la lisina 123 -situada a la
regio Ct de la histona H2B- pot estar ubiquitinada per la ubiquitina lligasa Rad6. El
significat bioldgic que se li atribueix és una participacio critica a la mitosi i la meiosi
(Robzyk et al., 2000). Estudis realitzats a Drosophila d’'un enzim que esta implicat en el
procés transcripcié TAF250, indiquen que també té capacitat per ubiquitinar la histona
H1. Per tant, donades les seves activitats quinasa i acetiltransferasa addicionals, es
creu que d’aquesta manera l'activitat ubiquitina lligasa també estaria implicada en la
transcripcié (Pham and Sauer, 2000; Berger, 2002). Aquesta és una reaccié reversible,
i els enzims UBPs (Ubiquitina proteases), son els responsables de la reaccié oposada,

la desubiquitinacid.

/‘ a _1.-_“’_("' f.-‘.u.nm .-.e.ﬁ@ Sumo E-g
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Figura 113: Model proposat per Nathan sobre la regulacié de la transcripcié mitjangant la sumoilacio
(Nathan ef al., 2003). El pas d'un gen en estat actiu, un cop s’ha transcrit a un estat reprimit, requeriria
una atenuacio de la seva activitat. Es necessitaria la desacetilacié dels residus lisina per HDACs, i una
posterior captacio dels enzims responsables de la sumoilacidé que reclutarien el complexes necessaris per

poder reprimir el gen.

D’altra banda, la sumoilacié o SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier) és una
reaccié capag¢ d’introduir polipéptids tan grans com els de I'ubiqitina en les proteines.

Estudis realitzats per Shiio i Eisenman indiquen que la sumoilacié de la histona H4 es
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correlaciona amb una repressido de la transcripcio. Demostraven que SUMO-H4
s’associa amb la cromatina, amb HDAC1 i HP1 (Shiio and Eisenman, 2003). En el
treball de Nathan i els seus col-legues es proposa un model basat en els estudis de
Shiio i Eisenmann, que esquematitza el pas d’un estat transcripcionalment actiu a un

de reprimit, Figura [13.

S’ha descrit un enzim involucrat en aquesta reaccio, és UBC9, el qual es troba
des de llevats a humans. Pel qué fa a la reaccio inversa, aquesta esta catalitzada per

els enzims ULP-related proteases.

2.3. El Codi de les Histones

Si una cosa hauria de quedar clara d’'una manera global és que la cromatina
no és només un suport de la informacié genética codificada en el DNA, sind que juga
un paper molt actiu mitjangant canvis dinamics en la funcié i I'expressioé genica. Aquest
polimer esta preparat per integrar una gran varietat de senyals endogens i exdgens
cosa que li permet actuar com una plataforma de senyalitzacioé per la cél-lula. Es en les
histones on convergeixen aquests senyals i ho fan concretament mitjancant les
modificacions dels diferents residus en els extrems g-aminoterminals protuberants,
aquestes son les principals responsables d’emmagatzemar, fomentar i heretar la

informacié biologica.

S’ha proposat que les modificacions de les histones constitueixen un codi,
'anomenat codi de les histones, en el sentit d’'un conjunt de modificacions col-locades
de manera seqliencial o en combinacioé que poden exercir diferents significats biologics
a la cél-lula. La idea sorgeix de I'observacio que moltes de les modificacions es donen
en un mateix residu, i sovint el significat que se’ls ha atribuit és contraposat, és a dir,
que moltes d’aquestes modificacions s’exclouen entre elles. De la mateixa manera,
s’ha vist que una mateixa modificacié quan actua en conjuncié amb una altra o quan

actua sola no exerceix el mateix tipus de funcio.

Un dels primers protagonistes a I'hora de parlar de codi sén els enzims que
catalitzen les diferents modificacions. Aquestes proteines han de ser suficientment
especifiques a I'hora d’'atribuir els senyals als residus receptors. Podem posar com a

exemple I'especificitat de substrat que tenen els enzims HAT, com a indicatiu que no
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es tracta d’'una modificacié que es doni a l'atzar. A la Taula Il, on es resumeixen les
acetiltransferases, s’assenyalen les diferents modificacions de les histones i els
corresponents enzims que les catalitzen (Peterson and Laniel, 2004). Aixi doncs, les
preferéncies que manifesta cada enzim sén les que determinen els diferents patrons
d’activacié de la transcripcié que s’observen. La familia de HATs GCN5, catalitza la
reaccié acetilant preferentment la lisina 14 de la histona H3 /n vifro (Kuo ef al., 1996),
mentre que experiments realitzats /n vivo mostren una accié6 més amplia d’aquest
enzim, podent acetilar més residus que probablement també seran necessaris en
aquest procés. Estudis realitzats I'any 1997, demostren que GCN5 de llevat pot
acetilar especificament H3K14, H4K8 i H4K16 (Neuwald and Landsman, 1997; Zhang
et al., 1998; Grant ef al., 1999; Strahl and Allis, 2000).

El pas seglent a I'adjudicacié d’'una modificaciéo determinada i especifica de
residu és la interpretacio d’aquesta, a fi que aquesta interpretacio es faci seguint els
patrons d’un codi, cal que hi hagi una interrelacié entre diferents modificacions. Tal i
com s’exemplifiquen més endavant a la Figura 114 hi ha diferents tipus d’interrelacions:
(i) les que es donen a la mateixa cua de la histona (actuacié en c¢is): una combinacio
excloent de residus de la histona H3 ens mostra com la metilacio de la lisina 9 de la
histona H3 impedeix que s’acetilin les lisines 14, 18 i 23 (i dbviament la 9), i que es
metili la lisina 4 de la histona H3 (Wang ef a/.,, 2001). Una altra combinacié implica que
la fosforilacié de la serina 10 de la histona H3 promouria I'acetilacié de la lisina 14 de
la mateixa histona, i a la vegada també impediria la metilacio de la lisina 9. Una lectura
inversa la tenim quan primer es metila la lisina 9, que té un paper inhibidor de la
fosforilacio de la serina 10 i l'acetilacio de la lisina 14 de la histona H3 (Cheung ef al.,
2000; Rea ef al., 2000). (i) Les que es donen entre histones diferents (actuacié en
frans); en aquest sentit la metilacié de la lisina 4 de la histona H3 promou I'acetilacié
general de les histones H3 i H4 (Wang ef al,, 2001), o bé la ubiquitinacié de la lisina
120 de la histona H2B (la 123 en llevat) promou la metilacié de les lisines 4 i 79 de la
histona H3 (Strahl and Allis, 2000; Briggs ef al., 2002; Dover ef al., 2002; Ng ef al.,
2002; Sun and Allis, 2002). Darrerament s’ha matisat la idea de codi i s’han introduit
dos nous conceptes: el tandem binari de modificacions (o switch binary) i els cassets
de modificacions. El concepte de tandem binari s’entén com que hi hauria
modificacions adjacents que actuarien de manera interdependent les unes de les altres
per a establir una via de senyalitzacié concreta. Per exemple, la metilacié-fosforilacio
que es dona entre la lisina 9 i la serina 10 de la histona H3 respectivament, les quals

no compartirien escena, seria un mecanisme local excloent d’actuacio6 (Fischle ef al.,
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2003). Segonament, el concepte dels cassets proposa I'existéncia de regions o motius
conservats a les cues de les histones que poden estar modificats de manera
diferencial, la qual cosa podria desencadenar respostes i/o lectures diferents -sovint

contraposades-, depenent del tipus de modificacié present (Fischle ef a/., 2003).

Per establir un codi, cal que hi hagi doncs, uns senyals -que en aquest cas
soén les modificacions en les histones-, i un reconeixement d’aquests senyals per part
de proteines. S’ha descrit I'existéncia de dominis especifics per reconeixer aquests
senyals. Com s’ha explicat anteriorment en l'apartat de les acetiltransferases
d’histones, el bromodomini reconeix les lisines acetilades. De bromodominis se’n
troben en una gran varietat de proteines. Es d’especial interés I'existéncia d’un grup de
proteines, pertanyents a la familia BET, les quals es caracteritzen perqué estan
constituides per dominis bromo col-locats I'un al costat de l'altre, i que presenten
diferents especificitats per diferents lisines acetilades en diferents histones (Kanno ef
al., 2004). Un altre domini, el cromodomini, s’ha vist que és el lector de les lisines
metilades en les histones. Aquest domini es va identificar per primera vegada en dues
proteines reguladores amb propietats diferents a Drosophila, HP1 i Polycomb (Paro
and Hogness, 1991). Posteriorment, aquestes estructures s’han identificat en diversos
reguladors de la cromatina com factors de remodelaci6 de la cromatina,
acetiltransferases d’histones i metiliransferases d’histones (Jones ef al, 2000;
Eissenberg, 2001; de la Cruz ef a/., 2005). A part d’'unir-se a histones, s’ha vist que hi
ha cromodominis que unicament s’uneixen a I'RNA i/o al DNA (Akhtar ef a/, 2000;
Bouazoune ef al, 2002). Per ultim, el domini SANT, que s’uneix a histones no
modificades, va ser identificat en corepressors de receptors nuclears. Es tracta d’'un
motiu petit, de tan sols 50 aminoacids, i que posseeix una forta semblanga amb el
domini d’unié al DNA de les proteines relacionades amb c-Myb (Aasland ef a/., 1996).
Aquest domini el podem trobar en complexes d’enzims de remodelacié de la cromatina
dependents d’ATP, en metiltransferases d’histones (HMTs) i en diverses proteines que
formen part de complexes HAT i HDAC (de la Cruz ef al., 2005). La principal funcié
d’aquest domini és estabilitzar, a través d’'una unié directa, els extrems Nt de les
histones en una conformacié que afavoreixi la seva uni6 als enzims modeladors i es

pugui donar la subsequent catalisi (Strahl and Allis, 2000; Jenuwein and Allis, 2001).
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Figura 114: Codi de les histones. Interrelacio de les diferents modificacions de les histones que estableixen
diverses combinacions per definir un codi que sera interpretat per enzims que reconeixen les
modificacions i traduit en significats biologics diversos. A) Una mateixa modificacié en un mateix residu
pot tenir respostes diferents segons les modificacions que s’estableixin al seu costat o bé segons la
prioritat i ordre en qué s’estableixin. Per exemple, la metilacié de H3K4 pot afavorir una acetilacio per part
de p300 de les lisines 9, 18 i 23 de la histona H3, i fent més extensiva la resposta, les histones properes a
H3, com la histona H4 també pot esdevenir acetilada als residus lisina 5 i 8; no obstant, si primer es
produeix la metilacié de la lisina 9 de la histona H3, queda impedida l'acetilacié dels residus lisina
adjacents i també la metilacié de H3K4 (Wang et al., 2001). B) La fosforilacié de la serina 10 de la histona
H3 pot afavorir I'acetilacié de la lisina 14 de la histona H3 (i a l'inversa), i inhibeix la metilacié de la lisina 9
de la histona H3 (Cheung ef a/., 2000; Rea ef al., 2000). C) La ubiqitinacié de la lisina 120 de la histona
H2B s’ha vist implicada en 'establiment de la metilacio de les lisines 4 i 79 de la histona H3 (Briggs ef al.,
2002; Dover et al., 2002; Sun and Allis, 2002; Ng et al., 2003).
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3. El Virus SV40

Encara que només una petita part dels cancers humans tenen una etiologia
viral, I'estudi dels tumors provocats per virus de DNA que transformen cél-lules de
rosegadors i humanes ha permés avancar en el coneixement dels esdeveniments
moleculars que participen en la programacié d’un fenotip maligne. En aquest sentit, ha
esdevingut rellevant la investigacio de les oncoproteines codificades per virus.
Aquestes s’han vist relacionades amb la pertorbacié de certes vies regulades per
proteines crucials en el control de la proliferacio i supervivéncia cel-lulars per a establir
la transformacio cel-lular (Chen and Hahn, 2003). Dins la familia dels papovavirus, que
son virus de DNA, hi podem trobar SV40 (Simian Virus 40) (Melnick and Stinebaugh,
1962). Aquest virus va ser aillat el 1960 quan s’experimentava per obtenir vacunes

contra la poliomielitis (Sweet and Hilleman, 1960).

Els virus poden tenir dos tipus de cicles vitals, segons es trobin infectant un
tipus cel-lular permissiu 0 no permissiu. Un tipus cel-lular permissiu es caracteritza per
qué produeix determinades proteines o factors que I'ajuden a replicar el seu DNA i a
fabricar les particules virals filles per poder ser alliberades de la cél-lula, I'objectiu del
virus en aquest ambient permissiu és la infecci6 i destruccié de la cél-lula, es diu que el
virus realitza un cicle litic. D’altra banda, un tipus cel-lular no permissiu, no presenta
aquests factors, el DNA viral s’integra de manera latent en el genoma eucariota i es

desencadena un procés de transformacio cel-lular, el virus entra en un cicle lisogénic.

L’hoste natural (tipus cel-lular permissiu) de SV40 soén les cél-lules de ronyo
de mono verd Africa. El seu cicle litic s’inicia quan aquest virus infecta una cél-lula
permissiva i el genoma viric accedeix al nucli cel-lular, és transportat fins al nucli on es
desfa de la capside i s’allibera el contingut genétic. Durant les primeres 10-12 hores
s’esdevé l'expressiéo de les proteines primerenques virals, les quals necessiten i
utilitzen la maquinaria basal de la cél-lula hoste per realitzar aquest procés, reconduint
les cél-lules a la seva fase S. L’antigen T pot regular negativament els seus nivells
d’expressio quan aquests han assolit un llindar determinat, que normalment succeeix a
les 16 hores posteriors a la infeccio, immediatament després d’aixd comenca el procés
de replicacié del seu DNA, el qual es ddna fins a les 36 hores després de la infeccio.
Paral-lelament es donen altres esdeveniments, i no menys importants per al virus, com

son l'expressio de les proteines tardanes VP1, VP2 i VP3 (Viral Protein), les
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responsables de I'encapsidacio, i la proteina agno, que semblen participar en algun
moment de l'assemblatge del virus i de la seva sortida de la célllula hoste
respectivament. A les 48 hores posteriors a la infeccid, el minicromosoma -aixi se
'anomena donada la seva estructura i composicio- comenga a associar-se a les
proteines de la capside per tal de formar-se els virions. Es produeix una lisi cel-lular i
les particules viriques s’expandeixen cap a les cél-lules circumdants, aixd es déna

durant els ultims moments de la infeccio, entre les 60 i 70 hores postinfectives.

El virio de SV40 té 45 nm de diametre i el seu genoma esta constituit per
5243 pb (Fiers ef al., 1978); Tooze, 1980). El seu DNA és circular i de doble cadena, i

adopta una estructura superenrotllada (Vinograd ef a/., 1965).

S’associa a les histones de 'hoste H2A, H2B, H3 i H4 -no s’ha vist associat a
la histona H1- (Varshavsky ef a/, 1976) generant-se el que seria la cromatina virica
(Kornberg, 1974; Kasamatsu and Wu, 1976), la qual s’estructura en 26 nucleosomes,
envoltats cadascun per 200 pb de DNA (Tooze J, 1980). Aquesta estructura gendmica
del DNA de SV40 s’anomena minicromosoma, degut a la semblanga estructural que té

amb la cromatina eucariota.

SV40 optimitza al maxim la poca quantitat d’'informacié genética de qué
disposa. L’estratégia que segueix és la de col-locar els gens de manera sobreposada i
fent-los compartir una unica regioé reguladora —d’'uns 400 pb aproximats-, que no es
tradueix i que conté els elements de control de la transcripcid i la replicacio. Aquesta
regio de control es divideix en I'origen de replicacié, que és unic, un dominiricen Gi C
i que conté llocs d’'unié a Sp1 i comprén part del promotor primari, i una area
potenciadora (o enhancer ) de 72 pb (Butel and Lednicky, 1999). El genoma viric
codifica per dos tipus de proteines, que es distingeixen segons el seu moment

d’expressio, son les proteines primerenques i tardanes.

Les proteines primerenques son: I'antigen T, l'antigen t, i 'antigen 17K T.
Aquestes participen tant en processos d’infecci6 com de transformacié. Tant els
antigens T gran com t petit sén actives en la induccié d’un fenotip neoplasic en
cél-lules de cultiu, perd T és essencial en aquest procés (Sleigh ef al., 1978; Lewis and
Martin, 1979; Kriegler ef al., 1984; Brown ef al., 1986; Jat ef al, 1986; Bikel ef al.,
1987). Tant I'antigen T com I'antigen t son essencials per qué es doni la replicacié del

DNA viral, aixi com per induir transformacié cel-lular. L'antigen T i les seves
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caracteristiques seran detallades en el seglient apartat donat que és un dels objectius

d’aquesta tesi.

Les proteines d’expressio tardana soén les destinades a formar la capside dels
virions. Aquesta té una estructura icosaédrica, formada per 72 capsOmers. Les
proteines que la constitueixen sén les VP1, VP2 i VP3. S’expressen just després de la
replicacié del DNA. Concretament, VP1 és la que interacciona amb el minicromosoma,
provocant un reordenament dels nucleosomes. Té un paper estructural en la formacié
els capsdmers pentamérics de la capside, i un paper regulador en la inhibicié
transcripcional del minicromosoma (Ambrose ef al., 1986; Blasquez ef al., 1986). A la

Figura 115 s’esquematitza el genoma del virus SV40.

Figura 115: Esquema del genoma del virus SV40
(Tooze, 1980).

3.1. Antigen T

L’antigen T és una de les proteines virals primerenques de SV40. S’expressa a
les 10 hores de l'inici d’una infecci6 virica en cél-lules permissives. Totes les proteines
primerenques de SV40 provenen d’'un mateix gen que mitjangant un spficing alternatiu
a la regié aminoterminal genera tres tipus proteics amb una regié Nt compartida i

diferents regions Ct (Prives et al., 1977).

L’antigen T és una proteina nuclear de 708 aminoacids, amb un pes molecular
d'uns 90 KDa. Presenta llocs susceptibles de ser fosforilats, que es mostren a la
Figura 116. També presenta una regioé de localitzacié nuclear (NLS), situada entre els

aminoacids 126-132. Aquesta proteina esta implicada en el procés de replicacié del
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DNA viric unint-se a l'origen de replicacio (aixd ho fa a través d’un domini d’'unid
especific de sequéncia), es responsabilitza d’iniciar les rondes de replicacio
(Tegtmeyer, 1972). De la mateixa manera, estableix la transcripcié de gens que tenen
una expressio a la fase tardana (Brady ef al., 1984), i coordina la regulacié negativa de
la transcripci6 de gens de la fase primerenca, quan s’assoleixen uns determinats
nivells de proteina (Rio ef al, 1980; Tjian, 1981). Té la capacitat d’'unir-se a AP2
(Mitchell ef al., 1987), a la DNA pol a, a I'adenina, i de manera inespecifica al DNA.
També s’ha vist que pot ser acetilada principalment per CBP al residu lisina 697
(Poulin et al., 2004).

Se li atribueixen multiples activitats bioquimiques com son l'activitat helicasa i
ATPasa (Wiekowski ef al., 1987) i totes elles actuen independentment (Gluzman ef al.,

1977). A la Figura 116 s’esquematitzen els dominis que constitueixen I'antigen T.

132
126
114
103
82 ‘ 13 351 418 450 528 533 626 708

Domini J * Unié DNA

L L
o, o
@

Figura 116: Esquema de la proteina antigen T del virus SV40. Se’n detallen els diferents dominis descrits.
Els dominis responsables de la transformacié cel-lular: Domini J (1-82), de color blau fosc; la regid
conservada LXCXE d’interacci6 amb les proteines de la familia de Retinoblastoma (pRB) (103-114), de
color taronja; la regi6 bipartida d’'uni6 a p53 (351-450 i 533-626), de color blau. Cal destacar la interaccio
de l'acetiltransferasa CBP, representada amb el color vermell, localitzada aproximadament a la regi6é on
interacciona p53. Altres dominis importants per a la proteina son: la regié de localitzacié nuclear NLS
(Nuclear Localisation Signaling) (126-132), de color blau; la regié d’'unié al DNA (139-220), de color verd
fosc; la regio d’'unio a 'ATP (418-528) i la d’activitat catalitica ATPasa (418-626).

Durant el procés de transformacié viral és necessaria una reprogramacié dels

processos habituals que es donen a la cél-lula, i les proteines virals adopten papers
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protagonistes al fer-se carrec dels comandaments de la cél-lula. D’aquesta manera
I'antigen T estimula la transcripcié de gens de la cél-lula hoste necessaris per al procés
de transformacio (Tegtmeyer, 1972; Tegtmeyer, 1975). Per aquest procés hi ha tres

dominis essencials:

A) A la regié Nt hi ha dos dominis basics per a la transformaci6 cel-lular, que a
més es complementen. D’'una banda, el Domini J que comprén els primers 82
aminoacids -s’anomena aixi degut a la homologia que té amb la familia de xaperones
DnadJ- i, per l'altra, el motiu LXCXE que comprén els aminoacids 103-107. El domini J
conté tres residus altament conservats, HPD (Histidina-Prolina-Aspartat, 42-44), que
sén essencials per la correcta fosforilacié de p130 (proteina supressora de creixement
de la familia de la proteina del Retinoblastoma, pRb) (DeCaprio, 1999). Aquest domini
coopera amb el motiu LXCXE (Lisina-X-Cisteina-X-Glutamic, on X és un aminoacid
qualsevol), que és el lloc d'uni6 de les proteines de la familia de pRb (DeCaprio,
1999). Es tracta de proteines cel-lulars crucials en diferents processos que regulen el
cicle de la cél-lula, ja que participen en la transicié de les fases G1/S del cicle, i estan
regulades per processos de fosforilaci6. També se les ha anomenat proteines
supressores de tumors donat que la seva abséncia pot conduir a processos
cancerosos. A la Figura 117 s’esquematitza el paper de pRb en el cicle cel-lular durant
la transici6 G1/S. Durant la fase G1, un grup de gens regulats per E2F, i que
s’expressen durant la fase S estan reprimits per la proteina pRb, aquesta repressio pot
ser deguda a la interaccié de pRb amb HDAC1 (Brehm et a/,, 1998; Luo ef a/,, 1998;
Magnaghi-Jaulin ef al., 1998), la qual es déna a través del domini IACEE de HDAC1
(Taya, 1997) i el domini butxaca de pRb. En la transicié de G1/ S s’activa una quinasa,
cdk2, i es produeix la fosforilacié de la pRb, de manera que s’allibera dels promotors
que reprimia i permet que un complex activador s’instal-li sobre aquests promotors per
activar-los i es pugui donar una correcta expressio dels gens necessaris per la
proliferacié cel-lular (Eckner ef al., 1996). Si s’altera aquest nivell de regulacié podem
tenir casos d’aturada del cicle cel-lular, cosa que es dona si la pRb esdevé no
funcional. La interacci6 de l'antigen T amb la pRb provoca una imitacid de I'estat
fosforilat de la proteina, alliberant permanentment els promotors regulats per E2F i
permetent que aquests gens s’expressin alterant el cicle cellular (Zalvide and
DeCaprio, 1995).
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Preséncia de I'antigen T i influéncia en la
G1/S transicio de G1a S

-_ = - = Antigen T

Figura 117: A I'esquerra de la figura es representa un esquema del cicle cel-lular en la transicié G1/S, on
actua una quinasa (cdk2) encarregada de fosforilar la proteina del Retinoblastoma. A la fase G1, pRb no
esta fosforilada, i s’uneix a E2F1-DP1 (de color verd i taronja respectivament) reprimint la transcripcio. A la
fase S, es troba fosforilada i és desplagada del complex activador (C.A.), permetent I'accés al complex
activador i per tant I'expressio de gens de fase S. L’esquema de la dreta postula un possible rol de

I'antigen T en aquest punt, actuant sobre la proteina del Rb, i imitant I'efecte produit per la fosforilacio.

B) La regio Ct bipartida compren els aminoacids 351-450 i 533-626, i és la regio
responsable de la unid per estabilitzar i inactivar a p53 (Kierstead and Tevethia, 1993).
Aquesta proteina és molt important a nivell de regulacié del cicle cel-lular, donat que
participa en processos de dany al DNA i apoptosi. p53 esta altament regulada durant
el cicle cel-lular per altres proteines que en controlen el seu nivell d’expressio i la seva
estabilitat, i generalment actua com a factor de transcripcié quan s’activa algun procés
de dany a la cél'lula (Pipas and Levine, 2001). Aquesta va ser una de les primeres
proteines cel-lulars identificada que interaccionava amb [I'antigen T (Carroll and
Gurney, 1982), cosa que explica el fet que mutacions a les regions d’interaccié de p53

i pRb afecten la capacitat transformadora de I'antigen T (Ali and DeCaprio, 2001).

C) Una altra interaccié essencial per a induir la transformacié cel-lular és la que es
produeix amb els coactivadors transcripcionals p300/CBP. Sembla que el lloc
d’interaccié de p300/CBP amb I'antigen T és a la regi6 bipartida on també s’hi uneix
p53. Aquesta regio d’interaccié es veu reforgada per I'efecte que té el domini LXCXE
en la qualitat de la interaccio, i en la fosforilaci6 de p300/CBP per reprimir-ne la
transactivacié (Eckner ef a/,, 1996). S’ha observat que aquesta interaccié pot alterar la
fosforilaci6 de p300/CBP, perd també podria donar-se una activaciéo de la fosfatasa

que desfosforila p300. La interaccié de p300/CBP amb I'antigen T antagonitza la seva
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funcié de transactivacio en determinats promotors (Avantaggiati ef a/., 1996; Eckner ef
al, 1996). Sembla probable doncs, que els complexes formats per antigen T-CBP
estimulen el creixement cel-lular alterant els programes d’expressié génica. Un
d’aquests programes que esdevé alterat és el de la diferenciacio, hi ha estudis que
demostren que la infecci6 de SV40 en cél-lules diferenciades provocaria un
desbloqueig de les vies de proliferacié induint la transcripci6 de gens com MyoD
(Halevy et al, 1995). L’activacido d’'un grup de gens pot ser tant important com la
repressio d’un altre grup. Eckner i els seus col-laboradors han trobat que la interaccio
que s’estableix entre l'antigen T i CBP forma part d’'un complex ternari on també
intervé la proteina p53, suggerint que és necessaria la preséncia de p53 perqué es
doni la interacci6é antigen T-CBP (Eckner ef al., 1996). Posteriorment, un altre grup ha
observat que l'antigen T pot ser acetilat mitjangcant CBP, i que aquesta acetilacio
requereix la preséncia de p53. Aquest grup suggereix que una manera d’estabilitzar la
interaccio de I'antigen T amb p53 és mitjancant I'acetilacié de la oncoproteina per CBP
(Poulin et al., 2004).

Les interaccions observades entre proteines virals i HDACs esdevenen un
altre focus d’atencié en el procés de la transformacié cel-lular, que pot esdevenir
complementari a les interaccions descrites anteriorment, sobretot les que es donen
amb els enzims HAT. S’ha vist que la interaccié de I'antigen T amb una HDAC seria
molt important per a la inhibicié de la replicacié del DNA viral durant les primeres hores

infectives.

3.2. SV40 i la transformacio cel-lular

Malgrat no s’ha vist implicat el virus SV40 en l'establiment de processos
cancerosos en celllules humanes, s’han realitzat diversos estudis per establir els
possibles mecanismes que regulen la immortalitat i la transformacié en diferents tipus
cel-lulars i diferents espécies (Chen and Hahn, 2003). Encara que les cél-lules murines
i les humanes comparteixen varies vies reguladores del cicle cel-lular, diversos estudis
revelen diferéncies importants en els requisits necessaris per a la immortalitat cel-lular.
En diversos tipus cel-lulars murins la pérdua de p53 o altres supressors tumorals
significa una immortalitat. No passa el mateix en les cél-lules humanes, on un nivell de
complexitat més elevat s’ha observat per I'establiment d’aquest patr6. La immortalitat

és un prerequisit indispensable per a establir la transformacié cel-lular (Newbold and
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Overell, 1983), les diferéncies observades entre cél-lules humanes i de rosegadors en
'experiment d’immortalitat mitjancada per l'antigen T es fan extensives a la
transformacié per aquesta oncoproteina viral. Els ultims estudis en aquest camp
proposen diferents raons que expliquen aquesta discrepancia entre cél-lules humanes i
de rosegadors. Diferents barreres en les célllules humanes interfereixen en la
capacitat de I'antigen T per transformar (Macera-Bloch ef al., 2002). Les tres regions
de I'antigen T, descrites anteriorment, responsables de processos de transformacio en
tipus cel-lulars no permissius s’ha vist que no soén suficients per transformar cel-lules
humanes. No obstant, diversos grups han demostrat que I'expressié de la subunitat
catalitica de la telomerasa, hTERT, en aquestes cél-lules permet esquivar una de les
barreres cel-lulars, la crisi apoptotica, allargant els telomers. Aquest mecanisme dels
telomers és molt diferent entre cél-lules humanes i de ratoli. Perd malgrat que la
introduccio de 'antigen T i hTERT és suficient per immortalitzar les cél-lules humanes,
aquesta combinacié no pot transformar la majoria de cél-lules humanes (Hahn ef a/,
1999). Aixi doncs, seran necessaries més alteracions a part d’aquestes per a tenir una

transformacio maligna en cél-lules humanes.

4. El Cicle Cel-lular

Es podria definir el cicle cel-lular com un conjunt d’esdeveniments ordenats,
precisos i altament controlats a través dels quals les ceél-lules dupliqguen el seu
contingut i es separen en dues cél-lules filles idéntiques genéticament a la cél-lula
mare. Aquest és un procés universal pel qual totes les cél-lules es reprodueixen, i la
base del creixement i desenvolupament de tots els éssers vius. Si aquest procés es
porta a terme correctament, I'organisme s’assegura la seva supervivéncia i viabilitat,
mentre que una pérdua del control en la seva regulacié esdevé dramatica, i en resulta

un augment en la inestabilitat genomica que pot conduir a I'aparicié del cancer.

4.1. Fases del cicle cel-lular

El cicle cel-lular en eucariotes és I'alternanca de diferents fases per garantir una
correcta duplicacio i divisié del material cel-lular (veure Figura 118). Es distingeix la
Fase G1 (Fase Gap o espaiadora 1) que es troba a la sortida de la mitosi i just abans
de la replicacié del DNA, té una durada variable segons el tipus cel-lular perd es

caracteritza per un augment de mida considerable de la cél-lula, es donen unes
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activitats elevades a nivell de transcripcio, sintesi proteica i la cél-lula avalua les
condicions de I'entorn i la possibilitat de continuar amb la divisio cellular. Just després
es dona la Fase S (Fase de Sintesi), en la qual es replica el DNA. A continuacio hi ha
la Fase G2 (Fase Gap o espaiadora 2), el periode que precedeix la mitosi, la cél-lula
ha de comprovar que la replicacid del DNA ha esdevingut de manera correcta per
poder passar a mitosi. | per ultim, la Fase M (Fase de Mitosi), aquesta és la fase més
curta del cicle, dura una hora aproximadament en cél-lules de mamifer, durant la qual
tenen lloc la ruptura de I'embolcall nuclear i la condensacié dels cromosomes. Els
microtubuls es reorganitzen formant el fus mitotic, on s’alineen els cromosomes que se
segreguen cap als dos pols oposats de la cél-lula. Finalment, hi ha la citocinesi o la
segregacio del citoplasma en dues cél-lules filles. A la sortida de mitosi la cél-lula té
diferents opcions, pot entrar en un nou cicle de proliferacid, pot diferenciar-se a un
tipus cel-lular determinat, o bé pot entrar en un estat quiescent o de repds, també
anomenat Fase GO0, on pot romandre-hi molt de temps. En aquest estat normalment hi
entra si les condicions de I'entorn cellular impedeixen que es doni la divisid, el
metabolisme disminueix aixi com la mida del citosol. Quan les condicions tornen a ser

favorables es reinicia de nou el cicle cel-lular.

Figura 118: Fases del cicle cel-lular i punt de restriccid.

En el control de la proliferacio cel-lular hi intervenen tant senyals extracel-lulars
com senyals intracel-lulars -també anomenades sistemes de vigilancia o checkpoints-.
Aquestes ultimes provenen de mecanismes que avaluen i verifiquen el correcte estat i

replicacié del material genétic de cada fase abans de deixar pas a la seglent. Quan
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algun d’aquests mecanismes no funciona, és quan les cél-lules creixen sense control i
es desenvolupen les neoplasies en els organismes pluricel-lulars. A finals de la fase
G1 hi ha un punt de restriccié que és clau per decidir si la cél-lula continua endavant o
no el cicle (Pardee et al, 1978; Cross, 1995), i és el que constitueix la veritable

entrada al cicle cel-lular (Dutcher and Hartwell, 1982).

A nivell molecular, el cicle cel-lular esta controlat per una familia conservada de
proteines quinasa, les quals son les responsables de desencadenar les transicions del
cicle. Aquests enzims estan formats per una subunitat reguladora o ciclina -donat que
els seus nivells d’expressié oscil-len al llarg del cicle-, i per una subunitat catalitica o

quinasa dependent de ciclina (Cdk).

Els complexes formats per les ciclines i les Cdks constitueixen la maquinaria
principal que regula la progressio i la durada de les fases del cicle cel-lular. Actuen
integrant la informacié dels senyals extra- i intracel-lulars, per assegurar una bona
coordinacié entre el cicle i els canvis en I'entorn cel-lular i/o possibles errors de caire
mecanic (Sherr, 1996; Morgan, 1997).

Donada I'extensa complexitat del cicle cel-lular ens centrarem Unicament en la
mitosi, ja que un dels objectius d’aquesta tesi ha estat I'analisi de la regulacié génica
durant aquesta fase i el manteniment de certs senyals d’activacid a les regions

promotores i codificadores d’alguns gens.

4.1.1. La Mitosi

El principal propodsit de la mitosi és la segregacio de les cromatides germanes
entre les dues cél-lules filles, de manera que cada cél-lula naixent obtingui un grup de
cromosomes complert. També cal que rebin un centrosoma i la meitat dels

complements i organuls del citoplasma.

Durant la mitosi, la cél-lula pateix grans canvis a nivell molecular i morfologic.
En el primer cas s’ha d’activar el complex Cdk1-Ciclina B i, posteriorment, per a la
sortida de la mitosi s’ha d’inactivar (Nishijima ef a/., 1997). En el segon cas, la cél-lula
s’arrodoneix, disminueixen els contactes amb les altres cél-lules, es condensen els

cromosomes, hi ha un trencament de la membrana nuclear, la fragmentacio del reticle
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endoplasmatic i de I'aparell de Golgi. També es produeixen canvis en el citoesquelet

per tal de formar el fus mitotic.

La regulaci6 de la fase M recau principalment en dos mecanismes: la
fosforilacid de les proteines i la protedlisi. Aquests dos mecanismes estan molt
relacionats, ja que la maquinaria proteolitica esta regulada per fosforilacions, i I'activitat
de moltes de les quinases mitotiques es regula per degradacio. La primera quinasa
reguladora de la mitosi que es va descriure és el complex Cdk1-Ciclina B, que també
es va anomenar MPF (Mitosis- Promoting Factor). La Cdk1 també s’uneix a la Ciclina
A'i contribueix a la preparacié per la mitosi (Nigg, 1995; Edgar and Lehner, 1996). Pero
estudis recents han descobert altres families de quinases implicades en aquest
procés, com la de les quinases Polo (PIKs), les Aurora i la familia NIMA. La Cdk1-
Ciclina B actua sobre diferents substrats que regulen la progressié de la mitosi: la
condensacié de la cromatina, la formacié dels microtubuls i el fus mitotic, el trencament
dels microfilaments d’actina, el trencament de la membrana nuclear, la fragmentacio

de I'aparell de Golgi i processos d’inhibicié de la transcripcio.

La mitosi es divideix en cinc fases: Profase, Prometafase, Metafase, Anafase i
Telofase. De manera breu, els esdeveniments que tenen lloc en cada una de les fases

son els seguents:

Profase:. La Cdk1-Ciclina B fosforila la histona H1 i es condensa la cromatina,
també fosforila les condensines i les activa, es comenga a condensar la cromatina just
quan la transcripcio finalitza. Les dues cromatides estan ben diferenciades, els
cromosomes estan preparats per dividir-se i els centrosomes es comencen a separar.
En la condensaciéo de la cromatina i la formacié dels cromosomes hi participen
complexes de remodelaci6 de la cromatina dependents de l'energia de I'ATP,
complexes modificadors de les histones, que produeixen modificacions covalents a les
cues de les histones (fosforilacio, acetilacio, metilacio...). La histona H1, o histona
d’'unié entre nucleosomes també és un substrat del complex Cdk1-Ciclina B perd se’n
desconeixen les consequéncies funcionals de la seva fosforilacio. En canvi, la
fosforilaci6 a la serina 10 de la histona H3 es correlaciona clarament amb la
condensacio dels cromosomes. Existeixen varies quinases capaces de produir
aquesta fosforilacié en diversos organismes: la Ipl1p de S. cerevisiae, que pertany a la

familia Aurora; la AIR-2 de la familia Aurora tipus B de C. elegans (Hsu et al., 2000), i
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la NIMA a A. nidulans (De Souza et al, 2000). En mamifers s’han identificat les

quinases Aurora A i B com a responsables d’aquesta fosforilacié (Crosio ef al., 2002).

Prometafase. En aquesta fase es doéna la ruptura de la membrana nuclear
perque es fosforilen les lamines. Es formen els cinetocors en els cromosomes, i

aquests, interaccionen amb els microtubuls.

Metafase: Els cromosomes s’alineen a la meitat del fus mitotic formant la placa

metafasica.

Anaftase:. Es produeix la inactivacio del complex Cdk1-Ciclina B i la separacio

de les cromatides.

Telofase: S'’inicia la formacid de la coberta nuclear i es produeix la
descondensacié de la cromatina deguda a la desfosforilacid de les lamines i de la
histona H1.

Citocinesi Es produeix al final de telofase. Es el procés de la divisié del

citoplasma, el trencament de la cél-lula. La seva regulacié esta intimament ligada amb

la progressié de la mitosi.

Figura 119: Imatge microscopica de les diferents
fases de la mitosi. La tincié de Dapi (blau) marca
el DNA, els microtubuls estan tenyits de color

verd i els centrosomes de color vermell.

55



Introduccio

4.2. Transcripcio i mitosi

Donada l'arquitectura de la cromatina mitotica: condensada, altament ordenada
i molt complexa, es fa dificil d’entendre el procés transcripcional en aquest periode. Hi
ha dos fets generals que marquen algunes caracteristiques de la mitosi: (i) de manera
general l'activitat transcripcional esdevé reprimida i, (ii) es dona una hipoacetilacioé

global de les histones quan els cromosomes estan condensats.

Als inicis de la década dels 60, es va observar que la transcripcié nuclear en
cél-lules en cultiu s’inhibia durant la mitosi. Estudis d’autoradiografia demostraven que
la incorporacié de precursors de RNA cessava a la profase tardana i es reprenia a la
telofase primerenca (Prescott and Bender, 1962). El grup del Dr. Forbes va ser pioner
en reproduir la repressié de la transcripcidé que es doéna durant la mitosi /n vitro,
mitjan¢ant un sistema d’extractes d’ous de Xenopus. Van demostrar que la repressié
de la RNA polimerasa lll durant la mitosi no requeria que la cromatina estigués
condensada. La repressié que es déna durant la mitosi es correlaciona amb la
fosforilacio de diversos components cel-lulars de la maquinaria transcripcional de les
RNA polimerases |, Il i Il de manera dependent del complex cdc2/Ciclina B. Amb la
inactivacié d’aquest complex a finals de I'anafase es reprén la sintesi de RNA (Hartl ef
al, 1993). Altres estudis suggerien que no només es donava la fosforilacié de les
polimerases sin6 que també podien fosforilar-se diversos factors de transcripcié com
Oct-1, TFyB, i TFyD, de manera que podien inhibir el seu potencial d’'unié al DNA i de
transcripcié (Roberts ef al, 1991; Hartl ef al, 1993; Segil ef al, 1996). Més tard,
estudis realitzats al laboratori del Dr. C. Wu, demostraven que dels quatre factors de
transcripcié que s’uneixen al promotor Hsp70, tres en conservaven la seva capacitat
d'uni6 al DNA, mentre que un la perdia. En estudis de foolprinting in vivo i
immunolocalitzacions, veien que aquests factors, tot i conservar les seves propietats
d’'unié al DNA, quedaven desplacgats del seu lloc d’interaccid al promotor durant la
mitosi, suggerint un paper important de I'estructura condensada de la cromatina en la
redistribucio dels factors de transcripcio durant la mitosi. No obstant, el manteniment
de regions amb hipersensibilitat a la DNasa | suggeria que aquest promotor
conservava una estructura oberta de la cromatina malgrat I'abséncia de factors d’'unié
al DNA, la qual cosa en permetria la seva rapida reactivacio després de la mitosi
(Martinez-Balbas et al., 1995). Posteriorment estudis d’hipersensibilitat amb KMnOQsa,

realitzats al laboratori del Dr. Levens, suggerien un mecanisme de marcatge
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molecular, en el qual gens que necessitarien una rapida reactivacio just després de
mitosi, estarien senyalitzats o marcats, és a dir, patirien una alteracié estructural.
Aquest marcatge, serviria per captar la maquinaria transcripcional cap a aquests
promotors per al restabliment de I'expressié génica posterior a la mitosi (Michelotti ef
al, 1997). Es possible doncs, que la restauracié dels patrons programats d’expressié
geénica després de mitosi inclogui el marcatge dels gens mitjancant la modificacio

posttraduccional de les histones o la remodelacié de la cromatina.

D’altra banda, malgrat que la mitosi no és la fase del cicle on esdevenen
normalment els processos transcripcionals, hi ha una petita part dels gens cel-lulars
que es sintetitzen en aquest periode. Un exemple, és el cas de les ciclines que
controlen aquesta fase: Ciclina B1 i B2, Ciclina A. Concretament en el treball del grup
de la Dra. Piaggio, es demostra que I'expressio de la Ciclina B1 és activa durant la
mitosi (Sciortino ef al, 2001). D’aquesta manera doncs, els gens que s’expressen

durant aquesta fase hauran de poder ser reconeguts per la maquinaria transcripcional.

Un exemple que ens pot ajudar a entendre la regulacié de la transcripci6é génica
en un ambient cromatinic “desfavorable” per a l'activacié génica ens l'aporta el grup
del Dr. Gottschling (Smith ef al., 2002). El treball realitzat per aquests investigadors
suggereix que l'activacio de gens localitzats en regions properes als telomers de S.
cerevisiae i que per tant, es troben molt influenciats per la repressid intrinseca de
I'heterocromatina, requereix I'acetilacié de la lisina 12 en la histona H4. Ells expliquen
que l'estat transcripcional dels gens d’aquesta zona -que tan poden estar silenciats
com activats-, vindria definit per la preséncia de la modificacié en aquesta lisina. Si el
gen s’ha d’activar, la lisina 12 de la histona H4-H4K12 estaria acetilada, i a l'inversa si
ha de romandre inactiu. De la mateixa manera, també exposen que aquest estat
transcripcional sera mantingut de manera heretable al llarg de diverses generacions.
Es en aqui on entra en joc el concepte de memoria cel-lular, pel qual un estat
d’activacié o de repressioé d’'un gen o un conjunt de gens determinats es perpetua de
forma prolongada al llarg de multiples generacions (Turner, 2002). No obstant,
l'acetilacié al ser una modificaci6 molt dinamica, no semblaria ser la candidata ideal
per ocupar el lloc de marcador de memoria, pero el fet de trobar que enzims amb
dominis reconeixedors de lisines acetilades (bromodominis), romanguin units a la
cromatina mitotica, no ens permet descartar del tot aquesta hipotesi (Kanno ef al,
2004).
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4.3. Modificacions posttraduccionals de les histones a la mitosi.

La fosforilacié de la serina 10 de la histona H3, H3S10, va ser descrita com un
marcador cel-lular d’entrada a mitosi, donat que esta relacionada amb la condensacio i
segregacio dels cromosomes (Gurley ef al., 1978; Hendzel ef al., 1997). Posteriorment,
es va trobar que la serina 28 de la histona H3, H3S28, també es fosforilava de manera

especifica durant la mitosi (Goto ef al,, 1999).

La repressi6 transcripcional que es déna durant la mitosi, suggeriria que I'estat
de les modificacions posttraduccionals relacionades amb aquest procés també podia
veure’s alterat. Jeppesen i Turner van descriure que en els cromosomes mitotics dels
mamifers es dona una hipoacetilaci6 de la histona H4 en [I'heterocromatina
pericentromerica i en el cromosoma X inactiu (Jeppesen and Turner, 1993). Estudis
posteriors mitjangant immunolocalitzacions, confirmen aquest nivell global
d’hipoacetilacié de les histones H3 i H4 a les cél-lules en mitosi (Kruhlak ef a/., 2001).
No obstant, ells observen la preséncia de marques d’acetilaci6 que es mantenen
durant mitosi: I'acetilacioé de la lisina 12 de la histona H4, H4K12, s’ha vist que roman
en la cromatina mitotica, també I'acetilacio de la lisina 14 de la histona H3, H3K14
(Kruhlak et al., 2001).

Treballs posteriors confirmen la persisténcia d’algun senyal d’acetilacié en la
cromatina mitdtica. Recentment Kouskouti i Talianidis, mitjangcant assaigs
d'immunoprecipitacié de cromatina en cél-lules mitotiques, han observat que tant els
senyals d’acetilacio de H3 i H4, com la dimetilacio i la trimetilacio de H3K4 es
mantindrien a les regions promotores de gens inactius durant aquesta fase perd que
necessitarien ser activats posteriorment, suggerint un paper epigenétic d’aquests
senyals en el manteniment d’'una memodria cel-lular (Kouskouti and Talianidis, 2005).
Un treball del grup del Dr. D. Allis demostra que els nivells de dimetilacié de H4K20
varien al llarg del cicle, essent alts en la mitosi (on H4K16 té nivells baixos) i més
baixos a fase S (on H4K16 té nivells alts). Suggerint una associacié de la dimetilacié
de H4K20 amb la condensacio de la cromatina i la repressio transcripcional (Rice ef
al., 2002). No obstant, un altre treball del Dr. Zhang argumenta tot el contrari, i
demostra que la dimetilacié de H4K20 té els nivells més alts durant la fase S del cicle
(Fang et al., 2002).
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Aixi doncs, tot sembla indicar que [lexistencia de modificacions
posttraduccionals de les histones en la cromatina mitotica és important pel correcte
progrés d’aquesta fase, intervenint en processos de condensacio i segregacié dels
cromosomes, pero també té un paper molt important en el manteniment de la memoria
cel-lular. Els gens que s’han de mantenir actius després de mitosi es senyalitzen
d’aquesta manera per tal que puguin ser reconeguts per la maquinaria transcripcional i

puguin expressar-se d’una generacio cel-lular a la seglent.
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Objectius

OBJECTIUS

L’'objectiu general d’aquesta Tesi Doctoral és 'analisi dels diferents mecanismes que
participen en la regulacio i el control de I'estructura, el dinamisme i la funcionalitat de la
cromatina com a substrat per a multiples processos biologics.

En particular, hem volgut aprofundir en els mecanismes de regulacio de les activitats
acetiltransferasa i desacetilasa d’histones com a resposta a diferents senyals que rep
la cél-lula (intracel-lulars i extracel-lulars).

En particular hem estudiat:

®Regulacio de les activitats acetiltransferasa i desacetilasa d’histones cel-lulars

mitjancant la proteina oncogénica viral antigen T.

®Regulacié de les acetiltransferases i desacetilases d’histones durant la fase

de Mitosi del cicle cel-lular.

eAnalisi de diversos patrons establerts mitjangant les modificacions

posttraduccionals de les histones quan la cél-lula entra a Mitosi.

eMecanismes de regulacié mitjancant acetilacié de I'acetiltransferasa PCAF.
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Capitol 1:L’antigen T de SV40 modula les activitats
HAT i HDAC cel-lulars
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Capitol 1B: L’antigen T de SV40 reprimeix la
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Resum

Multiples dades de la literatura mostren que l'acetilacié és una modificacié de les
histones molt important en diversos processos cel-lulars. El nivell d’acetilacié esta
regulat pels enzims HAT i HDAC que es responsabilitzen de mantenir un equilibri
correcte per a cada funcié cellular. A la vegada, les HAT i HDAC sén dianes de
proteines virals que envaeixen el medi celllular i es beneficien de la maquinaria
transcripcional de la ceéllula. El treball que es presenta a continuacié mostra
I'existéncia d’'una interaccid entre la principal proteina reguladora del virus SV40,
'antigen T, i una desacetilasa d’histones, HDAC1. Els nostres resultats demostren que
l'antigen T interacciona /n vifro amb HDACH1, i que aquesta interaccio es dona de
manera independent a la proteina del retinoblastoma, pRb. A més, s’observa com
lantigen T és capa¢ de modular negativament I'activitat transcripcional d’alguns
promotors, captant una desacetilasa. Finalment, mitjangcant la técnica de Ia
immunoprecipitaci6 de cromatina (ChIP), es mostra una disminucié dels nivells

d’acetilacié dels nucleosomes als promotors un cop han estat reprimits per I'antigen T.

Introduccio

Els virus han adquirit la capacitat de modificar 'ambient de la cél-lula hoste per
tal d’assolir amb éxit el seu cicle vital. D’aquesta manera, I's i el control de la

magquinaria transcripcional cel-lular estan entre les seves tasques més importants.

En el procés d’infeccio virica, el virus SV40 comencga expressant les proteines
de fase primerenca, essencialment dues proteines, I'antigen T gran i I'antigen t petit
(Tooze, 1980). Aquestes proteines tenen la capacitat d’unir-se a moltes proteines
cel-lulars, de manera que el virus va adquirint el control cel-lular necessari per poder
avancar correctament en la infeccio. L’antigen T, la principal proteina reguladora del
virus, és una proteina molt versatil, capa¢ de realitzar multiples tasques. Esta
implicada en diversos processos cel-lulars, entre els quals es destaquen I'activacio i la
repressio transcripcionals, I'estimulacié de la proliferacié cel-lular, el bloqueig de la
diferenciacio i la transformacié cel-lulars (Moran, 1993); també esta implicada en
processos virals, com son la replicaci6 del DNA viric (Tegtmeyer, 1972) o
l'autoregulacié de la seva expressio a nivell transcripcional (Rio ef al/, 1980; Tjian,

1981). Totes aquestes accions les porta a terme gracies a la seva capacitat
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d’interaccionar amb proteines de la cél-lula eucariota que tenen accions destacades en
el control del cicle cel-lular i la regulacié de la transcripcié. Podem citar-ne algunes, per
exemple: p53 (Levine, 1990; Sheppard ef a/., 1999), la proteina del retinoblastoma pRb
i proteines relacionades de la seva familia com p107 i p130 (DeCaprio et al/., 1988;
Ludlow ef al, 1990; Cobrinik ef al, 1992; Dyson and Harlow, 1992), i p300/CBP
(Yaciuk ef al, 1991; Avantaggiati ef al., 1996; Eckner ef al., 1996). Pel qué fa a la
interaccio amb CBP, estudis previs realitzats al nostre laboratori mostren que I'antigen
T pot modular-ne la seva activitat HAT (Valls ef al., 2003). En aquest context hem
volgut aprofundir més en la interrelacié entre I'antigen T i les proteines que controlen

I'equilibri acetilacié/desacetilacio d’histones, les HATs i HDACs.

Els enzims HAT han esdevingut de gran interés donada la seva intervencié en
processos crucials per la cél-lula, ja siguin el creixement cel-lular, la diferenciacié o
'apoptosi. Aquests enzims catalitzen la reaccié d’acetilacidé de diversos substrats,
principalment les histones. Les desacetilases d’histones, son els enzims que catalitzen
la reaccio reversible a I'acetilacio, eliminen els residus acetil de les lisines dels extrems
Nt protuberants de les histones i indueixen repressié transcripcional mitjangant la
condensacio de la cromatina que generen. Tant HATs com HDACs, normalment es
troben formant part de complexes activadors o repressors de la transcripcid,
respectivament (Khochbin and Kao, 2001). Borwnell i els seus col-legues el 1996 van
descobrir el primer enzim amb activitat acetiltransferasa, p55 (Brownell ef a/,, 1996).
Aixd va representar un canvi a I'hora d’interpretar I'actuacié del molts coactivadors
transcripcionals, als quals se’ls atribuien funcions estrictament transcripcionals. A partir
d’aquest moment la seva activitat catalitica els vinculava directament amb la regulacio
de la cromatina. Per la seva banda, el grup liderat per S. L. Schreiber va descobrir la
primera desacetilasa de mamifers (Taunton ef al, 1996). Es va purificar I'enzim
utilitzant trapoxina, un inhibidor de desacetilases, i es va veure que aquest tenia
homologia amb Rpd3 de llevat, un regulador de la transcripcié. El fet de trobar regions
hipoacetilades de la histona H4 en regions d’heterocromatina silents, i per tant
reprimides transcripcionalment, va fer acabar d’entendre la relacid6 que hi ha entre
l'acetilacié i la transcripcidé (Turner, 1993). Un dels primers estudis que evidencia la
repressio de la transcripcio ens I'aporten tres laboratoris independents i demostren que
la repressié donada per la pRb en els promotors de gens regulats per E2F és deguda
a una interaccié de pRb amb HDAC1 (Brehm ef a/., 1998; Luo ef a/,, 1998; Magnaghi-
Jaulin ef al, 1998). Aquesta interaccio es déna a través de la sequéncia IACEE de

HDAC1 -sequiéncia homologa a la seqiéncia LXCXE de diverses proteines virals i
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celllulars (Taya, 1997)- amb el domini butxaca (pockef) A/B de pRb. D’aquesta
manera, HDAC1 actuaria desacetilant les histones de la cromatina dels promotors

regulats per E2F impedint I'activacié d’aquests gens a la fase G1.

D’altra banda, s’ha mostrat que l'antigen T és capag¢ de reprimir promotors
activats per CBP (Avantaggiati ef a/, 1996; Eckner ef al, 1996), no obstant, els
mecanismes implicats en aquesta repressido encara es desconeixen. Els nostres
resultats mostren que 'antigen T interacciona amb HDAC1, i que aquesta interaccio es
déna de manera independent de la proteina del retinoblastoma. Mitjangcant assaigs de
transfeccions transitories, hem demostrat que la repressio exercida per l'antigen T
sobre les promotors coactivats per CBP és sensible a 'inhibidor de desacetilases TSA.
D’acord amb aquests resultats, la introducciéo de RNA d’interferéncia de HDAC1 a les
cél-lules, provoca una disminucié de la repressié del promotor induida per I'antigen T.
Finalment, els assaigs d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) han demostrat que la
repressio induida per I'antigen T va acompanyada de la desacetilacié de la histona H3
del promotor analitzat. Aquests resultats mostren a I'antigen T com una proteina viral

molt versatil, capag d’interaccionar amb HATs i HDACs cel-lulars.

Materials i Méetodes

Plasmidis

pGal4-TK-luciferasa: Promotor natural de la Timidina Quinasa (TK) fusionat a cinc llocs
d’'unié a la proteina d’unié al DNA Gal4 i a un gen reporter de la luciferasa.
Cedit per el Dr. Didier Trouche.

pcDNA3-GAL4-DBD: Conté el fragment de DNA que codifica pel domini d’'unié al DNA
de Gal4 (1-147) inserit en el vector pcDNA3. Cedit pel Dr. T. Kouzarides
(Martinez-Balbas ef al., 1998).

pcDNA3-Gal4-HAT: Conté el domini acetiltransferasa d’histones HAT (1099-1758) de
CBP. Cedit pel Dr. T. Kouzarides (Martinez-Balbas ef a/., 1998).

pcDNA3-Gal4-HAT-CBP2: Codifica per les regions HAT i el tercer dit de zinc de CBP,
CBP2 (1099-1877). La regié CBP2 ha estat descrita com el lloc on interacciona
'antigen T. Cedit pel Dr. T. Kouzarides (Martinez-Balbas ef a/.,, 1998).

pcDNA3-CBP(FL): Conté el cDNA de la proteina sencera CBP. Cedit pel Dr. T.

Kouzarides.
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pSG5 antigen T: Conté el cDNA de I'antigen T inserit al lloc BamH1. Cedit pel Dr. J.
DeCaprio.

pSGS5 antigen T-K1: Conté el cDNA del mutant K1 de l'antigen T, on I'aminoacid
glutamic 107 esta substituit per una lisina. Cedit pel Dr. J. DeCaprio.

pSG5 antigen T-ACBP: Conté el cDNA de l'antigen T amb una delecié entre els
nucleotids 1581-1960.

pcDNA3-HDAC1-Flag: Conté el cDNA de HDAC1 que porta fusionat al seu extrem Nt
el fag Flag. Cedit pel Dr. T. Kouzarides.

pSuper: Vector de 3176 pb basat en el vector pBlueScript-KS. Conté el promotor de la
RNA polimerasa Ill. Cedit per la Dra. Elisa Marti.

pSuper-SMAD3: Vector pSuper amb I'oligonucledtid de SMAD3 de 64 pb inserit entre
les dianes Bglll i Hindlll del polylinker. Cedit per la Dra. Elisa Marti.

pSuper-HD-1: Vector pSuper amb I'oligonucledtid HD-1 de 64 pb (veure apartat RNAI)
inserit entre les dianes Bglll i Hindlll del polylinker.

pSuper-HD-2: Vector pSuper amb I'oligonucledtid HD-2 de 64 pb (veure apartat RNAI)
inserit entre les dianes Bglll i Hindlll del polylinker.

pSuper-HD-3: Vector pSuper amb I'oligonucledtid HD-3 de 64 pb (veure apartat RNAI)
inserit entre les dianes Bglll i Hindlll del polylinker.

pSuper-HD-4: Vector pSuper amb I'oligonucledtid HD-4 de 64 pb (veure apartat RNAI)

inserit entre les dianes Bglll i Hindlll del polylinker.

Cultius cel-lulars i Transfeccions transitories

S’han utilitzat les cél-lules CV1, les quals s’han cultivat en medi de cultiu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (G/BCO BRL), complementades amb sérum fetal
bovi (10% FBS, Foetal Bovine Serum) i 100 mg/ml estreptomicina i 100 U/ml
penicil-lina a 5% CO. i 37°C. Quan han assolit una confluencia d'un 70%
aproximadament, han estat transfectades amb el métode del fosfat calcic (van der Eb
and Graham, 1980) o amb JetPei (Genycel) —aquest ultim s’ha utilitzat per les
transfeccions amb RNAI-, obtenint uns nivells de transfeccié d’'un 60-80%. Han estat
incubades 48 hores i en el cas dels experiments amb l'inhibidor de desacetilases TSA
s’ha afegit a una concentracié de 100 nM a les 18 hores prévies a la recollida de les

ceél-lules.

En tots els experiments de transfeccions transitories s’ha transfectat 1 ug del

plasmidi que porta el gen reporter de la Renilla (pTK-Renilla) per tal de normalitzar les

77



Resultats

lectures de la luciferasa obtingudes a partir de la fusidé d’aquest gen reporter al
promotor de pGal4-TK (pGal4 TK-luciferasa). S’han recollit les cél-lules a les 48 hores
de la transfeccio i s’han obtingut extractes cel-lulars utilitzant el kit de Promega (Dual

Luriferase/Renilla assay). Les lectures s’han realitzat a OD 4zo.

RNA d’interferéncia

El primer pas consisteix en la seleccié d’'una regié candidata de19 pb del gen
HDAC1, per ser el lloc on I'RNA interferira en I'expressié del gen. Tenim un
oligonucleotid dissenyat de 64 pb que permet col-locar la regié del gen (Xi-X19) escollit
de manera antiparallela, i separada per uns 10 nucledtids: Oligonucleodtid sentit:
GATCCCC (X4-X19) TTCAAGAGA (X19-X1) TTTTTGGAA, i Oligonucledtid antisentit:
AGCTTTTCCAAAAA (X1-X19) TCTCTTGAA (X19-X1) GGG. Posteriorment es fosforilen

els oligonucledtids. Paral-lelament, es prepara el vector on s’hauran de clonar, pSuper:

es digereix i es lliguen els oligonucledtids fosforilats al vector. Quan el vector s’estigui
transcrivint, les cadenes complementaries quedaran exposades de manera
antiparal-lela, gracies a un llag, i la seqliéncia podra ser tallada de manera que pugui
dirigir-se a 'RNA que s’esta transcrivint en el moment. Brummelkamp i els seus
col-laboradors van crear el vector pSUPER per poder generar siRNAs (small
interference RNA) en cél-lules de mamifer (Brummelkamp ef al., 2002). Aquest nou
sistema permetia obtenir una inactivacié del gen de manera molt especifica i sense
generar toxicitat per la cellula, a més permetia assajar la perdua de funcié per
periodes de temps molt llargs. Algunes de les caracteristiques més rellevants d’aquest
vector sén que conté el promotor de la RNA polimerasa lll, un lloc d’activacié ben
definit i un senyal de terminacid que consisteix en cinc Ts. Codifica per un transcrit de
sRNA (small RNA) que és tallat després de la segona U del senyal de terminacio per
generar un transcrit que té dos nucleotids a I'extrem 3’ protuberant, tal i com es troba
en els siRNAs sintétics. Per ultim, linsert especific del gen per inactivar conté 2
sequéencies complementaries de 19 nucledtids cadascuna, que es troben separades
per un espaiador de 9 nucledtids. Es genera una estructura de dues cadenes
complementaries de 19 nucledtids gracies al llag que forma I'espaiador. Aquest
sistema pot produir una inactivacié génica altament especifica, donat que tan sols un
canvi d’un nucleotid a la sequéncia diana, fa disminuir drasticament la inactivacié. A
més, permet obtenir una inactivaci6 molt prolongada en el temps. Una altra
caracteristica important d’aquesta técnica és que una barreja de sequiéncies per

inactivar un mateix gen, sovint sén més eficients. Es per aixd que es va decidir utilitzar
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una barreja de varis siRNAs. Els passos a seguir per generar un vector que contingui

les dianes del gen a inactivar son els seglents:

1. Seleccio de les seqiiencies diana:

Es busquen fragments de 19 nucledtids de llargada de la seqiiencia de 'RNA
missatger (MRNA) del gen HDAC1 que estiguin precedides preferencialment per dues
adenines (A) a I'extrem 5’ i per dues timidines (T) a I'extrem 3'. Es preferible també que
la regié dels mRNA escollits es trobi com a minim a 100 pb de l'inici i la terminacié de
la traduccié. S’ha de buscar un equilibri entre els nucledtids de la sequéncia,

preferiblement un 50% de guanines i citosines.

2. Disseny dels oligonucleotids:

Oligonucleotid sentit: 5 GATCCCC (19Nt sentit) ttcaagaga (19Nt antisentit)
TTTTTGGAAA 3’

Oligonucleotid antisentit: 5’AGCTTTTCCAAAAA (19Nt sentit) tctcttgaa (19Nt antisentit)
GGG ¥

Segons aquestes recomanacions s’escullen les regions diana del gen HDACH1.

» Hem anomenat HD-1 a una regié diana que es troba a 1024 pb de linici de
transcripcié a I'ex6 5.

HD-1 sentit:
5'GATCCCC(GCTCCACATCAGTCCTTCC)ttcaagaga(GGAAGGACTGATGTGGAGC)
TTTTTGGAAA 3’

HD-1 antisentit:
5AGCTTTTCCAAAAA(GCTCCACATCAGTCCTTCC)tctcttgaa(GGAAGGACTGATGT
GGAG)GGG 3

» HD-2 és una regi6 diana que es troba a 1426 pb de I'inici de transcripcio, exé 7.
HD-2 sentit:

5’ GATCCCC(GGAGGAGGTCAAGTTGGCC)ttcaagaga(GGCCAACTTGACCTCCTCC)
TTTTTGGAAA 3

HD-2 antisentit:
5AGCTTTTCCAAAAA(GGAGGAGGTCAAGTTGGCC)tctcttgaa(GGCCAACTTGACCT
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CCTCC)GGG &

» HD-3 és una regi6 diana que es troba a 1046 pb de I'inici de transcripcio, exé 5.
HD-3 sentit:
5’'GATCCCC(TATGACTAACCAGAACACG)ttcaagaga(CGTGTTCTGGTTAGTCATA)T
TTTTGGAAA 3

HD-3 antisentit:
5AGCTTTTCCAAAAA(TATGACTAACCAGAACACG)tctcttgaa(CGTGTTCTGGTTAGT
CATA)GGG 3’

» HD-4 és una regi6 diana que es troba a 1236 pb de I'inici de transcripcio, exé 6.
HD-4 sentit:

5’ GATCCCC(CGAATTGCCTGTGAGGAAG)ttcaagaga(CTTCCTCACAGGCAATTCG)T
TTTTGGAAA 3

HD-4 antisentit:
5AGCTTTTCCAAAAA(CGAATTGCCTGTGAGGAAG)tctcttgaa(CTTCCTCACAGGCA
ATTCG)GGG 3

3. Preparacio dels oligonucleotids i clonatge al vector pSUPER.

Es dissolen els oligonucledtids en 50 pul d’aigua, la qual cosa ens donara una
concentracié aproximada duns 3 pug/ul. S'agafa 1 ul de cada oligonucleotid i
s’afegeixen a 48 ul del tampé d’aparellament (100 mM acetat potassic; 30 mM HEPES-
KOH pH 7°4; 2 mM acetat de magnesi), s’'incuba la barreja durant 4 minuts a 95°C.
Posteriorment es posa a 70°C durant 10 minuts i es deixen refredar els oligonucleodtids
aparellats lentament fins a 4°C. Posteriorment es procedeix a la fosforilacié dels
oligonucledtids, i s’agafen 2 ul dels oligonucleotids aparellats als quals s’afegeix: 1 pl
de tampo de la T4 PNK (quinasa de polinucledtids), 1 ul de 1 mM ATP, 1 ul de la T4
PNK i 5 ul d’'H20. S’incuben 30 minuts a 37°C i 10 minuts a 70°C (aquest ultim pas
serveix per inactivar I'enzim). Finalment, es lliguen els oligonucledtids al vector
pSUPER. S’agafen 2 pul dels oligonucledtids lligats, s’hi afegeix 1 ul del tampé de la T4
lligasa, 1 ul de I'enzim T4 lligasa, 1 ul del vector pSUPER digerit amb els enzims de
restriccio Bglll i Hindlll i desfosforilat, i 5 ul d’aigua. La barreja s’incuba 1 hora a T.A.
Es transformen els bacteris de la soca HB101 d’E.coli; es preparen minipreps de
diferents clons i se n’analitza si han incorporat els inserts. En un gel d’agarosa es

comprova que els clons positius tenen l'insert de 291pb respecte els vectors buits que
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tenen l'insert de 227 pb.

Posteriorment, es preparen maxipreps d’aquests DNAs i es transfecten en
cél-lules Hela, utilitzant el reactiu JetPei de Genycell. S’han utilitzat les condicions
recomanades pel fabricant, mantenint uns nivells relatius de quantitat de reactiu
respecte quantitat de DNA de ratio N=7. Assegurant al maxim tenir uns bons nivells de

transfeccio.

Immunoprecipitacié de cromatina, ChlIP

Es recullen cél-lules HelLa i es tracten amb 1% formaldehid a temperatura
ambient durant 15 minuts (crossi/inking). La reaccié s’atura afegint glicina a una
concentracié final de 125 mM. Seguidament es renten les cél-lules un cop amb PBS
fred, després amb el tampé | (0,25% Trité X-100, 10 mM EDTA, 0’5 mM EGTA, 10 mM
Hepes pH 6’5) i finalment, amb el tampd 11 (200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0°'56 mM EGTA,
10 mM Hepes pH 6’5) a 4°C durant 10 minuts. Aleshores es ressuspén el peflef amb el
tampo de lisi (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8, 1 pg/ul d’inhibidors de
proteases, 1 mM PMSF) i es sonica en gel fins que s’obtenen fragments de cromatina
agregada de mides entre 300 i 600 pb. Després d'una centrifugacio, entre 10 i 45
minuts 14000 rpm, la cromatina s’obté a la fase soluble i es dilueix 1:10 en el tampé
d'immunoprecipitacié (IP) (1% tritdé-X-100, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris pH
8, 1 ug/ul d’'inhibidors de proteases, 1 mM PMSF), es divideix en al-liquotes que es
poden emmagatzemar a -80°C. Es fa un prerentat de les preparacions de cromatina,
que estan en tampod IP, incubant-les amb una solucié de proteina A-Sefarosa: 30 ug
de serum preimmune (35ug/ul), 2 ug DNA d’esperma de salmo (1ug/ul), 50 ul proteina
A-Sefarosa CL4B (Amersham-Pharmacia) del 10% en tampd TE (50 ug/500 pl TE). Es
deixa 2 hores a 4°C en rotacié. S’elimina la proteina A-Sefarosa mitjangant una
centrifugacio, i la cromatina prerentada s’'incuba amb 1ug de cada anticds durant una
nit a 4°C. Els anticossos utilitzats reaccionen contra I'acetilacié de les lisines de les
histones H3 a les posicions 9 i 14, H3(K9, K14), i H4 en les posicions 5, 8, 12 i 16,
H4(K5, K8, K12, K16), de la casa comercial Upstate. Finalment, s’incuben els
immunoprecipitats amb solucié fresca de Proteina A-Sefarosa durant 2 hores a 4°C,
seguida d’'una centrifugacié a baixa velocitat, 2 minuts a 3000 rpm. Els precipitats es
renten amb els tampons TSE | (0'1% SDS, 1% Trité X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-
HCI pH 8, 150 mM NaCl), TSE Il (0’'1% SDS, 1% Trit6 X-100, 2 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl) , tampd 11l (0°25 M LiCl, 1% NP40, 1% desoxicolat, 1Mm
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EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8), i tres vegades amb tamp¢ Tris-EDTA (TE). Seguidament
s’elueixen els precipitats nets amb 300 pl d’'una solucié que conté 1% SDS i 0’1 M
NaHCOs. Els precipitats eluits es desagreguen o es fa un decrossiinking (es separa la
cromatina de les proteines agregades en la reaccié quimica generada amb I'addicio de
formaldehid) durant tota una nit a 65°C, i es purifiquen amb 50 ul de tampé TE en un
kit de purificacié de DNA (Amersham-Pharmacia). Els DNAs s’analitzen per PCR amb
parelles d’oligonucleodtids de la regié promotora de pGal4-TK-luciferasa. El primer TK1:
5'CATGTCTGGATCCGCTCGG3’ esta separat 380bp del primer de la luciferasa GL2:
5CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCAS3'. Els oligonucledtids han estat sintetitzats per
TIB MOLBIOL Germany.

Assaig d’interaccio de proteines /in vitro. Assaig de transcripcio i traduccié /in

vitroi Pull Down

La manera en la que s’han obtingut les interaccions entre proteines /n vifro en
els experiments de Pull Down ha estat en dos passos: 1) la sintesi d’'una de les
proteines utilitzant el sistema de transcripcié i traduccio de proteines /n vitro (IVT) TNT
Couple Reticuolcyle Lysate System de Promega, i 2) la incubacio de la proteina
marcada radioactivament amb una proteina de fusi6 amb GST, per detectar-ne la

interaccio.

1. Assaig de transcripcio i traduccio de proteines /n vitro.

Primerament, el métode de IVT ens permet obtenir la proteina marcada, a partir
d’'un DNA plasmidic que es transcriu i tradueix mitjangant la incorporacié d’aminoacids
precursors marcats radioactivament. El sistema utilitzat consisteix en un extracte de
reticuldcit de conill, lloc on es dona la reaccié de transcripcié i traduccid utilitzant el
plasmidi que conté el gen d’interés sota la direccié del promotor de la RNA polimerasa
T7.

1.1.Sintesi de la proteina IV'T.
25 ul extracte de reticulocit de conill TNT Promega

2 ul Tampd de la reaccié TNT Promega
1 ul RNA Polimerasa T7 TNT Promega
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1 ul barreja d’aminoacids, excepte metionina Promega

4 ul (33S)-metionina (1175 Ci/mmol 10 mCi/ml 43.5 TBq pH 7.4) NEN

1 ul RNAsin (inhibidor de la Ribonucleasa) Promega

1 ug DNA (S’han utilitzat els plasmidis pSG5-antigen T i pSG5-antigen T-K1, amb el
promotor de la polimerasa T7)

H20 lliure de nucleases fins arribar a un volum final de 50 pl

S’ha segquit el protocol proposat per TNT Coupled Reticulocyte Lysate System
de Promega. S’incuba la reaccié de IVT a 30°C durant 60-90 minuts. Es molt important
que la preparacié de DNA estigui lliure d’etanol, calci, RNAses i sals, ja que la reaccio
és molt sensible i aquests components hi podrien interferir. Un cop finalitzada la
incubacid, es pot guardar la proteina sintetitzada a -20°C, o bé amb 0°'5-2 ul de la
reaccié6 es realitza un gel dacrilamida, es transfereix a una membrana de
nitrocel-lulosa i s‘exposa el contingut en un film a -80°C durant tota una nit, per

comprovar I'eficieéncia de la reaccio, i valorar la quantitat de proteina que s’ha obtingut.

1.2. Assaig de Pull Down

Per realitzar els assaigs de Pull Down, primer de tot es preparen les proteines
de fusié a GST. S’incuba 0’5-1 ug de proteina de fusié6 amb una barreja que conté: 200
ul de Tampo6 Z’ (25 mM Hepes pH 7’5, 12’5 mM MgCI2, 20% Glicerol, 0'1% NP-40, 150
mM KCI), 1 ul 200 mM DTT, 6 ul BSA (5 mg/ml). Es deixa preincubant 10 minuts a T.A.
en rotacio. S’afegeixen 0'5-2 ul de la IVT seguint les instruccions esmentades
anteriorment, i es deixa incubant una hora a T.A. també en rotacié. Seguidament, es
precipita la proteina que ha quedat unida a la reina de sefarosa amb una breu
centrifugacié. Es fan 3 rentats de la proteina amb 1 ml de Tamp6 NETN (20 mM Tris
pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0'5% NP40), per tal d’eliminar la radioactivitat no
incorporada. Finalment, es ressuspén la proteina en 20 ul de tampd de carrega de
proteines, es desnaturalitza durant 3 minuts a 95°C, i es carrega en un gel de
poliacrilamida, es transfereix en una membrana de nitrocel-lulosa i s’exposa tota una
nit a -80°C en un film BIOMAX-MS Kodak.
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L’antigen T reprimeix la transcripcid del promotor pGal4-TK-luciferasa

mitjangant la seva interaccio amb el domini HAT-CBP2 de CBP

L’accié que exerceix I'antigen T sobre els promotors podria ser ambivalent.
D’una banda, en resultats obtinguts préviament al nostre grup, s’havia observat que
lantigen T és capa¢ de modular positivament l'activitat del promotor Hsp70,
interaccionant amb el domini CBP2 de CBP i provocant I'activacié de la transcripcio
condicionada per un augment en l'activitat HAT d’aquest coactivador (Valls ef al,
2003). Draltra banda, s’havia descrit que l'antigen T pot reprimir la transcripcio
mitjancada per CBP sobre el promotor Timidina Quinasa (Avantaggiati ef al., 1996;
Eckner ef al, 1996). Es per aquest motiu, que es va decidir analitzar aquest promotor
en el nostre sistema. En una primera aproximacio mitjangant transfeccions transitories
en célllules CV1, es va cotransfectar el promotor basal Timidina Quinasa, que esta
fusionat a cinc llocs d’'unié a Gal4 i és adjacent al gen reporter de la luciferasa, junt al
domini HAT-CBP2 de CBP i I'antigen T (Figura 1A). Tal i com el grup del Dr.
Kouzarides va descriure I'any 1997, el domini HAT i els dominis HAT-CBP2 de CBP
soén potents coactivadors de la transcripcié en determinats promotors (Martinez-Balbas
et al., 1998). En els resultats obtinguts es mostra I'activacio transcripcional induida pel
coactivador HAT-CBP2, 20 vegades respecte I'activacié basal (veure Figura 1A carril
2). En els carrils 3 i 4 es mostra de manera contundent una repressié de I'activitat
transcripcional mitjangada per I'antigen T d’'un 70% (Figura 1A carrils 3 i 4). Per ultim,
en el carril 5 s’'observa I'efecte neutral que té I'antigen T quan és transfectat Unicament
amb el promotor. Els valors d’activitat transcripcional estan relativitzats respecte al

valor de l'activitat basal del promotor (veure Figura 1A carril 1).

Per confirmar que la repressid observada era deguda a la interaccio del domini
HAT-CBP2 amb l'antigen T es va analitzar el domini HAT de CBP, el qual no conté
llocs d'uni6 a lantigen T. Els resultats mostren que l'antigen T quan no pot
interaccionar directament amb CBP és incapac¢ de reprimir eficientment la transcripcio
del promotor. Es passa de tenir una repressioé d’'un 83% en preséncia del domini HAT-

CBP2 a una repressié d’'un 40% amb el domini HAT (dades no mostrades).
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Figura 1A
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Figura 1: Repressio transcripcional del promotor pGal4-TK-luciferasa induida per I'antigen T. A) A la part
superior de la figura s’observa un esquema de les construccions utilitzades a I'experiment. Es van
transfectar en célllules CV1 4 pg de pGal4-TK-luciferasa (carril 1), 2 ng de pcDNA3-Gal4-HAT-CBP2,
(carril 2), dues quantitats creixents de pSG5 antigen T (1 i 5 ug) en els carrils 3 i 4 respectivament. En tots
els casos es va transfectar 1 ng del gen reporter pTK-Renilla per la normalitzacié de les activitats
luciferasa obtingudes de l'activitat transcripcional. Els valors estan relativitzats a I'activitat basal del
promotor (carril 1). B) Al igual que en l'apartat anterior, es van realitzar transfeccions transitories en
cél-lules CV1, utilitzant les mateixes quantitats de plasmidis amb I'excepcié del coactivador, en aquest cas
es van utilitzar 6 ng de la construcci6 pcDNA3-CBP(FL), a l'esquerra es mostra I'esquema del
plantejament de I'experiment i a la dreta la grafica de I'activitat transcripcional relativa a I'activitat basal del

promotor (carril 1).

L’antigen T reprimeix la transcripci6 del promotor pGal4-TK-luciferasa

mitjangada per la proteina CBP

Vist I'efecte que exercia l'antigen T sobre el promotor pGal4-TK-luciferasa
coactivat per la regido HAT i la regio adjacent rica en cisteines CBP2, HAT-CBP2, es va
provar amb la proteina sencera de CBP. Es van realitzar el mateix tipus d’experiments

de transfeccions transitories en CV1, amb el mateix promotor, perd es va utilitzar com
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a coactivador la proteina de CBP sencera i fusionada també al domini d’'unié al DNA
de Gal4. Els resultats que es mostren a la Figura 1B reflecteixen una coactivacié per
part de CBP de més de 5 vegades l'activacio basal del promotor (carril 2), tal com ha
estat descrit per el grup del Dr. Kouzarides (Martinez-Balbas ef al, 1998). En
presencia de I'antigen T es produeix una repressié d’'un 65% aproximadament (carril
3), tal i com havien descrit préviament en el laboratori del Dr. Levine (Avantaggiati ef
al., 1996). Els resultats obtinguts fins ara, suggereixen que la preséncia d’'un agent

repressor de la transcripcidé podria participar en aquest procés de repressié observat.

L’inhibidor de desacetilases TSA desreprimeix I'activacié del promotor pGal4-

TK-luciferasa mitjancada per I'antigen T

Els resultats obtinguts en els apartats anteriors ens mostren de manera
contundent una repressié mitjangada per l'antigen T sobre el promotor pGal4-TK-
luciferasa quan esta coactivat per CBP (o bé per un domini coactivador de la proteina).
S’ha relacionat I'activacio transcripcional dels gens amb un augment en els nivells
d’acetilacié d’aquests gens, i de manera general s’ha establert un paral-lelisme entre
activacié transcripcional amb acetilacié de la cromatina, i conseqlientment, repressio
transcripcional amb desacetilacié de la cromatina (Turner and O'Neill, 1995). Aixi
doncs, un possible candidat per mitjangar la repressié podria ser una desacetilasa
d’histones. Es va pensar doncs, en utilitzar un inhibidor de desacetilases per veure si
revertia aquest efecte repressor. Es va utilitzar Tricostatina A (TSA), la qual és una
droga inhibidora de desacetilases de classe | i Il. Es van realitzar transfeccions
transitories en cél-lules CV1, utilitzant les mateixes construccions que en els apartats
anteriors. Pel qué fa a la repressié mitjancada per l'antigen T sobre el promotor
coactivat pel domini HAT-CBP2 de CBP, es van transfectar les mateixes quantitats de
cada construccid, es va afegir el TSA al medi de les cél-lules transfectades unes 18
hores abans de recollir-les. Es va utilitzar una concentracié d’inhibidor de 100 nM. Al
carril 3 de la Figura 2A pot veure’s com I'efecte repressor de I'antigen T minva, en
preséncia d’'inhibidor, i es passa a una repressio d’un 18% aproximadament. Es a dir,
en preséncia de TSA, s’obtindria una desrepressido d’'un 50-55% aproximadament.
Paral-lelament, es va realitzar el mateix tipus d’experiment de transfeccions
transitories, utilitzant en aquest cas la proteina sencera de CBP. La Figura 2B en el
carril 3 mostra com el TSA és capag¢ de desreprimir I'activacié mitjangada per la

proteina sencera CBP en un 25% aproximadament.
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Figura 2: Efecte del TSA en la coactivacié del promotor pGal4-TK-luciferasa. A) Es van transfectar
cél-lules CV1 utilitzant les mateixes quantitats de plasmidis indicades en la Figura 1, en preséncia (grafica
esquerra) o en abséncia (grafica dreta) de 100 nM d’inhibidor de desacetilases TSA. B) Es van tractar les
celllules CV1 com en el cas anterior (apartat A), pero en les transfeccions es va utilitzar el coactivador

pcDNA3-CBP(FL) (utilitzant les mateixes quantitats indicades a I'apartat 1B).

L’antigen T regula negativament els nivells d’acetilacié del promotor pGal4 TK

luciferasa

Els resultats previs suggereixen que l‘antigen T podria reprimir la transcripcié
utilitzant una desacetilasa, que desacetilaria les histones o algun factor transcripcional
que participa en el procés. Per confirmar aquests resultats es va utilitzar la técnica de
la immunoprecipitacié en cromatina (ChlIP), es van realitzar un seguit d’experiments en
cél-lules CV1 transfectades de manera transitoria amb el promotor pGal4-TK-
luciferasa, el coactivador CBP fusionat al domini d’'unié al DNA de Gal4 i I'antigen T.
Aleshores es va realitzar la immunoprecipitacié en cromatina utilitzant dos anticossos
que reconeixen diferents lisines acetilades de les histones H3 i H4 (veure materials i
meétodes). A la Figura 3A es mostra que quan es transfecta unicament el promotor

(linia 1), es pot veure un senyal que podria correspondre a uns nivells d’acetilacio
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basal de la histona H3, on s’observen nivells baixos d’acetilacié de les lisines K9 i K14,

mentre que si que s’observa acetilacio de la histona H4 a les lisines K5, K8, K12 i K16.

Figura 3 A O 1% 01 00T% - H3Ac H4Ac Activitat Transcripcional Relativa al promotor basal
— 1 - — — !
g 2 - - - - —
o — 3 - 5
i H
o — 4 -_
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J
Promotor pGal4-TK-luciferasa  pcDNA3-Gal4-CBP(FL) pSG5-antigen T pcDNA3-HDAC1

Figura 3B

Nivells acetilacio relativa
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&
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Figura 3: Nivells dacetilaci6 del promotor pGal4-TK-luciferasa. A) Es van realitzar assaigs
d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIP’s) de cél-lules CV1 transfectades amb les construccions
esmentades anteriorment (Figura 1B): (1) pGal4-TK-luciferasa, (2) pGal4-TK-luciferasa i pcDNA3-CBPFL,
(3) pGal4-TK-luciferasa, pcDNA3-CBPFL i pSG5-antigen T, i (4) pGal4-TK-luciferasa, pcDNA3-CBP(FL),
pSG5-antigen T i la desacetilasa HDAC1. En tots els casos es va transfectar 1 ug del gen reporter pTK-
Renilla per tal de normalitzar els valors obtinguts pel gen de la luciferasa. S’esquematitzen les diferents
condicions de transfeccié a I'esquerra, es mostren els gels de DNA dels ChlP’s en els panells del centre, i
a l'esquerra la grafica ens déna els nivells d’activitat transcripcional del promotor pGal4-TK-luciferasa
obtinguda degut a la transfeccio dels diferents DNA plasmidics, i normalitzada respecte el gen reporter de
pTK-Renilla. B) Es mostren les quantificacions dels nivells d’acetilacié de les histones H3 (panell de la
dreta) i H4 (panell de I'esquerra) obtinguts per els assaigs ChIP (Figura 3A), a la grafica de I'esquerra
s’han quantificat els nivells d’acetilacié de la histona H3 acetilada, i en la de la dreta els de la histona H4
acetilada.(-) correspon a la immunoprecipitacié en absencia d’anticds. Les normalitzacions dels ChIP’s
s’han realitzat prenent els valors dels immunoprecipitats respecte I'input que es correspon a I'% no

saturat.
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Quan a més s’hi transfecta el coactivador CBP (linia 2), aquest actua activant la
transcripcié del promotor (veure Figura 3A, grafica d’activitat transcripcional de la
dreta), i augmentant-ne els nivells d’acetilacié de la histona H3 a les lisines K9 i K14
(unes 2’5 vegades) o de manera més modesta pel que fa a la histona H4 (1’3 vegades)
(Figura 3B). Quan es transfecta I'antigen T (linia 3), es doéna una repressio de la
transcripcié del promotor, els nivells d’acetilacié decreixen de manera global, sobretot
a la histona H3 (més de 2’5 vegades), pero també disminueixen els de la histona H4.
Aquesta baixada s’accentua al cotransfectar a més, una possible candidata en aquest
procés repressiu, la desacetilasa HDAC1 (linia 4), veiem que els senyals d’acetilacio la
histona H3 i H4 desapareixen completament. A la Figura 3B s’observa la quantificacié
del nivell d’acetilacio de les histones H3 (grafica de I'esquerra) i H4 (grafica de la
dreta). Els resultats indiquen de manera clara que els nivells d’acetilacié observats en
el promotor coactivat per CBP augmenten substancialment quan el coactivador és
reclutat al promotor, i disminueixen de manera drastica fins a nivells d’acetilacié basal
quan al sistema s’hi transfecta I'antigen T. Sobretot les diferéncies es fan paleses a la
histona H3. Se suggereix d’aquesta manera, que l'antigen T, quan és reclutat al
promotor mitjangant la seva interacci6 amb el coactivador CBP, podria orquestrar
aquesta repressio transcripcional captant un agent repressor amb activitat desacetilasa
d’histones cap al promotor, cosa que explicaria la disminucié dels nivells d’histona H3

acetilada en aquest promotor.

La HDAC1 interacciona amb I'antigen T /n vifro i ho fa de manera independent

de la proteina del Retinoblastoma

Els resultats obtinguts mostren que la repressié de la transcripcié induida per
l'antigen T va acompanyada de la desacetilacié d’histones, suggerint una possible
intervencio d’'una desacetilasa en aquest procés. Per confirmar aquesta hipotesi es va
analitzar la capacitat de I'antigen T d’interaccionar /n vitro amb diferents desacetilases
d’histones. Hem detectat la interaccio de HDAC1 amb I'antigen T /n vifro mitjangant un

assaig de Pull Down.
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Figura 4: Pull Down antigen T-HDAC1. A) Gel SDS-PAGE al 10% tenyit amb CBB. Al primer carril
s’observa I'expressié del fragment HDAC1 (1-382), que migra al voltant dels 64 KDa. Al segon carril es
veu I'expressié del fragment de HDAC1 (51-482) que migra al voltant dels 98 KDa. B) Autoradiografia d’'un
gel SDS-PAGE 8%. Assaig de Pull Down, al carril de I'input es van carregar 0’5 ul de IVT de l'antigen T, al
segon carril s'observa la interaccio entre HDAC1 (51-482) i I'antigen T i al tercer carril s’observa la
interaccio entre HDAC1 (1-382) i 'antigen T, el GST s’ha utilitzat com a control negatiu (carril 4). C) Assaig
realitzat com a l'apartat B perd utilitzant I'antigen T-K1 marcat amb 35S-metionina radioactiva per
I'expressié in vitro. El primer carril correspon a I'input d’antigen T K1, 0’5 pl. El segon carril correspon a la
interaccio amb el fragment 51-482 de la desacetilasa HDAC1. El tercer carril correspon al control negatiu
amb GST. En els dos casos, es van utilitzar 2 pl d’antigen T i antigen T-K1 expressats i marcats

radioactivament /n vitro.

D’una banda, es va utilitzar la proteina recombinant HDAC1 fusionada a GST i
unida a una reina de sefarosa. D’altra banda, I'antigen T es va expressar i marcar
radioactivament amb metionina-35S en un sistema /n vifro de transcripcié i traduccié de
proteines (IVT). Es va realitzar un assaig de Pull Down, utilitzant 0’5 ug de HDAC1 i 2
ul d’antigen T marcat radioactivament. A la Figura 4B (carrils 3 i 4) pot observar-se
com I'antigen T interacciona amb HDAC1. No s’observa interacci6 amb el GST (carril
2). El fet que la HDAC1 interacciona amb la proteina del Retinoblastoma (pRb) (Brehm
et al, 1999), i que I'antigen T també té capacitat d’'unir-se a pRb (DeCaprio ef al,
1988), ens porta a analitzar si aquesta interaccié antigen T-HDAC1 esta mitjangcada
per la proteina del Retinoblastoma. Per esbrinar aixd es va realitzar un altre assaig de
Pull Down utilitzant 'antigen T K1, la proteina de I'antigen T que presenta una mutacio
puntual (substitucié del glutamic a la posicié 107 per una lisina) (DeCaprio ef al.,
1988), conferint-li incapacitat d’'unié a pRb, sense alterar la conformacié de la proteina.
El resultat indicat a la Figura 4C, suggereix que la interaccié entre I'antigen T i la
desacetilasa HDAC1 no esta condicionada per la preséncia de pRb. Tampoc s’observa

una interacci6 de I'antigen T amb el GST, Figura 4C carril 3.
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La sobrexpressié de HDAC1 accentua la repressio transcripcional del promotor

pGal4-TK-luciferasa

Primerament, els resultats obtinguts de les transfeccions ftransitories en
cél-lules CV1 en preséncia de TSA ens conviden a pensar en la preséncia d’'una
desacetilasa com a responsable de la repressié transcripcional del promotor.
Segonament, els resultats obtinguts en els experiments d’immunoprecipitacio de
cromatina, apunten a l'accié d’una desacetilasa com a responsable de I'eliminacié de
certs residus acetilats en el promotor quan aquest és reprimit via la transfeccié de
'antigen T sol o en conjunt amb HDACH1. | per ultim, els resultats de I'apartat anterior,
ens confirmen, almenys /n vitro, una interaccié entre 'antigen T i HDAC1. Es per aixo,
que el seglient pas en la recerca d’aquesta interacci6 es dirigi a la sobrexpressié de la
desacetilasa HDAC1 en el sistema heterdleg de transfeccions transients descrit
anteriorment. En aquest experiment es va voler veure si I'efecte repressor obtingut
quan es transfecta I'antigen T juntament amb el coactivador CBP, s’accentuava en
preséncia de la desacetilasa HDAC1. Efectivament, al transfectar la desacetilasa
(Figura 5B, carril 4) es veu que l'activitat del promotor disminueix un 70-85% respecte

I'activacié maxima produida per CBP.
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Figura 5: Sobrexpressio de la desacetilasa HDAC1 en cél-lules CV1. A) Es van transfectar cél-lules CV1
amb 4 pug DNA pGal4-TK-luciferasa, 6 pg pcDNA3-CBPFL, 5 ng pSG5-antigen T, 3 ug pcDNA3-HDAC1 i
1 ug pTK-Renilla. Al cap de 48 hores es van preparar els extractes cel-lulars i es va analitzar I'activitat

luciferasa resultant normalitzant respecte I'activitat del gen reporter pTK-Renilla.
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En resum, la sobrexpressi6 de HDAC1 en el sistema afecta Ilactivitat
transcripcional del promotor, sembla doncs que aquesta podria participar activament

en la repressié via una interaccio (directa o indirecta) amb I'antigen T.

L’eliminacié de HDAC1 mitjancant I'is de RNAI té un efecte desrepressor en el

promotor pGal4-TK-luciferasa

Per confirmar que la desacetilasa HDAC1 esta implicada en el procés de
repressio transcripcional, es va decidir eliminar o reduir els nivells de HDAC1 utilitzant
el métode de RNA d’interferéncia (RNAI). En experiments realitzats en cel-lules CV1 es
va testar el funcionament dels oligonucleotids de RNAI-HDAC1. Els nivells de proteina
s’analitzen mitjancant WB, tal i com s’indica a la Figura 6A (veure material i métodes).
S’observa que en els carrils on hi ha la combinacio de 2 dels RNAi-HDAC1 (carrils 4 i
5, panell superior), o bé la combinacié de tots 4 RNAi-HDAC1 (carril 6, panell superior)
és on es dona la major inhibicié de HDAC1 (a les 72 hores). Com a control de carrega
de proteina total es mostra un WB amb un anticos que reacciona amb la tubulina
(Figura 6A panell inferior). En experiments similars pot observar-se que en temps
llargs d’incubacio de les ceél-lules amb 'RNAI-HDAC1 (72-96h) s’obté una inhibicié
completa de la proteina enddgena (dades no mostrades). Un cop establertes les
condicions d’us de RNAi-HDAC1, es van realitzar transfeccions transitories en cél-lules
CV1 (es van utilitzar les mateixes construccions i les mateixes quantitats que en els
apartats anteriors) i es van transfectar diferents quantitats de RNAi-HDAC1, utilitzant
una barreja de 4 RNAI (12 ug totals) de diferents regions en el gen (veure material i
meétodes). A les 48 hores es van recollir les cél-lules i se’n va analitzar I'activitat
luciferasa. Pel qué fa a les transfeccions transitories del sistema utilitzat fins ara, en
preséncia o abséncia de RNAi-HDACH1, els resultats obtinguts revelen una possible
intervencio de la desacetilasa HDACH1, ja sigui de manera directa o indirecta, en la
repressio d’aquest promotor. Al punt on es transfecten I'antigen T i la desacetilasa
HDACH1, (veure Figura 6B carril 3, grafica de I'esquerra), s’observa una repressio d’'un
75-85%, no obstant, quan en aquest mateix punt s’hi transfecta 'RNAi-HDAC1, la
repressié passa a ser d’'un 52%, carril 3 (lila), observem una desrepressié que oscil-la
entre un 23-33% respecte el punt control, amb un RNAi-SMAD3 com a control negatiu.
Aquest percentatge de desrepressiod suggereix que la inhibicid que es produeix és la

de la desacetilasa transfectada, perd no la de 'enddgena (veure discussid).
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Figura 6: RNA d'interferéncia de la desacetilasa HDAC1. A) Es varen transfectar cél-lules CV1 utilitzant
Jet-Pei i les segiients quantitats de RNAi: (1) 12 png RNAi-SMAD3 de control; (2) RNAI-HD-3 2 ug; (3)
RNAi HD-4 2 ug; (4) RNAi HD-3, HD-4 4 pg totals; (5) RNAi HD-3, HD-4 8 pg totals; (6) barreja de HD-1,
HD-2, HD-3, HD-4 12 ng totals. Després de 72 hores es van recollir les céllules i es van preparar
extractes totals. Es van analitzar els nivells de HDAC1 i tubulina mitjangant un Western Blot utilitzant un
anticos que reconeix especificament HDAC1 (panell superior) o tubulina (panell inferior, control de carrega
proteica). B) Es van realitzar transfeccions transitories en cél-lules CV1 en els mateixes condicions de
I'apartat anterior, perd recollint a les 48 hores, en preséncia de 12 ug d’'una barreja de RNAi-HDAC1, o bé
12 pg de RNAI-SMAD3 (veure material i metodes).

Aquests resultats suggereixen que a part de la desacetilasa HDAC1, podrien

estar implicats altres mecanismes de repressio lligats a desacetilacié, no podriem

descartar doncs, la participacio d’altres desacetilases en aquest procés.
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Discussio

L’efecte repressor de I'antigen T sobre el promotor pGal4-TK-luciferasa esta

mitjancat per HDACA1

Els resultats obtinguts en els experiments de transfeccions transitories amb el
promotor pGal4-TK-luciferasa ens mostren de manera clara com l'antigen T actua
regulant negativament l'activitat del promotor. Les explicacions de com ho fa podrien

ser varies.

» Un model que podria proposar-se seria que I'antigen T s’unis a Gal4-CBP, a
través del domini CBP2 -unidé descrita anteriorment (Avantaggiati ef a/,, 1996; Eckner
et al., 1996)- i el segrestés, de manera que CBP no podria interaccionar amb els seus
llocs Gal4 al promotor, impedint I'activacié transcripcional d’aquest. No obstant,
aquesta hipotesi no semblaria encaixar en aquest sistema ja que s’ha vist CBP reclutat

al promotor per ChlP’s (dades no mostrades).

» Una segona hipotesi, podria ser que I'antigen T al interaccionar amb CBP,
provoqués una alteracido de la conformacio i I'activitat d’aquest coactivador, podria
inactivar el seu centre catalitic i impedir I'activacio del promotor. Aquest model pero, no
sembla gaire probable, donat que la interaccid6 de I'antigen T amb CBP /n vifro
augmenta l'activitat HAT de CBP (Valls ef a/., 2003).

» La tercera hipOtesi que es vol proposar, i la que sembla tenir més
probabilitats de ser, és que l'antigen T es dirigeixi cap al promotor, atret per CBP, i
aleshores recluti un corepressor -en aquest treball es proposa la desacetilasa
d’histones HDAC1- per tal d’inhibir la transcripcié en aquest promotor. A la Figura 7 es
mostra aquest possible model d’actuacié de I'antigen T sobre el promotor. Els resultats
obtinguts amb els experiments realitzats amb TSA validarien aquesta hipotesi, donat
que al afegir TSA a les cél-lules s’obté una desrepressio en I'activitat del promotor -tant
per l'activitat produida per el domini HAT-CBP2, com la que provoca la proteina
sencera de CBP (veure apartats 1 i 2 de Resultats)-. De la mateixa manera, els
resultats realitzats amb la sobrexpressio de HDAC1 i 'RNAi-HDAC1 confirmarien la
contribucié de les activitats desacetilasa en la repressié de la transcripcid en aquest

promotor.
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El fet que l'antigen T interaccioni amb pRb (Nevins, 1992), una proteina que
forma part d’'un complex en el qual s’hi associa la desacetilasa HDAC1 (Brehm ef al.,
1998; Magnaghi-Jaulin ef a/,, 1998), podria reforgar la possibilitat d’aquesta interaccio.
No obstant, bona part de la interaccié entre I'antigen T i HDAC1 que hem detectat /in
vitro és independent de pRb (Figura 4C). D’altra banda, s’ha demostrat que altres
proteines virals com E7 interaccionen amb desacetilases, com el complex Mi2-NRD
(Brehm ef al,, 1999), suggerint que les proteines virals poden tenir com a dianes els
complexes repressors desacetilasa. El fet que el lloc d’interaccié de HDAC1 i de pRb
amb les proteines virals sigui molt similar, reforca la idea que es puguin donar les dues

interaccions amb independéncia una de l'altra.

Figura 7

Figura 7: Es proposa un model segons el qual
un promotor coactivat per CBP (Timidina
Quinasa) reclutaria I'antigen T de SV40 i aquest
exerciria un efecte repressor mitjangant la

captacio de la desacetilasa HDAC1.

Luc

Estudis forca recents han demostrat que sovint es troben en un mateix complex
les principals proteines responsables de mantenir I'equilibri d’acetilacio de la ceél-lula,
HATs i HDACs. En aquest sentit, diferents treballs han demostrat que HDAC1 pot
interaccionar amb acetiltransferases com p300 (Simone ef al, 2004), o PCAF
(Yamagoe ef al,, 2003). No obstant, no s’ha vist encara la interaccié entre HDAC1 i
CBP. EI que nosaltres proposem és que I'antigen T ordeni aquest reclutament de la
desacetilasa cap al complex CBP, la qual cosa tindria un significat molt important,
suggerint que el complex format per CBP/antigen T/HDAC1 es podria donar en els
promotors dels gens que I'antigen T necessiti controlar. Aixd ens ddéna noves eines
que permetrien augmentar el grau de complexitat existent en la regulaci6 de la
transcripcié d’alguns promotors. Es poden establir nous mecanismes més acurats a
I'hora de modular la transcripcié. Es a dir, donat que és molt important un manteniment
de l'equilibri entre acetilacid i desacetilacié de les histones, i que petits canvis es
produeixen en molt poc temps, és de gran valor el fet de poder trobar aquestes dues
activitats, aparentment antagoniques, associades a la mateixa proteina, ja que aixi
podrien actuar coordinadament. No obstant, no sabem si totes tres existeixen en el

mateix complex.
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L’antigen T s’uneix /in vifroa HDACA

Els resultats obtinguts en els experiments de transfeccions transitories, on
s’analitzava l'efecte de I'antigen T en l'activitat transcripcional de pGal4-TK-luciferasa
mitjancada per CBP, revelaven la preséncia d’'una desacetilasa d’histones com a
candidata per reprimir el promotor. Es va decidir, doncs, comprovar primerament /n
vitro, I'existencia d’aquesta interaccié. Es van realitzar assaigs de Pull Down entre
HDAC1 i 'antigen T, i es va detectar una interaccio. Semblaria doncs, que I'antigen T
té capacitat d’'unir-se /n vifro a HDAC1. Aquesta interaccié hauria de confirmar-se /in
vivo. No obstant, aixd0 encara no ha estat possible, s’han realitzat experiments de
coimmunoprecipitacidé perd no han donat un resultat positiu (podent existir una
incompatibilitat dels epitops dels anticossos amb la deteccié de les proteines). S’ha
realitzat també un experiment de doble hibrid, utilitzant I'antigen T fusionat al domini
d’'uniéo al DNA de Gal4 i la desacetilasa HDAC1, amb el domini catalitic amb una
mutacié, fusionada al domini de transactivacié. Malauradament pero, I'experiment ha
resultat ser negatiu. No obstant, en els experiments funcionals de transfeccions
transitories eliminant parcialment la desacetiiasa HDAC1 mitjancant RNAi o bé
mitjangcant la sobrexpressi6 de HDAC1, si que s’han observat efectes que
correlacionen la repressié de la transcripcid amb la preséncia de la desacetilasa
HDAC1. En els resultats obtinguts en I'experiment de RNAi-HDAC1 (Figura 6)
observem una recuperaci6 de la repressid unicament mitjangada per HDACA1
transfectada, i no pas per I'enddgena. La raé podria ser que la desacetilasa HDAC1
transfectada se sobrexpressa a la vegada que ho fa 'RNAIi-HDAC1, de manera que
'RNAI-HDAC1 actua més facilment sobre aquesta i no sobre I'endogena. Assaigs
previs mostren que per la inhibicié de la desacetilasa HDAC1 enddgena, caldria deixar
actuar I'RNAi-HDAC1 durant 72 hores, perd aixd no és viable en aquest sistema de
transfeccions transitories heteroleg, donat que si deixem prolongar l'accié de I'RNAI-
HDAC1 fins a 72-96 hores, no s’obtenen nivells d’activacié del promotor satisfactoris
per CBP. D’altra banda, els experiments mitjancant ChIP’s demostren una
desacetilacié contundent del promotor, tant en preséncia de I'antigen T com quan se
sobrexpressen antigen T i desacetilasa. Se suggereix doncs, que HDAC1 seria
responsable en part d’aquesta desacetilacié en la regié promotora, sense descartar

pero, I'accié d’alguna altra desacetilasa.

Els resultats obtinguts indiquen que I'antigen T és un proteina reguladora molt

versatil, ja que d’'una banda és capac¢ d’activar un promotor determinat, i de I'altra de
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reprimir-ne d’altres. Encara que aquesta visid sigui contradictoria i sorprenent
d’entrada, va en consonancia amb les caracteristiques de proteina multifuncional
caracteristica de l'antigen T. Cal recordar que I'antigen T és la principal proteina
reguladora del virus SV40, i quan el virus infecta a la cél-lula aquest s’encarrega de
reorganitzar les prioritats de la cél-lula hoste al seu favor: reedita de nou els programes
que té establerts per els que li convinguin al virus -per poder realitzar amb éxit el seu
cicle vital-. Aixi doncs, aix0 suposa l‘activacio d’alguns gens o bé la repressié d’altres.
Al ser, doncs, la principal proteina del virus, no és estrany pensar que ella mateixa
tingui capacitat per interaccionar amb proteines d’activitats oposades clau en

processos basics de la cél-lula.
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Resum Resultats

El treball realitzat en aquesta Tesi ha tingut com a objectiu I'analisi de diferents
mecanismes que participen en la regulacié de les activitats HAT i HDAC cel-lulars.
Podriem distingir dos tipus de modulacié d’aquestes activitats, la que es déna
mitjangant senyals intracel-lulars, com podria ser la progressié del cicle cel-lular,
concretament quan la cél-lula entra a Mitosi; o bé, la que es ddéna mitjangant senyals
extracel-lulars, com seria la participacié d’'una oncoproteina viral ('antigen T). Es
coneix que tant I'entrada a Mitosi com la invasio virica sén processos que tenen
respostes per part de la cél-lula a nivell de cromatina. A grans trets, en els capitols 1A i
1B es presenten dos treballs que tenen com a objectiu I'analisi de les consequéncies
funcionals de la interaccid de I'antigen T amb I'acetiltransferasa CBP i la desacetilasa
HDACH1. En el capitol 2 també s’ha analitzat la regulacié de les activitats HAT i HDAC
durant la mitosi. Al mateix temps s’han estudiat diversos patrons de modificacions
posttraduccionals de les histones implicats en el manteniment de la competéncia
transcripcional dels gens quan la céllula entra a Mitosi. Per ultim, en el capitol 3 es
presenta un altre tipus de regulaci® d’aquestes activitats, I'autoacetilacid de
l'acetiltransferasa PCAF. Aixi doncs, tres mecanismes diferents per al control d’'unes
activitats molt importants per la cél-lula eucariota, que sén crucials per al manteniment

de I'equilibri acetilacioé i desacetilacié de la cromatina.

1. L’antigen T de SV40 modula I'activitat acetiltransferasa de CBP.

Les acetiltransferases d’histones (HATSs) juguen un paper clau en l'activacié de
la transcripcié génica, la proliferacio i la diferenciacié cel-lulars modulant I'estructura de
la cromatina; no obstant, es coneixen poques coses de la seva propia regulacié. En el
treball que es presenta en el capitol 1A, s’ha analitzat la regulacié de les activitats
acetiltransferasa per la proteina oncogenica viral antigen T. Per aixd6 hem utilitzat
cél-lules CV1 i CV1COS com a model. En una primera aproximacié s’analitzen els
nivells d’activitat globals que presenten les acetiltransferases cel-lulars, i es comparen
les dues linies cel-lulars, assumint que les diferéncies observades sén degudes a la
preséncia de I'antigen T o bé al procés de transformacio induit per I'antigen T. Es pot
veure que I'expressid de I'oncoproteina viral de SV40 antigen T incrementa de manera
general I'acetilacio de les histones i l'activacié de les activitats enzimatiques que
regulen aquesta modificacido (HATs) (Figures 1 i 2). Seguidament s’analitza I'activitat

acetiltransferasa de CBP donat que ja s’havia descrit que les dues proteines tenen
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capacitat per interaccionar (Avantaggiati ef al, 1996; Eckner et al, 1996). Pot
observar-se que l'activitat HAT de CBP és superior en les cél-lules que expressen
antigen T, i que aquest augment de l'activitat és dependent exclusivament de la
interaccio entre CBP i la proteina viral (Figura 3). A més, aquest augment de I'activitat
no va acompanyat de canvis en l'especificitat de I'enzim (Figura 4). D’altra banda, la
interacci6 entre l'antigen T i CBP modula positivament la capacitat de
I'acetiltransferasa d’activar la transcripcid génica del promotor pGal4-Hsp70-luciferasa
(Figura 5). Finalment es mostra que la inhibici6 de les desacetilases d’histones
mitjancant TSA incrementa I'index d’infecci6 virica de SV40, de manera que s’observa
un augment del nombre i freqiéncia d’aparicio de les plaques de lisi (Taula 1). Aquests
resultats ressalten la importancia de l'acetilacié de les histones en la infeccio virica,

mitjancada per les oncoproteines virals com I'antigen T.

2. L’antigen T de SV40 reprimeix la transcripcid mitjangant la seva
interaccié amb HDAC1.

Tal i com s’ha mostrat en el capitol 1A i en multiples treballs publicats
I'acetilacié de les histones participa en multiples processos importants per la cél-lula, i
en particular en la infeccido de virus de DNA. En el capitol 1B s’analitza de nou la
importancia de I'equilibri acetilacié i desacetilacié des del punt de vista de la interacci6
entre la principal proteina reguladora del virus SV40, l'antigen T, i la desacetilasa
d’histones HDAC1. Hem observat que la transcripcié del promotor Timidina Quinasa
quan és activat pel coactivador CBP, pateix una repressio transcripcional per acci6 de
l'antigen T (Figura 1); en la literatura hi ha altres exemples de promotors regulats pel
coactivador CBP que pateixen una repressio transcripcional degut a la preséncia de
proteines virals (Avantaggiati ef a/., 1996; Eckner ef a/,, 1996). L’existéncia d’aquesta
repressio transcripcional, suggereix la preséncia d’'un complex repressor, per aixo es
realitzen experiments de transfeccions transitories en preséncia d’'un inhibidor de
desacetilases, i es pot observar una desrepressié de I'activitat transcripcional d’aquest
promotor (Figura 2), suggerint la implicacié d’'una activitat desacetilasa. Per corroborar
que el procés de repressid comporta una desacetilacio, es realitzen assaigs
d’immunoprecipitaci6 de cromatina en aquest promotor, i s’analitzen els nivells
d’acetilacié de les histones H3 i H4. Els resultats de la Figura 3 demostren que els
nivells d’acetilacio de la histona H3 disminueixen quan I'activitat del promotor també ho

fa després de l'expressid6 de lantigen T. Parallelament, els nostres resultats
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demostren que I'antigen T interacciona /n vifro amb HDAC1, i que aquesta interaccio
es déna de manera independent a la proteina del retinoblastoma, pRb (Figura 4).
Finalment, l'eliminacié de la desacetilasa HDAC1 mitjangant RNAi comporta una
desrepressio parcial de I'activitat transcripcional d’aquest promotor (Figura 6). En
aquest capitol es fa palesa la versatilitat de la proteina viral, donat que pot participar
en la regulacié de dues activitats cel-lulars oposades, d’'una banda participa modulant
l'activitat HAT de CBP(Capitol 1A), mentre que de l'altra interacciona amb HDAC1 per
reprimir determinats promotors (Capitol 1B). Com a consequiéncia d’aquesta dualitat,

la proteina reguladora de SV40 podria adquirir en gran mesura el control cel-lular.

3. Paper de les modificacions de les histones en la senyalitzacio i I'activacio

dels gens durant Mitosi.

En relacié al Capitol 2 d’aquest treball, s’ha volgut incidir en la regulacié de
HATs i HDACs quan la cél-lula entra en fase M. S’havia descrit que durant aquesta
fase del cicle cel-lular, hi ha una inhibicié de la transcripcié de forma generalitzada
(Prescott and Bender, 1962). S’ha observat també que durant aquesta fase del cicle hi
ha un desplacament de la majoria de factors de transcripcié de la cromatina mitotica
(Martinez-Balbas ef al/, 1995), pero tot i aixi, hi ha alguns promotors que mantenen
llocs d’hipersensibilitat a la DNasa | o al KMnO4 (Michelotti ef a/, 1997), ajudant a
aquests gens potencialment actius a mantenir-se estructurats i preparats per a la
rapida activacio de la transcripcié un cop finalitzada la divisié cel-lular. Aquests
descobriments suggereixen la preséncia de senyals (probablement modificacions
posttraduccionals de les histones) responsables del marcatge dels gens durant la
mitosi (Jeppesen, 1997; Kouskouti and Talianidis, 2005). El nostre treball es centra en
l'analisi de les activitats HAT i HDAC durant mitosi i en I'estudi del paper que tenen
I'acetilacié i la metilacié de H3K4 en el manteniment de la memodria dels gens actius
durant mitosi. Primerament es realitza un analisi global de les activitats HAT i HDAC
durant la mitosi. S’observa que aquests enzims romanen actius durant la mitosi, pero
es distribueixen en compartiments diferents, mentre que les HATs romanen ancorades
a regions membranoses durant la mitosi, les HDAC sén més accessibles al seu
substrat (Figura 1E). Seguidament es realitza un analisi global de les modificacions de
les histones que estan relacionades amb un fenotip d’activacio transcripcional, com
son l'acetilacio de H3 (K9, K14) i H4 (K5, K8, K12, K16) o la dimetilacio i trimetilacio de
la histona H3K4, s’observa mitjangcant WB i immunolocalitzacions que la metilacio de

H3K4 es manté als cromosomes mitdtics, no obstant, I'acetilacid de la histona H4
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disminueix en gran mesura (Figura 1). Posteriorment es porta a terme un analisi
extens de tres tipus de gens (constitutivament actiu, induible i inactiu per la RNA
polimerasa IlI) i es comparen els seus nivells d’acetilacio i metilaci6 de H3K4 en
cél-lules en asincronia o cél-lules mitdtiques mitjangant I'analisi d'immunoprecipitacio
de cromatina (ChlP) (distingint les regions promotores i les codificadores). Es pot
observar que tant I'acetilacié de H3 i H4 com la metilacié de H3K4 s6n marques que es
mantenen en els promotors i gens de GAPDH i Hsp70 (constitutiu i induible), perd sén
inexistents al llarg del cicle pel qué fa a gens inactius (Figures 2 i 3). S’analitza
individualment una altra modificaci6 que s’havia vist implicada en [I'activacio
transcripcional de gens situats en regions silents heterocromatiques, I'acetilacio de
H4K12. Pot veure’s que aquesta modificacié es manté en les regions codificadores
dels gens GAPDH i Hsp70, i a més també es manté en el gen de la Ciclina B1 que
s’expressa durant la mitosi. Per contra, no s’observa senyal ni en les regions
promotores d’aquests gens ni en el gen IL-2 (Figura 4). Finalment, s’analitza
detalladament el gen de la Ciclina B1, donat que s’activa durant mitosi. L’objectiu
d’'aquests experiments és veure quin patré d’activacio presenten els gens que s’activen
durant aquesta fase del cicle, i es pot determinar que l'activacié transcripcional
d’aquest gen es correlacionava amb un augment en la di- i la trimetilacié de H3K4
(Figura 5). Suggerint d’aquesta manera, que les activitats HMTs romanen actives i

accessibles al seu substrat durant aquesta fase del cicle.

Manteniment de modificacions posttraduccionals activadores durant mitosi

Asincronia Mitosi
P CR P CR
>> 0060 >> 00 > >> e0e [ ' 0> o0 »
l_’ GAPDH
>> 0600 [> » ee » > eee [ ' 0» o0 » HSP70
’_' [ IL-2
Senyalitzacio d’activacio transcripcional d’'un gen actiu a mitosi
> 00 > 00 » .
|_| > eee ["0s eee» Ciclina B1
P> Acetilacio P> Acetilacio ® Metilacio Fosforilacio
H3 i H4 H4K12 di- i tri H3K4

Figura RR1: Resum de les modificacions posttraduccionals senyalitzadores d’activacio transcripcional que

es mantenen durant la mitosi. A la part superior s’observen tres tipus de gens: GAPDH (constitutivament
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actiu), HSP70 (induible per xoc térmic) i IL-2 (inactiu per la RNA polimerasa Il). S’exemplifiquen les
regions promotores i les codificadores. A la part inferior es mostren els senyals d’activacié d’'un gen que
s’expressa a mitosi, Ciclina B1. Per separat es mostra I'acetilacié de la lisina 12 de la histona H4 com a

possible marcador de la memoria cel-lular dels gens actius.

Aquests resultats mostren un paper important de I'acetilacié de les histones H3
i H4 i la metilaci6 de H3K4 en el marcatge dels gens potencialment actius durant la

mitosi, tal i com es resumeix a la seguent figura (Figura RR1).

4. Mecanismes de I'autoacetilacié de PCAF.

En I'dltim capitol descrivim un altre mecanisme per a la regulacié de les
activitats HAT i HDAC cel-lulars, les modificacions posttraduccionals. En el treball del
Capitol 3 es presenta la regulacié de I'acetiltransferasa PCAF mitjangant I'acetilacié. Hi
ha diverses proteines no histona amb capacitat per ser acetilades. Factors de
transcripcié com p53, TFE, TFyF o E2F, s’ha vist que poden ser acetilats mitjangant
diverses acetiltransferases i d’aquesta manera regulen la seva estabilitat i/o funcié (Gu
et al., 1997; Imhof et al, 1997; Martinez-Balbas ef al, 2000). En aquest treball es
demostra que PCAF pot autoacetilar-se /in vivo, i aquesta acetilacid pot ser intra- o
intermolecular. L’'acetilacié intramolecular (cis) de PCAF es dona a la regié Ct de la
proteina (Figura 3). Concretament, es pot veure mitjangant un assaig d’autoacetilacié
/in vitro que l'acetilacié intramolecular es dona en cinc lisines que estan situades a la
regid de senyalitzacié nuclear (NLS) adjacent al domini catalitic (Figura 5). Quatre
d’'aquestes lisines participen en la localitzaci6 nuclear, i mitjangant
immunolocalitzacions es pot veure que la proteina mutant en aquestes lisines és
incapag de dirigir-se a la regié nuclear (Figura 6). D’altra banda, I'acetilacio de PCAF
intermolecular (#rans) es déna a la regié Nt de la proteina, com es mostra a la Figura 2.
A pesar d’aix0, la interaccidé entre dues molécules de PCAF no requereix aquesta
regio, tal i com es detecta en I'experiment de Pul/ Down entre PCAF (FL) i PCAF (Ct)
(Figura 2). Pot observar-se que p300, perd no CBP, pot acetilar PCAF /n vivo (Figura
4). Finalment, es demostra que l'autoacetilacié de PCAF incrementa I'activitat HAT de
la proteina, ja que la proteina mutant per les lisines de la NLS (necessaries per
I'autoacetilacid) presenta uns nivells d’activitat HAT inferiors als de la proteina salvatge
(Figura 7).

Aquests resultats mostren una modificacié posttraduccional d’'una HAT, PCAF,

capag¢ de regular la seva activitat.
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Discussid

CAPITOL 1: L'ANTIGEN T DE SV40 MODULA LES ACTIVITATS
HAT | HDAC CEL-LULARS.

L’estat prolifer de la cél-lula eucariota és molt important en el procés invasiu
que pateix quan un virus l'infecta; aquest necessita tota la maquinaria enzimatica de
qué disposa la cél-lula per poder-se replicar sense cap impediment. Per a portar a
terme el seu objectiu principal de replicar-se i envair les cél-lules adjacents a la cél-lula
infectada, el virus SV40 disposa essencialment de dos tipus de proteines: les
proteines reguladores, que s’expressen durant la fase inicial de la infeccid (antigen T i
t), i les proteines estructurals, que s’expressen en fases més tardanes de la infeccid.
Entre totes aquestes proteines, la que centra el nostre interés i ha estat objecte del
nostre estudi és l'antigen T. L’antigen T assumeix el rol de principal proteina
reguladora del virus. Podriem dir que ha evolucionat de manera que accedeix a les
eines que dirigeixen el cicle cel-lular i aixi aconsegueix obtenir totalment el control

cel-lular.

Un dels objectius del nostre estudi ha estat aprofundir en I'efecte que exerceix
'antigen T de SV40 a nivell de la cromatina, i aixd ens ho hem plantejat des de I'dptica
de les proteines que regulen directament I'estat d’acetilacié i desacetilacio de les
histones. En aquesta linia, cal dir que s’han descrit multiples proteines virals amb
capacitat per interaccionar amb HATs, (Avantaggiati ef a/., 1996; Eckner ef a/., 1996;
Reid et al.,, 1998), i altres que tenen capacitat per interaccionar amb HDACs (Brehm ef
al., 1999). En aquest apartat es discutiran els dos primers capitols d’aquesta tesi que

tracten essencialment:

» Les consequéencies funcionals de la interacci6 de lantigen T amb

I'acetiltransferasa CBP —Capitol 1A-.

» Descripcié de la interaccié /in vifro de l'antigen T amb HDAC1 i les

consequéncies funcionals d’aquesta interaccié —Capitol 1B-.
En el treball que s’ha presentat, hem identificat i analitzat les consequéncies

funcionals de la interaccié de I'antigen T amb una acetiltransferasa d’histones, CBP, i

una desacetilasa d’histones, HDAC1. El fet d’haver trobat que una mateixa proteina
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viral estigui estretament lligada a processos on hi participen proteines que regulen
I'acetilaci6 i la desacetilacié de la cromatina eucariota, permet endinsar-nos en un nou
cami fins ara no explorat. Fins aquest moment només s’ha descrit que determinades
proteines virals tenen capacitat per unir-se a acetiltransferases i d’altres la tenen per
fer-ho a desacetilases. En contrapunt, nosaltres volem insistir en la possibilitat que
aquesta proteina viral pugui interaccionar amb els dos tipus d’activitats, permetent aixi,
la regulacié d’aquests enzims i dels processos que controlen d’'una forma molt més
rapida i ajustada. D’aquesta manera, I'antigen T seria la primera proteina virica amb
capacitat d’'unir-se a HATs i HDACs. Cal dir que la proteina principal de I'adenovirus,
E1A, interacciona amb HATs (Eckner ef a/., 1994; Avantaggiati ef a/., 1996; Eckner ef
al, 1996), perd també s’ha vist relacionada amb processos de repressio
transcripcional, interaccionant amb un corepressor, CtBP (Zhang et al., 2000). No

obstant, no s’ha vist directament associada a una desacetilasa.

1. L’antigen T de SV40 modula positivament I'activitat HAT global

cel-lular.

El primer treball que es presenta en aquesta tesi fa referéncia a les
consequéncies funcionals de la interaccié entre I'antigen T i CBP. La interaccié entre
aquestes dues proteines s’havia descrit anys enrere, concretament al laboratori del Dr.
Morgan (Eckner et al., 1996), perd de les consequéncies funcionals que se’n podien
derivar d’aquesta unié no se’n sabia gairebé res. A rel d’aquesta interaccio i de les
multiples més que hi ha entre HATs i proteines virals, al nostre laboratori ens varem
plantejar quins eren els efectes generals que succeien a nivell d’acetilacié de les
histones quan les cél-lules estaven sota la preséncia d’'una proteina viral, en el nostre
cas l'antigen T. Com a sistema per analitzar aquests efectes, es van utilitzar dues
linies cel-lulars practicament idéntiques genéticament: CV1 i CV1COS. Aquestes dues
linies cellulars només es diferencien en qué la segona ha estat transformada amb el
virus SV40 defectiu en el seu origen de replicacio perd conserva la correcta codificacio
dels seus gens primerencs, els quals estan integrats a I'atzar al seu genoma
(Gluzman, 1981).

Dels primers resultats sobre 'efecte de I'expressio de I'antigen T a nivell global

en la cél-lula se’'n poden extreure basicament dues conclusions:
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» Augmenta l'activitat HAT global cel-lular (Figura 1 Capitol 1A).

» Incrementa el nivell d’acetilacio de les histones (Figura 2 Capitol 1A).

S’ha discutit molt sobre el paper que tenen les HATs i HDACs en la cél-lula
eucariota. S’ha discutit si aquestes proteines interpreten papers concrets, actuant
localment sobre regions promotores per tal de regular la transcripcid génica o bé,
posseeixen papers més generals, actuant directament en el manteniment de I'equilibri
d’acetilacié de tot el genoma. El mecanisme d’accio local dels enzims que modifiquen
covalentment les histones es ddna principalment a les regions promotores dels gens.
Aixo és un fet constatat i recolzat per diverses evidéncies, entre les quals hi ha: (1) la
identificacié de les primeres HAT i HDACs que ja eren coneguts cofactors que actuen
en determinats promotors especifics (Brownell ef a/., 1996; Taunton ef al., 1996); (2) el
fet que aquests enzims pertanyin a complexes multiproteics que sén reclutats a
regions promotores de manera especifica per factors de transcripcié que s’uneixen al
DNA (Grant et al, 1997; Zhang ef al, 1997); i finalment, (3) l'actuacio restringida
d’aquests enzims a 1 0 2 nucleosomes propers a la TATA box -els primers en veure un
efecte /n vivo de l'activitat HAT en I'activacié de promotors regulats per Gen5 a llevat
son el grup del Dr. D. Allis (Kuo ef al., 1998)-. Pero el que hi ha descrit a la literatura en
referéncia a I'efecte global de I'acetilacid és més confus i sén majoritariament estudis
realitzats a llevat. D’'una banda, podem fer referéncia als estudis realitzats al laboratori
de M. Grunstein, on s’analitzen tres regions diferents del genoma de S. cerevisiae
mitjancant ChIP’s amb anticossos reactius contra H3 i H4 acetilades a diferents
residus lisina; analitzen un total de 22 Kb, entre les quals hi ha regions promotores de
gens aixi com les regions que envolten aquests promotors. Observen I'existéncia d’'una
acetilacié global que és superior a les regions promotores dels gens (respecte les
regions dels voltants), suggerint que pot tenir un paper en la regulacié de la
transcripcié génica, i proposen que hi hauria uns nivells basals en ['acetilacié
independent de transcripcid que estarien regulats per uns mecanismes de recaptacié
dels enzims encara desconeguts. A les regions reguladores de la transcripcié la
cromatina es trobaria en un estat preparat a punt per poder ser modificat rapidament,
per aixd aquests mecanismes facilitarien que la regulacié especifica es produeixi de
manera més efectiva (Vogelauer ef al, 2000). En relacié a aix0, hi ha uns estudis
realitzats per Treisman I'any 1998 que demostraven que la hiperacetilacié de la histona
H4 podia donar-se inclus si es bloquejava la transcripcié génica amb actinomicina D,

suggerint que es pot produir una hiperacetilacié global de les histones encara que no
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hi hagi activitat transcripcional. Aix0 esta recolzat per les observacions d’estimuls que
indueixen la hiperacetilacié de la histona H4, perd que sbén incapacos d’iniciar un

procés d’activacio transcripcional (Alberts ef al., 1998).

Analitzant detingudament els nostres resultats, podriem suggerir que aixo
també podria océrrer com a conseqiiéncia d’'un procés de transformacié cel-lular induit

per una proteina viral, I'antigen T (Valls ef a/., 2003).

» Quina explicacié podria tenir la regulacié del nivell I'acetilacié global del

genoma?

Una hipodtesi plausible és que aquests nivells d’acetilacié basal serveixin per
mantenir la cromatina en un estat determinat, un estat que estigui a punt per ser
modificat quan convingui, i que permeti a la cromatina ser accessible a factors a fi que
s’esdevinguin els canvis necessaris quan s’ha d’iniciar qualsevol procés que requereixi
una modificacié de la cromatina; a la vegada aixo ha de permetre que aquests canvis o
alteracions puguin donar-se de manera molt rapida. Aixd condueix a la idea que hi ha
un estat d’acetilacio global del genoma, la qual es troba en un flux constant. Les HATs
que participen en l'activacid transcripcional també juguen un paper aparent en
processos no transcripcionals, establint un balang d’acetilacié general a nivell de tot el
genoma (Vogelauer et al.,, 2000; Howe ef al., 2001; Kristjuhan ef a/., 2002). L’acetilacié
global deu representar una resposta general a diferents estimuls que rep la cél-lula, en
aquest cas la preséncia d’una oncoproteina viral. En els estudis que hem presentat,
lactivitat HAT augmenta, a més, altres estudis preliminars realitzats al nostre
laboratori, mostren que I'activitat desacetilasa global cel-lular és igual en cél-lules
CV1COS respecte CV1 (dades no mostrades), conseqientment I'equilibri entre
acetilacié i desacetilacio es veuria netament desplagat cap a un augment dels nivells

d’acetilacié de les histones en cél-lules que expressen I'antigen T.

Una altra possibilitat que explicaria I'increment general del nivell d’acetilacié de
les histones després de I'expressié de I'antigen T podria ser deguda merament als
efectes addicionals a I'alta acetilacié local que s’observa en els promotors regulats per

lantigen T.
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2. L’activitat HAT de CBP és regulada positivament per I'antigen T.

Un cop analitzats els efectes globals de l'activitat HAT cel-lular, es va voler
incidir en les conseqliéncies que emergien de la interaccié entre CBP i I'antigen T.
Com hem mencionat abans, s’havia descrit que l'antigen T interacciona amb CBP
(Avantaggiati ef al., 1996; Eckner ef al., 1996). Varem veure que l'activitat HAT de CBP
en celllules CV1COS, que expressen I'antigen T, era superior que en cél-lules CV1,
que no l'expressen, i aquesta diferéncia augmentava considerablement quan se
sotmetia les ceélllules a creixement en abséncia de sérum. Aquest increment en
l'activitat HAT no és conseqliéncia d’un augment en I'expressio de la proteina, ja que
s’observen les mateixes quantitats de CBP en els dos tipus cel-lulars (veure Figura 3C
Capitol 1A). A més, per confirmar que aquest augment en I'activitat HAT de CBP és
consequéncia directa de la interaccié de I'acetiltransferasa amb I'antigen T, es va
generar una proteina viral que presenta una delecio a la regié Ct on interacciona amb
CBP, anomenada antigen TACBP. Varem observar que CBP immunoprecipitava en
cél-lules transfectades amb la proteina salvatge antigen T, i que aixd0 comportava un
augment de l'activitat HAT de CBP, mentre que les cél-lules transfectades amb la
proteina mutant antigen TACBP, les quals no poden unir-se a CBP, consequientment
no presenten un augment de la seva activitat HAT (Figura 3D capitol 1A) (Valls ef al.,
2003). Aquests resultats van en consonancia amb els del grup del Dr. Harel-Bellan, els
quals observaren que la interaccido entre la proteina E1A de I'adenovirus i CBP
incrementa l'activitat HAT del coactivador transcripcional (Ait-Si-Ali ef al., 1998). No
obstant, hi ha certa controvérsia al respecte, ja que el grup de Chakravarti descrivien
exactament el contrari, ells van veure que les activitats HAT, tant de CBP com de
PCAF, eren inhibides quan aquestes acetiltransferases interaccionaven amb E1A
(Chakravarti et al, 1999); resultats que eren corroborats pel grup de Hamamori
(Hamamori ef al., 1999). D’altra banda, el treball del grup del Dr. Kouzarides mostra
que E1A no té cap efecte sobre I'activitat HAT de PCAF ni /n vitro ni in vivo (Reid et al.,
1998).

2.1. A través de quins mecanismes l'antigen T augmenta l'activitat HAT de
CBP?

» Podria ser que en el moment de la interaccio entre I'antigen T i CBP, la
proteina viral tingués la possibilitat de reclutar una segona proteina, una quinasa, de

manera que fosforilés CBP. Aquesta fosforilacié podria ser la causant d’'una activacié
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de la proteina. Hi ha diversos exemples a la literatura que proposen el mecanisme de
la fosforilacié proteica com a mecanisme per modular les activitats catalitiques
canviant, potser, la predisposicio del centre catalitic vers el seu substrat, o bé fent-lo
més accessible a les proteines accessories amb les que haura d’associar-se per
realitzar la seva funci6. De fet, hem observat una clara diferéncia en el patr6 de
migracié de CBP entre CV1 i CV1COS. En la primera linia cel-lular, CBP migra en una
banda majoritaria i dues de més febles per sota; en la segona, I'acetiltransferasa migra
en dues bandes, de similar intensitat (dades no mostrades). Aquesta distincio en els
patrons de la proteina, doncs, podria ser deguda a una diferéncia en aquesta

modificacid posttraduccional.

» Una altra possibilitat seria que aquesta interaccié induis un canvi de
conformacio, la qual cosa podria provocar una exposicid més accentuada del centre
catalitic a I'exterior de la proteina mostrant-lo al seu substrat, permetent un augment
de I'afinitat entre I'enzim i el seu substrat i consequientment afavorint I'increment de

I’activitat enzimatica.

3. L’antigen T modula I'activitat transcripcional de CBP de manera

dependent de promotor.

Després d’observar que l'antigen T incrementa l'activitat HAT de CBP, es va
analitzar I'efecte que tenia sobre I'activitat transcripcional de CBP mitjangada per la
seva activitat HAT. Els estudis realitzats per Martinez-Balbas 'any 1998, demostren
que el domini HAT de CBP per si sol té la capacitat d’activar la transcripcié d’una
forma dependent de promotor. D’altra banda, la regié dinteracci6 de CBP amb
l'antigen T, la regi6 CBP2, no posseeix capacitat transactivadora per si sola, pero si
que contribueix a I'activacio de la transcripcio mitjangcada per el domini HAT de CBP
(Martinez-Balbas ef a/., 1998).

Com que CBP posseeix diferents dominis d’activacié a banda del domini HAT
(veure Figura 18), per analitzar I'efecte que té I'antigen T en la capacitat transcripcional
condicionada per la seva activitat HAT es van utilitzar construccions que contenen el
domini HAT i el domini CBP2 fusionats al domini d’unié al DNA de Gal4, per poder ser
reclutats al promotor (Figura 5 Capitol 1A). L'efecte de I'antigen T sobre I'activitat

transcripcional d’aquestes construccions ha estat analitzat en dos promotors diferents,
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que estan fusionats a llocs d’'unié de Gal4, es tracta del promotor del gen Hsp70 i el
promotor del gen Timidina Quinasa (Figura 5 Capitol 1A i Figura 1 Capitol 1B). En el
primer cas es va observar que I'antigen T coopera de manera positiva mitjangant la
interaccio amb Gal4-HAT-CBP2 a I'hora d’activar la transcripcié génica del promotor;
en el segon, la cooperacié es déna en sentit oposat reprimint la transcripcié. Diverses

raons podrien explicar I'activacié de I'antigen T sobre el promotor Hsp70:

» La primera podria ser que la interaccié de I'antigen T amb el domini CBP2
originés un canvi de conformaci6 de I'acetiltransferasa que podria comportar una major
exposicié del centre catalitic de I'enzim vers el seu substrat, provocant-li un augment

de la seva I'activitat HAT (tal i com s’ha discutit a I'apartat anterior).

» La segona podria ser que amb la unié de l'antigen T a CBP de manera
dependent de promotor, la proteina viral afavoris la unié d’un tercer component, un
altre coactivador transcripcional. Podriem posar com a exemple PCAF, donat que es
coneix que és un coactivador de CBP. Aquesta hipotesi estaria recolzada per
observacions fetes al nostre laboratori on s’ha observat que lantigen T pot
interaccionar amb PCAF /n vitro, tot i que no s’ha aprofundit en el tema. No obstant, un
article publicat per Yang i els seus col-laboradors, establiria un mecanisme oposat al
que es proposa aqui, en el qual quan la proteina viral E1A interacciona amb CBP ho fa
desplacant el coactivador PCAF (Yang ef al, 1996). Tot i aix0d, aquests dos

mecanismes d’actuacio no tenen per qué ser excloents.

» Una tercera hipotesi, encara que potser més improbable, seria el fet que CBP
estigués reprimit per algun agent corepressor, i que la interaccié de I'antigen T amb
CBP provoqués un desplagament del corepressor, la qual cosa desemmascararia
I'efecte negatiu que exerciria sobre CBP, i deixaria via lliure a la coactivacié mitjangant
el domini HAT-CBP2. Nemethova i els seus collegues han realitzat un treball
excellent que descriu el mecanisme d’actuacié de I'antigen T de poliomavirus sobre
els promotors regulats per E2F. L’antigen T de poliomavirus participaria en dos passos
amb la finalitat de transactivar el promotor: primer es dissociaria el complex repressor
format per E2F i proteines que contenen un domini butxaca, mitjangant una interaccio
directa amb les proteines de la familia del Retinoblastoma, i després es produiria una
acetilacié de les histones especifica de promotor com a resultat de la interaccié de la
proteina viral amb el complex CBP/p300-PCAF (Nemethova ef a/,, 2004).
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A la seguent figura s’esquematitzen aquestes tres hipotesis (Figura D1):

R

1 T gl 1

Promotor HSP70 Gal4-CBP2 antigen T Complex repressor ~ HAT

(coactivador)

Figura D1: S’esquematitzen tres possibles mecanismes d’activacié de la transcripcio del promotor HSP70.
L’activacio del gen es produeix amb el reclutament de CBP a la regi6 promotora. A) L'antigen T
interaccionaria amb CBP i li provocaria un canvi de conformacié que produiria un augment de I'activacié
transcripcional. B) La interaccié de I'antigen T amb CBP facilitaria el reclutament d’'un tercer component
(un coactivador), per exemple una altra acetiltransferasa que participaria en 'augment transcripcional del
gen. C) L’antigen T s’enduria un complex repressor de la regié reguladora del gen, permetent un augment

transcripcional del gen.

Pel qué fa al promotor Timidina Quinasa, I'efecte que exerceix I'antigen T en la
seva activitat transcripcional és oposat a I'anterior. S’ha vist que l'antigen T, quan és
reclutat a la regid reguladora d’aquest gen mitjangant Gal4-HAT-CBP2, en reprimeix la
seva transcripcio (Figura 1B Capitol 1B). Aquestes dades estan en concordanga amb
les que aporten el grup d’Avantaggiati, en el seu treball demostren que quan E1A i
antigen T sbén portades a determinats promotors mitjangant I'acetiltransferasa p300,
aquestes proteines virals poden modular negativament ['activitat del promotor
(Avantaggiati ef al,, 1996). Els mecanismes a través dels quals I'antigen T actua com

un repressor son desconeguts, no obstant ens atrevim a formular dues hipotesis:

» La interaccié de l'antigen T amb CBP2 suposaria el desplagament d’un
possible coactivador que interaccionaria amb aquesta mateixa regié de CBP (podria
ser PCAF com hem discutit anteriorment). L’existéncia d’aquest coactivador, explicaria

també la superactivacio del domini CBP2 en l'activitat transcripcional del domini HAT.
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» Una altra possibilitat implicaria la interaccié de I'antigen T -ja sigui de manera
directa o indirecta- amb un complex repressor, el qual probablement inclouria una
desacetilasa d’histones (veure apartat 4). D’altra banda, es coneix que l'antigen T
interacciona amb la proteina del Retinoblastoma (Nevins, 1992), aquesta és una
proteina repressora, que es troba en un complex que té associada una desacetilasa,
concretament HDAC1 (Brehm et a/, 1998; Magnaghi-Jaulin et a/, 1998). Es possible
doncs, que la repressié observada en aquest promotor estigui mitjangcada per aquesta

interaccio.

» La tercera hipotesi, i la que ens sembla més plausible, consistiria en una
combinacio de les dues hipotesis esmentades a dalt, produint-se un bescanvi de
complexes. L’'antigen T funcionaria desplagant un complex activador i afavoriria

'entrada en escena d’'un complex repressor.

A

°®

!ﬁﬁﬁ N éﬁﬁﬁ

B

- g [
i . ®
Ins g [

Promotor TK Gal4-CBP(2) antigen T

Complex Complex
activador

repressor

Figura D2: S’esquematitzen tres possibles mecanismes d’activacié de la transcripcié del promotor
Timidina Quinasa (TK). L’activacio del gen es produeix amb el reclutament de CBP a la regié promotora.
A) El coactivador CBP requeriria un complex activador per a I'activacié del gen, la interacci6 de I'antigen T
amb CBP desplacaria la interaccié de CBP amb el complex activador, produint la repressio del gen. B)

L’antigen T afavoriria el reclutament d’'un tercer component (un complex repressor), per exemple una
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desacetilasa d’histones que participaria en la repressié transcripcional del gen. C) Per ultim, també podria
donar-se una combinacié dels dos mecanismes. L’antigen T provocaria un desplagament del complex
activador i a la vegada podria reclutar a un complex repressor, mitjangant aixi la repressio transcripcional

del promotor.

A part dels resultats presentats en aquesta tesi, hem obtingut resultats utilitzant
altres promotors, per exemple: el mateix promotor de la Timidina Quinasa regulat per
el factor de transcripcié E2F, el promotor de la Ciclina E, el promotor de cdc6, etc, els
resultats obtinguts per aquests promotors mostren també una repressio transcripcional

(dades no mostrades).

3.1. Com podria explicar-se 'efecte diferencial en la regulacié dels promotors?

L’estat transcripcional d’'un gen depén generalment de 'ambient que I'envolta i
de les propies regions reguladores. Es a dir, depén dels factors de qué disposa i que
es troben al voltant de la regid6 promotora quan s’ha d’activar o inhibir la seva
transcripcié. A la vegada, aquesta activacié trancripcional esta condicionada pels
elements intrinsecs (cis) de la propia seqliéncia promotora (Travers, 1987; Willis,
1993). D’aquesta manera, segons la sequiéncia o I'estructura que presenti una regio
reguladora determinada i del moment de la vida de la cél-lula, s’afavorira la unié d’'un
tipus de factors o d’un altre. Aquests tindran preferéncies a I’lhora d’unir coactivadors o
corepressors transcripcionals que en permetran la seva activacid o repressio

transcripcionals i que definiran I'activitat final del gen.

Els resultats obtinguts fins ara indiquen que l'antigen T és una proteina
reguladora molt versatil, ja que d’una banda és capag d’activar un promotor determinat
i de l'altra de reprimir-ne d’altres. Encara que aquesta visio sigui contradictoria i
sorprenent d’entrada, si es reflexiona detingudament, podria ajudar a entendre i
explicar la multifuncionalitat d’aquesta proteina reguladora viral. Cal recordar que
'antigen T és la proteina reguladora per excel-lencia del virus SV40, i quan el virus
infecta la cél-lula, aquesta és la proteina que s’expressa primer, i 'encarregada de
reorganitzar el cicle de la cél-lula infectada. Els programes transcripcionals que haura
de controlar després de la infeccid virica poden ser oposats, com és el cas dels
processos de proliferacio i diferenciacié, d’'una banda hi haura gens que s’hauran
d’activar, i de I'altra n’hi haura que s’hauran de reprimir, no és tant desavinent doncs,

pensar que I'antigen T pugui desenvolupar funcions aparentment oposades.
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4. Interaccié de I'antigen T amb la desacetilasa d’histones HDAC1.

Els resultats obtinguts fins ara suggereixen la participacié d’'una activitat
desacetilasa en aquest procés de repressié transcripcional. Malgrat no s’ha pogut
demostrar una interaccié entre I'antigen T i una desacetilasa d’histones /n vivo -hem
pogut detectar la interaccié entre aquestes dues proteines /n vifro (Figura 5 Capitol
1B)-, tots els efectes funcionals estudiats fins ara recolzarien la hipotesi de I'existéncia
d’'aquesta interaccio. Partint d’aquesta base, es va voler confirmar el paper de la
desacetilacié en I'efecte repressor mitjancat per I'antigen T, per aix0 varem decidir de
realitzar ChlIP’s en ceél-lules transfectades amb les mateixes construccions i determinar
els nivells d’acetilacié de les histones H3 i H4 d’aquest promotor sota la influéncia de
lantigen T. Estudis realitzats durant la década dels 80, descrivien que el DNA
transfectat en plasmidis dins la cél-lula eucariota s’organitza de manera similar a la
cromatina, mitjancant estructures repetitives semblants a nucleosomes (Innis and
Scott, 1983; Cereghini and Yaniv, 1984). Aixi doncs, estant segurs que es ddna una
estructura de cromatina es van analitzar els nivells d’acetilaciéo de les histones del
promotor Timidina Quinasa, concretament les histones H3(K9, K14) i H4 (K5, K8, K12,
K16) acetilades. Quan aquest promotor es troba en un estat de transcripcié basal, el
que s’observa, mitjancant ChlP’s és la preséncia de les histones H3 i H4 acetilades.
Aquesta acetilacié es podria considerar basal. Quan el promotor és activat mitjangant
CBP, els nivells d’acetilacio de les lisines 9 i/o 14 de la histona H3 augmenten
considerablement, mentre que podriem dir que els de la histona H4 es mantindrien
lleugerament superiors. Ara bé, si ens fixem en el punt on també es transfecta I'antigen
T, si que veiem una baixada dels nivells d’acetilacié, sobretot de la histona H3. Al
darrer punt, on també es sobrexpressa HDAC1, la baixada encara esdevé més
contundent. Aquests resultats suggeririen doncs, la preséncia d’'una desacetilasa a la
regid promotora controlada per I'antigen T. Parallelament, en els experiments
realitzats amb l'inhibidor de desacetilases TSA s’observa que la repressio obtinguda
en aquest promotor per I'antigen T és sensible al TSA, produint la desrepressio de la
transcripcié del promotor, recolzant la idea de la participaci6 d’'una desacetilasa en

aquest procés transcripcional (Figura 3 Capitol 1B).

Els resultats obtinguts fins ara reafirmen la idea de versatilitat per part de la
proteina reguladora antigen T. A pesar de les clares evidéncies funcionals de la
implicacié de les desacetilases en el procés de repressid mitjangat per I'antigen T

(veure apartats de la regulacié transcripcional en preséncia de TSA o RNAi-HDAC1
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Capitol 1A), i de la certesa de la interaccid /n vitro d’aquestes dues proteines, la seva
interaccio /n vivo no s’ha pogut confirmar. S’han dissenyat diverses estratégies: (1) la
coimmunoprecipitacié de les dues proteines en extractes cel-lulars de mamifers; (2) la
utilitzacié d’'un sistema de doble hibrid; (3) la immunolocalitzacié. Cap d’elles ens ha
permés detectar la interaccié /in vivo. De possibles causes d’aquesta fallida en la
deteccid de la interaccid, n’hi ha multiples. En el primer cas, podria ser que els epitops
que reconeixen les proteines interfereixen d’alguna manera en la unio, és a dir, potser
'anticds que reconeix I'antigen T quan l'immunoprecipitem ho fa a la regié per on
interacciona HDAC1 i impedeix que la unié es doni, o a linrevés, i per aixd no
observem cap banda (en el cas del WB) o cap activitat desacetilasa (en el cas de IP-
HDAC). En el segon cas, podria ser que la interaccié no sigui directa, i a part de pRb
també pugui donar-se per alguna altra proteina pont, que no existeixi a llevat, per la

qual cosa el sistema de dos hibrids no ens funcionaria.

Es coneix fins ara que les proteines virals tenen capacitat per interaccionar
amb activitats acetiltransferasa d’histones, com E1A i el mateix antigen T entre d’altres
(Avantaggiati ef al, 1996; Eckner ef al, 1996; Reid ef al, 1998), aixi com amb
desacetilases d’histones, com E7 (Brehm et a/,, 1999). No obstant, si es confirmen els
nostres resultats /n vivo, I'antigen T seria la primera proteina viral capag d’interaccionar
amb les dues activitats, i aixd li permetria un major control dels processos reguladors

clau de la transcripcié cel-lular.

4.1. Per quins motius l'antigen T interaccionaria amb dues proteines amb

activitats oposades?

Creiem que és molt interessant el significat que es pot atribuir a la interacci6 de
lantigen T amb HATs i HDACs, encara que a priori podria semblar estrany. No
obstant, hi ha dades a la literatura que mostren interaccions semblants entre HATs i
HDACs: l'any 2003 el grup de la doctora K. Ozato descrivia la interaccio entre
acetiltransferases i desacetilases /n vivo, concretament centraven el seu estudi en la
uni6 de PCAF amb HDACH1, perd també van detectar que HDAC1, HDAC2 i HDAC3
podien estar associades amb GCN5 i PCAF en cél-lules HelLa. Utilitzaven una técnica
molt innovadora aleshores, la técnica de FRET. D’aquesta manera, I'existéncia de
complexes HAT-HDAC semblaria ser compatible amb la idea que hi ha dun
mecanisme que estableix i manté un equilibri entre HATs i HDACs (Yamagoe ef al.,

2003). Es coneix que les histones del core nucleosomal s’acetilen i desacetilen molt
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rapidament (Covault and Chalkley, 1980), i que en regions on hi ha un rapid recanvi de
I'estat acetilat es corresponen en regions transcripcionalment actives, on HAT i HDACs
poden coexistir (Davie, 1998). Seguint aquestes pautes, les dades de la Dra. Ozato
indicarien que aquests complexes HAT-HDAC participarien en la transcripcié
(Yamagoe ef al., 2003).

Pero I'existéncia d’aquests complexes pot tenir un sentit més generalitzat, aixi
doncs, podrien actuar afectant els nivells globals de l'acetilacié al llarg de tot el
genoma, com hem discutit anteriorment, mantenint la dinamica d’un estat acetilat en
constat flux (Vogelauer ef al., 2000). Recolzant aquesta idea, el grup del Dr. PL. Puri
'any 2004 van descriure la interacci6 de p300 amb HDAC1. L’acetiltransferasa
reclutaria la desacetilasa a través del seu tercer dit de zinc, precisament també el lloc
d’interaccio amb I'antigen T. L’explicacid que s’atribueix a aquesta unié d’una banda
pot ser la prevencié d’unié d’un coactivador (PCAF) a 'acetiltransferasa, quan es troba
en llocs transcripcionalment silents, la qual cosa permetria obtenir un promotor
desacetilat quan la transcripcié ha de ser reprimida. També es podria tenir una rapida
acetilacio en el cas que fos necessari activar la transcripcid6 del promotor.
Alternativament, el reclutament d’'una activitat desacetilasa per part de p300/CBP
podria ser utilitzada com a un mecanisme de retroalimentacié negativa per tal
d’atenuar la creixent fase inicial de la transcripcié. En aquest cas, es podria preveure
que la desacetilasa podria estar implicada en el restabliment de la configuracié de la

cromatina original (Simone et a/., 2004).

Totes aquestes dades ens conviden a formular un possible model de
coexistéencia de HATs i HDACs: en el nostre sistema heterdleg de transfeccions
transitories del promotor de pGal4-TK-luciferasa, on s’hi uneix una acetiltransferasa
(CBP), l'antigen T quan entra en escena interaccionant amb CBP a la regi6 CBP2,
podria reprimir aquest promotor amb la participacido d’'una activitat desacetilasa que
podria mitjancar la repressié que s’observa. Aixi doncs, proposariem que I'antigen T
actuaria com a pont d’'unié de les dues proteines, o com a proteina encarregada de
reclutar HDAC1 cap al promotor regulat per CBP. A la Figura D3 es presenta el model
proposat en el qual la transcripcid del promotor de la Timidina Quinasa estaria
regulada per acetiltransferases i desacetilases. Quan el promotor s’ha d’activar recluta
una acetiltransferasa, CBP, i aquesta mitjancant I'acetilacié de les histones de la regié
promotora actuaria activant la transcripcié del gen. D’altra banda, en preséncia de

'oncoproteina viral antigen T, aquesta per un costat s’uniria a CBP i per laltre
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reclutaria una desacetilasa que mitjangant la seva activitat catalitica actuaria
desacetilant les histones de la regié promotora, la qual cosa provocaria una repressio

de la transcripci6 del gen. Per altres promotors, el mecanisme podria ser ben diferent.

O
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@ csr . antigen T HDAC1

Figura D3: S’esquematitza I'estructura cromatinica del promotor Timidina Quinasa. En una situacio
d’activacio transcripcional, la cromatina esta acetilada, i el CBP esta reclutat a les regions reguladores del
gen. En preséncia de I'antigen T, la proteina viral atreu una desacetilasa, i la porta al promotor aprofitant
la seva interaccié amb CBP, la qual cosa provoca una desacetilacio de la cromatina de la regié reguladora

del gen, amb la consequient repressio transcripcional.
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CAPITOL 2: PAPER DE LES MODIFICACIONS DE LES
HISTONES EN EL MARCATGE | L’ACTIVACIO DELS GENS
DURANT LA MITOSI

En els organismes pluricel-lulars, la diferenciacié cel-lular s’adquireix gracies a
la regulacio de I'expressio génica precisa de diversos grups de gens. El patré que dicta
la diferenciacié d’un tipus cel-lular es manté al llarg de diverses generacions, per tant

els patrons d’expressié génica s’han de mantenir durant la divisio cel-lular.

La complexitat en la que s’estructura la cromatina de les cél-lules quan entren
en mitosi, i l'alt grau de compactacié que arriba a assolir posen en evidéncia la
complexitat i la dificultat de la regulacié dels processos transcripcionals que es donen
durant i després d’aquest esdeveniment. En aquest procés s’han de transmetre i
perpetuar les directrius de I'expressiéo génica, i la nova céllula resultant de la
duplicacié haura de saber quins seran el grup de gens que hauran de ser activats o
s’hauran de mantenir reprimits. Donat que la informacié que governa I'expressio
génica d'un grup de gens determinat és transmesa d’'una manera tan fidel, com
aconsegueix la cél-lula el manteniment dels patrons corresponents d’expressio genica
d'una generacié a la seglent? Les modificacions de les histones han estat
considerades les marques moleculars responsables de la transmissié generacié a
generaci6 de la informacio que controla I'expressié génica. Podria dir-se que aquestes
modificacions estan organitzades en forma de codi epigenétic, el qual és reconegut i
llegit per uns enzims amb dominis especifics que reconeixen aquestes modificacions
(Jenuwein and Allis, 2001). Concretament els bromodominis son els encarregats de
reconeixer les lisines acetilades, i uns estudis realitzats recentment descriuen que les
proteines Brd4 (caracteristiques per la preséncia de domini bromo en tandem)
romanen unides a la cromatina durant mitosi (Dey ef a/, 2003). De la perpetuacio i
transmissié d’aquests senyals al llarg de diverses generacions se I'ha anomenat
memoria epigenética (Turner, 2000; Jenuwein and Allis, 2001). Es coneixen
relativament bé les modificacions especifiques de les histones que generen i
propaguen l'estructura repressiva de la cromatina (Jenuwein and Allis, 2001;
Kouzarides, 2002). No obstant, pel qué fa a les modificacions responsables de I'estat

actiu transcripcional de determinats gens esta menys estudiat, tot i que ja hi ha alguns
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treballs que destaquen l'acetilacié i la metilacio de la lisina 4 de la histona H3 com a
responsables d’aquests processos (Santos-Rosa ef al, 2002; Dey et al, 2003;
Kouskouti and Talianidis, 2005). En aquest capitol hem aprofundit en la regulacié de
les activitats HAT i HDAC durant mitosi i hem analitzat el seu paper en el manteniment

de la memoria cel-lular.

1. Comportament de les activitats HAT i HDAC globals en interfase i

mitosi.

S’havia descrit que els nivells d’acetilaciéo globals a la céllula disminuien
drasticament durant la mitosi (Jeppesen and Turner, 1993), cosa que es
correlacionava directament amb una disminucié drastica de la transcripcié génica
(Prescott and Bender, 1962). La baixada d’acetilacié durant la mitosi pot ser deguda a

diverses raons:

» Els enzims que catalitzen aquestes reaccions estan inactius durant aquesta

fase del cicle.
» Aquests enzims no assoleixen arribar al seu substrat.

Per esbrinar qué els succeeix doncs, primer de tot varem analitzar les activitats
HAT i HDAC globals durant mitosi. Varem poder observar, tal i com ho feren al grup de
D.P. Bazett-dones, que les activitats HAT i HDAC /n vifro es mantenien actives (dades
no mostrades) (Kruhlak ef a/., 2001). Aixd ens porta a pensar que segurament hi havia
un canvi en la localitzacié cel-lular d’aquests enzims durant la mitosi, per aixd varem
realitzar dos tipus d’experiments: (1) immunolocalitzacions de les proteines confirmant
que els enzims estan exclosos de la cromatina condensada (dades no mostrades), (2)
una extraccio diferencial dels enzims, per saber en quin compartiment es troben, i un
assaig enzimatic posterior per determinar si restaven actius. A més, varem observar
que l'activitat HAT romania en compartiments associats a estructures membranoses
(fase pellet, P) durant la mitosi, fent-la més inaccessible al seu substrat. Per contra, les
activitats HDAC eren més accessibles al seu substrat, mantenint-se a la fase soluble
(fase S) de I'extracte durant mitosi (Figura 1E Capitol 2). Aix0 significa una distribucio
diferencial dels dos tipus d’enzims, tot i que es mantindrien actius cataliticament durant

la fase mitotica del cicle cel-lular. D’aquesta manera, les desacetilases restarien més
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accessibles a la cromatina mentre que les acetiltrasferases, a priori, romandrien
ancorades a regions més inaccessibles. A la Figura D4 es mostra el model que
proposem per aquesta hipotesi, no obstant, cal recordar que estem parlant d’activitats
enzimatiques globals, segurament a nivell especific trobariem diferéncies substancials

en aquestes distribucions.

Ll
=
=

-, > \@f@“@;
RSN - BN
\.}:k J &@r@@@f

Cromatina d’interfase Cromatina mitdtica

> Acetilacia [ HAT HDAG

Figura D4: Model de distribucié dels enzims HAT i HDAC durant la progressio del cicle cel-lular. En
cél-lules en interfase, la cromatina es troba de manera laxa, acetilada, i les acetiltransferases (HAT) tenen
més accessibilitat al seu substrat, mentre que les HDAC no sén tant accessibles a la cromatina, restant
principalment associades en estructures membranoses. Durant la mitosi, la cromatina adopta una
estructura altament condensada i es produeix una hipoacetilacié generalitzada, les HDAC es distribueixen

en la fase soluble de les cél-lules, mentre que les HATs romanen més inaccessibles al substrat.

2. Qui senyalitza els gens actius (constitutius i induibles) durant la

mitosi?

Malgrat I'observacio de la pérdua d’acetilacié de les histones general descrita
per Jeppesen (Jeppesen and Turner, 1993), Turner va ser un dels impulsors de la idea
que hi havia una acetilaci6 moderada a la cromatina mitética que havia de funcionar
com a marca epigenética per preservar la organitzacié de la cromatina en aquella
zona, i que ajudés a permetre I'activacié dels gens quan s’assolia la fase de mitosi,

eren les anomenades bandes R (moderadament acetilades a la lisina 12 de la histona
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H4 basicament). Es va proposar a les HATs com a responsables del mecanisme de
reconeixement i transmissié d’aquestes marques epigenétiques durant aquesta fase
de cicle (Turner and Fellows, 1989). Ja a I'any 2000, el mateix Turner, insistia en
I'acetilaci6 com una candidata més en el manteniment de determinades estructures
cromatiniques al llarg de la mitosi donat que els bromodominis de determinats enzims
poden reconeixer la modificacié de manera especifica. Les investigacions del grup del
Dr. Talianidis apunten en la mateixa direccié (Turner, 2000; Kouskouti and Talianidis,
2005). En aquest sentit, hi ha uns descobriments molt destacables per part del grup de
la Dra. Ozato, on s’ha observat que la proteina Brd4, amb doble bromodomini, roman
unida /n vivo a la cromatina mitotica (Dey ef a/., 2003). En aquest context, varem voler
analitzar si I'acetilacio i la metilacié participaven activament en el marcatge dels gens

que han de romandre actius després de la mitosi.

Varem comparar els senyals d’activacio: acetilacié de les histones H3, H4 i
metilacié de la histona H3 a la lisina 4 en promotors i regions codificadores de diversos
gens mitjangant ChIP’s en cél-lules asincroniques i sincronitzades a mitosi. Per poder-
nos fer una idea de com es senyalitzen els diversos tipus de gens en les cél-lules
eucariotes, i de si aquests senyals es mantenen durant la mitosi, varem analitzar tres
tipus de gens que es diferencien segons el tipus d’expressié geénica: (a) un gen
constitutivament actiu: Gliceraldehid 3 fosfat deshidrogenasa, GAPDH, (b) un gen
induible per un xoc térmic: Heat shock protein 70, Hsp70 i, (c) el gen interleuquina 2,
IL-2, el qual és inactiu per la RNA polimerasa Il. Dels resultats obtinguts se’n poden

extreure diverses conclusions:
» L’acetilaci6 de H3 i H4 es manté durant la mitosi en gens actius
constitutivament i induibles en regions promotores i regions codificadores (Figures 2 i 3

Capitol 2).

» La metilaciéo de H3K4 es manté constant en asincronia i en mitosi (Figures 2 i
3 Capitol 2).

2.1. Diferencies en els nivells de modificacions entre regions promotores i regions

codificadores dels gens.

Les regions promotores dels gens presenten uns nivells de modificacions més

alts que les regions codificadores dels mateixos gens. Si es comparen els senyals
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obtinguts a les regions promotores respecte els de les regions codificadores, s’observa
que a les regions codificadores s’obtenen uns nivells lleugerament inferiors de senyal.
Aixo estaria en consonancia amb els resultats obtinguts al grup del Dr. P.A. Jones, on
veuen diferéncies en la senyalitzacié segons la part del gen que s’analitza. Ells
obtenen uns nivells de modificacié (tan les d’acetilaci6 H3(K9, K14) com les de
dimetilacié i trimetilaci6 H3K4) més elevats a les regions 5, corresponents a les
regions reguladores del gen, mentre que aquestes disminueixen gradualment a
mesura que s’aproximen a les regions més 3’ del gen (Liang ef al., 2004). Resultats
similars, pel qué fa a la dimetilaci6 i la trimetilacié de H3K4, els obtenen Schneider i els
seus col-laboradors, quan analitzen els gens de I'anhidrasa carbodnica i del GAPDH en
cél-lules en asincronia (Schneider ef al., 2004). En els nostres resultats, tot i observar
una disminucié de senyals d’acetilacié de les regions codificadores respecte a les
promotores, no veiem una total desapariciéo d’aquestes. En referéncia a la metilacié de
H3K4 els nostres resultats mostren la mateixa intensitat de senyal tant en regions
promotores com en codificadores (comparar Figures 2 i 3 (Valls ef a/., 2005)). Val a dir
que tant Liang, com Schneider com Kouskouti, han analitzat diverses parts de les
regions codificadores, i han observat una gradual pérdua de senyal quan s’aproximen
a les regions més 3’ dels gens. Nosaltres hem analitzat diverses regions dels gens
aleatdriament, perd no hem analitzat diverses parts en una mateixa regidé de

codificacio.

Com s’ha descrit als resultats, el promotor de la IL-2, el gen inactiu per la RNA
polimerasa I, ens ha servit com a control negatiu. La modificacio de la serina 10 de la
histona H3 fosforilada (H3S10) ha estat utilitzada de control positiu, i sS’esperava trobar
a ceél-lules en mitosi donat que s’ha descrit que aquesta modificacié és un marcador
cel-lular d’entrada a mitosi, degut a la seva participacid en la condensacié de la

cromatina (Hendzel ef al., 1997).

2.2. L'acetilaci6 de H3 i H4 i la fosforilaci6 de H3 sén senyals d’activacio de la

transcripcié del gen Hsp70.

Com a model de gen induible, hem analitzat el gen Hsp70 que s’activa quan la
cél-lula se sotmet a un xoc térmic. Primer de tot, es van voler determinar quins eren els
patrons que dirigien I'activacié d’aquest gen, i es van realitzar ChlP’s en cél-lules en
asincronia sotmeses 0 no a un xoc térmic (HS). Varem poder observar que tant
l'acetilacié de H3, H3(K9, K14), com la de H4, H4(K5, K8, K12, K16), augmentaven
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quan el gen s’activava (tant a la regié promotora com a la codificadora). La fosforilacio
de la serina 10 de H3, H3S10, també augmentava considerablement. La dimetilacié i la
trimetilacio de H3K4 resultaren inalterades després del xoc de temperatura, suggerint
que no participaven en l'activacidé d’aquest gen. Esta descrit a Drosophila que la
fosforilaciéo de H3S10 augmenta quan el promotor s’activa (Nowak and Corces, 2000).
No obstant, en cel-lules de ratoli s’ha suggerit que és només l'acetilacié de les histones
la que augmenta just després de [Iactivacio transcripcional d’aquest promotor
(Thomson et al,, 2004). Aixi doncs, estariem parlant de tres espécies, mosca, ratoli i
humans, que regularien l'activacié transcripcional d’'un mateix gen, Hsp70 molt
conservat evolutivament, de tres maneres diferents. Podria tractar-se de mecanismes
redundants, donat que dues de les espécies tenen capacitat per activar el gen només
amb una de les dues modificacions. No obstant, podria ser que el codi que se segueix
en cel-lules humanes requereixi les dues marques degut a exigéncies dels enzims que
les reconeixen. S’ha descrit que un dels codis que mitjancen l'activacioé transcripcional
el donarien H3S10 fosforilada i H3K14 acetilada. Donada la proximitat en la que es
troben aquests dos residus, semblaria que la primera modificacié facilitaria que es
donés la segona (Cheung ef a/,, 2000; Lo ef al., 2000).

2.3. Tindrien un paper comu aquestes marques de memoria cel-lular?

En conjunt, els resultats que hem obtingut suggeririen que hi ha certes
modificacions senyalitzadores de [l'activacié transcripcional que podrien ser
transmeses d’'una generacié de ceéllules a la seguient. Els resultats recolzarien
fortament que la cél-lula disposa d’'un mecanisme de regulacié del manteniment de
I'estat activat dels gens durant la mitosi (i que segons sembla és compartit pels gens
constitutivament actius i pels induibles), i que podria servir com a senyal per al
reagrupament de la maquinaria transcripcional que ha d’entrar en joc just després de

finalitzar la mitosi.

En resum, proposem que les modificacions que participarien en I'activacié de
Hsp70 sén I'acetilacio i la fosforilacio i les modificacions que activarien el gen Ciclina
B1 serien les de metilacio. Pero el marcatge de H3K4 en el gen Hsp70 es transmet
durant mitosi, i es manté en uns nivells constants, de la mateixa manera, I'acetilacioé en

el gen Ciclina B1 no incrementa quan el gen és actiu, perd es manté durant mitosi.
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3. Un cas especial, I'acetilacio de la lisina 12 de la histona H4.

Gottschling i els seus col-laboradors mostraven que l'acetilaci6 a H4K12
semblaria una alternativa adoptada pels llevats per encapcalar la funci6 de memoria
cel-lular i impedir la repressid génica en regions tipiques on es déna el silenci de gens,
en regions d’heterocromatina (Smith ef al, 2002). En base a aquests resultats ens
plantejarem analitzar si aquesta modificaci6 també marcava els gens actius
d’eucromatina durant la mitosi als mamifers. Varem realitzar ChIP’s de les regions
promotores i codificadores dels gens utilitzats en tot I'estudi (veure Figura 4C Capitol

2), i varem poder-ne extreure dues conclusions basiques:

» L’acetilaci6 de H4K12 és present a les regions codificadores dels gens

GAPDH, Hsp70 i Ciclina B1, pero no a les seves regions promotores.

» En el gen inactiu per la RNA polimerasa IlI, Interleuquina-2, no hi ha

evidéncies d’aquest marcatge ni en la regié promotora ni en la codificadora.

Aquests resultats suggerien que la preséncia de l'acetilacié6 de H4K12 que es
troba als gens de les regions telomériques dels llevats pot produir-se als gens actius
dels eucariotes superiors i es manté a la fase de mitosi. Kruhlak, Kim i Smith recolzen
les nostres observacions, les quals coincideixen en qué I'acetilacié a H4K12 és una
marca dels dominis de cromatina transcripcionalment activa necessaria per la
reactivacié postmitotica (Kruhlak ef al., 2001; Smith ef al., 2002; Kim ef al., 2003).

4. Regulacio transcripcional de la Ciclina B1: Com es regula la seva

expressio durant la mitosi?

Finalment varem analitzar qué passava en un gen, la Ciclina B1, que és actiu
durant aquesta fase del cicle (Sciortino ef al, 2001). Segurament tindria unes
caracteristiques particulars donades les circumstancies ambientals, o potser seguia els
mateixos patrons d’activacid génica que altres gens que s’expressen en interfase. Els

resultats obtinguts indiquen que:

» La metilacié de H3K4 del promotor i de la regi6é codificadora de la Ciclina B1

augmenta considerablement durant mitosi (quan el gen esta actiu).
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» L’acetilacié de H3 és inexistent a la regié codificadora del gen, mentre que

I'acetilacié de H4 no canvia entre asincronia i mitosi.

En el cas de gens que s’expressen durant la mitosi, sembla que el
protagonisme I'adquireix la metilacié de H3K4. Veiem un augment de la dimetilacio i la
trimetilacio de H3K4, tant en el promotor com en la regié codificadora del gen de la
Ciclina B1, tot i que 'augment més evident I'observem en la trimetilacio de H3K4
(Veure Figura 5 Capitol 2). En aquest cas semblaria facil imaginar que les
metiltransferases responsables de la metilaci6 de H3K4 (Set1) assumissin el
protagonisme d’aquest procés. El proper pas a seguir seria determinar si hSet1,
'enzim responsable de la metilacié de H3K4, esta reclutada al promotor i/o a la regi6
codificadora de la Ciclina B1 modificant la histona H3, i com esta regulada I'activacio
transcripcional d’aquest gen en humans. Experiments immediats i destacables que ens
ajudin a entendre la regulacié6 d’aquest promotor serien ChIP’s de Set1 en aquest
mateix gen, per veure si la metiltransferasa és reclutada especificament en aquest
promotor i/o en la regié codificadora. Addicionalment, uns estudis realitzats a llevat
demostren que la interaccid entre la proteina de remodelacié de la cromatina Iswi1 i la
metiltransferasa de llevat Set1p, comportarien uns canvis a les regions promotores
d’alguns gens que serien necessaris per la correcta distribucié de la RNA polimerasa |l
al llarg de les seves regions codificadores (Santos-Rosa ef al, 2003). Seria molt
interessant establir un paral-lelisme d’aquest mecanisme en humans, i un punt de
partida podrien ser els dos homolegs de ISWI a humans: hSNF2H i hSNF2L (Langst
and Becker, 2001); S’ha vist que hSNF2H també té capacitat d’'unié a H3K4 metilada
perd no s’uneix a la forma no metilada (Santos-Rosa et a/, 2003). Possibles
experiments per confirmar que el complex SWI/SNF esta implicat en I'activacié del gen
de la Ciclina B1 a mitosi podrien ser determinar si existeix la interaccidé entre la
proteina de remodelacié hSNF2H i hSet1, i si es localitzen sobre la regié promotora de
Ciclina B1. També seria interessant determinar si existeix una relaci6 amb la RNA
polimerasa |l que ens permetés establir una connexié directa entre l'activacié de la
transcripcié del gen i la modulacié de la cromatina per part de la metilacié d’aquest
residu. Altres experiments que s’han pensat inclourien eliminar I'expressié de hSet1
mitjangcant RNAI de Set1, i veure si realment desapareix la metilacié de H3K4 a mitosi,
aleshores s’hauria de determinar si aquest gen, Ciclina B1, esdevé inactivat o potser

tindria com a alternativa un altre mecanisme d’activacié transcripcional.
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Ja per acabar, els assaigs HMT globals que s’han realitzat en cél-lules en
asincronia i mitosi no mostren grans diferéncies en el nivell d’activacié d’aquests
enzims, suggerint que les metiltransferases es mantindrien actives durant la mitosi
(veure Taula 2 Capitol 2). Amb aquests resultats, i tenint en compte que les activitats
responsables de mantenir l'equilibri entre acetilacio i desacetilacid restarien
inaccessibles al substrat -encara que es mantindrien actives durant mitosi (dades
obtingudes per Kruhlak i col-laboradors (Kruhlak ef al., 2001)-, proposariem [I'activitat
metiltransferasa com la principal responsable dels canvis lligats a activacio
transcripcional que es donen a la cromatina durant mitosi. Aixd no obstant, caldria més

experimentacio per corroborar aquest hipotesi.
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CAPITOL 3: MECANISMES D’AUTOACETILACIO DE PCAF

Fins ara en aquest treball, la regulacio de les activitats HAT i HDAC ha estat
abordada des de dos punts de vista: (a) una regulacié com a resposta d’'un estimul
extern, com és la influéncia d’una proteina viral, 'antigen T -en els capitols 1A i 1B
hem pogut discutir la manera en la que aquesta proteina pot modular les activitats HAT
i HDAC cel-lulars- i, (2) la regulacid6 de la cromatina des del punt de vista de la
progressio del cicle cel-lular (en el capitol 2 hem pogut observar les modificacions
posttraduccionals que es mantenen a la cromatina mitotica). Per ultim, al capitol 3,
s’analitza un altre factor que pot ser determinant en la regulacio de les HATs i HDACs

cel-lulars, és la modulacio de 'activitat de 'enzim PCAF, mitjancant acetilacio.

PCAF és una proteina mot inestable, i perd la seva activitat HAT molt
rapidament de manera irreversible. PCAF s’estabilitza /in vitfro amb la preséncia
continua de l'acetil-CoA i mitjangant I'autoacetilacié /n vifro (Herrera et al,, 1997). El
nostre treball ha avancgat un pas endavant demostrant que PCAF s’autoacetila /in vivoi
que també és una diana de p300, perd no de CBP. L’acetilacio de PCAF es dona de
manera intramolecular (en ¢/s) i de manera intermolecular (en #rans). Finalment, es

mostra que l'acetilacié de PCAF condueix a un increment de la seva activitat HAT.

1. PCAF s’acetila in vivo

Estudis previs realitzats pel grup del Dr. Bustin, demostraven que PCAF podia
acetilar-se in vitro (Herrera ef al., 1997). El que es va voler demostrar primerament, era
si aquesta acetilacio de la proteina podia donar-se in vivo. A la Figura 1 del Capitol 3
es pot comprovar mitjangant transfeccions transitories en ceél-lules U20S, o bé
mitjancant el PCAF endogen de les cél-lules C2C12, que la proteina PCAF s’acetila /in
vivo. Un cop establerta la capacitat de PCAF d’acetilar-se es va voler determinar si
I'acetilacidé es donava en cis o bé en frans. Es va poder comprovar que l'acetilacio es
produia de manera intra- i intermolecular i aixd es donava en dues regions diferents de
la proteina. El fet que la proteina s’acetili en dues regions diferents, i de manera

independent suggereix que pugui tenir funcions /in vivo ben diferenciades: (1) una de
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les consequiéncies pot ser el reclutament de la proteina a diferents promotors de la
cél-lula, (2) una altra possibilitat, servir per ser reclutada amb diferents afinitats, o bé,

(3) podria formar part de distints complexes.

Donat que PCAF, tal i com el seu nom indica, és un factor associat a les
acetiltransferases CBP i p300 -i d’'aquesta manera va ser identificada I'any 1996 (Yang
et al., 1996)-, la idea que sorgeix immediatament és la de veure si CBP o p300 podrien
utilitzar PCAF com a substrat. Se sap des de fa molt temps, que tant CBP com p300
poden acetilar altres factors diferents a les histones com: p53 (Gu ef a/., 1997), GATA1
(Boyes ef al,, 1998), ELKF1 (Zhang and Bieker, 1998), E2F1 (Martinez-Balbas ef a/.,
2000), TCF (Waltzer and Bienz, 1998), HMGi(Y) (Munshi ef a/., 1998), MyoD (Sartorelli
et al., 1997), TFE, TFyF (Imhof ef al, 1997) etc. Els nostres resultats mostren que
l'acetiltransferasa PCAF pot ser acetiiada de manera especifica per altres

acetiltransferases:
» p300, perd no CBP, té la capacitat d’acetilar PCAF /n vivo.

Varem observar doncs, que p300 i altres molécules de PCAF acetilaven
especificament PCAF, i que aquesta acetilacié tenia lloc a la regié Nt de la proteina.
En definitiva, aquest mecanisme d’acetilaci6 de PCAF és una altra evidéncia que
explica que l'acetilacié de factors de transcripcié o coactivadors participa directament
incrementant el grau de complexitat de la regulacidé de [I'equilibri acetilacio i
desacetilacié de la cromatina, i és un element més a tenir en compte en aquest

entrellat.

2. Consequeéncies funcionals de I'acetilacio de PCAF.

Una possible explicacio per aquest mecanisme d’acetilacié de PCAF /n vivo, de
manera autbnoma o dependent d’altres proteines, seria la participacié en alguna via de
senyalitzacio cel-lular que resultés en una resposta d’acetilacié. D’aquesta manera, un
senyal extern desencadenaria una cascada d’acetilacio, provocant que p300, alguna
altra HAT, o PCAF mateix, acetilessin PCAF de manera que s’establiria una resposta a
aquesta acetilacio de forma semblant als mecanismes descrits per la fosforilacié. En

aqui proposem diverses opcions:
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» Canvi de l'activitat HAT de I'enzim: Podria ser que l'acetilacio de PCAF
resultant d’aquesta cadena d’acetilacions provoqués un canvi de conformacio de la
proteina, fent-la més o menys activa per acetilar els seus substrats. Tal i com
proposaven Herrera i els seus col-laboradors (Herrera ef a/,, 1997), I'autoacetilacio de
PCAF podria jugar un paper en la regulacié de I'activitat enzimatica de I'enzim. El fet
que les dianes lisina de l'acetilacié en cis de PCAF es localitzin properes al domini
catalitic de la proteina, potser significa que formen part d’'un mecanisme de modulacié
de I'activitat enzimatica, augmentant-la o bé disminuint-la. L’experiment de la Figura
7A del Capitol 3 ens ensenya que la incubacié prévia de la proteina PCAF-HAT amb el
cofactor acetil-CoA comporta una estabilitzacié d’aquesta proteina i un augment de la
seva activitat enzimatica. El mateix assaig amb la proteina PCAF-HAT(Ks-Rs) amb les
lisines responsables de l'autoacetilacié substituides per arginines, mostra una
acetilacié de la histona H3 per part de la proteina mutant, inferior al de la proteina
salvatge. Aquest experiment suggeriria que el mecanisme de 'autoacetilacié de PCAF

incrementa la seva activitat acetiltransferasa d’histones.

» Afinitat diferent per incorporar-se a diferents complexes proteics: D’aquesta
acetilacié en podria resultar que la proteina tingués més afinitat per incorporar-se a un
complex proteic determinat, o un altre, i per tant que pogués desencadenar respostes

diferents, segons les proteines amb les que interacciona.

» Canvi en la localitzacio cel-lular: Quatre de les cinc lisines responsables de
l'autoacetilacié6 de PCAF es troben situades a la regié NLS. Es ldgic pensar que el
mecanisme d’autoacetilaci6 de PCAF podria tenir algun paper regulador en la
localitzacié de la proteina. Els resultats de la Figura 6 del Capitol 3, suggereixen
aquesta possible regulacié de la seva localitzacié donat que la proteina que no pot

autoacetilar-se perd la seva localitzacié nuclear en cél-lules C2C12.

» Efecte en la coactivacié transcripcional: Com a consequéncia d’aquest canvi
de conformacié podria ser que quedés afectada la capacitat coactivadora de la

transcripcio de PCAF a determinats promotors.

En aquest treball s’ha mostrat un altre mecanisme de regulacio de les activitats
HAT, mitjangant la seva propia modificacié via acetilacié. Aquesta autoregulacié podria
forma part de I'extensa varietat d’estratégies que utilitza la cél-lula per modular una

estructura basica per la seva supervivéncia, la cromatina.
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Conclusions

CONCLUSIONS

1. La proteina viral antigen T augmenta I'activitat HAT global cel-lular, i com a

consequeéncia els nivells d’acetilacié de les histones cel-lulars.

2. l’antigen T incrementa l'activitat HAT de CBP, sense canviar-ne la seva
especificitat pel substrat. Tanmateix regula I'activitat transcripcional mitjancada
per CBP de manera dependent de promotor. D’'una banda, augmenta la
capacitat coactivadora de CBP sobre el promotor Hsp70 mitjangant la seva
interaccio al domini CBP2 de CBP. De [laltra, provoca una repressio

transcripcional al promotor Timidina Quinasa.

3. S’haidentificat la interaccio de I'antigen T amb la desacetilasa HDAC1 /n vitro, i

s’ha vist que és independent de la proteina del Retinoblastoma.

4. La repressio de l'activacio exercida per CBP al promotor Timidina Quinasa
induida per I'antigen T comporta una reduccié dels nivells d’acetilacié de la
histona H3. Aquesta repressid es veu revertida per I'accié de l'inhibidor de

desacetilases TSA.

5. Les activitats HAT i HDAC globals cel-lulars romanen actives perd desplacades
dels seus llocs d’accié durant la mitosi. La seva distribucié subcel-lular difereix:
mentre que les acetiltransferases serien més accessibles al seu substrat en

cél-lules asincroniques, les desacetilases ho serien durant mitosi.

6. Els senyals d’acetilacié de H3 i H4 aixi com la metilacié6 de H3K4 es mantenen
durant la mitosi en gens actius constitutivament i induibles, mentre que soén
absents tant en asincronia com en mitosi en gens inactius per la RNA
polimerasa Il. Aquestes modificacions serien bones candidates a [I'hora

d’establir un codi de manteniment de la memoria cel-lular en aquests gens.
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7. L'acetilacio de la lisina 12 de la histona H4 es manté en les regions
codificadores dels gens actius o potencialment actius: GAPDH, Hsp70 i Ciclina

B1. El gen inactiu IL-2 manca d’aquest marcatge.

8. L’activacio del gen de la Ciclina B1 durant la mitosi esta correlacionada amb un
augment de la dimetilaci6 i la trimetilacido de H3K4. Suggerint que les activitats
metiltransferasa cel-lulars es mantenen actives durant la mitosi.

9. PCAF s’autoacetila /n vivo. La regié Nt de la proteina participa en una acetilacio
intermolecular, mentre que la regid Ct esta implicada en el procés
intramolecular.

10. p300 acetila PCAF, mentre que CBP no tindria capacitat per fer-ho.

11. L’autoacetilacié de PCAF n’augmenta la seva activitat HAT /n vitro.
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Annex 1

Modificacid

Histona

Residu

Enzim modificador

Funcio biologica

ACETILACIO H2A K4 Esa1 Activacié Transcripcional
K5 Tip60 Activacio Transcripcional
p300/CBP Activacio Transcripcional

K7 Hat1 ?

Esail Activacié Transcripcional
H2B K5 ATF2 Activacio Transcripcional

K11 Gcen5 Activacié Transcripcional

K12 p300/CBP Activacié Transcripcional
ATF2

K16 Gcen5 Activacié Transcripcional
Esa1

K15 p300/CBP
ATF2 Activacié Transcripcional

K20 p300 Activacié Transcripcional

H3 K4 Esa1 Activacio Transcripcional
Hpa2 ?

K9 ? Deposicio d’histones
Gen5 Activacio Transcripcional*
SRC-1 Activacié Transcripcional
o Memoria cel-lular*

K14 Gcen5-PCAF Activacio Transcripcional *
Esa1-Tip60 Activaci6 Transcripcional

Reparacio DNA
SRC-1 Activacié Transcripcional
Elongacié Transcripcié
Elp3 ”
Hpa2 Transcripcio per RNA Pol 11l
hTFIIIC90 Transcripcio per RNA Pol |l
Taf1 Eucromatina?
Sas2 Activacié Transcripcional
Sas3 Elongacié Transcripcio?
p300 Activacio Transcripcional*
" Memoria cel-lular*

K18 Gcn5 (Complex Activacié Transcripcional
SAGA/STAGA) Reparacio DNA
p300/CBP Replicacié DNA

Activacié Transcripcional

K23 Gcen5 (Complex Activacié Transcripcional

SAGA/STAGA)
Sas3 Reparacio DNA
p300/CBP Activacio Transcripcional
Elongacié Transcripcio?
K27 Genb Activacio Transcripcional
H4 K5 Hat1 Deposicio d’histones
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Esa1-Tip60 Activacié Transcripcional
Reparacio DNA
ATF2 Activacio Transcripcional
?
Hpa2
p300 Activacié Transcripcional*
? -
’ Memoéria cel-lular
K8 Gen5-PCAF Activacié Transcripcional*
Esa1-Tip60 Activacié Transcripcional
Reparaciéo DNA
Activacié Transcripcional
ATF2 P
Elongacié Transcripcié
Elp3
p300 Activacié Transcripcional*
? Memoria cel-lular*
K12 Hat1 Deposicio d’histones
Esa1-Tip60
Activacié Transcripcional
Reparacio DNA
Hpa2
?
? -
: Memoéria cel-lular*
K16 Gens Activacié Transcripcional
MOF Activacié Transcripcional
Activacié Transcripcional
Esa1(llevat)- P
Tio50 " Reparacio DNA
i mamifer
p60(mamifer) Activacio Transcripcional
ATF2 Eucromatina
Sas2 Memoria cel-lular*
?
METILACIO H3 K4 Set1 (llevat) Eucromatina permissiva (di-Me)
Set9 (vertebrats) Eucromatina activa (tri-Me)*
Eucromatina pre-activa (di-Me)*
Elongacié Transcripcié /memoria
(tri-Me)*
MLL,Trx Activacié Transcripcional
Ash1 (D. Activacié Transcripcional
melanogaster) Activacié Transcripcional
K9 Suv39h, Cir4 Silenci Transcripcional (tri-Me)
G9a Metilacié DNA (tri-Me)
Repressié Transcripcional
Imprintin
SETDB1 printing
DI K ) Repressié Transcripcional (tri-Me)
im- ni
5, Kryptonita Metilacié DNA (tri-Me)
Ash1 (D. Activacio Transcripcional
melanogaster)
R17 CARM1 Activacio Transcripcional
K27 Ezh2 Silenci Transcripcional

Inactivacié cromosoma X (tri-Me)
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K36 Set2 Elongacié Transcripcional
Repressié Transcripcional?
K79 Dot1p Eucromatina
Elongaci6 Transcripcional /memoria
H4 R3 PRMTA1 Activacio Transcripcional
K20 PR-Set7 Silenci Transcripcional (mono-Me)
Suv4-20h Heterocromatina (tri-Me)
Ash1 (D. Activacié Transcripcional
melanogaster)
K59 ? Silenci Transcripcional?
FOSFORILACIO H2A S1 ? Mitosi
2 Ensemblatge cromatina?
MSK1 Repressié Transcripcional
T119 NHK-1 Mitosi
S129 Mec1 Reparacié DNA
S139 ATR, ATM, DNA-PK Reparacio DNA
H2B S14 Mst1 Apoptosi
S33 TAF1 Activacio Transcripcional
H3 T3 ? Mitosi
MSK1, MSK2 Activacio gens resposta rapida
Snfi Activacié Transcripcional
T11 DIk/ZzIP Mitosi
MSK1, MSK2 Activacio gens resposta rapida
H4 S1 ? Mitosi
UBIQUITINACIO H2A K119 HR6A,B? Espermatogénesi
H2B K120 HR6A,B? Meiosi
K123 Rad6 Activacio Transcripcional
Eucromatina
H3 ? ? Espermatogenesi

Taula II: Relacié de les modificacions de les histones i dels enzims que les produeixen. Es mostra la

resposta bioldgica que es produeix. De color balu s’indica I'acetilacié i la consequent activacio

transcripcional, de color vermell la metilacié de les lisines, de color verd la fosforilacié de les serines.
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