Universitat Autonoma de Barcelona
Facultat de Ciéncies
Departament de Bioquimica 1 Biologia Molecular

TESI DOCTORAL

Estudi de la interaccio entre els factors de
transcripcio de Drosophila GAGA i Tramtrack

Sara Pagans 1 Lista

Novembre del 2002



Programa de Bioquimica 1 Biologia Molecular

Estudi de la interaccio entre els factors de
transcripcio de Drosophila GAGA i Tramtrack

Memoria presentada per la Sara Pagans 1 Lista per aspirar al grau
de Doctor en Bioquimica i Biologia Molecular. Aquest treball ha
estat realitzat sota la direccio del Dr. Ferran Azorin 1 Marin en el
Departament de Biologia Molecular 1 Cel.lular de D’Institut de
Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC).

Vist-i-plau del director: Vist-i-plau del tutor:

Dr. Ferran Azorin i Marin Dra. M. Carmen Martinez



I.-INDEX



I. index




I. index

INDEX DE MATERIES

I. INDEX

INDEX DE MATERIES
INDEX DE TAULES I FIGURES
ABREVIATURES

II. INTRODUCCIO

1. Mecanismes de regulacio de la transcripcio

1.1. El procés de transcripcio a eucariotes
1.1.1. Estructura dels promotors Pol 11
1.1.2. Transcripcid basal
1.1.3. Iniciacid
1.1.3.1. RNA Polimerasa II (RNAP II)
1.1.3.2. Factors generals de transcripcié o GTFs
1.1.3.3. El “Mediator”

1.1.4. Elongacid i reiniciacio

1.2. La transcripcio en preséncia de cromatina
1.2.1. Efectes de I’estructura de la cromatina en la transcripcid
1.2.1.1. Els nucleosomes i la cromatina
1.2.1.2. Paper repressor dels nucleosomes i la cromatina
1.2.1.3. Eucromatina i heterocromatina
1.2.2. Complexes remodeladors de la cromatina
1.2.3. Modificacions post-traduccionals de les histones
1.2.3.1. Acetilacio/desacetilaci6 d’histones
1.2.3.2. Metilacié d’histones
1.2.3.3. Fosforilaci6 d’histones
1.2.3.4. Ubiquitinitzaci6 d’histones
1.2.3.5. Metilacio del DNA i la seva connexi6o amb HDACs i HMTs
1.2.4. Reclutament dels complexes remodeladors 1 modificadors

de la cromatina

11
15

17

19

19
19
20
21
21
22
23
24

25
25
25
25
26
27
30
31
35
36
37
37

38



I. index

1.2.5. Elongaci6 i cromatina

1.3. Mecanismes d’activacio i de repressio
1.3.1. Activacio
1.3.1.1. Classificaci6 dels activadors
1.3.1.2. Mecanismes d’activaciod
1.3.1.3. Actuacions sinergiques dels activadors
1.3.2. Repressid
1.3.2.1. Mecanismes de repressio
1.3.2.2. Long-range/short-range repression
1.3.2.3. La repressio long-range mediada per Groucho
1.3.2.4. La repressio short-range mediada per dCtBP
1.3.3. Factors de transcripcid involucrats en procesos d’activacio

1 de repressiod

2. GAGA i Tramtrack, dos factors de transcripcio amb
dominis POZ

2.1. Els dominis POZ/BTB
2.1.1. Proteines amb dominis POZ
2.1.2. Dominis associats
2.1.3. Interaccions entre proteines mediades pel domini POZ
2.1.4. Estructura del domini POZ
2.1.5. Funcions associades al domini POZ

2.1.5.1. Modulacié de I’activitat transcripcional
2.1.5.2. Modulaci6 de la unié al DNA

2.1.5.3. Localitzaci6 nuclear

2.2. La proteina GAGA

2.2.1. Isoformes de GAGA

2.2.2. Dominis de GAGA
2.2.2.1. El domini POZ/BTB de GAGA
2.2.2.2. Laregio X
2.2.2.3. El domini d’unié a DNA de GAGA
2.2.2.4. El domini ric en glutamines o domini Q

2.2.3. Funcions de GAGA
2.2.3.1. GAGA com a factor de transcripcio
2.2.3.2. GAGA i la remodelacié de la cromatina

39

40
41
41
42
43
44
44
46
47
48

50

51

51
51
52
53
54
56
57
58
59

59
59
61
61
62
62
64
64
64
65



I. index

2.2.3.3. GAGA en la regulaci6 dels gens homeotics
2.2.3.4. GAGA en els insulators
2.2.3.5. GAGA 1 heterocromatina

2.3. La proteina Tramtrack
2.3.1. Isoformes de TTK
2.3.2. Dominis de TTK
2.3.2.1. El domini POZ/BTB de TTK
2.2.2.2. El domini d’unié a DNA de TTK
2.3.3. Funcions de TTK
2.3.3.1. TTK69 i els gens “pair-rule”
2.3.3.2. TTK en la regulacié del desti neuronal

2.3.3.3. Possibles mecanismes d’actuacidé de TTK

I1I. OBJECTIUS

IV. MATERIALS I METODES

1. Materials

1.1. Enzims i reactius

1.2. DNA: plasmids i oligonucleotids
1.2.1. Plasmids
1.2.1.1. Plasmids basics
1.2.1.2. Plasmids d’expressio6 de proteines en bacteris
1.2.1.3. Plasmids de dos hibrids
1.2.1.4. Plasmids de transfeccio a SL2
1.2.2. Oligonucleotids

1.3. Proteines recombinants

1.4. Soques i linies cel.lulars
1.4.1. Soques bacterianes d’E. coli
1.4.2. Soques de S. cerevisiae
1.4.3. Linies cel.lulars eucariotes

66
67
68

68
69
70
70
71
72
72
74
75

77

81

83

83

83
83
83
84
85
86
89

91

91
91
92
92



I. index

1.5. Anticossos

2. Metodes

2.1. Métodes de manipulaciéo del DNA

2.1.1. M¢todes d’obtencié de DNA
2.1.1.1. Minipreparacions de DNA
2.1.1.2. Maxipreparacions de DNA

2.1.2. Transformaci6é del DNA en bacteris

2.2. Técniques basiques de proteines
2.2.1. Analisi de proteines per electroforesi en gels de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE)
2.2.2. Analisi de proteines per Western blot

2.3. Expressio i purificacio de proteines recombinants
2.3.1. Expressid 1 purificaci6 de proteines fusionades a una cua
d’histidines

2.3.1.1. Tramtrack69
2.3.1.2. GAGA-519
2.3.2. Expressio 1 purificacio de proteines fusionades a GST

2.4. Obtencio i purificacio d’anticossos

2.4.1. Obtencid d’anticossos policlonals a-TTK
2.4.1.1. Preparacio de I’antigen
2.4.1.2. Immunitzacio
2.4.1.3. Processament de la sang
2.4.2. Purificaci6 d’anticossos
2.4.2.1. Fraccionament o precipitacié amb sulfat amonic del sérum
o-TTK
2.4.2.2. Purificaci6 per afinitat del sérum o-TTK

2.5. Experiments de co-immunoprecipitacio

2.6. Assaig d’interaccioé proteina-proteina in vitro:
GST-pulldowns
2.6.1. In vitro transcripcid-traducci6 en lisat de reticulocits

2.6.2. Preparacio de les proteines de fusid unides a Glutatié Sepharosa

92

95

95
95
95
95
95

96

96
97

97

97
98
101
102

103

103
103
104
104
104

105
105

106

108
108
109



I. index

2.6.3. Assaig GST-pulldown 109
2.7. Assaig de dos hibrids a S. cerevisiae 110
2.7.1. Manteniment de les c¢l.ules de S. cerevisiae 110
2.7.1.1. Creixement 110

2.7.1.2. Congelacid 111

2.7.1.3. Descongelacio 111

2.7.2. Transformacio dels llevats per acetat de liti 111
2.7.3. Analisi de les interaccions per creixement en placa 112
2.8. Métodes de treball amb SL2 112
2.8.1. Manteniment de les cél.ules 112
2.8.1.1. Creixement 112
2.8.1.2. Congelacid 113
2.8.1.3. Descongelacio 113

2.8.2. Transfeccio pel metode de fosfat calcic 113
2.8.3. Assajos de transcripcid a cel.lules SL.2 114
2.8.3.1. Transfeccio i preparaci6 dels extractes cel.lulars 114

2.8.3.2. Determinacio de les activitats luciferasa i $-galactosidasa 115

2.8.4. Immunolocalitzacions a cel.ules SL2 116
2.8.5. Extracci6 acida d’histones 118
2.9. Metodes d’analisi d’interaccions DNA-proteina in vitro 119
2.9.1. Marcatge radioactiu dels fragments de DNA 119
2.9.2. Electroforesi en gels de retardament (EMSA) 120
2.9.3. Footprinting amb DNasa | 120
2.9.3.1. Marcador G+A 121
2.9.3.2. Digestio amb DNasa | 121

V. RESULTATS I DISCUSSIO 123

1. Estudi de la interaccio entre les proteines GAGA i TTK 125

1.1. Experiments de co-immunoprecipitacio en extractes cel.lulars
de SL.2 126

1.2. Analisi de la interaccio GAGA-TTK in vitro: GST-pulldowns 128



I. index

1.3. Determinacio dels dominis responsables de la interaccio:

assaig de dos hibrids a S. cerevisiae
1.3.1. El sistema de dos hibrids

1.3.1.1. Descripci6 del sistema de dos hibrids
1.3.1.2. Components del sistema de dos hibrids
1.3.2. Interacci6 GAGA-TTK

1.3.3. Interaccio TTK-TTK

2. Conseqiiéncies funcionals de la interaccio
GAGA-TTK: assajos transcripcionals a cel.lules SL.2

2.1. El promotor d’even-skipped
2.1.1. Regulaci6 de I’expressio d’even-skipped
2.1.2. El promotor eve stripe 2

2.2. Estudi de I’efecte de la sobreexpressio de GAGA i TTK

en P’activitat del promotor eve stripe 2

2.3. Analisi de la contribucio dels dominis POZ de GAGA i TTK
a la repressio per TTK de I’activacio depenent de GAGA

2.3.1. Estudi de la contribuci6 del domini POZ de TTK:

la proteina APOZ1rg

2.3.2. Estudi de la contribuci6 del domini POZ de GAGA

2.3.2.1. La proteina APOZgaca
2.3.2.2. El sistema heteroleg GAL4Q/POZgacaGAL4Q

2.4. Caracteritzacio dels dominis de TTK implicats en la
repressio

2.4.1. La proteina ATTKS80

2.4.2. La proteina POZ ¢

2.4.3. La proteina de fusié POZ1xAPOZgaga

2.5. Estudi de I’efecte del TSA sobre la repressio per TTK

del promotor eve activat per GAGA
2.5.1. Efectes del TSA sobre ’acetilacid d’histones a SL2

130

130
130
131
132
134

137

137
137
139

140

144

144
147

147
149

150
151
151
154

157
157



I. index

2.5.2. Efecte del TSA en la repressio per TTK de I’activacio del promotor
eve stripe 2 mediada per GAGA. 158

2.6. Determinacio de les regions del promotor d’eve que medien

la repressio per TTK de ’activacio mediada per GAGA 160

3. Estudi de la interaccio in vitro de GAGA i TTK amb

el promotor eve stripe 2 165

3.1. Determinacio de les regions del promotor a les quals GAGA

i TTK s’uneixen amb més afinitat 166

3.2. Efecte de TTK sobre la unio de GAGA al promotor proximal

—185eve 170
3.2.1. Analisi per EMSA de la unié de GAGA 1 TTK a la regié —185eve 170
3.2.2. Analisi per footprinting amb DNasa I de la unié de GAGA 1 TTK

a la regid —185eve 172
VI. DISCUSSIO GENERAL 175
1. La interaccio entre GAGA i TTK 177

2. L’efecte repressor de TTK sobre I’activacio depenent

de GAGA 183
Quines conseqiiéncies pot tenir la repressid per TTK de I’activacid
depenent de GAGA a Drosophila? 184
Quin ¢és el mecanisme de la repressido de TTK sobre 1’activacid
depenent de GAGA? 185
VII. CONCLUSIONS 191
VIII. REFERENCIES 195
IX. APENDIX 221



I. index

10



I. index

INDEX DE TAULES I FIGURES

INDEX DE TAULES

Taula L.1. Classificacié dels complexes remodeladors de la cromatina. 29
Taula L.2. Principals complexes HAT i les seves funcions relacionades amb

la transcripcio. 32
Taula M.1. Taula-resum de totes les formes de GAGA i1 TTK clonades en

vectors d’expressio en bacteris, llevats o cel.lules SL2. 88
Taula D.1. Area accessible del solvent (D-asa) i superficie de complementaritat

(Sc) dels homodimers 1 homotetramers dels dominis POZ de PLZF, GAGA i TTK,

1 de I’heterodimer 1 heterotetramer GAGA-TTK. 178
INDEX DE FIGURES

Figura I.1. Etapes del procés de transcripcié que es veuen inhibides per la preséncia

de nucleosomes. 26
Figura 1.2. Modificacions post-traduccionals de les cues de les histones. 30

Figura 1.3. Possibles models sobre la connexi6 entre metilacio del DNA,

desacetilaci6 d’histones 1 metilacié d’histones. 38
Figura 1.4. Reclutament de reguladors, complexes HAT i complexes remodeladors

en el procés d’activacié de la transcripcio. 39

Figura 1.5. Models suggerits per a I’actuacio dels co-repressors Groucho i

dCtBP en les repressions de tipus long-range 1 short-range. 49
Figura I.6. Estructura tridimensional del domini POZ de PLZF. 54
Figura L.7. Alineament de seqiiéncia d’alguns dominis POZ/BTB i I’estructura

secundaria observada pel domini POZ de PLZF. 55
Figura 1.8. Interaccions dimer-dimer en el cristall del POZ de PLZF. 57
Figura 1.9. Dominis de les isoformes GAGA-519 1 GAGA-581 i seqliencia

aminoacidica. 60
Figura 1.10. Distribucio dels llocs d’uni6 de GAGA en diversos promotors. 63
Figura I.11. Dominis de TTK69 1 seqiiencia aminoacidica. 71

11



I. index

Figura M.1. Seqii¢éncia aminoacidica de I’extrem N-terminal de la proteina

TTK69 expressada com a proteina de fusiéo amb histidines.

Figura R.1. Alineament de seqiiencia dels dominis POZ de GAGA, TTK i PLZF.
Figura R.2. Co-immunoprecipitacio de GAGA i TTK a SL2.

Figura R.3. Proteines utilitzades a I’assaig GST-pulldown.

Figura R.4. Assajos GST-pulldown de la interaccid de les proteines recombinants
TTK i APOZrrx amb les proteines de fusiéo a GST.

Figura R.5. Representacio esquematica del sistema de dos hibrids.

Figura R.6. Vectors d’expressio de proteines del sistema de dos hibrids.

Figura R.7. Assaig de dos hibrids de la interaccio6 GAGA-TTK.

Figura R.8. Assaig de dos hibrids de la interaccié TTK-TTK.

Figura R.9. Representacio esquematica de la regié reguladora del gen even-skipped
(eve) compresa entre —6.4 kpb 1 el lloc d’inici de transcripcio.

Figura R.10. Representacié esquematica del promotor eve stripe 2.

Figura R.11. Estudi de I’efecte de la sobreexpressio de GAGA i/o TTK en I’activitat
del promotor eve stripe 2.

Figura R.12. Analisi dels nivells de sobreexpressio de GAGA 1 TTK en els
experiments de transfeccio.

Figura R.13. Analisi de la funci6 repressora de TTK en el context del

promotor SxGAL4hsp70UAS.

Figura R.14. Analisi de la contribucid del domini POZ de TTK en la repressio.
Figura R.15. Immunolocalitzacions de TTK i APOZrrk a cél.lules SL2.

Figura R.16. Estudi de I’activitat transcripcional de la proteina APOZgaga en assajos
de transfeccio a cel.lules SL2.

Figura R.17. Estudi de la contribucié del domini POZ de GAGA en la repressio per
TTK en el context del promotor SxGAL4Asp70UAS.

Figura R.18. Analisi de la capacitat repressora de les proteines ATTK580 i POZrrk.
Figura R.19. Localitzaci6 de les proteines GFP i GFP-POZrrx a cél.lules SL2.
Figura R.20. Estudi de I’activitat transcripcional de la proteina POZ 1k APOZgaca.
Figura R.21. Estudi dels efectes de la sobreexpressio de les proteines

POZ 11k APOZgaga 1 APOZgaga sobre 1’activacido de GAGA.

Figura R.22. Analisi dels efectes del TSA sobre 1’acetilacié d’histones a cel.lules SL2.

12

100

125
127
129

129
131
132
134
135

139
140

141

142

144
145
146

148

150
152
153
155

156
158



I. index

Figura R.23. Efecte del TSA en la repressio per TTK de 1’activacio del promotor

eve stripe 2 mediada per GAGA. 159
Figura R.24. Estudi de ’efecte de GAGA 1 TTK sobre ’activitat de diferents delecions

del promotor eve stripe 2. 163
Figura R.25. Proteines recombinants GAGA 1 TTK utilitzades en els experiments

d’uni6 a DNA in vitro. 166
Figura R.26. Analisi per EMSA de la uni6 de GAGA als fragments proximal

(413), intermedi (666) 1 distal (680) del promotor eve stripe 2. 168
Figura R.27. Analisi per EMSA de la uni6 de TTK als fragments proximal (413),

intermedi (666) i distal (680) del promotor eve stripe 2. 169
Figura R.28. Analisi per EMSA de la uni6 de GAGA i TTK a la regié —185eve. 171
Figura R.29. Analisi per footprinting amb DNasa I de la uni6 de GAGA 1 TTK a la

regid —185eve. 173
Figura D.1. Model dels dimers de POZes. 179
Figura D.2. Representacid esquematica de la formacio d’oligomers del POZ de PLZF

d’alt pes molecular a partir dels homodimers. 180
Figura D.3. Model dels tetramers de POZes. 181
Figura D.4. Models per la unié al DNA dels heterooligomers GAGA-TTK. 186
Figura D.5. Possibles models per la repressio de TTK sobre I’activacié depenent de
GAGA. 187
Figura D.6. Posicio dels residus no conservats entre els POZes de GAGA i TTK

en I’estructura d’un homodimer POZ-POZ. 189

13



I. index

14



I. index

ABREVIATURES

aa Aminoacid

BSA Albtmina de sérum bovi

dNTP Desoxiribonucleotids trifosfats
DNasa I Desoxiribonucleasa

DNMT DNA metilasa

DO Densitat Optica

DTT Ditiotreitol

ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Acid etilen-diamo-tetracétic
EMSA Electrophoretic mobility shift assay
HAT Acetiltransferasa d’histones
HDAC Desacetilasa d’histones

HMT Metiltransferasa d’histones
HEPES Acid N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonic
IPTG Isopropil-b-D-tiogalactopiranosid
kpb 10° parells de bases

kDa 10° Daltons

LB Luria Bertrani, liquid broth

NP-40 Nonidet P-40

NuRCs Complexes remodeladors de la cromatina
o/n Overnight

PAGE Poliacrilamide gel electrophoresis
pb Parells de bases

PBS Phosphate buffer saline

PCR Reaccid en cadena de la polimerasa
PEV Position effect variegation

PIC Complex de preiniciacid

PLB Protein loading buffer

PMSF Fluor Fenilmetilsulfonil

PSA Persulfat amonic

RNasa Ribonucleasa

rpm Revolucions per minut

SDS Dodecil sulfat sodic

T Temperatura

TEMED N,N,N’-(tetrametil)-etilendiamino
TSA Trichostatina A

TTK Tramtrack

15



I. index

16



Il. Introduccio

IL-INTRODUCCIO

17



Il. Introduccio

18



Il. Introduccio

1. MECANISMES DE REGULACIO DE LA
TRANSCRIPCIO

1.1. El procés de transcripcio a eucariotes

La transcripci6 és el procés pel qual una RNA polimerasa sintetitza una cadena de RNA a
partir d'un DNA motlle. En els organismes eucariotes existeixen tres tipus de RNA
polimerases (I, II i IIT), de les quals la RNA polimerasa II (RNAP II) és la responsable de la
sintesi dels mRNAs que codifiquen per proteines (aixi com també d’alguns snRNAs).

La transcripcié per una RNA polimerasa determinada esta associada a una arquitectura
concreta del gen. Aixi, es poden definir com a gens de classe II aquells que estan regulats per
la RNAP II.

1.1.1. Estructura dels promotors Pol II

Els elements de seqiiéncia en cis que dirigeixen un programa concret de transcripcid per
la RNAP II inclouen la regi6 basal del promotor (core) i els elments enhancer.

La regié basal del promotor (core promoter) comprén les seqliencies minimes que
dirigeixen el reclutament de la RNAP II i el lloc d’inici de la transcripci6. Els elements del
core estan situats entre —35 i +35 bases del lloc d’inici de transcripcid, i constitueixen llocs
de reconeixement pels factors involucrats en 1’inici de la transcripci6. Aquests elements soén
variables en seqliencia i es poden presentar en forma de diferents combinacions a I’hora de
constituir el core (revisat a Veenstra i Wolffe, 2001):

-la caixa TATA, de seqiiéncia consens TATAAA, esta situada al voltant de la posicid
—25/-30 1 és reconeguda de manera especifica per la proteina TBP (TATA binding protein).

-I’element BRE (/IB recognition element), situat a 5’ de la caixa TATA 1 de seqiliencia
consens (G/C)(G/C)(G/A)GGCC, és un element de reconeixement pel factor TFIIB.

-I’element iniciador (Inr), responsable d’assenyalar el lloc d’inici de transcripcio (i
localitzat al voltant d’aquest), és reconegut per alguns TAFs (TBP associated factors) del
complex TFIID. A Drosophila té¢ com a seqiiencia consens TCA(T/G)TPyPy.

-I’element DPE (downstream promoter element), de seqiiéncia consens
(A/G)G(A/T)CGTG, va ser identificat originalment en promotors de Drosophila, tot i que
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Il. Introduccio

també¢ s’ha trobat en alguns promotors de mamifers. Esta situat a la posicié +30 i consitueix
un element de reconeixement per TAFs (Smale, 2001; Butler i Kadonaga, 2001).

Els enhancers son elements de reconeixement per a factors de transcripcid especifics de
seqiiencia. Es caracteritzen per poder activar la transcripcié independentment de la seva
orientacio o distancia relativa al lloc d’inici de transcripcio. Segons la seva localitzacio,
s’han definit dos tipus d’enhancers: els enhancers proximals, situats entre 50 i centenars de
bases a 5’ de I’inici de transcripcio, i els enhancers distals, que es troben fins a milers de
kilobases upstream o downstream de 1’inici de transcripci6 (Orphanides et al, 1996; Lemon i
Tjian, 2000; Butler i Kadonaga, 2001). El mecanisme pel qual funcionen aquests enhancers
distals és encara un interrogant, tot i que s’han descrit alguns models que proposen la
formacié de loops de DNA, desllicament de proteines al llarg del DNA o la generacid de
grans dominis cromatinics que facilitarien o impedirien 1’activacié genica (Mahmoudi et al,
2002).

De manera analoga als enhancers, es poden definir també com a silencers els elements de
reconeixement per moduladors negatius de la transcripcid (repressors); poden estar també
situats en regions properes o llunyanes a 1’inici de transcripcio segons el mode d’actuacié del
repressor (veure apartat 1.3.2.2: long/short—range repression).

El fet de poder trobar seqiiencies reguladores molt llunyanes a I’inici de transcripci6 aixi
com dins la seqiliencia codificant fa realment dificil poder definir els limits d’un promotor.
No obstant, si que s’empra sovint el terme de promotor proximal com la regié compresa
fins a centenars de bases del lloc d’inici de transcripcid 1 que conté elements de seqiiencia
reconeguts per factors moduladors de la transcripcio.

1.1.2.Transcripci6 basal

La transcripcié basal es defineix com el procés de transcripcidé que té lloc in vitro en
preséncia de I’aparell de transcripcié basal, constituit pels factors generals de transcripcid
(GTFs) i la RNAP II. En aquest context, la preséncia de molecules reguladores (activadors o
repressors) que s’uneixen a seqiiéncies concretes del promotor, donara lloc a una transcripcid
activada o reprimida (Orphanides et al, 1996).

A la cellula, aquesta divisid entre transcripcié basal i1 activada no té cap sentit:
I’empaquetament del DNA en forma de cromatina provoca una repressidé generalitzada, i
només la preseéncia d’activadors induira I’expressié d’un gen concret. Per tant, in vivo només
es pot parlar de transcripcio activada.

No obstant, els estudis de transcripcié basal in vifro han permeés obtenir una visio
seqiiencial de la mecanistica del procés. D’aquests estudis sorgi la divisié del procés de
transcripcié en tres etapes: iniciacid, elongacié i “terminacié”. La iniciacié comprén en
primer lloc una primera fase anomenada preiniciacid, en la qual els GTFs s’uneixen al
promotor basal i recluten la RNAP II, formant el complex de preiniciacio (PIC). Una vegada
el PIC esta ensamblat al promotor, es separen les cadenes de DNA (promoter melting) de
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forma depenent d’ATP, i la RNAP II sintetitza el primer enlla¢ fosfodiester del mRNA
naixent. La transicio iniciacié-elongaci6 inclou un alliberament de la RNAP II del promotor
(promoter clearence), acompanyat d’una hiperfosforilacio de la CTD de la RNAP II. A
partir d’aleshores, la RNAP II s’associa a factors d’elongacié que, juntament amb altres
factors reguladors, facilitaran la transcripcié del mRNA. La “terminacié” propiament dita
culmina amb el final de la sintesi del mRNA per part de la RNAP II. El processament
d’aquest pre-mRNA (5’ capping, splicing i alliberament de la cua poli-A) s’ha observat que
té lloc co-transcripcionalment, i les reaccions que el constitueixen estan coordinades i
interconnectades amb el procés de transcripcio (Proudfoot et a/, 2002).

1.1.3. Iniciacid

Les caracteristiques principals dels components de la maquinaria transcripcional durant el
procés d’iniciacio es descriuen a continuacio:

11.3.1. RNA polimerasa IT (RNAP II)

La RNAP II, constituida per 12 subunitats, pot catalitzar inespecificament la sintesi d’un
RNA a partir d’un DNA motlle, pero requereix dels GTFs per reconeixer de forma especifica
un promotor.

Un dels elelments clau de la RNAP II, tant en la regulacioé de la transcripcié com en la
coordinacio6 co-transcripcional de les reaccions de processament del mRNA, és el domini C-
terminal (CTD) de la subunitat major Rpbl. El domini CTD ¢és hiperfosforilat (forma I1A)
quan la RNAP II esta elongant de forma activa, mentre que per iniciar la transcripcidé ha
d’estar defosforilat (forma I1O). Aquesta fosforilacidé permet que la RNAP II s’alliberi del
promotor 1 els GTFs, pero no afecta a la seva capacitat d’elongacio.

Hi ha descrites varies CTD quinases: la cdk8/ciclinaC del “Mediator”, que fosforila la
CTD abans de I’ensamblatge del PIC (Hampsey i1 Reinberg, 1999); la c¢dk7 del TFIIH, clau
en la transici6 iniciacio-elongacio; i el pTEF-b, factor d’elongacid responsable de retornar a
I’estat actiu la RNAP II després de 1’addicio del capping. Com a CTD fosfatasa només es
coneix la Fcpl, reponsable de reciclar la forma fosforilada de la RNAP II (Woychik i
Hampsey, 2002).

A més de ser sensible a fosforilacio, el domini CTD ¢és també un lloc d’interaccié amb
altres factors moduladors de la transcripcid (“Mediator” o “Elongator”) o el processament
del mRNA (Proudfoot et al, 2002). Aixi doncs, el CTD serveix com a plataforma per a
I’ensamblatge ordenat dels factors responsables de la transcripcio i processament del mRNA
durant les diferents etapes de sintesi del transcrit (Orphanides i Reinberg, 2002).
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11.3.2. Factors generals de transcripcid o GTFs

e TFIID:

El complex TFIID esta constituit per la TBP (TATA binding protein) i uns deu TAFys
(TBP-associated factors).

La TBP s’uneix especificament a les caixes TATA dels promotors, un pas que s’ha descrit
com el més limitant de tota la regulaci6 de la transcripci6 (Colgan i Manley, 1992).

Els TAFys, no requerits en la transcripcid basal, van ser descrits inicialment com a co-
activadors que mediaven la interaccio entre activadors transcripcionals i la maquinaria basal
(Verrijzer 1 Tjian, 1996); no obstant, recentment s’ha pogut descriure activacié independent
de TAFys (Oelgeschlager et al, 1998), posant en dubte el paper essencial dels TAFys com a
co-activadors. D’altra banda, degut a la capacitat d’alguns TAFys d’unir-se a als elements
Inr i DPE del promotor i al seu requeriment en promotors sense caixa TATA, es considera
que una de les funcions més importants dels TAFys seria la de reclutar la TBP en promotors
sense TATA (Orphanides et al, 1996; Woychik i Hampsey, 2002). S’ha proposat també que
la uni6 al DNA d’alguns TAFys (histone-like TAFys) podria ser en forma d’un octamer
similar a les histones, 1 de fet recentment s’ha aconseguit reconstituir un octamer de TAFs in
vitro (Selleck et al, 2001), pero es desconeix si in vivo també adoptarien aquesta estructura.
Aquests histone-like TAFys no son especifics per TFIID, sind que també formen part de
complexes acetiltransferasa d’histones com SAGA, PCAF o TFTC, havent-se suggerit un
paper d’aquests TAFys com a elements core de multiples complexes. L nic TAFy al que se
li ha descrit activitat enzimatica és el TAF;250, concretament activitats quinasa (es pot
autofosforilar i fosforilar la subunitat RAP74 de TFIIF) i acetiltransferasa d’histones.

o TFIIB:

El segon pas de la iniciaci6 és el reconeixement del complex TFIID-DNA per TFIIB i1 la
formacio d’un complex ternari TFIIB-TFIID-DNA molt estable. Degut a que TFIIB té llocs
d’uni6 per RNAP II i TFIIF, s’ha proposat que TFIIB participa en el reclutament de la
RNAP Il i en la determinacio6 precisa del lloc d’inici de la transcripcio (revisat a Orphanides
et al, 1996). No obstant, estudis molt recents suggereixen que la uni6 de TFIIB a I’element
BRE de fet reprimiria la transcripci6 basal, essent la disrupcio de la interacci6 BRE-TFIIB
per part d’un activador (TFIIB ¢és una diana per alguns activadors acidics o rics en
glutamines) un mecanisme d’activacio geénica (Evans et a/, 2001).

e TFIIA:

TFIIA també s’uneix al complex TFIID-DNA i incrementa 1’estabilitat de TBP per
I’element TATA independentment de TFIIB (Imbalzano et al, 1994). Associada a aquesta
funci6 estabilitzadora, a TFIIA se 1li ha atribuit també una funcié antirepressora, que
implicaria un desplacament de factors que estan units al DNA tant de forma especifica
(repressors especifics) com inespecifica.
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o TFIIF:

TFIIF és un heterotetramer format per dues subunitats grans (TFIIFa/RAP74) 1 dues de
petites (TFIIFB/RAP30) que participen en diferents estadis de la iniciaci6 i I’elongacié. En la
iniciacid, TFIIF s’associa amb la RNAP II per incrementar 1’eficiéncia de reclutament
d’aquesta. A més a més, també té una funcid desestabilitzadora d’interaccions RNAP II-
DNA inespecifiques, evitant una iniciaci6 expuria (Woychik i Hampsey, 2002). La funci6 de
TFIIF durant I’elongaci6, en la qual hi participa activament augmentant-ne la velocitat, és
totalment depenent de la subunitat RAP74. Concretament, una de les accions que se li han
atribuit a RAP74 durant I’elongacio és la d’estimular la Fcpl CTD fosfatasa (Svejstrup et al,
1996).

L’activitat de TFIIF és regulada per fosforilacio de la subunitat RAP74 (pot ser fosforilada
per diferents quinases, una d’elles TAF;;250), una modificaci6 que augmenta la velocitat
d’iniciaci6 i elongaci6 in vitro (Orphanides et al, 1996).

e TFIIE:

Les funcions de TFIIE en la transicid iniciacio-elongacid estan molt lligades a TFIIH: per
una banda, la seva incorporacid al PIC després de TFIIF (via interaccié amb la forma ITA de
la RNAP II) és imprescindible pel posterior reclutament del complex TFIIH; i per altra
banda, t¢ una funci6é reguladora de les activitats quinasa i1 helicasa/ATPasa de TFIIH
(Roeder, 1996; Woychik i Hampsey, 2002).

e TFIIH:

TFIIH consta de nou subunitats organitzades en dos subcomplexes (core-TFIIH i un
complex ciclina-quinasa (CAK)). Es un complex multifuncional, ja que a més de la seva
funcid associada a la transcripci6 participa en processos de reparacio de DNA i control del
cicle cel.lular.

En la transcripcid, TFIIH hi té un paper essencial en la transici6 iniciacid-elongaci6. En
primer lloc, actua en la separaci6 de les cadenes de DNA després de 1’ensamblatge del PIC
(promoter melting) utilitzant 1’activitat helicasa depenent d’ATP d’una de les seves
subunitats (XPB). I posteriorment, la subunitat cdk7 del mateix complex fosforila el domini
CTD de la RNAP II, donant lloc a una forma IIO que es pot desenganxar del promotor
(promoter clearence) i iniciar 1’elongacio (Orphanides et al, 1996).

1133 El "Mediator”

Inicialment, el “Mediator” es va descriure com un complex co-activador intimament
associat a la RNAP II que mediava la interaccio entre activadors i maquinaria transcripcional
durant el procés d’iniciacio. No obstant, també s’ha observat que en determinats casos pot
exercir com a co-repressor, i per aixo es considera que el complex “Mediator” de fet actuaria
com un element integrador de moltes i diverses senyals reguladores que son transmeses a la
maquinaria de la RNAP II (Woychik i Hampsey, 2002). La seva interaccié amb la RNAP II
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¢s a través de la CTD en estat defosforilat (ITA), amb la qual hi esta associada durant tot el
procés d’iniciacio.

S’han aillat complexes “Mediator” de varis d’organismes, i s’ha pogut observar que la
composicié 1 organitzacié d’aquests es troba ampliament conservada des de llevats a
humans. Un dels més estudiats és el “Mediator” de llevats, format per unes ~20 subunitats
organitzades en 3 subcomplexes: el modul Galll, el modul Med9/10 (responsable de la
interaccio amb CTD) i el modul Srb4. Per la seva banda, a mamifers s’han pogut identificar
varis complexes que actuen com a “Mediator”: TRAP/SMCC, ARC/DRIP, mMED, NAT,
hSURC2, CRSP i PC2 (revisat a Boube et al, 2002).

1.1.4. Elongacio i reiniciacid

El procés d’elongacio in vitro és discontinu i més lent que in vivo degut a que ¢és
interromput per una serie pauses 1 detencions. Aquest fet evidencia la importancia de
I’existéncia de factors que evitin aquestes pauses i detencions in vivo, sobretot en els
processos d’elongacio de gens extremadament llargs (Reines et al, 1996). S han descrit dos
tipus de factors que participen en l’elongacid: factors generals i factors reguladors (que
serien els activadors o repressors que modulen 1’elongacio).

Alguns factors generals d’elongacid actuen evitant la detencid de la RNAP II, com seria
el cas de p-TEFb (quinasa de la CTD) i el TFIIS. Altres factors, com el TFIIF i el complex
Elongin (SIII), augmenten la velocitat d’elongacié suprimint les pauses (Reines et al, 1996).

A més dels factors anteriors s’han identificat també els Chromatin elongation factors, que
facilitarien el procés d’elongacio a través dels nucleosomes (veure apartat 1.2.5). Aquests
factors son tres complexes anomenats “Elongator”, FACT 1 Spt4/SptS/DSIF (Svejstrup,
2002). D’aquests tres, I’’Elongator” va ser aillat a partir de la caracteritzaci6 del complex de
la RNAP II en estat d’elongacid, i sembla ser que només s’associa a la forma fosforilada 11O
(elongant) de la RNAP II, havent-se descrit com un co-activador que substitueix al
“Mediator” durant d’elongacié (Orphanides i Reinberg, 2000).

Durant el procés de transcripcié d’un gen varies polimerases transcriuen al mateix temps,
de tal manera que mentre una esta en la fase d’elongacid, una de nova s’incorpora al
promotor, 1 aixi successivament. Aquests processos consecutius de reiniciacido sén perd més
rapids que la primera iniciacid, degut a que alguns GTFs com TFIID, TFIIB, TFIIF, TFIIE i
TFIIH es queden units al promotor. Aixi, quan arriba la segiient polimerasa, es pot formar
rapidament el complex PIC i de seguida es torna a iniciar la transcripcio.
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1.2. La transcripcio en presencia de cromatina
1.2.1. Efectes de I’estructura de la cromatina en la transcripcid
1.2.11 Els nucleosomes i la cromatina

El DNA dels genomes eucariotes t¢ una mida d’uns 6x10° pb que s’empaqueten dins el
nucli en forma d’una estructura nucleoproteica altament organitzada i compactada, la
cromatina. La unitat repetitiva basica de la cromatina son els nucleosomes (Kornberg, 1974),
els quals estan formats per tres elements: el core del nucleosoma, que consisteix en 146 pb
enrotllats en 1.65 voltes al voltant d’un octamer d’histones (format per un tetramer central
(H3)2(H4), flanquejat per dos heterodimers H2A/H2B); la histona linker H1 (o variants
d’aquesta); 1 el DNA linker entre els cores de nucleosomes (Workman i Kingston, 1998;
Kornberg i Lorch, 1999).

Les histones, que es troben al nucli a una relaci6 de massa 1:1 amb el DNA, tenen un
paper fonamental en el manteniment de 1’estat empaquetat de la cromatina. Sén proteines
petites formades per un domini estructurat de tipus histone-fold (que media les interaccions
histona-DNA aixi com la dimeritzacié entre histones) 1 dues “cues” no estructurades i
carregades positivament d’uns 15-30 residus que corresponen a les seves regions N i C-
terminal 1 sobresurten del core del nucleosoma. Aquestes cues de les histones, pel fet de ser
dominis desestructurats 1 extendre’s enfora del nucli nucleosomal, semblen tenir un paper
essencial en les interaccions entre nucleosomes necessaries per la formacio de la fibra de
cromatina (Bjorklund et al, 1999; Kornberg i Lorch, 1999).

Les estructures d’ordre superior al nucleosoma fins al maxim estat de compactacio que ¢s
el cromosoma mitotic encara no estan ben definides. No obstant, si que es pot parlar de
I’existéncia d’estructures secundaries, formades per interaccions entre nucleosomes, que
poden ser de tipus global (representades per les fibres de cromatina de 30 nm) com local
(ensamblatge d’alguns nucleosomes amb complexes reguladors i/o transcripcionals) (revisat
a Woodcock i1 Dimitrov, 2001).

1.2.12. Paper repressor dels nucleosomes i la cromatina

La preséncia de nucleosomes reprimeix l’expressid geénica per inhibici6 de diferents
etapes de la transcripcio (figura I.1): en primer lloc, els nucleosomes impedeixen que els
activadors s’uneixin a enhancers i regions promotores; en segon lloc, la preséncia de
nucleosomes obstaculitza 1’ensamblatge del PIC en el lloc d’inici de transcripcio; i
finalment, el pas de la maquinaria de la RNAP II a través del DNA durant I’elongaci6 es veu
dificultada per la preséncia dels nucleosomes, resultant en un increment de les pauses de la
polimerasa. Aquests impediments que imposen els nucleosomes en el procés de transcripcid
impliquen que sigui necessari un desplacament o rearranjament temporal dels octamers
d’histones per tal que el procés de transcripcid sigui productiu (Workman i Kingston, 1998).
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A més del paper repressor dels nucleosomes en la fibra de cromatina primaria,
I’empaquetament de la cromatina en estructures d’ordre superior també té una importancia
critica. Concretament, modificacions post-traduccionals de les histones i 1’us de variants tant
de la histona /inker com de les histones del core semblen tenir un profund efecte sobre I’estat
de condensacid dels nucleosomes en la fibra cromatinica de 30 nm. Una de les modificacions
que tenen més importancia a aquest nivell és 1’estat acetilat/desacetilat de les cues de les
histones H3 i H4, essent 1’estat acetilat el responsable de la desestructuracié de la fibra de
cromatina i I’estat hipoacetilat el que mantindria la fibra empaquetada (Farkas et al, 2000).

Core
USEs Promoter

dnandhdh 7Y

Upstream Factors

A Transcription Activator
Binding

W General Factors and Pol. I1
® 0
'
o

B Preinitiation Complex
Formation

Figura 1.1. Etapes del procés de transcripcio que es veuen inhibides per la preséncia de nucleosomes.
A. Unié dels activadors transcripcionals a elements enhancer. B. Formacioé del complex de preiniciacié al lloc
d’inici de transcripcié. C. Moviment de la maquinaria transcripcional a través del DNA motlle durant el procés
d’elongacid. Per tal que aquestes tres etapes siguin productives, és necessaria una reorganitzacié nucleosomal
en els llocs estratégics on s’esdevenen aquests processos (extret de Workman i Kingston, 1998).

12.1.3. Eucromatina i heterocromatina

La major part dels gens transcripcionalment actius del genoma formen part de
I’eucromatina, un estat dinamic de la cromatina i sensible a sofrir modificacions constants
que es caracteritza per la preséncia de llocs DH (llocs hipersensibles a DNasa 1),
nucleosomes irregulars 1 una hiperacetilaci6 de les histones. En contraposicio,
I’heterocromatina, que inclou totes aquelles regions del genoma que no es transcriuen
(basicament seqiiéncies repetitives, gens silenciats i alguns gens induibles), presenta un
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espaiament regular dels nucleosomes i un alt grau de compactacié que es manté al llarg de
tot el cicle cel.lular. Hi ha 3 modificacions que caracteritzen I’heterocromatina, dues d’elles
a les histones, i que son responsables de mantenir aquest estat altament empaquetat (revisat a
Richards i Elgin, 2002):

- hipoacetilacio dels residus de lisina de les histones H3 i H4 per la desacetilasa Sir2.

- metilacié de la lisina 9 de la histona H3 (H3-mK9), duta a terme per la metilasa
Su(var)3-9 i reconeguda especificament pel chromodomain de la proteina HP1 (Bannister et
al, 2001), una uni6 essencial per a la compactacio de I’heterocromatina.

- metilaci6 de citosines (5-metilcitosina) per DNA metilases.

Estudis de variegaci6 han evidenciat des de fa temps que les barreres entre eucromatina i
heterocromatina actuen com a interfase en la qual I’estat reprimit heterocromatic es pot
extendre (Grewal i Elgin, 2002). L’exemple més clar estaria en la position effect variegation
(PEV), un fenomen que consisteix en 1’expressio variegada d’un gen quan esta inserit (per
rearranjament cromosomic o transposicid) prop d’una zona heterocromatica. Aquest efecte
estaria modulat per enhancers E(var) o suppressors Su(var) de la PEV. Els suppressors son
proteines que normalment col.laboren a augmentar I’expansio de I’heterocromatina, i per
tant quan estan mutades suprimeixen aquesta expansid (disminueix la PEV); exemples
classics de suppressors serien els gens que codifiquen per HP1, Su(var)3-9 i gens del grup
Polycomb. Per la seva banda, els enhancers corresponen a proteines que normalment actuen
disminuint 1’heterocromatinitzacio, i per tant quan estan mutades té lloc un augment de
I’expansié de I’heterocromatina (augmenta la PEV); alguns dels enhancers més coneguts
corresponen als gens que codifiquen per la desacetilasa Rpd3, la subunitat ATPasa Brahma
de complexes remodeladors de tipus SWI2/SNF2, o a gens del grup Trithorax.

A Drosophila s’han identificat grans dominis eucromatics que moltes vegades presenten
estats de compactacié similars a I’heterocromatina, tot i que son succeptibles a transicions
entre els estats de condensacié i descondensacio. El grau de compactacié que presentin,
regulat per grans complexes proteics que actuen sobre la cromatina, determinara I’estat actiu
o inactiu del gen. Un dels exemples més coneguts correspon a la regulacid de I’expressio
dels gens homeotics als complexes Bithorax (BX-C) 1 Antennapedia (ANT-C) per proteines
del grup Polycomb (PcG) 1 del grup Trithorax (TrxG). Concretament, les proteines PcG
s’encarreguen de mantenir la repressid de determinades regions compactant la cromatina,
mentre les proteines TrxG participen en el manteniment d’estats transcripcionalment actius
afavorint la descondensacio de la cromatina (Farkas et a/, 2000).

1.2.2. Complexes remodeladors de la cromatina
Els complexes remodeladors de la cromatina depenents d’ATP (NuRCs) alteren

I’estructura de la cromatina a nivell local, ja sigui per canvis en el posicionament dels
nucleosomes, o bé per canvis conformacionals dels nucleosomes. Aquesta remodelacio dels
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nucleosomes incrementa 1’accessibilitat del DNA nucleosomal a factors reguladors, tant
activadors com repressors, facilitant aixi tant processos d’activacié com de repressio (revisat
a Narlikar et al, 2002). Els complexes remodeladors tenen una subunitat ATPasa,
responsable principal de la seva activitat remodeladora, segons la identitat de la qual els
complexes remodeladors es poden classificar en tres families (taula L.1):

Familia SWI2/SNF2. Tenen una subunitat ATPasa de tipus Swi2/Snf2 o homologa que
es caracteritza per un domini DNA helicasa/ATPasa i un bromodomain (domini de
reconeixement d’acetil-lisines).

Familia ISWI. Tenen una subunitat ATPasa de tipus ISWI, a la qual, a més del domini
DNA helicasa/ATPasa se li ha identificat un domini de tipus SANT, que podria estar
implicat en unié a DNA (Marmorstein, 2001).

Familia Mi-2/CHD. La subunitat ATPasa és Mi-2, formada per un motiu DNA
helicasa/ATPasa, dos dominis de tipus chromodomain (diferents del d’HP1) i un domini
PHD o un altre domini d’unié a DNA. La preséncia de dues subunitats que corresponen a
desacetilases d’histones (HDACI i 2) converteixen a NuRD en un complex amb una doble
capacitat remodeladora i desacetilasa, essent D’activitat remodeladora requerida per la
desacetilacio (Tyler i Kadonaga, 1999).

Els complexes remodeladors faciliten 1’accessibilitat del DNA nucleosomal a d’altres
factors basicament per dos mecanismes: 1’s/iding de nucleosomes o el canvi conformacional.
El desllicament o sliding de nucleosomes, que implica un canvi en la posicio translacional de
I’octamer d’histones, és un mecanisme comu en les tres families de NuRCs. En canvi, la
induccié de canvis conformacionals en el DNA i/o les histones del nucleosoma sense
desllicament de 1’octamer d’histones, perd involucrant canvis topologics del DNA, és un
mecanisme exlusiu de la familia SWI2/SNF2 (Travers, 1999; Narlikar et al, 2002).

Les subunitats no ATPases que constitueixen els complexes remodeladors son importants
en la regulacio de Pactivitat del complex, tant modulant I’activitat ATPasa com localitzant
els complexes remodeladors a promotors especifics directament o via interaccions amb
activadors/repressors transcripcionals (Narlikar et al, 2002). Aixi, tot i que la subunitat
ATPasa ISWI ¢és capa¢ de dur a terme per ella mateixa la remodelacié de nucleosomes
(Corona et al, 1999), les altres subunitats que configuren el complex n’incrementen
I’eficiéncia de remodelatge 1 ’especificitat de substrat. Un exemple seria la subunitat
NURF301 del complex NURF, la qual té una funcidé dual de facilitar I’sliding de
nucleosomes i mediar el reclutament del complex via factors de transcripcid (Xiao et al,
2001).

S’han identificat varis mecanismes a través dels quals es regula ’activitat dels complexes
remodeladors (Peterson, 2002):

(a) reclutament actiu d’activadors o repressors transcripcionals (SWI/SNF, per exemple,
interacciona amb dominis acidics d’alguns activadors, i Mi-2 amb alguns repressors).
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Complexes remodeladors de la cromatina depenents d'ATP

and deacetylase complex
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Taula I.1. Classificacié dels complexes remodeladors de la cromatina. (extret de Bjorklund et al, 1999;
Narlikar et al, 2002 i altres).
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(b) bloqueig de la uni6 del complex remodelador de la cromatina, una paper que
compartirien la histona /inker H1 (els NuRCs no es poden unir a estructures nucleosomals
que contenen la histona H1) i les proteines PcG (una vegada reclutats productes PcG als loci
PRE -elements de resposta a Polycomb- es mantenen els patrons de repressio transcripcional
al llarg del desenvolupament degut a que impedeixen la uni6 dels complexes remodeladors).

(c) inactivacio dels complexes (la fosforilaci6é d’algunes subunitats del complex SWI/SNF
inactiva 1’enzim).

1.2.3. Modificacions post-traduccionals de les histones

Les cues N i C-terminal de les histones son uns dominis desestructurats i flexibles que
sobresurten del nucleosoma, proporcionant una superficie exposada per interaccions
potencials amb altres proteines (Strahl i Allis, 2000). Tot i que son dispensables per a la
formacio del nucleosoma, son essencials en les interaccions entre nucleosomes per formar la
fibra de cromatina i, com ja s’ha comentat anteriorment, per establir la cromatina
transcripcionalment repressiva (heterocromatina) (Zhang i Reinberg, 2001).

Les cues de les histones contenen varis residus conservats que son succeptibles a una
varietat de modificacions post-traduccionals que inclouen acetilacio, fosforilacio, metilacio,
ADP-ribosilacié 1 ubiquitinitzacié (Goll i Bestor, 2002) (figura I.2). Donat el nombre de
llocs potencialment modificables i la varietat d’aquestes modificacions, s’ha proposat
I’existéncia d’un codi d’histones que postula que les modificacions a la mateixa o a
diferents cues de les histones son interdependents i generen una determinada combinacid que
¢és “llegida” per proteines o complexes proteics que intervenen en la formaci6 d’estructures
de la cromatina d’ordre superior o en processos d’activacid/inactivacié geénica (Strahl i Allis,
2000; Jenuwein i Allis, 2001).

® ® , ® L ee L L X 2
N-ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAP ——

) H3
e @ ° & = i & /’ H4
S5GRGKGGEGLGKGGAKRHRKVLRDNIOQGIT
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L @ ® ® L ® L
KK~ ~R—R—=K—K—N
H2A ' H2B "
19 / \ 120 @ acetylation
c—K K—C ¢ methylation
Ulb ub @ phosphorylation

Figura 1.2. Residus de les cues de les histones humanes H2A, H2B, H3 i H4 sensibles a ser modificats
post-traduccionalment per acetilacié (rosa), metilaciéo (vermell), fosforilacié (blau) o ubiquitinitzacio
(taronja). Extret de Zhang i Reinberg, 2001.
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D’acord amb aquesta hipotesi, s’han identificat una serie de dominis proteics, presents en
proteines que participen en la regulacio de la transcripcié i/o estructuracié de la cromatina
que reconeixen de manera especifica aquestes modificacions de les histones (Jenuwein i
Allis, 2001; Marmorstein, 2001). Els exemples més coneguts son el bromodomain 1 el
chromodomain. El bromodomain interacciona especificament amb lisines acetilades i és
present en acetiltransferases d’histones (PCAF, p300/CBP o TAF;250) i en complexes
remodeladors (a la subunitat ATPasa Swi2/Snf2). Per la seva banda, el chromodomain, és
present en varies proteines com Polycomb, Mi-2, Su(var)3-9 i HP1, tot i que només en el cas
d’HP1 s’ha observat que reconeix especificament la metilacié de la lisina 9 de la histona H3.

Aquest reconeixement especific de les modificacions de les histones és també doncs un
element clau a I’hora d’explicar la influéncia que pot tenir una modificacio pre-existent en el
reclutament d’altres activitats modificadores.

1231 Acetilacio/desacetilacio d'histones

L’acetilacié dels grups e-amino de les lisines disminueix I’afinitat de les cues de les
histones pel DNA carregat negativament, contrarrestant la tendéncia dels nucleosomes a
formar estructures d’ordre superior i fent que la cromatina sigui més accessible a proteines
d’uni6 a DNA (Rice i Allis, 2001; Eberharter i Becker, 2002); altres estudis recents
suggereixen que 1’acetilaci6 també comportaria una alteracié de 1’estructura de les histones
increment-ne el contingut en a-helix (Wang et al, 2000).

L’acetilacié de les histones la duen a terme acetiltransferases (HATS), algunes de les
quals havien estat inicialment identificades com a co-activadors que modulaven I’accés
d’activadors als promotors i estimulaven I’inici de la transcripci6 (Lee et al, 1993;
Nightingale et al, 1998); analogament, proteines identificades originalment com a co-
repressors s’ha demostrat que tenen activitat desacetilasa d’histones (HDACS) 1 el seu
reclutament €és necessari en molts processos de repressid (Kadosh i Struhl, 1998).

Tot 1 que durant molt de temps s’han relacionat processos d’acetilaci6 amb activacio i
processos de desacetilacid amb repressio, no sempre existeix una correlacio tan directa, 1 fins
1 tot s’han trobat algunes excepcions en que 1’acetilacié té com a conseqiiéncia una repressio
transcripcional (Jenuwein i Allis, 2001). De fet, s’ha suggerit que 1’acetilacidé per se no
comporta una activacio, sind que serveix com a senyal pel reclutament d’altres activitats
modificadores o complexes remodeladors de la cromatina (Eberharter 1 Becker, 2002).

e Acetiltransferases d’histones (HAT'S)

Les HATs estan agrupades en dues grans categories: les HATs de tipus A (nuclears), que
acetilen les histones cromosomals 1 participen en processos de regulacid de la transcripcid, i
les HATs de tipus B (citoplasmatiques), que s’encarreguen d’acetilar les histones H3 i H4
sintetitzades de novo per ser dipositades al DNA després de la replicaci6 (Workman i
Kingston, 1998).
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Complexes HAT i la seva funcié relacionada amb la transcripcio

Complex HAT  Subunitat catalitica Organisme

Activitat HAT i paper en la transcripcio

p300/CBP H. sapiens
SCR1/ACTR H. sapiens
Complex PCAF PCAF H. sapiens
STAGA/TFTC  GCNS5L H. sapiens
TFIIIC p220, p110, p90 H. sapiens
TFIID hTAF;250 H. sapiens
dTAF;230 D. melanogaster
yTAF;130 S. cerevisiae
SAGA GCN5 S. cerevisiae
ADA GCN5 S. cerevisiae
NuA3 ? S. cerevisiae
NuA4 ESA1 S. cerevisiae
Elongator ELP3 S. cerevisiae

Regulador transcripcional global

Activitat HAT estimula la transcripcié in vivo
Acetila H2A, H2B, H3 nucleosomals i factors de
transcripcio

Transcripcio depenent de receptors nuclears
Interaccié amb p300/CBP, SCR1/ACTR i activadors
Activitat HAT estimula la transcripcié in vivo

Acetila H3 i factors de transcripcio

Pot substituir TFIID en la transcripcio
Acetila H3 nucleosomal

Essencial per la transcripcio RNAP I
Acetila H2A, H3 i H4 nucleosomals

Subunitat del complex TFIID

Acetila H3, H4 i factors de transcripcio

Interacciona amb dominis d'activacié acidics i TBP
Activitat HAT estimula la transcripcid
Acetila H3 i H2B nucleosomals

Acetila H3 i H2B nucleosomals

Acetila H3 nucleosomal

Interacciona amb dominis d'activacié acidics
Activitat HAT estimula la transcripcié in vitro

Acetila H4 nucleosomal i H2A

Elongacio de la transcripcio
Acetila histones H2A, H2B, H3 i H4

Taula 1.2. Principals complexes HAT i les seves funcions relacionades amb la transcripcié (extret de

Brown et al, 2000 i altres).

S’han identificat sis families de proteines HAT de tipus A, les quals només tenen en comu

el domini HAT responsable de la unio
acetiltransferasa:
GenS5/PCAF: y-hGenS, hPCAF.
CBP/P300: hCBP/p300.

al cofactor Acetil-CoA 1 de 1’activitat

MYST: ySas2, ySas3, yEsal, dMOF, hTip60, hMOZ, hHBOL1.

TAF11250: y-hTAF;250

SRC: hSRC-1, hACTR/AIB1/pCIP/TRAM-1/RAC-3,hSRC-3, hTIF-2, hGRIP-1,hATF-2.

GNAT: yElp-3, yHpa-2, y-hHATI, yTFIIIC.
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Tot 1 que algunes d’elles tenen activitat acetiltransferasa in vitro, in vivo formen part de
grans complexes que difereixen tant en composicid, especificitat d’acetilaci6 com en
funcions biologiques en que estan involucrats (Marmorstein i Roth, 2001). Les subunitats no
HATs d’aquests complexes participen en el seu reclutament cap a gens concrets via
interaccid amb factors reguladors i també modulen I’activitat acetilasa del complex. A la
taula L.2 es descriuen els complexes HAT descrits i la seva funci6 relacionada amb la
transcripcio.

Les HATs de tipus B identificades fins al moment corresponen a la HATI (que per
homologia pertany a la superfamilia GNAT) i la HAT2. Ambdues formen part o bé estan
associades amb complexes d’ensamblatge de la cromatina com el complex CAF-1
(chromatin assembly factor-1), encarregats de la incorporacié de noves histones H3 i H4
acetilades al DNA replicat de novo (Workman i Kingston, 1998; Makowski et al, 2001).

e Desacetilases d’histones (HDACSs)

Les HDAC:s identificades fins a la data en humans es poden agrupar en tres classes i estan
relacionades amb algun membre trobat a S. cerevisiae /0 Drosophila:

HDAC:Ss de classe I (homologues a y-dRPD3): HDAC 1, 2, 3 i 8. Consten d’un sol
domini catalitic homoleg a Rpd3. Sén proteines exclusivament nuclears que presenten una
expressio ubicua a tots els teixits.

HDACSs de classe II (homologues a yHdal): HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10 1 11. Tenen un
domini N-terminal no-catalitic o regulador i un domini C-terminal catalitic (excepte les 6 1
10 que presenten dos dominis catalitics). Les HDACII es caracteritzen per estar regulades
nucleocitoplasmaticament a través d’un mecanisme llancadora (shuttling), i per tenir una
expressio especifica de teixit (revisat a Khochbin ef al, 2001).

HDACSs de classe III (homologues a y-dSir2): SIRT 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 7. L’activitat
desacetilasa de Sir2 és depenent de NAD™ i estd acoblada a una activitat ADP-
ribosiltransferasa, essent ambdues necessaries pel silenciament mediat per Sir2 (Tanny et al,
1999).

Les classes I i II es caracteritzen per ser sensibles a Trichostatina A (TSA) i estar
relacionades amb processos de regulacié de la transcripcid, mentre els membres de classe I11
son desacetilases depenents de NAD®, insensibles a TSA i estan relacionades amb
silenciament heterocromatic. De manera similar a les HAT, les HDACs formen part de grans
complexes:

COMPLEXES CLASSE 1

Complex Sin3/HDAC. Esta format per set polipéptids diferents que inclouen dues
desacetilases (HDACI i 2), Sin3, RbAp46, RbAp48, SAP30 i SAP18 (Zhang et al, 1997).
Sin3, identificat inicialment com un repressor transcripcional, €és una proteina multidomini
molt gran que segurament actua com a plataforma en 1’ensamblatge del complex; a més, té
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varis dominis d’interaccié que medien la uni6 de Sin3 amb factors de transcripcid i proteines
accessories: co-repressors N-CoR, SMRT o I’homoleg de Drosophila SMRTER, p53, PLZF
i la CpG binding protein (MeCP2) entre d’altres (Knoepfler i Eisenman, 1999). RbAp46 i
48 s’uneixen a les histones core 1 es creu que faciliten el remodelatge de nucleosomes
necessari per una desacetilacio eficient (Ng i1 Bird, 2000). SAP30 interacciona amb mSin3 i
N-CoR, essent requerit per la repressio mediada per N-CoR (Laherty et al, 1998). I
finalment, SAP18 s’ha proposat que també podria intervenir en el reclutament del complex
Sin3/HDAC ja que s’ha observat que esta associat amb Sin3 i interacciona amb factors
transcripcionals de Drosophila com GAGA (Espinas et al, 2000), Bicoid (Zhu et al, 2001) o
Enhancer of zeste (Wang et al, 2002), tot i que es desconeix si aquestes interaccions tenen
una repercussio en el funcionament del complex Sin3/HDAC o bé son un indicatiu de que
SAP18 contribueix en les activitats de multiples complexes.

Complex NuRD. A més a més de les subunitats que comparteix amb el complex Sin3
(HDACI1, HDAC2, RbAp46 i RbAp48), el complex NuRD també conté les subunitats Mi-
20, Mi-23, MTA-1, MTA-2 i MBD3 (Zhang et al, 1999). Mi-2 és un factor remodelador de
la cromatina depenent d’ATP que en el context de NuRD es creu que facilita I’actuacié de
les HDACI1 i 2 incrementant I’accessibilitat al DNA, per la qual cosa s’ha suggerit que
NuRD actuaria en regions més tancades i inaccessibles (Knoepfler i Eisenman, 1999). Mi-2
s’ha vist també que interacciona amb alguns repressors com Hunchback, Polycomb (Kehle et
al, 1998) o TTK69 (Murawsky et al, 2001). MTA-2, homologa a MTA-1, modula ’activitat
desacetilasa del complex associant-se amb el complex via MBD3 (Zhang et al, 1999).
MBD3, tot i que t€¢ un domini methyl CpG binding domain (MBD) homoleg al de les MeCPs
no s’uneix a DNA metilat; en canvi, I’homologa MBD2, una proteina que si uneix DNA
metilat, interacciona amb el complex NuRD dirigint-lo a regions metilades (Zhang et al,
1999).

Les identitats de les subunitats dels complexes Sin3/HDAC i NuRD suggereixen dos
possibles modes de reclutament: per interacci6 especifica amb repressors/co-repressors o per
reconeixement de zones de DNA metilat. De fet, arrel de I’observacid que els complexes
Sin3/HDAC 1 NuRD exhibeixen una associacié constitutiva amb determinades regions de la
cromatina, recentment s’ha proposat que els complexes HDAC contribuirien a la repressio
tant per mecanismes especifics que involucrarien un reclutament per co-repressors, com per
mecanismes inespecifics, degut a una associacid constitutiva dels complexes a la cromatina
que precisament podria ser a través del DNA metilat (Li ef al, 2002).

Complex HDAC3 que conté SMRT/N-CoR. La desacetilasa HDAC3 forma part de
complexes que contenen TBL-1 (homologa al co-repressor Groucho) i SMRT/N-CoR, els
quals estan involucrats en la repressio per receptors d’hormones nuclears (Guenther et al,
2000; Li et al, 2000).
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COMPLEXES CLASSE 11

Estudis recents suggereixen que I’activitat d’algunes HDACII, concretament HDACA4, 5 i
7, és depenent de I’associacié amb complexes HDAC3-N-CoR/SMRT via interaccid directa
amb N-CoR 1 SMRT (Fischle et al, 2001; Fischle et al, 2002).

COMPLEXES CLASSE 111

L’estudi de la desacetilasa Sir2 a llevat ha permes identificar-la com a component de dos
complexes diferents, el complex SIR i el complex RENT, implicats en silenciament de
I’heterocromatina i de I'rDNA respectivament (Moazed, 2001). L’homoleg de Drosophila,
per la seva banda, semblaria estar implicat tant en silenciament heterocromatic com en
silenciament de loci eucromatics per interaccid amb repressors (Rosenberg i Parkhurst,
2002).

1232 Metilacio dhistones

La metilacio de les cues d’histones es dona principalment a les cadenes basiques dels
residus lisina 1 arginina. /n vivo, les lisines metilades es poden trobar mono-, di- o
trimetilades, mentre les arginines es poden mono- o dimetilar (i en aquest cas de manera
simetrica o asimetrica). Les posicions preferides per metilar lisines son K4, K9, K27 1 K36
de la histona H3 1 la K20 de la histona H4; i1 la metilacié d’arginines té lloc principalment a
les posicions R2, R17 1 R26 de la H3 i la R3 de la H4. Els enzims responsables de la
metilacio, les metiltransferases d’histones (HMTs), metilen de manera preferencial un o
altre residu, per tant es pot parlar de metiltransferases de lisina o metiltransferases
d’arginina. Unes 1 altres, pero, utilitzen com a grup donador S-adenosil-metionina (Zhang i
Reinberg, 2001; Bannister et a/, 2002).

El fet de que no s’hagi identificat cap desmetilasa d’histones ha dut a pensar durant molt
de temps que la metilacié d’histones era un procés irreversible, una “marca epigenctica”
estable. No obstant, evidéncies recents suggereixen 1’existéncia d’un turnover actiu de grups
metil que té lloc lentament perd és detectable, proposant-se tres possibles mecanismes
(desmetilacio, reemplacament de les histones o tall de la cua metilada) per explicar la
dinamica d’intercanvi observada (Bannister et al, 2002).

e Metiltransferases de lisina

La primera metiltransferasa d’histones que es va identificar corresponia a la proteina
Su(var)3-9, originalment coneguda com a supressora de la PEV, I’activitat de la qual anava
dirigida de manera especifica cap a la K9 de la histona H3 (Rea ef a/, 2000), tot i que més
tard s’ha vist que també és capa¢ de metilar la K-26 de la histona Hl (Jenuwein i Allis,
2001). El domini conservat SET de Su(var)3-9 és el responsable de ’activitat catalitica, tot i
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que només s’observa activitat enzimatica quan es troba flanquejat per dues seqiiéncies riques
en cisteines (pre-SET i post-SET). A part del domini SET, Su(var)3-9 presenta un domini de
tipus chromodomain (revisat a Kouzarides, 2002).

La metilacié de la H3-K9 per Su(var)3-9 és essencial per a la formacié d’heterocromatina
i el silenciament de gens eucromatics: H3-mK9 és reconeguda de manera especifica pel
chromodomain de la proteina HP1, la qual propaga 1’heterocromatinitzacio en oligomeritzar
a través del chromoshadowdomain (Richards i Elgin, 2002); en els gens eucromatics, la
proteina del retinoblastoma Rb, sembla tenir un paper essencial en el reclutament de
Su(var)3-9 i HP1 en promotors especifics (Nielsen et al, 2001).

El previ requisit de la desacetilaci6 de les lisines 9 i 14 per tal que es dongui la metilacid
de la K9, aixi com la recent observacio per dos grups diferents que Su(var)3-9 esta associada
fisica i funcionalment a les desacetilases HDAC 1, 2 i 3 (Czermin et al, 2001; Vaute et al,
2001), ha fet sorgir la hipotesi segons la qual 1’actuacié concertada de la desacetilacid i
metilacio per un complex que contingués Su(var)3-9 i desacetilases mediaria el silenciament
de determinades regions del genoma.

Altres metiltransferases d’H3-K9 son la G9a, involucrada en la repressio transcripcional
de gens eucromatics (Tachibana et al, 2002), i la SETDBI, la qual t¢ un domini MBD 1
contribueix al silenciament de gens eucromatics mediat per HP1 (Schultz et al, 2002).

D’altra banda, també hi ha algunes metiltransferases de lisines que participen en
’activacid transcripcional. Aquest seria el cas de Set9, la metilacié de la qual a H3-K4
impedeix per una banda que el complex desacetilasa NuRD pugui interaccionar amb H3 i per
I’altra que Su(var)3-9 pugui metilar H3-K9 (Nishioka et al, 2002). De fet, aixi com H3-mK9
¢s una marca d’un estat reprimit de la cromatina, H3-mK4 es troba localitzada en barreres
heterocromatiques 1 loci actius (Zhang i Reinberg, 2001).

e Metiltransferases d’arginina (PRMTSs)

Fins al moment es coneixen cinc metiltransferases d’arginina, les quals tenen en comu un
domini catalitic molt conservat. PRMT1 ¢és la principal HMT especifica de la histona H4
(metila especificament H4-R3) i esta involucrada en la regulacié de multiples processos.
CARMI1/PRMT4 metila R2, R17 1 R26 de la H3, i actua com a co-activador transcripcional
en actuacions sinérgiques amb acetilases d’histones com p300/CBP (revisat a Zhang i
Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002).

1.2.3.3. Fosforilacio d'histones
La fosforilacio de la S-10 de la histona H3 és requerida per la correcta condensaci6 dels
cromosomes a mitosi i meiosi i, a més, esta correlacionada amb la transcripcid de gens

després d’una induccié mitogénica. El fet que una mateixa modificacid estigui associada a
dos processos que involucren alteracions fisiques de la cromatina oposades, dona suport a la
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idea que les modificacions actuen més com a superficies de reconeixement per altres factors
que no per alteracio directa de I’estat de la cromatina (Berger, 2002). Aixi, es creu que per
una eficient condensaci6 dels cromosomes serien necessaries multiples fosforilacions a la
mateixa o diferents cues; en canvi, |’activacié transcripcional de determinats gens
correlacionaria la fosforilacié de la S-10 amb una acetilacio en determinats residus (Strahl 1
Allis, 2000). Precisament, i donant suport a aquesta hipotesi, s’ha observat que la quinasa
d’histones Rsk actua de manera conjunta amb les acetilases CBP/p300.

1.2.3.4. Ubiguitinitzacio dhistones

Recentment han sorgit evidéncies que indicarien que la ubiquitinitzacié d’histones també
tindria un paper important en la regulacio transcripcional. Primer, s’ha observat que alguns
residus de lisina conservats de les cues C-terminal de les histones H2A 1 H2B poden ser
subjectes a monoubiquitinitzacié com una via alternativa al processament proteolitic de la
histona sencera. I en segon lloc, s’ha identificat una activitat ubiquitinitzadora de la histona
H1 a TAF;1250 que correlaciona amb I’activacio transcripcional (Jenuwein i Allis, 2001).

12.3.5. Metilacid del DNA i la seva connexio amb HDACs i HMTs

La metilaci6 de citosines al carboni 5 dels dinucledtids CpG per les DNA metilases
(DNMTs) és una caracteristica de molts genomes eucariotes. En vertebrats, entre el 60 i 90%
de les CpGs estan metilades, 1 les no metilades es troben troben localitzades a les
anomenades “illes CpG”, normalment formant part de promotors funcionals. Hi ha moltes
evidéncies experimentals que suggereixen que la metilacié del DNA és incompatible amb
I’activacié transcripcional o, dit d’una altra manera, que la conseqiiencia més directa de la
metilacié és el silenciament (Ng i Bird, 1999). Recentment, a més a més, s’ha demostrat
I’existéncia d’una connexi6 entre la metilacid6 del DNA i dues de les modificacions més
conegudes de les histones: 1’acetilacié i la metilacio.

La connexi6 entre metilacié del DNA 1 desacetilacié d’histones ha estat objecte d’estudi
en els darrers anys a partir de 1’observacid que el DNA poc metilat es trobava associat a la
cromatina acetilada mentre que el DNA molt metilat correlacionava amb un estat
hipoacetilat de la cromatina. Actualment, esta bastant acceptat que la metilacié del DNA en
5-metilC per DNMTs indueix un estat de la cromatina encara més silenciat per un
reclutament de desacetilases (Bird i Wolffe, 1999); aquestes tltimes accedirien a les regions
metilades via interacci6 amb MeCP o MBP, o bé a través de la interaccié directa amb DNA
metilases (figura 1.3A). Un cop desacetilades, la cromatina seria més succeptible a la
metilacio per HMTs, les quals s’unirien directament al DNA metilat via MBDs (figura 1.3B).

En el cas de la metilaci6 d’histones, en canvi, s’ha suggerit que aquesta modificacio €s un
pre-requisit per la metilacié de novo del DNA: concretament, s’ha proposat que les histones
metilades servirien com a diana de reconeixement per al reclutament de DNMTs (figura
I.3C) (Zhang i Reinberg, 2001; Ben-Porath i Cedar, 2002; Richards i Elgin, 2002).
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Figura 1.3. Possibles models sobre la connexié entre metilacié del DNA, desacetilacié d’histones i
metilacié d’histones. A. Methyl-CpG binding proteins unides a DNA metilat reclutarien complexes HDACs per
desacetilar les histones properes. B. En dominis cromatinics on les histones sén hipoacetilades, HMTs amb
dominis MBD s’unirien directament al DNA nucleosomal metilat i metilarien les cues de les histones. C. Les
cues de les histones metilades reclutarien DNMTs per metilar DNA i aixi aconseguir un silenciament a llarg plag
(extret de Zhang i Reinberg, 2001).

1.2.4. Reclutament dels complexes remodeladors i modificadors de Ila
cromatina

En els darrers anys s’han dedicat molts esforgos en estudiar les interaccions funcionals
que tenen lloc entre els nombrosos complexes que regulen la transcripcid per tal d’intentar
establir quina és la seqiiencia d’aconteixements que determinaran que un gen concret es
transcrigui. No obstant, aquests estudis han evidenciat que no hi ha un requeriment a priori
de que el reclutament de complexes remodeladors, modificadors d’histones, factors
reguladors o components de la maquinaria transcripcional tingui lloc en un ordre determinat
(figura 1.4), sin6 que I’activacié de cada gen comporta un ordre de reclutament de factors
concret 1 especific (Narlikar et al, 2002). Actualment no hi ha gaires exemples de promotors
en que s’hagi arribat a establir 1’ordre d’esdeveniments que en porten l’activacid; un
d’aquests casos correspon al promotor del gen HO de llevat (Cosma et al, 1999).

Quan les activitats modificadores de la cromatina sén requerides a nivell global, el
mecanisme de reclutament involucra dianes poc especifiques (com seria el cas del
reclutament d’HDACs en zones de DNA metilat per propagar silenciament). En canvi, quan
els complexes remodeladors/modificadors son necessaris en seqliencies diana concretes,
factors de transcripcid especifics de seqiliencia (activadors o repressors) s’hi uneixen
directament o indirectament (via co-activadors/co-represssors) per reclutar-los de forma
especifica (veure exemples a 1’apartat 1.3).
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Figura 1.4. Reclutament de reguladors, complexes HAT i complexes remodeladors en el procés
d’activacié de la transcripcid. Diferents ordres d’actuacié d’aquests factors (A, B o C), poden donar lloc a un
motlle competent per la transcripcié a partir d’'una estructura condensada de la cromatina. Encara que no es
mostri, també és possible que la unié de GTFs precedeixi I'accié i reclutament de complexes HAT (extret de
Narlikar et al, 2002).

D’altra banda, també tenen lloc interaccions fisiques entre remodeladors i modificadors
que en molts casos son essencials per 1’activitat d’algun d’ells. Aixi, s’ha observat que els
complexes acetiltransferasa SAGA 1 NuA4 de llevat estabilitzen la unié del complex
SWI/SNF als nucleosomes del promotor diana (Hassan et al, 2001).

1.2.5. Elongacio i cromatina

En un principi, es va suggerir que el pas de la RNAP II a través dels nucleosomes durant
el procés de transcripcio era facilitat per una transferéncia de 1’octamer d’histones que tenia
davant cap al seu darrere, i que aquest procés estaria catalitzat per enzims remodeladors de la
familia SWI2/SNF2. No obstant, aquest mecanisme tan sols s’ha observat per polimerases
petites, pero no sembla factible per una polimerasa tan gran com la RNAP II (Orphanides i
Reinberg, 2000).

El model més acceptat actualment ¢és el de la dissociaci6 parcial d’un dimer H2A/H2B
d’un nucleosoma durant 1’elongacid i la posterior reassociacid després del pas de la RNAP
II. Consistent amb aquest model, recentment s’ha demostrat que durant la transcripci6 in
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vitro a través d’un nucleosoma, la RNAP II desplaca un dimer H2A/H2B (Kireeva et al,
2002). In vivo, pero, aquesta dissociacid esta facilitada per altres factors, entre els quals
s’inclourien el complex SWI/SNF i els chromatin elongation factors, cadascun dels quals
desenvolupa una funci6 concreta:

SWI/SNF promou I’elongacié a través dels nucleosomes presumiblement per una
disrupci6 dels contactes DNA-histona (Orphanides i Reinberg, 2000). En canvi, el complex
FACT (facilitates chromatin transcription) interacciona especificament amb els dimers
H2A/H2B, facilitant aixi la disrupcié del nucleosoma induida per RNAP II (Adelman i Lis,
2002). El complex “Elongator” conté una subunitat (Elp3) amb activitat HAT especifica per
la H3-K14 i la H4-K8 (Winkler et a/, 2002), i a més a més interacciona amb la CTD de la
RNAP II només quan esta fosforilada; aquestes dues dades suggereixen doncs un
reclutament d’aquest complex quan la RNAP II esta elongant per tal d’acetilar les histones i
facilitar la descondensacié de la cromatina. Finalment, Spt4/SptS/DSIF promou 1’elongacio
a través de la cromatina in vitro, perd es desconeix el mecanisme pel qual actua in vivo
(Orphanides i1 Reinberg, 2000; Svejstrup, 2002).

1.3. Mecanismes d’activacio i de repressio

Com ja s’ha comentat anteriorment, la transcripcid basal és el procés que té lloc in vitro
en preseéncia dels factors generals de transcripcid (GTFs) i la RNAP II. In vivo, pero,
I’activitat global d’un gen esta controlada per factors de transcripcid especifics, activadors o
repressors, que s’uneixen a determinats elements reguladors del promotor. Un activador
transcripcional es defineix com aquell factor que s’uneix a seqiiéncies especifiques
d’elements enhancer del promotor i estimula la taxa de transcripcid en resposta a estimuls
fisiologics o de desenvolupament (Wu 1 Hampsey, 1999). Per la seva banda, els repressors
transcripcionals son aquelles proteines que s’associen als seus gens diana, bé directament a
través d’un domini d’unié a DNA o bé indirectament per interaccidé amb altres proteines, 1
inhibeixen la transcripcié de manera selectiva (Maldonado et a/, 1999).

Els activadors o repressors interaccionen amb cofactors o coreguladors que son reclutats
al promotor i1 contribueixen activament a [’activaci6é (co-activadors) o a la repressid (co-
repressors). De fet, algunes vegades €s precisament la interaccié amb un co-activador o un
co-repressor el el que determina que un factor de transcripcid actui com a activador o com a
repressor.

Els co-activadors inclouen, per una banda, els components de la maquinaria
transcripcional (TAFys) o factors intimament associats a aquesta maquinaria (“Mediator”), 1
per altra banda complexes que modifiquen I’estructura de la cromatina, ja siguin complexes
remodeladors depenents d’ATP (p.ex. SWI/SNF) com complexes amb activitat HAT (p.ex.
CBP/p300, que de fet és un dels co-activadors més ampliament caracteritzats) (revisat a
Mannervik et al, 1999; Featherstone, 2002).
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Els co-repressors medien el silenciament transcripcional per mecanismes que inclouen la
inhibicio directa de la transcripcid basal i el reclutament d’enzims modificadors de la
cromatina. Aixi, es consideren co-repressors tant aquells factors que interaccionen amb
complexes desacetilasa o que formen part dels mateixos, com seria el cas de Sin3, Mi-2, N-
CoR, SMRT, SMRTER o les propies HDACs; com les molécules associades als repressors i
que actuen com a adaptadors entre aquests i la maquinaria de transcripcid i/o els complexes
modificadors, essent aquest el cas de Groucho o CtBP entre d’altres (revisat a Burke i
Baniahmad, 2000).

1.3.1. Activacid

1311 Classificacio dels activadors

Els activadors transcripcionals normalment estan formats per tres dominis: un domini
d’uni6 a DNA que els permetra dirigir-los a la seva seqiiencia diana; un domini
d’homo/heteroligomeritzacidé no sempre present, perd que quan el tenen pot ajudar a
estimular actuacions sin€rgiques amb altres o el mateix activador; i un domi d’activacio.

Els dominis d’activacié es defineixen com aquelles seqiiencies aminoacidiques que quan
estan connectades de manera adequada a un domini d’unié a DNA estimulen la taxa de
transcripcio d’un promotor especific (Brent i1 Ptashne, 1985); son, per tant, dominis
funcionalment independents. Es poden classificar en tres tipus en base a la seva composicid
aminoacidica:

e dominis acidics: tenen un elevat contingut en residus Glu i Asp que els hi confereix una
elevada carrega negativa. Aquests dominis els tenen els activadors més estudiats com VP16
(del virus Herpes simplex) o GAL4 1 GCN4 de llevat.

e dominis rics en glutamines: presenten una elevada proporcioé de glutamines a la seva
seqliencia. Els exemples més coneguts son el de Spl de mamifers, o Fushi tarazu i GAGA de
Drosophila.

e dominis rics en prolines: present en activadors com CTF de mamifers.

La classificacié dels activadors segons la composicié aminoacidica del domini activador
¢s potser la més emprada perd també la més criticada per la seva simplicitat. Com a
alternativa, s’ha proposat una classificacio funcional dels activadors, en base a 1’etapa de
transcripcid que estimulen, distingint aixi tres families d’activadors (Blau et al, 1996):

e Classe I: corresponen a activadors com Spl o CTF que només estimulen la iniciacio.
Aquests activadors poden actuar de manera sinergica amb els de tipus I1A.

e Classe IIA: son els activadors que només estimulen 1’elongacid, com és el cas de la
proteina Tat de ’HIV.

e Classe IIB: son els activadors com VP16 o p53 que poden estimular tant la iniciacio
com I’elongacid.
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13.1.2 Mecanismes dactivacio

Les proteines activadores poden estimular una o més etapes del procés de la transcripcio a
través de diferents mecanismes:

1. Reclutament de complexes modificadors de la cromatina

Hi ha moltes evidéncies de que els GTFs i la RNAP II no es poden unir d’una forma
eficient al promotor en preséncia de nucleosomes, i per tant cal ’assisténcia de factors
remodeladors o modificadors d’histones que facin més accessibles les seqiiéncies del
promotor (Orphanides et al, 1996).

El reclutament especific d’aquests complexes modificadors, bé directament o bé via co-
acitvadors €s, com ja s’ha comentat anteriorment, un mecanisme bastant comu entre els
activadors. Aixi, s’han identificat alguns activadors acidics que poden reclutar SWI/SNF,
com seria el cas de SwiSp en I’activacio del gen HO. Altres activadors també acidics
s’encarreguen en canvi de portar al promotor complexes HAT; aquest seria el cas de VP16,
Gcen4 1 el mateix SwiSp amb els complexes acetiltransferasa SAGA 1 NuA4 (Emerson, 2002;
Eberharter 1 Becker, 2002).

2. Reclutament dels factors generals transcripcio

El reclutament per part dels activadors d’algun component de la maquinaria basal que
sigui limitant per a la formaci6 del PIC accelera 1’ensamblatge d’aquest complex de
preiniciacié al promotor, donant lloc a uns nivells de transcripci6 més elevats. Aquest
mecanisme sembla estar bastant generalitzat, ja que s’ha observat des de bacteris a mamifers
(Ptashne 1 Gann, 1997). Concretament, s’han identificat interaccions entre activadors i els
factors TFIID, TFIIB i subunitats del “Mediator”.

La uni6 de TBP/TFIID al promotor és segurament el nivell d’actuaci6 preferent de molts
activadors, podent-se donar la interacci6 tant amb TBP i/0 amb algun TAF;. En aquest
sentit, alguns estudis han demostrat que el reclutament de TBP per part de determinats
activadors de llevat té lloc in vivo 1 €és essencial per 1’activacio transcripcional (Li et al,
1999b; Kuras i Struhl, 1999). També hi ha evidencies d’alguns activadors acidics que
acceleren I’ensamblatge estable de TFIIB al promotor en una accié que ve acompanyada del
reclutament d’altres factors com TBP (Choy 1 Green, 1993), o bé d’activadors rics en
glutamines que desencadenen 1’inici de la transcripcio per interaccié amb TFIIB (Colgan et
al, 1995). D’altra banda, recentment s’ha proposat que la interaccié simultania d’un
activador amb TAFpus del TFIID i1 determinades subunitats del “Mediator”, induint
I’ensamblatge cooperatiu dels dos factors per formar el complex de preiniciacio, podria ser el
mecanisme d’actuacié d’alguns activadors (Johnson et a/, 2002).

Addicionalment al reclutament, I’activador també pot col.laborar en mantenir determinats
factors de transcripci6 al promotor després de la iniciacié (concretament els TFIIA i TFIIB),
evitant la seva dissociacidé del promotor per facilitar les subsegiients rondes de reiniciacio
(Orphanides et al, 1996).
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3. Inducci6 de canvis conformacionals al complex de preiniciacié

Hi ha algunes evidéncies que suggereixen que la induccié de canvis conformacionals de
determinats elements del PIC que estimulin el procés de transcripcié €és un mecanisme
emprat per alguns activadors. Aixi, s’ha observat la induccié d’un canvi conformacional a
TFIIB que estimula el posterior reclutament de TFIIF (Roberts i Green, 1994), o que la
interaccid de determinats activadors amb el complex TFIID-TFIIA genera un canvi
conformacional que és necessari i suficient perque tingui lloc ’activacié transcripcional (Chi
i Carey, 1996).

4. Estimulacio del clearence del promotor i I’elongacio

La iniciacié no ¢és la tnica etapa que pot ser estimulada per activadors, sind que etapes
posteriors com el clearence del promotor i 1’elongacid també son dianes d’actuacié dels
activadors. Hi ha activadors que poden actuar en la iniciacid i en 1’elongacid, i semblaria que
aquestes dues accions les fan a diferents temps i a través del mateix domini d’activacio, tot 1
que els residus implicats en cada cas son diferents (Brown et al, 1998).

S’ha observat que tots els activadors que estimulen 1’elongacié interaccionen amb TFIIH,
mentre que els que només estimulen la iniciacid no ho fan. Tenint en compte que TFIIH
conté¢ la subunitat cdk7 responsable de fosforilar la CTD i convertir la RNAP II en
processiva, tot fa pensar que la inducci6 de ’activitat quinasa de TFIIH seria el mecanisme
pel qual actuarien aquests activadors (Blau ef al, 1996).

Un altre mode d’actuar dels activadors durant 1’elongacié s’ha observat que podria ser
promovent la disrupcié de nucleosomes, potser en col.laboracié amb algun chromatin
elongation factor, quan la RNAP II transcriu en preséncia de cromatina (Brown i Kingston,
1997).

1.3.1.3. Actuacions sinérgiques dels activadors

Molt poques vegades, si no cap, els activadors treballen ailladament, sin6 que en la
majoria dels casos actuen d’una manera sinérgica. Aquest sinergisme es pot manifestar de
dues maneres (Carey, 1998):

- efecte “major que I’addici6”, degut a la preseéncia de multiples llocs d’uni6 d’un
activador al promotor o enhancer. Aquest efecte es pot explicar per fenomens d’unid
cooperativa d’activadors als elements enhancers, o bé per interaccions cooperatives entre
components de la maquinaria transcripcional 1 els activadors units als enhancers.

- resposta sigmoidal en 1’activacié d’un gen en augmentar la concentracid de 1’activador.
Tot 1 que es desconeix el mecanisme que dona lloc a aquest tipus de resposta, estudis sobre
la resposta sigmoidal de I’activador ZEBRA suggereixen 1’existéncia de dues etapes: una
primera uni6 cooperativa dels activadors als elements enhancer (ensamblatge d’un
enhanceosoma), seguida d’una segona etapa de cooperativitat reciproca entre
I’enhanceosoma i el complex TFIIA-TFIID que donaria lloc a un ensamblatge concertat del
complex de preiniciacio (Ellwood ef al, 1999).
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La uni6 cooperativa dels activadors a elements enhancer adjacents serveix de plataforma
per al reclutament cooperatiu de co-activadors i/o per interaccions cooperatives amb la
maquinaria transcripcional. Aquests complexes nucleoproteics ensamblats cooperativament
reben el nom d’enhanceosomes, i requereixen d’un alineament estereoespecific dels llocs
d’unié dels activadors perque es pugui formar correctament (Merika i Thanos, 2001). La
nucleacié d’aquests enhanceosomes té lloc en segments de DNA d’uns 100 pb, i esta
facilitada per proteines “arquitectoniques”. Concretament, aquestes proteines indueixen una
alteracio de la curvatura del DNA, facilitant aixi les interaccions entre els diferents
components de I’enhanceosoma (Courey i1 Jia, 2001). L’exemple més estudiat
d’enhanceosoma ¢és el que es forma al promotor de 'IFN-B, on té lloc 1’ensamblatge
cooperatiu d’un complex multiproteic que inclou els activadors NF«xB, IRF3, IRF7 1 ATF-2-
c-Jun, la proteina “arquitectonica” HMGI(Y) i el co-activador CBP (Courey, 2002).

1.3.2. Repressio

De manera similar als activadors, els repressors son tipicament modulars, podent estar
estructurats en forma d’un sol polipeéptid amb dominis funcionalment diferents o en forma
de complexes multiproteics amb diferents funcions distribuides entre les subunitats que el
componen (Maldonado et al, 1999). Aixi, els dominis d’unié a DNA 1 els dominis repressors
funcionen independentment, i no sembla haver-hi una correlacié entre la natura del domini
d’uni6 a DNA i la funcié repressora de la proteina, havent-se identificat exemples de
repressors per tots els tipus de motius d’unié a DNA coneguts (revisat a Johnson, 1995).

1.3.2.1 Mecanismes de repressio

Alguns repressors contribueixen al manteniment silenciat d’alguns gens segurament per
interaccions amb la maquinaria transcripcional i els nucleosomes. Aquests son els anomenats
repressors generals, com serien les proteines SIR de llevat (Maldonado ef al, 1999).

Aqui ens interessen pero els repressors que inhibeixen la transcripcidé de manera
especifica, els quals poden actuar per diferents mecanismes:

1. Competicié pels llocs d’uni6 a DNA

La repressioé per competicid pels llocs d’unié a DNA consisteix en la uni6 de la molécula
repressora a elements enhancer o del promotor core, impedint la unié dels activadors a les
seves seqiiéncies diana o bé bloquejant I’ensamblatge de la maquinaria transcripcional al
promotor (Levine i Manley, 1989). Degut a que aquest tipus de repressio es dona com a
resultat d’un desplagcament de factors de transcripcio del DNA, aquests repressors no
necessariament han de tenir un domini repressor actiu.

Aquest mecanisme, descrit inicialment en estudis de repressio a procariotes, sembla ser el
menys habitual en organismes eucariotes. L’explicacio estaria en l’organitzacié de les
regions reguladores dels gens eucariotes, les quals sovint consten de nombrosos elements de
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resposta a proteines activadores. Aix0 vol dir que per tal d’aconseguir una repressio eficient
per uni6 competitiva serien necessaries moltes molécules repressores, representant aixo un
cost massa elevat per a la cel.lula (Johnson, 1995).

Un dels pocs exemples descrits a eucariotes correspon a la proteina YB-1, un repressor
dels gens del complex d’histocompatibilitat de classe II que, en unir-se especificament a
determinades seqiiéncies, indueix una separacié local de les cadenes de DNA, prevenint la
unio dels activadors (MacDonald et al, 1995).

2. Bloqueig de la interaccié entre I’activador i components de la maquinaria
transcripcional: quenching

El quenching es dona quan activadors i repressors s’uneixen a seqiiéncies adjacents perd
no solapades, produint-se interaccions proteina-proteina entre ambdues molecules que
impedeixen a D’activador establir els contactes necessaris per realitzar la seva funcid
activadora (la interacci6 amb el repressor emmascara la superficie de contacte amb altres
factors de transcripcid). El repressor que actua per quenching no interfereix en la unio de
I’activador al DNA, sin6 que fins i tot s’han observat casos en que activadors i repressors
s’uneixen al DNA cooperativament.

El quenching entre activadors i repressors es caracteritza perqué pot tenir lloc en un
segment de DNA sense afectar la situacid del segment vei. Aquest fet és especialment
important de cara a la regulaci6 dels promotors dels gens “pair-rule” de Drosophila (even-
skipped, fushi tarazu), els quals estan formats per multiples enhancers que funcionen d’una
manera autonoma dirigint I’expressido de bandes (stripes) concretes de I’embrid; aixi, un
repressor podra actuar només sobre un enhancer reprimint 1’expressio d’una sola banda de
I’embrid sense afectar I’expressio de les altres bandes (Johnson, 1995).

Un altre exemple d’aquest mecanisme de repressio el trobem a la proteina de I’adenovirus
E1B 55K, la qual reprimeix 1’activaciéo mediada per p53 interaccionant amb aquesta pero
sense desplacar-la dels seus llocs d’uni6 (Yew et al, 1994).

3. Repressio directa

La repressi6 directa té lloc quan el repressor interfereix directament amb la formaci6 o
activitat de la maquinaria transcripcional en unir-se a seqiliencies concretes del promotor (no
solapants amb el promotor core) i interaccionar amb factors basals (Han i Manley, 1993). La
majoria de repressors eucariotes actuen per aquest mecanisme que sovint rep també el nom
de repressi6 “activa” per distingir-la de la resta de mecanismes que requereixen de la
preseéncia d’un activador.

Existeixen bastants exemples a la bibliografia de repressors que actuen directament sobre
la maquinaria basal. Un cas for¢a conegut és el del complex Drl/Drapl huma (també
anomenat NC2), format per una subunitat reguladora (Drapl o NC2a) 1 una subunitat
repressora (Drl o NC2p). La repressié mediada per Drl és deguda a una interaccid directa
amb TBP que comporta, per una banda, un bloqueig de 1’associaci6 entre TBP i TFIID, i per
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altra banda, un canvi conformacional en TBP que inhibeix la uni6 de TFIIA al complex
TBP-DNA (revisat a Maldonado et al, 1999).

4. Reclutament de complexes modificadors de la cromatina

Analogament als activadors, que poden reclutar complexes remodeladors o modificadors
d’histones per tal d’incrementar l’accessibilitat dels factors de transcripcid a les seves
seqiiéncies diana, els repressors poden reclutar complexes modificadors de la cromatina
I’activitat dels quals resulti en una major compactacidé nucleosomal, dificultant aixi la unié
dels factors de transcripcio.

De fet, al llarg dels ultims anys i arran del “boom” que hi ha hagut en I’estudi dels
processos d’acetilacid/desacetilacio, s’han anat coneixent molts casos de repressors que
actuen reclutant directa o indirectament desacetilases d’histones, i actualment potser és el
mecanisme de repressié més estudiat i que genera més interes.

Un dels exemples més coneguts correspon a la repressido dels gens Hox a Drosophila,
iniciada pel repressor Hunchback (Hb) i mantinguda per algunes proteines PcG. S’ha
observat que tant Hb com les proteines PcG interaccionen fisica i funcionalment amb dMi-2
(homoleg a hMi-2 del complex NuRD). Per tant, un possible mecanisme per a la repressio
dels gens Hox seria que Hb reclutés NuRD, el qual modificaria la cromatina permetent la
uni6 de les proteines PcG o bé reclutant-les directament (revisat a Ahringer, 2000).

13.2.2. Long-range/short-range repression

La repressid transcripcional t¢ un paper clau en 1’establiment precis dels patrons
d’expressid geénica durant el desenvolupament embrionari de Drosophila. Aixi, la majoria de
reguladors transcripcionals que controlen la formacio del patrdé a 1’embrié primerenc son
repressors (Jiménez et al, 1997). Degut a que aquests repressors poden actuar sobre
distancies curtes (<100 pb) o llargues (1 quilobase o més) es parla de short-range o long-
range repression.

Els repressors long-range es caracteritzen perqué actuen de forma dominant, bloquejant
tots els enhancers (encara que estiguin a milers de pb) i impedint que puguin tenir cap
influéncia sobre el promotor, podent silenciar un locus cromosomic sencer. En canvi, els
repressors short-range actuen, bé bloquejant la funcié d’activadors units a elements
enhancers propers sense interferir amb els que estan units a seqiiéncies més allunyades
(permeten autonomia entre enhancers), bé inhibint I’activitat del complex de preiniciacio al
promotor core. Una altra diferéncia ¢és que els long-range poden induir un estat reprimit
estable, mentre els short-range tenen un efecte més puntual, essent un tipus de repressié més
flexible (Cai et al, 1996). La repressio short-range €s, a més, especialment important en la
regulaci6 dels promotors dels gens “pair-rule”, on cada emhancer funciona de manera
independent.

Estudis recents indiquen que aquests dos modes de repressio, long-range 1 short-range,
estan associats a dos co-repressors diferents, Groucho 1 dCtBP respectivament (Zhang 1
Levine, 1999).
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1.3.2.3. La repressid long-range mediada per Groucho

Tot 1 que el co-repressor Groucho (Gro) va ser identificat originalment a Drosophila,
s’han trobat homolegs en molts organismes eucariotes, des de llevats (Tupl) fins a humans
(proteines TLE 1 TBL-1). Els membres de la familia Gro es caracteritzen per tenir un domini
d’homotetrameritzacidé molt conservat a la regido N-terminal (anomenat domini Q per la seva
abundancia en residus Gln) essencial per 1’acci6 repressora de Gro; un regiod central poc
conservada; i un domini C-terminal altament conservat format per set motius de tipus WD
implicat en interaccions proteina-proteina.

Groucho ¢és reclutat als promotors diana via interaccions directes amb repressors de tipus
long-range que s’uneixen al DNA de forma especifica. Entre aquests repressors hi trobem
els factors de la familia Hairy o Runt, els quals s’uneixen a Gro a través del motiu WRPW o
WRPY respectivament; o proteines com Engrailed, Goosecoid, Dorsal o Hairless, que
interaccionen amb Gro per un motiu de tipus ehl (engrailed-homology motif) (revisat a
Courey 1 Jia, 2001).

S’ha suggerit que la repressid mediada per Groucho involucraria I’ensamblatge d’un
complex multiproteic anomenat repressossoma. El repressossoma es formaria per una unio
cooperativa de multiples molécules repressores a les seves seqiiencies diana, les quals
s’encarregarien de reclutar Gro al promotor. Per facilitar I’ensamblatge 1 manteniment del
repressossoma també hi serien requerides, de manera similar a I’enhanceosoma, proteines
“arquitectoniques”. L’exemple més estudiat de repressossoma €s el que es forma a 1’element
silenciador VRR del gen zen, on té lloc I’ensamblatge cooperatiu d’un complex multiproteic
que inclou els repressors Dorsal i Dead-ringer, el co-repressor Gro i la proteina
arquitectonica Capicua (Courey i Jia, 2002).

S’han descrit dos possibles mecanismes a través dels quals Groucho exerciria la seva
activitat repressora:

¢ Reclutament de complexes desacetilases. Estudis recents demostren que Groucho i la
desacetilasa Rpd3 (HDACI) de Drosophila poden formar un complex in vivo per interaccio
directa a través d’un domini ric en glicina i1 prolina (GP) situat a la regié central de la
proteina Groucho. Aquesta interacci6 amb Rpd3 contribueix en bona part a la repressio
mediada per Groucho (Chen et al, 1999). D’altres estudis en cél.lules humanes indiquen que
HDACI, Sin3 i RbAp48 co-immunoprecipiten amb Groucho. Finalment, també s’ha
identificat TBL-1 humana com a part d’un macrocomplex amb HDAC3, SMRT i N-CoR
(Guenther et al, 2000; Li et al, 2000). Aquestes evidéncies suggereixen que la repressio
mediada per Groucho involucraria un reclutament d’activitats desacetilases en el promotor
diana, bé directament per interacci6 amb HDACI1 com indirectament per interaccié amb
altres components de complexes HDAC.
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D’altra banda, i de manera similar a Sir3 i1 Sir4, els co-repressors Gro/Tupl uneixen
histones hipoacetilades (Flores-Saaib i Courey, 2000). Aixo ha fet sorgir la hipotesi d’un
mecanisme d’actuacido de Gro semblant a ’emprat per les proteines Sir en el silenciament
heterocromatic. Concretament, s’ha proposat que una vegada portat al promotor per
repressors especifics, Gro reclutaria HDACs, les quals desacetilarien les histones properes
(Sir3 1 Sir4 recluten Sir2); aleshores Gro s’uniria a aquestes histones hipoacetilades,
reclutaria noves HDACSs 1 aixi successivament, donant lloc a una extensio de 1’estat silenciat
al llarg de la cromatina (figura I.5A). Aquesta hipotesi, tot i que no estd demostrada, seria
una explicaci6 plausible de 1’actuacid repressiva de Groucho sobre grans loci cromosomics
(Courey i Jia, 2002).

eInteraccions amb la maquinaria basal. Existeixen varies evidéncies experimentals que
demostren que la repressidé mediada per Groucho també involucra interaccions amb la
maquinaria basal. Aixi, s’ha observat que alguns homolegs humans de Gro interaccionen
especificament amb el factor TFIIE, una interacci6 que serviria per bloquejar la formacio del
PIC (Yu et al, 2001). Altres estudis demostren que Tupl de llevats es pot unir a la subunitat
Srb7 del “Mediator”, impedint que aquesta s’associi a la subunitat Med6 i pugui mediar una
estimulacié de la transcripcié induida per proteines activadores (Gromoller i Lehming,
2000).

1.3.2.4. La repressid short-range mediada per dCtBP

Inicialment, CtBP (C-terminal binding protein) es va identificar en base a la seva
interaccié amb la regié C-terminal de la proteina d’adenovirus huma E1A i la seva activitat
com a supressor de tumors (Boyd et al, 1993; Schaeper et al, 1995). Estudis posteriors han
identificat proteines de la famila CtBP des de Drosophila a vertebrats amb un alt grau
d’homologia entre elles i una funci6 comuna de co-repressors transcripcionals (revisat a
Chinnadurai, 2002). Una de les caracteristiques peculiars de CtBP és la seva homologia amb
les 2-hidroxiacid deshidrogenases depenents de NAD i la seva capacitat d’unié a
NAD/NADH.

A Drosophila s’ha pogut constatar que la funcié de molts dels repressors short-range que
actuen durant el desenvolupament de 1’embrié primerenc entre els quals s’inclouen Giant,
Kriippel, Knirps 1 Snail és, almenys en part, depenent de dCtBP (Nibu et al, 1998b). Knirps i
Snail interaccionen amb dCtBP a través d’un motiu P-DLS-K (Nibu et al, 1998a) i Kriippel
a través d’un motiu P-DLS-H; Giant, en canvi, tot i tenir un motiu conservat VLDLS similar
als anteriors, no interacciona amb dCtBP directament, sin6 que ho fa a través d’algun altre
factor (Nibu i Levine, 2001). Aquests repressors, tot i que actuen principalment per
mecanismes depenents de dCtBP, en alguns casos també poden funcionar-ne de forma
independent (Keller et a/, 1998).

Hairy, descrit inicialment com un repressor de tipus long-range, s’ha observat que tamb¢é
interacciona amb dCtBP a través del motiu P-SLV-K (Poortinga et a/, 1998). Tot i que Gro
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és el principal co-repressor de Hairy, les evidéncies experimentals suggereixen que Hairy
també¢ podria actuar de forma depenent de dCtBP (és a dir, com a repressor short-range) en
la repressié de determinats gens diana (Nibu et al, 2001), i que la interaccié entre Hairy i
dCtBP modularia negativament la funcié repressora de Hairy associada a Groucho (Phippen
et al, 2000; Zhang i Levine, 1999).

Recentment també s’ha descrit que Hairless interacciona amb dCtBP a través del motiu
PLNLS-K, i que aquesta interaccid és essencial per la seva funci6 repressora (Morel et al,
2001). Per la seva banda, TTK69 té un motiu P-DLS que semblaria contribuir en la seva
funci6 en el desenvolupament dels fotoreceptors (Wen et al, 2000).

A Long-range repression

ADAC @ @ Repressors

< Groucho
@ CtBP W Activator

B Short-range repression
Acyh Ac

Figura I.5. Models suggerits per a I'actuacié dels co-repressors Groucho i dCtBP en les repressions de
tipus long-range i short-range. A. Després de ser portat al DNA per repressors especifics, el co-repressor
Groucho reclutaria HDACs cap a les cues d’histones properes, resultant en una alteracié de I'estructura de la
cromatina. La capacitat dels co-repressors d’unir histones hipoacetilades permetria que es poguessin extendre
al llarg de la cromatina i aixi poder reclutar noves HDACs. Aquest procés acabaria donant lloc a un llarg locus
cromosomic en estat reprimit. B. El co-repressor dCtBP també pot reclutar HDACs a les regions promotores.
Aquest reclutament resultaria en una desacetilacid local dels nucleosomes, donant lloc a una estructura
alterada de la cromatina que desplacaria activadors propers del seu lloc d’'unié. Degut a la incapacitat d’'aquests
co-repressors de polimeritzar, I'efecte seria local (extret de Courey i Jia, 2001).

La repressido mediada per CtBP en determinats promotors és sensible a TSA, mentre en
d’altres és insensible a la preseéncia d’aquest inhibidor de desacetilases. Aix0 suggereix,
analogament al co-repressor Groucho, dos tipus de mecanismes d’actuaci6 de CtBP, un
depenent i I’altre independent d’HDAC:s:

eMecanisme depenent de desacetilases. Hi ha varies evidéncies de que CtBP pot
reclutar complexes HDACS: per una banda, s’ha observat que CtBP1 huma pot interaccionar
amb HDACI1, HDAC?2 i Sin3 (Zhang et al, 2001; Chinnadurai, 2002); a més a més, HDAC4
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1 7 tenen un motiu PXDLR a través del qual interaccionen amb CtBP (Deltour et al, 2002).
Aquest reclutament de complexes HDACs per dCtBP donaria lloc a una desacetilacio local
dels nucleosomes que desplagaria activadors units a llocs propers. No obstant, la incapacitat
de CtBP d’unir histones hipoacetilades impediria que aquest efecte s’extengués més enlla de
la regié promotora on CtBP ha estat portat per un repressor (figura I.5B).

eMecanisme independent de desacetilases. L’observacié de que CtBP de mamifers es
pot associar amb proteines PcG ha fet sorgir la hipotesi d’un possible mecanisme d’actuacio
de CtBP via el reclutament de complexes PcG, induint un estat compactat de la cromatina
(Turner 1 Crossley, 2001). D’altra banda, també¢ seria factible pensar en una possible acci6 de
CtBP bloquejant la formacio del complex de preiniciacid, ja que recentment s’ha pogut
observar que CtBP pot interaccionar amb dos components de la maquinaria basal (Koipally 1
Georgopoulos, 2000).

Evideéncies experimentals suggereixen que ’activitat de dCtBP podria estar regulada per
varis mecanismes: (a) per fosforilacio de CtBP; (b) per una acetilacio de lisines properes al
motiu P-DLS de les proteines amb qui interacciona CtBP, una modificacié que disminueix
I’afinitat per CtBP; o (¢) per uni6 a NAD/NADH: CtBP funciona com a sensor dels nivells
NAD/NADH cel.lulars, i la seva activitat repressora es veu estimulada en 2-3 ordres de
magnitud quan uneix NADH respecte quan esta unit a NAD (revisat a Chinnadurai, 2002).

1.3.3. Factors de transcripcio involucrats en processos d’activacio i1 de repressio

En la classificacio6 dels factors de transcripcio en activadors/repressors o dels cofactors en
co-activadors/co-repressors hi ha proteines que serien dificils d’ubicar, ja que poden actuar
com a (co-)activadores o (co-)repressores depenent del context en qué es troben. En aquests
casos, les interaccions amb altres proteines son les que acaben determinant que un factor
transcripcional acabi actuant com a activador o repressor:

La proteina NC2 (Drl/Drapl), per exemple, identificada com un repressor en promotors
que tenen caixa TATA, recentment s’ha pogut observar que en promotors amb 1’element
DPE actua com un activador transcripcional (Willy et al, 2000).

Un altre exemple molt conegut correspon a Dorsal, una proteina que pot interaccionar
amb CBP 1 TAFys per activar la transcripcid, pero que en preséncia de Groucho i d’altres
factors actua com a repressor induint la formacié d’un repressossoma en el promotor diana
(Flores-Saaib et al, 2001).

I per ultim citar el cas de CBF1/RBP-Jk, I’homoleg a mamifers de la proteina Suppressor
of Hairless de Drosophila, el qual passa d’actuar de repressor a activador en resposta a la
senyal de Notch. Quan actua com a repressor, CBF1/RBP-Jk recluta el complex
SMRT/HDACI. Per6 quan s’activa la via de Notch es transloca al nucli una forma truncada
de Notch que interacciona amb CBF1/RBP-Jx, desplagant el complex desacetilasa i donant
lloc a una activaci6 transcripcional (Kao et al, 1998).
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2. GAGA 1 TRAMTRACK, DOS FACTORS DE
TRANSCRIPCIO AMB DOMINIS POZ

2.1. Els dominis POZ/BTB
2.1.1. Proteines amb dominis POZ

El domini POZ (poxvirus and zinc fingers) o BTB (broad complex, tramtrack and bric a
brac) €és un motiu estructural d’interaccio proteina-proteina d’uns 120 aa evolutivament molt
conservat.

Tot 1 que originalment es va identificar en proteines de poxvirus i alguns factors de
transcripcid amb dominis d’unié a DNA de tipus dits de zinc, actualment hi ha descrites
moltes proteines amb dominis POZ/BTB des de llevats fins a humans, on participen en
funcions biologiques molt diverses que van des de I’organitzacié del citoesquelet i la matriu
nuclear a la regulacio de la transcripcio (Aravind 1 Koonin, 1999).

A Drosophila s’han identificat 64 gens que codifiquen per proteines amb dominis POZ
(Rubin et al, 2000), la funci6 dels quals sovint estd associada a etapes concretes del
desenvolupament de la mosca. Aixi, els productes del gen Broad-Complex (BR-C) participen
en la regulacié de la metamorfosi, i les proteines Bric a Brac (BAB1 i1 2) sén requerides tant
per al desenvolupament de potes 1 antenes com per la morfogenesi dels ovaris (Pointud et al,
2001). Per la seva banda, els productes dels gens tramtrack (TTK69 1 TTK88) son
repressors transcripcionals que regulen processos com la segmentacié abdominal de 1’embrio
1 el desenvolupament dels fotoreceptors. Finalment, el gen Trithorax-like (que codifica per
GAGA) 1 el gen mod(mdg4), corresponen a enhancers de variegacio E(var) i, en el cas de
GAGA, ¢és requerida per a la correcta expressid d’alguns gens que participen en el
desenvolupament de 1’embrio.

A humans s’han trobat 113 proteines amb dominis POZ, moltes de les quals tenen papers
essencials durant el desenvolupament, homeostasi 1 neoplasia. Una de les més estudiades ¢€s
PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger), un repressor transcripcional que participa en la
regulacio del desenvolupament embrionari 1 I’hematopoiesi. En aquest darrer cas PLZF actua
com a supressor de creixement, bloquejant la proliferacio i diferenciacio mieloide, a través

51



Il. Introduccio

del silenciament de gens involucrats en el cicle cel.lular (Collins et al, 2001). El gen de
PLZF es troba disromput en pacients amb leucémia promielocitica aguda (APL) associada a
la translocacié t(11;17)(q23;q21), en la qual la regi6 N-terminal de PLZF (contenint el
domini POZ) esta fusionada al receptor d’acid retinoic o (RARa), formant el producte
PLZF-RARa. Aquest nou producte oncogenic actua com a repressor en els elements de
resposta a I’acid retinoic i interfereix en la via normal de PLZF, donant lloc a una
desregulaci6 de la diferenciacié mieloide que es manifesta en forma de leucémia aguda (He
et al, 1998; Melnick et al, 2002).

Una altra proteina humana molt estudiada per la seva relaciéo amb processos tumorigenics
¢s LAZ3/Bcl-6 (lymphoma-associated zinc finger 3/B cell ymphomas 6). Bcl-6 actua com a
repressor d’un gran nombre de gens involucrats en [’activacié de cel.lules B, resposta
immune depenent de c¢l.lules T, inflamacio i regulacié del cicle cel.lular, essent essencial en
molts d’aquests processos (Lemercier et al, 2002). El gen BCL-6 va ser identificat per la
seva implicacié en les translocacions cromosomals associades al limfoma non-Hodking’s
(NHL), on la juxtaposicid entre promotors heterolegs (derivats d’altres cromosomes) i la
seqiiencia codificant intacta per Bcl-6 resulta en una expressio desregulada d’aquest gen. A
més a més, s’han trobat mutacions puntuals a la seqiiéncia 5’ no codificant del gen BCL-6 en
una gran proporcid (40-70%) d’aquests limfomes. Aquestes evidéncies suggereixen doncs
com a causa principal de la diferenciacié de limfocits, I’expressié desregulada del gen BCL-6
(Chang et al, 1996; Huynh i Bardwell, 1998).

D’entre les proteines amb funcions no relacionades amb la regulacio transcripcional, les
més estudiades corresponen a les proteines kelch d’uni6 a actina, que actuen en la formacié
de canals circulars durant el desenvolupament dels odcits de Drosophila (Robinson i Cooley,
1997), o les proteines dels poxvirus, la funci6 dels quals es desconeix.

2.1.2. Dominis associats

El domini POZ ¢és un motiu estructuralment independent que desenvolupa funcions
especifiques a la proteina on es troba. Normalment es troba en una sola copia per proteina i
localitzat a la regié N-terminal d’aquesta, en combinacié amb altres dominis com els motius
de tipus “kelch”, motius “ankyrin”, dominis transmembrana, dominis d’uni6 a DNA de tipus
Psq o dominis d’unié a DNA de tipus dits de zinc (revisat a Aravind i Koonin, 1999).

Aproximadament dues terceres parts de les proteines amb dominis POZ tenen dits de zinc
a través dels quals s’uneixen a seqiiencies especifiques de determinats promotors diana, on
actuen regulant la transcripcid (Ahmad et al, 1999). El nombre de dits de Zn en aquestes
proteines és variable, podent trobar proteines amb un sol dit (seria el cas de GAGA), dos
(TTK), cinc (PLZF o ZF5) o sis (Bcl-6).

Els altres dominis d’uni6 a DNA que es poden trobar associats al POZ son els dominis
Psq (Pipsqueak), formats per quatre repeticions en tandem d’un motiu Psq que s’ha suggerit
que té una estructura similar a les helix-turn-helix. Les proteines Pipsqueak (PsqA i PsqB) i
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Bric a brac (BAB1 i BAB2) de Drosophila sén dos exemples de proteines amb la
combinacid dels dominis POZ i Psq (Siegmund i Lehmann, 2002).

2.1.3. Interaccions entre proteines mediades pel domini POZ

La funci6 principal del domini POZ és la de mediar interaccions proteina-proteina, les
quals poden ser de tres tipus: (@) interaccions entre proteines d’una mateixa especie a traveés
del domini POZ, donant lloc a la formaci6é d’homooligomers; (b) interaccions entre proteines
diferents que tenen dominis POZ, donant lloc a la formacidé d’heterooligomers; i1 (c)
interaccions entre proteines amb dominis POZ i altres proteines. La diversitat de proteines
amb dominis POZ, aixi com la diversitat de possibles interaccions que poden mediar,
suggereix un paper critic d’aquest domini en la regulacid6 de molts processos biologics a
través de la formaci6 de complexes proteics.

La formacié d’homooligomers a través del domini POZ sembla ser un denominador
comu per les proteines que el contenen, havent-se descrit tant per a proteines kelch, proteines
amb domini Psq i proteines amb dits de zinc. No obstant, el tipus d’oligomer que es forma
no és igual per a tots els POZes, trobant casos com Bric a brac o PLZF on la forma
predominant és un dimer (Chen et al, 1995; Li et al, 1997a), o el cas de la proteina GAGA,
que pot formar dimers, tetramers i complexes d’alt pes molecular (Espinas et al, 1999;
Katsani et al, 1999).

La formacié d’heterooligobmers, en canvi, no sembla estar tan generalitzat, havent-se
descrit tant interaccions positives com negatives entre proteines amb dominis POZ diferents.
Concretament, s’han observat interaccions entre els POZes de PLZF i Bcl-6 (Daniel i
Reynolds, 1999), HIC-1 i yFBP-B (Deltour et al/, 1999), Bach2 i MAZR (Kobayashi et al,
2000), TTK 1 Bric a Brac (Pointud et al, 2001) o Pipsqueak i GAGA (Schwendemann i
Lehmann, 2002). D’altra banda, 1’abséncia d’interaccio entre els POZes de ZID vs els de
GAGA, TTK o Poxvirus (Bardwell 1 Treisman, 1994), aixi com entre els POZes de Bcl-6 1
Kaiso (Daniel i Reynolds, 1999), suggereix que no tots els dominis POZ poden interaccionar
entre si, sind que hi ha certa especificitat d’interaccio.

La interaccié dels dominis POZ amb altres proteines va ser descrita inicialment arrel de
I’observacio que les proteines Bcl-6 1 PLZF es podien unir als co-repressors N-CoR 1 SMRT
a través d’aquests dominis (Dhordain et al/, 1997; Hong et al, 1997; Huynh i Bardwell,
1998). Estudis posteriors han identificat noves interaccions entre els dominis POZ de Bcl-6 1
PLZF 1 altres co-repressors com Sin3A (Wong i Privalsky, 1998) o BCoR (Huynh et al,
2000), aixi com interaccions directes amb HDACIs (David et al, 1998). Aquestes
interaccions no son equivalents per les dues molecules repressores, sind que s’han descrit
diferéncies tant d’afinitat (PLZF s’uneix més debilment a SMRT que Bcl-6) com
d’especificitat (el co-repressor BCoR interacciona de forma selectiva amb el domini POZ de
Bcl-6), suggerint que els mecanismes de repressid, tot i que semblen anar per vies similars,
no son idéntics per Bel-6 o PLZF (Wong i Privalsky, 1998).
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Altres interaccions observades son les dels domins POZ de Bric a Brac (BAB1 i BAB2)
amb BIP2/dTAF;155 de Drosophila (Pointud et al, 2001), o la del POZ de PLZF amb p300
(Melnick et al, 2000), tot i que en ambdds casos se’n desconeix la repercussio biologica.

2.1.4. Estructura del domini POZ

El domini POZ de PLZF ha estat cristal.litzat recentment per dos grups diferents 1 se n’ha
pogut resoldre la seva estructura (Ahmad et al, 1999; Li et al, 1999a). L’estructura
cristal.lina, molt similar en ambdos casos, mostra un dimer POZ-POZ fortament entrellagat
amb una extensa interfase hidrofobica. Aquestes caracteristiques, tipiques d’'un homodimer
obligat, serien consistents amb 1’observacio que el dimer POZ-POZ ¢és una estructura molt
estable i el seu desplegament implica una transicid en dos estats totalment irreversible (Li et
al, 1997a).

solc potencial d’unié al lligand

Figura 1.6. Estructura tridimensional del domini POZ de PLZF. A. Estructura cristal.lina resolta del domini
POZ de PLZF en forma de dimer, on cada mondmer esta representat per un color diferent. Vénen indicades les
regions corresponents al solc potencial d’'unié al lligand i a la cara hidrofobica del dimer. B. Representacio
esquematica de la topologia del dimer (extret d’Ahmad et al, 1999).

L’esquelet central de la proteina esta format per una agrupaci6 d’helixs-a flanquejada per
lamines 3 a la part superior i inferior de la molécula, donant lloc a una estructura globular en
forma de papallona (figura 1.6). Interaccions entre les regions N i C-terminal dels dos
monomers a la base inferior del dimer contribueixen al sosteniment de 1’estructura: aixi, la
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cadena B1 de I’N-terminal d’un monomer interacciona amb la cadena interna B5° de 1’altre
monomer formant una lamina [ antiparal.lela; a més a més, una cara d’aquesta lamina
B1/B5’ s’empaqueta amb 1’helix a6’ de la regié C-terminal del segon monomer, formant una
extensa superficie concava a la cara inferior del dimer (Ahmad et al, 1999) (figures 1.6A 1
1.6B).

L’estructura dimeérica del domini POZ 1 la seva capacitat d’interaccionar amb altres
proteines permet definir tres classes estructurals de residus a la molecula: els situats a
I’interior del core del monomer, els situats a la interfase del dimer 1 els exposats a la
superficie:

Core del monomer: les cadenes 2, B3 i B4 formen el sostre del cor hidrofobic de cada
monomer, el qual esta estabilitzat per alguns residus dels segments helicoidals a2, a3, a4 1
a5. Tots aquests residus implicats en 1’estructura del core del domini POZ corresponen als
que estan més conservats entre les proteines de la familia BTB/POZ (veure figura L.7). Aixi,
His-48 (loop B3-a2), Leu-52 (a2), Ser-56 (loop a2-a3) i Tyr-88 (a4) es troben conservats
en practicament tots els dominis POZ.

Interfase del dimer: una quarta part de la superficie del monomer accessible esta
involucrada en els contactes intermoleculars per a la formacio del dimer. Aquests contactes
son basicament a dos nivells: les interfases “tancades”, que involucren B1/B5°/a6’ 1
B1°/B5/a6 a banda i banda de la part inferior del dimer; i una interfase “oberta” central
formada per un entrecreuament de les helixs ol 1 ol que s’estabilitza en empaquetar-se o1’
d’un monomer amb el loop a2/a3 de I’altre.
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Figura I.7. Alineament de seqiiéncia d’alguns dominis POZ/BTB i I'’estructura secundaria observada pel
domini POZ de PLZF. La numeracid s’ha fet en base al PLZF, i I'estructura cristal.lina s’ha resolt pels residus
compresos entre les posicions 6-126. En negreta venen indicats els aminoacids idéntics, i en gris els que estan
conservats en almenys un 50% de les proteines. e indica els aminoacids classificats com a “enterrats”. Els
numeros en color representen el percentatge amb qué contribueix un residu determinat a la interfase “tancada”
(vermell) o “oberta” (blau) del dimer (extret d’Ahmad et al, 1999).
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La majoria de residus que estabilitzen el dimer son hidrofobics, i estan conservats en un
80% entre els diferents dominis POZ. Per tant, sembla bastant probable que la majoria dels
dominis POZ siguin també uns homodimers obligats i adoptin una estructura molt similar a
la descrita pel PLZF. Donat que aquest homodimer és tan estable, pero, el que potser sembla
més dificil d’explicar és fins a quin punt realment els dominis POZ poden sostenir la
formacié d’heterooligomers in vivo.

Solc potencial d’unié al lligand: el dimer POZ-POZ conté un solc pronunciat a la part
superior de la molecula centrat a la intersecci6 entre les dues subunitats. El terra del solc esta
format per residus dels loops a1/B2 1 B3/a2, mentre les parets estan definides pel loop
a3/B4. El fet que el solc estigui situat a 1’eix central del dimer implica un requeriment de
residus equivalents de les dues cadenes per a formar-lo, i que per tant només pugui existir
quan el POZ esta en forma dimérica.

Les caracteristiques del solc, amb uns 8 A d’amplada i 20 A de llarg que permetria
acomodar peptids de 5-6 aa, aixi com la preséncia d’alguns residus carregats al seu interior,
han dut a suggerir que la interaccié de PLZF amb lligands com SMRT, N-CoR, Sin3A o
HDACI té lloc a través d’aquest. I donat que el solc només existeix en el dimer, la interaccid
amb aquestes molecules requeriria la formacié del dimer (Ahmad et al, 1999).

Els residus del loop a3/B4 que configuren la paret del solc tenen factors de temperatura
de 40-60 A?, i per tant son els principals candidats a ajustar la seva conformacioé per
acomodar el putatiu lligand. Casualment, aquests residus son dels menys conservats entre
diferents dominis POZ (figura 1.7), la qual cosa suggereix que segurament son importants en
la determinacio I’especificitat o afinitat de la interaccio.

Tot i pertanyer a grups cristal.lografics diferents, les dues estructures resoltes mostren
interaccions dimer-dimer conservades que involucren I’extensi6é de la lamina B1/B5’ d’un
dimer cap a la mateixa regid del dimer contigu, plegant-se en una orientaci6 antiparal.lela (Li
et al, 1999a). En aquesta estructura, vuit ponts d’hidrogen connecten els atoms de les
cadenes principals de la lamina 1 de cada dimer (figura I.8A). El mode amb que es donen
aquests contactes no impediria la formaci6é d’interaccions exteses dimer-dimer que podrien
donar lloc a la formacié de multimers d’alt pes molecular (figura L.8B). Aquestes
observacions suggereixen que els dominis POZ podrien mediar la formacié d’oligomers
d’elevat pes molecular in vivo, una hipotesi que d’altra banda estaria recolzada pels resultats
que indiquen que GAGA pot formar grans complexes homooligomeérics in vitro (Espinas et
al, 1999; Katsani et al, 1999).

2.1.5. Funcions associades al domini POZ

Els dominis POZ modulen la funcionalitat de les proteines que els contenen, mediant la
formacié d’homooligomers o de complexes amb altres proteines diferents. Fins al moment
s’han descrit tres classes de repercussions que comporta la preséncia d’un domini POZ:
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Figura 1.8. Interaccions dimer-dimer en el cristall del POZ de PLZF. A. Esquelet proteic de les regions
implicades en les interaccions dimer-dimer en el cristall. Els ponts d’hidrogen que tenen lloc en un mateix dimer
es mostren puntejats amb el color del dimer (blau i verd respectivament), i els 8 ponts d’hidrogen que connecten
els atoms de les cadenes principals de cada dimer es mostren en vermell. En gris ve representada una
superimposicié de les interaccions dimer-dimer descrites a Ahmad et al, 1999. B. Representacié esquematica
de com l'extensié de la lamina B1/B5 d'un dimer cap a la mateixa regié del dimer contigu en orientacio
antiparal.lela podria donar lloc a la formacié d’oligobmers d’alt pes molecular (extret de Li et al, 1999a).

2.1.5.1. Modulacid de l'activitat transcripcional

Bona part de les proteines amb dominis POZ corresponen a factors de transcripcid, i en la
majoria dels casos aquest domini és essencial per ’activitat transcripcional de la proteina.
No obstant, les conseqiiéncies que pot tenir la preséncia del domini POZ en la modulaci6 de
I’activitat transcripcional no sén equivalents en tots els casos.

El cas més estudiat correspon als repressors PLZF i Bcl-6. Com ja s’ha comentat,
aquestes dues proteines poden interaccionar a través del domini POZ amb diferents co-
repressors i amb HDAC:S, i de fet s’ha pogut demostrar que la repressido mediada per PLZF 1
Bcl-6 és depenent de la dimeritzaci6 a través del domini POZ i implica un reclutament de
desacetilases al promotor diana, bé per interaccid directa, o bé indirectament via els co-
repressors (Grignani et al, 1998; Lin et al, 1998). La dimeritzacio, pero, tot i ser necessaria
semblaria no ser suficient per I’activitat repressora de PLZF 1 Bcl-6: mutacions que afecten
al core del monomer o a I’interfase del dimer i impedeixen la dimeritzaci6, disminueixen la
capacitat de Bcl-6 i PLZF d’interaccionar amb co-repressors i en conseqiiéncia de realitzar la
seva activitat repressora (Li et al, 1999a; Melnick et al, 2000); no obstant, mutacions en
residus situats al solc perd que no impedeixen la formaci6 del dimer, resulten també en una
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incapacitat d’interaccionar amb les molécules co-repressores, donant suport a la hipotesi que
la interaccié amb co-repressors és a través del solc generat en el dimer. En aquest sentit, s’ha
observat que les variacions en els residus critics del solc carregat modulen la capacitat dels
dominis POZ d’interaccionar amb co-repressors i, en ultim terme, el seu potencial repressor
(Melnick et al, 2002).

El reclutament de complexes desacetilases no és perd un mecanisme generalitzat per a
tots els repressors amb dominis POZ. Aixi, la proteina codificada pel gen HIC-1
(hypermethylated in cancer) t¢ un domini POZ, a través del qual pot dimeritzar, que és
necessari per la seva activitat repressora. No obstant, aquest domini POZ no interacciona
amb Sin3, SMRT o N-CoR, i la seva repressio no requereix activitat desacetilasa (Deltour et
al, 1999; Deltour et al, 2002).

Un altre exemple de repressié a través del domini POZ és el del factor de transcripcid
FBI-1, el qual actua per un mecanisme que implica una interacci6 entre el seu domini POZ 1
els dits de zinc d’Sp1, interferint amb la uni6 al DNA de I’activador (Lee et a/, 2002).

Pel que fa als activadors, un dels exemples més interessants és el dels factors de
transcripcio Bach2 1 MAZR, els quals heterodimeritzen a través dels respectius dominis
POZ, essent aquesta interaccid necessaria perqu¢ MAZR pugui mediar [’activacid
transcripcional (Kobayashi et al, 2000).

L’alt grau d’homologia que presenten els dominis POZ permet que en alguns casos es
conservi la funci6 de la proteina que els conté quan son substituits pels POZes d’altres
proteines. Aixi, s’ha descrit que quan el POZ de GAGA ¢és canviat pel POZ de Mod(mdg4),
GAGA reté un 70% de la seva activitat (Read et al, 2000). D’altra banda, el POZ de TTK69,
essencial per la funcid6 d’aquest durant el desenvolupament dels fotoreceptors, pot ser
substituit pel POZ de Bcl-6 0 de GAGA sense afectar 1’activitat de TTK (Wen et al, 2000).

2.15.2 Modulacio de la unié al DNA

S’ha suggerit en diverses ocasions que la preséncia del domini POZ inhibeix en part la
unié al DNA de la proteina que el conté, ja que s’observa un increment de 1’afinitat pel lloc
d’uni6 quan es deleciona aquest domini. Aquest efecte inhibitori s’ha descrit per proteines
amb dominis d’unié a DNA diferents, i per tant no semblaria ser el resultat d’una interaccio
especifica entre el POZ i el domini d’uni6 a DNA adjacent (Bardwell i Treisman, 1994). No
obstant, els estudis sobre el domini POZ de GAGA han evidenciat que depenent de la
naturalesa dels llocs d’uni6 I’efecte de la preséncia del domini POZ pot ser totalment
diferent (veure apartat 2.2.2.1).
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2.15.3 Localitzacid nuclear

Algunes proteines amb domini POZ (Bcl-6, PLZF, ZID 1 GAGA) apareixen al nucli en
estructures granulades o puntejades (Dhordain et al, 1997; Dong et al, 1997; Bardwell 1
Treisman, 1994; Read et al, 2000). En alguns casos s’ha observat que quan es deleciona el
POZ la tinci6 del nucli esdevé més difusa, havent-se suggerit un paper d’aquest domini en la
localitzacid nuclear de les proteines que el contenen.

2.2. La proteina GAGA

GAGA ¢és un factor nuclear de Drosophila que desenvolupa multiples funcions en la
regulaci6 de la transcripcid i1 el manteniment de determinades configuracions de la
cromatina. Tot i ser identificada originalment com un activador transcripcional que s’unia a
regions promotores dels gens engrailed 1 Ultrabithorax de Drosophila (Biggin i Tjian, 1988;
Soeller et al, 1988), actualment GAGA esta considerada com un factor més complex i
versatil que pot estar associat tant a processos d’activacidé com de repressio.

2.2.1. Isoformes de GAGA

GAGA esta codificada pel gen Trithorax-like (Trl), un gen que pertany a la familia de
gens del grup Trithorax (TrG). Trl és un gen de copia Unica, i en cromosomes politénics s’ha
pogut situar a la regid 70F1-2, un locus conegut perque els seus mutants actuen com a
enhancers de PEV (Farkas et al, 1994). Mutants del gen 77/ no arriben més enlla de la fase
de larva, un fenotip indicatiu de que GAGA ¢és essencial durant els primers estadis de
desenvolupament.

El gen Trl genera, per splicing alternatiu, transcrits amb longituds que varien entre 2.4 i
4.4 kpb 1 que donen lloc a dues isoformes majoritaries de la proteina GAGA (Soeller et al,
1993; Benyajati et al, 1997): GAGA-519 i GAGA-581, de 519 i 581 aminoacids
respectivament, les quals tenen una regié N-terminal comuna, i difereixen en el domini C-
terminal (veure figura 1.9A).

Aquestes dues isoformes co-localitzen en nombroses bandes eucromatiques en
cromosomes politénics 1 funcionen de manera similar com a transactivadors en assajos de
transfeccido 1 com a remodeladors de nucleosomes in vitro; a més a més, ambdues son
capaces de formar complexes homomerics i heteromerics tant in vivo com in vitro (Benyajati
et al, 1997). No obstant, estudis recents amb mosques transgéniques demostren que GAGA-
519 i GAGA-581 no son funcionalment equivalents, tot i que les seves activitats estan
solapades (Greenberg i Schedl, 2001).
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AGQOQTIVTTDAAKHDQAVIQAFLPA MSPTAPKISKVEGMDTIMGTPTSSHG
SGSVQOVLGENGAEGQLLSSTPITIKSEGQKVETILTMDPNNMIPVTSANAATGEITPAQGA
TGSSGG
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NTSGVLSTPKAKRAKHPPGTEKPRSRSQOSEQPATCPICYAVIRQSRNLRRHLELRHEFAKPG
VKKEKK

Q-519
SKSGNDTTLDSSMEMNTTAEGDNTVGSDGAGGAGSAGGQSSGTTPTRVISNAPOUAAGAPAT

LACOGVLP L HOOHLTATLAGGGUAYIKHEGGGGGGTG AA GMON
VIHIVGDOVFEIP POP

Q-581
TTSGKKSSSGSSGSGSGALSSSGSVPOVOTVOSLHTLOGVOVKKDPDA

AMTVSGATGGLUV VOOV Y LOHHQITDSSGNITTATTSAQA
AAAA AAG LVAOSDGSESGAPLSTACVOTLOGHOITIGNLNOVNMTDE P
TOOTL

BR1, BR2 i BR3
Dit de zinc

Figura 1.9. A. Representacié esquematica de les isoformes GAGA-519 i GAGA-581. B. Seqiiéncies
aminoacidiques de GAGA-519 i GAGA-581 amb els motius més representatius indicats. Extret de
Lintermann et al, 1998.

De fet, les diferéncies observades en els respectius patrons d’expressio ja suggereixen que
les funcions exercides per les dues isoformes no son idéntiques. Aixi, només la GAGA-519
s’acumula durant les primeres 6 hores de I’embriogenesi, gracies a 1’aport matern d’mRNA
depositat en I’ou durant I’oogenesi (Soeller et al, 1993; Bhat et al, 1996). Posteriorment, les
GAGA-519 1581 son presents en quantitats similars al llarg del desenvolupament, tot i que a
nivell de teixit presenten certa variabilitat (Benyajati et al, 1997): a partir de les 6 hores els
nivells GAGA-519 1 581 es van incrementant, i arriben a un maxim entre les 9 1 12 hores,
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moment en el qual comencen a disminuir progressivament fins a desaparcixer a la fase de
larva; a I’estadi de pupa es torna a observar certa expressid, perd a adults aquesta és
practicament nul.la (Soeller et al, 1993). Aquest patrd d’expressio suggereix, per una banda,
un paper essencial de la GAGA-519 en etapes primerenques del desenvolupament
embrionari que no compartiria amb la isoforma 581, i per I’altra, funcions de les dues
isoformes en estadis més tardans del desenvolupament.

Tant la GAGA-519 com la GAGA-581 semblen estar sotmeses a modificacions post-
traduccionals que, de la mateixa manera que I’splicing alternatiu, estarien regulades al llarg
del desenvolupament, ja que combinacions de varies especies de GAGA difereixen durant el
desenvolupament i en diferents tipus cel.lulars. Concretament, en assajos in vitro s’ha
observat que GAGA pot ser o-glicosilada (Jackson i Tjian, 1988), fosforilada i acetilada (C.
Bonet, comunicaci6 personal), tot i que encara es desconeix quina repercussio poden tenir
aquestes modificacions en la funcionalitat de la proteina.

Aixi doncs, a partir d’un tnic gen, la complexitat de la proteina GAGA ¢és forga gran en
poder-se presentar amb un ventall d’isoformes generades a diferents nivells: varies
seqiiencies primaries aminoacidiques, diferents modificacions post-traduccionals per una
mateixa especie proteica, o la formacié de complexes homo- i heteromerics.

2.2.2. Dominis de GAGA

Les isoformes 519 i 581 estan organitzades en quatre dominis ben definits: un domini
POZ/BTB a la regié N-terminal, una regi6 X de funcié desconeguda, un domini d’uni6 a
DNA amb un dit de zinc de tipus Cys-Hisy, 1 un domini C-terminal ric en glutamines
(domini Q), diferent per a les dues isoformes (figura 1.9B).

2.2.2.1 El domini POZ/BTB de GAGA

El domini POZ de GAGA compren els primers 120 residus de la proteina. Els estudis
sobre aquest domini han evidenciat que és el responsable de 1’oligomeritzaci6 de GAGA tant
in vivo com in vitro. A més a més, s’ha observat que en condicions in vitro, els oligomers
formats poden ser dimers, tetramers i complexes d’elevat pes molecular (Espinas et al, 1999;
Katsani et al, 1999).

L’efecte del domini POZ de GAGA sobre la unié al DNA, tot i que en un principi es va
suggerir que era inhibitori (Bardwell 1 Treisman, 1994), semblaria que depén del nombre i la
llargada dels llocs d’uni6. Concretament, s’ha pogut observar que quan els llocs d’unié son
unics 1 curts si que és cert que el domini POZ provoca certa inhibicid en la unié al DNA (bé
perqué el plegament del domini POZ desafavoreix els contactes amb el DNA, o perque la
multimeritzacido de la proteina impedeix aquesta unid). Ara bé, quan els llocs d’uni6é son
llargs o estan en nombre multiple, com ¢és el cas d’alguns promotors naturals, els dominis
POZ, afavorint I’oligomeritzaci6 de la proteina, medien la unié cooperativa de la GAGA al
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DNA, la qual, en forma d’oligomer, pot unir simultaniament diversos llocs independents
(Espinas et al, 1999). Aixi doncs, I’oligomeritzacio i unié cooperativa al DNA explica que
I’afinitat de GAGA per seqiiencies multiples i properes sigui més gran que per llocs tnics i
curts.

Estudis realitzats amb microscopi electronic indiquen que la unid sinergistica de
I’oligdbmer de GAGA provoca una curvatura en el DNA, suggerint un possible paper de
I’oligomeritzacid en assistir la comunicacid entre elements molt allunyats en seqiiéncia
(Katsani et al, 1999). Donant suport a aquesta hipotesi, recentment s’ha pogut observar que
GAGA facilita la trans-activacié actuant com a proteina pont que media la comunicacid
entre un enhancer distal i el promotor, i que aquesta funcié és depenent de 1’oligomeritzacio
a través del domini POZ (Mahmoudi et a/, 2002).

Dr’altra banda, assajos de transcripci6 in vitro han demostrat que els oligdomers de GAGA
son transcripcionalment actius, i que encara que el domini POZ no és necessari per
I’activacid, en la seva abséncia no s’observa un sinergisme en incrementar el nombre de
llocs d’uni6 (Espinas et al, 1999).

2222 Laregic X

A diferéncia dels altres dominis, la regié X, que abarca els residus 121-310, ha estat poc
estudiada 1 actualment encara se’n desconeix la seva funcid. No obstant, I’alt grau de
conservacid que presenta entre les espécies de D. melanogaster i D. virilis suggereix que
exerceix algun paper important per a la proteina GAGA (Lintermann et al, 1998).

Aquesta regido conté la putativa senyal de localitzacid6 nuclear (NLS) de GAGA
(Lintermann et al, 1998). D’altra banda, recentment s’ha pogut demostrar que €s necessaria
per la interacci6 de GAGA amb NURF301 (Xiao et al, 2001), i que contribueix en la
interaccio de GAGA amb SAP18 (Espinas ef al, 2000).

2.2.2.3. El domini d'unid a DNA de GAGA

El domini d’uni6 a DNA o DBD (DNA binding domain), que inclou els residus 310-372,
esta format per un unic dit de zinc de tipus Cys;-His, flanquejat per tres regions basiques
anomenades BR1, BR2 (localitzades a N-terminal del dit de zinc) i BR3 (situada en posicio
C-terminal).

En la majoria de proteines amb dits de zinc, aquests es troben repetits en tandem en un
nombre que oscil.la entre 2 1 32. Quan estan en nombre multiple, els dominis Cys,-His;
acostumen a reconcixer les dianes de forma modular, de manera que cada unitat reconeix 3
pb de DNA. En el cas de GAGA, el domini minim de reconeixement al DNA requereix, a
més del dit de zinc, les regions BR1 i BR2, les quals li confereixen afinitat 1 especificitat
d’uni6. La regido BR3, tot i no ser necessaria per la unio, n’incrementa 1’afinitat (Pedone et
al, 1996).

El domini d’uni6é a DNA ha estat un dels més estudiats de la proteina GAGA, i1 s’ha
arribat a resoldre la seva estructura per RMN conjuntament amb I’oligonucleotid de doble
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cadena GAGAG (que constitueix la seqiiéncia consens minima d’alta afinitat de GAGA).
Segons aquesta estructura, el dit de zinc s’uniria als tres primers nucleotids, i les dues
regions basiques BR1 i BR2 s’unirien a les dues ultimes bases. De fet, BR1 i BR2 semblen
tenir una contribucid menor en la interaccio6 amb el DNA, ja que mutacions en un sol
nucleotid de la seqiiéncia consens (excepte la G central) tenen només efectes moderats en la
unié al DNA (Omichinski et al, 1997). Aquests resultats estarien d’acord amb el fet que, tot 1
que la seqiiéncia consens d’alta afinitat és el pentanucleotid GAGAG, el DBD també ¢és
capag d’unir el trinucledtid GAG tant en promotors naturals com en llocs sintétics, tot i que
amb menor afinitat que seqliencies d’unié més llargues (Wilkins i Lis, 1998).

engrailed | @ | @ IO Q CIDO O !_>
-400 -300 -200 -100 +1
even-skipped___Q QI @ewmeo O_CIS’
-400 -300 -200 -100 +1
E74 | | IO()_()OCP ()_- !_>
-400 -300 -200 -100 +1
fushi tarazu | O | : : O !_>
-400 -300 200 -100 +1
Kriippel _ | | oo, I"o ® o
-400 -300 -200 -100 +1 +100
Ultrabithorax_ . e o o0 [*
-400 -300 -200 -100 +1
hsp26 | o | T ?K) - !—>
-400 -300 -200 -100 +1
hsp70 X4 (@) >
i e v PR

Figura 1.10. Distribucio dels llocs d’uni6 de GAGA en diversos promotors. Les localitzacions dels llocs
d’'unid, obtinguts mitjangant footprinting amb DNasa |, s'indiquen amb el.lipses blaves (extret de Soeller et al,
1993).

Tot 1 que la seqiiéncia GAGAG s’ha definit com la seqiliéncia consens a qu¢ GAGA
s’uneix amb elevada afinitat, els llocs d’unid naturals presenten gran variabilitat tant en
longitud com en seqiiencia (revisat a Granok et al, 1995).

GAGA participa en la regulacié de I’expressio de bastants gens de Drosophila, els quals
inclouen gens induibles o regulats (hsp26, hsp70, H3/H4, Adh, E74), gens involucrats en el
desenvolupament (engrailed, even-skipped, fushi-tarazu, Kriippel, Ultrabithorax) i gens
constitutius o housekeeping (actina 5-C, al—tubulina) (Soeller et al, 1993). Tots aquests
gens presenten llocs d’unié de GAGA en nombre multiple i extesos al llarg de les seves
regions promotores, normalment en un rang entre —30/-300, tot i que en alguns casos es
troben més allunyats o bé downstream del lloc d’inici de transcripcid (figura 1.10). Sovint
aquests elements GAGA es troben solapats o agrupats en forma de clusters, una disposicio
que facilitaria la unié d’'una GAGA oligomerica al DNA (Wilkins i Lis, 1997).
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El paper de GAGA no només esta limitat a les regions promotores o enhancers, per aixo
també¢ trobem llocs d’uni6 de GAGA als elements de resposta a Polycomb (concretament als
PRE iab-7 1 bxd) i en un domini barrera o boundary (Fab-7) del complex Bithorax
(Hagstrom et al, 1997; Horard et al, 2000).

Finalment, GAGA també s’ha observat que s’uneix a algunes zones heterocromatiques,
concretament als satél.lits (AAGAG), (Raff et al, 1994; Platero et al, 1998).

2.2.2.4. El domini ric en glutamines o domini Q

L’extrem C-terminal de la proteina GAGA té varies regions riques en glutamines, per
aixo es coneix com a domini Q. Es la unica regio diferent per a la GAGA-519 i la GAGA-
581, tant en seqiliencia aminoacidica com en longitud (Q-581 té el doble de residus que Q-
519).

Analogament a d’altres activadors transcripcionals amb dominis rics en glutamines, s’ha
pogut assignar el domini Q com el responsable de la funcid transactivadora de GAGA, ja que
la delecié d’aquest domini aboleix 1’activitat transcripcional de la proteina. Un analisi
exhaustiu d’aquest domini ha permés observar que presenta una estructura interna modular
en que¢ cadascuna de les diferents regions contribueixen a 1’activacio. A més a més, el
domini Q pot actuar independentment de la resta de la proteina (Vaquero et al, 2000).

Addicionalment a la seva funcid transactivadora, al domini Q se li han assignat tamb¢é
altres propietats, com la de distorsié del DNA o la de mediar la multimeritzaci6 de GAGA
formant agregats de tipus fibres amiloides (Agianian et al, 1999; Wilkins 1 Lis, 1999).

D’altra banda, estudis recents sobre les propietats dels dominis Q-519 1 Q-581
suggereixen que aquestes regions influenciarien o modularien la seleccid del lloc d’actuaciéd
d’aquestes dues isoformes (Greenberg i Schedl, 2001).

2.2.3. Funcions de GAGA

2.2.3.1. GAGA com a factor de transcripcio

Els primers estudis en que es va identificar GAGA suggerien que aquesta era un activador
transcripcional que actuava sobre molts gens de Drosophila que contenien seqliencies
alternants d(GA-TC), a les seves regions promotores, ja que en assajos de transcripcid in
vitro 1 de transfeccio a cel.lules s’observava que 1’addicid6 de GAGA estimulava la
transcripcio d’aquests gens (Biggin 1 Tjian, 1988; Soeller et al, 1988; Thummel, 1989;
Chung 1 Keller, 1990; Read et al, 1990).

M¢és tard, en estudis d’activacié del gen Kriippel es suggeri que 1’activacié de la
transcripcio observada en preseéncia de GAGA no era deguda a una accié de GAGA com a
activador transcripcional, sind que aquesta de fet actuaria com un antirepressor (Kerrigan et
al, 1991). Concretament, es va observar que GAGA només estimulava la transcripcid quan
en el DNA motlle hi era present la histona H1, la qual s’unia de forma inespecifica a les
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regions d(GA-TC), i era desplagada per GAGA degut a la seva major afinitat per aquestes
seqiiencies. En canvi, sobre DNAs nus sense histona HI, GAGA no era capa¢ d’activar,
mentre altres repressors com Spl o GAL4VP16 si (Croston et al, 1991). Finalment, els
mateixos autors van descriure 1’antirepressié com un fenomen generalitzat i una propietat de
la majoria d’activadors, essent essencial el domini d’uni6 a DNA per aquesta activitat
(Croston et al, 1992).

Estudis posteriors han demostrat que GAGA realment funciona com a activador
transcripcional, tant in vivo (Soeller et al, 1993; Benyajati et al, 1997) com in vitro (Vaquero
et al, 2000). Tot i que es desconeix el mecanisme d’activacio de GAGA, existeixen
evidéncies experimentals que suggereixen que GAGA estimula tant el reclutament de GTFs
al promotor com la reiniciacié (Vaquero et al, 2002).

2.2.3.2. GAGA i la remodelacid de la cromatina

Les primeres evidéncies que revelaren una funcié de GAGA associada a la reorganitzacié
de I’estructura de la cromatina sorgiren d’estudis sobre el mecanisme d’activacid dels gens
heat shock (hsp26 1 hsp70) de Drosophila. Hsp26 i hsp70 soén gens 1’expressio dels quals pot
ser induida rapidament en resposta al xoc térmic. Aixo es deu a que les seves regions
promotores presenten una estructura de la cromatina oberta, que permet que la maquinaria
transcripcional estigui constitutivament unida al promotor 1 la RNAP II pugui iniciar la
transcripcio, perd no pugui progressar més enlla d’una elongaci6é primerenca, mantenint-se
aturada entre les posicions +17 1 +37. La inducci6 per xoc térmic desencadena una
fosforilaciéo del heat shock factor (HSF) que indueix la seva trimeritzacio, i li permet
aleshores unir-se als heat shock elements (HSE) del promotor. Aquesta uni6 desbloqueja
I’estat de pausa en que es troba la RNAP II, la qual aleshores pot continuar elongant
normalment (Shopland et a/, 1995; Wilkins 1 Lis, 1997).

GAGA té un paper fonamental en 1’activacié d’aquests gens, ja que en unir-se a les seves
regions promotores genera llocs d’hipersensibilitat a DNasa 1 (llocs DH), mantenint una
conformacié oberta del promotor que €s essencial tant per la unid constitutiva de la
maquinaria transcripcional (facilita el reclutament de RNAP II 1 TFIID) com per la unio6 del
HSF als seus elements (Shopland et al, 1995; Leibovitch et al, 2002).

D’altra banda, estudis de crosslinking in vivo han evidenciat que GAGA també es pot unir
a les regions codificants d’alguns gens durant I’elongacid, seguint una cinética similar a la de
la polimerasa (O’Brien et al, 1995). Aixo ha fet sorgir la hipotesi de que GAGA podria
actuar de dues formes: unint-se constitutivament als llocs d’alta afinitat del promotor, 1
avangant al llarg del gen una vegada ha estat induit, obrint la cromatina 1 facilitant el pas de
la polimerasa.

Tsukiyama et al, 1994, van estudiar ’efecte de GAGA sobre el promotor del gen Asp70
reconstituit in vitro en cromatina a partir d’'un extracte embrionari de Drosophila. En
abséncia de GAGA, el sistema d’ensamblatge era capac de col.locar un nucleosoma sobre
dos de les quatre seqiiéncies d(GA-TC), de promotor. No obstant, I’addici6 de GAGA abans,

65



Il. Introduccio

durant o després de I’ensamblatge de la cromatina produia una disrupci6 dels nucleosomes 1
la formaci6 de llocs DH tant a I’element GAGA com al HSE, aixi com una reordenacio dels
nucleosomes adjacents. Aquest procés era depenent d’ATP, i com GAGA no té la capacitat
d’hidrolitzar ATP, es busca el factor que actuava en cooperacié amb GAGA, que resulta ser
el complex remodelador NURF (Tsukiyama i Wu, 1995). Aquesta acci6 conjunta de NURF i
GAGA estaria facilitada per una associaci6 directa entre la subunitat NURF301 del complex
remodelador i GAGA (Xiao et al, 2001), i consistiria en un desllicament (s/iding) de
nucleosomes per part de NURF que permetria a GAGA unir-se a les seves seqiiencies de
reconeixement; posteriorment, i una vegada unida, GAGA redefiniria les posicions dels
nucleosomes.

Aquesta propietat de reorganitzar nucleosomes no €s exclusiva de GAGA, sin6 que altres
factors d’uni6 a DNA com HSF (Wall et al, 1995) o derivats de GAL4 (Mizuguchi et al,
1997) poden actuar també en cooperacido amb NURF i afectar 1’estructura de la cromatina de
manera similar a GAGA.

D’altra banda, 1’accié de GAGA no sembla dependre de la preséncia del complex NURF,
sind que tan sols requeriria la subunitat ATPasa ISWI, present també en altres complexes
remodeladors. En aquest sentit, s’ha descrit que GAGA 1 ISWI poden actuar conjuntament
per mediar una disrupcid nucleosomal al promotor de fushi tarazu que dona lloc a una
activacio de la transcripcid del gen (Okada i Hirose, 1998). A més a més, GAGA 1 ISWI co-
localitzen en molts loci eucromatics en cromosomes politénics (Deuring et a/, 2000), havent-
se suggerit que una accio6 dels dos factors sobre les regions promotores podria ser important
en I’activacié de determinats gens.

Un punt de controvérsia constant en el mode d’actuacié de GAGA ha estat el solapament
de les seves propietats activadores i remodeladores de la cromatina. Aixo ha fet dubtar sovint
de la funci6 de GAGA com a activador de la transcripcid, havent-se atribuit I’efecte que
s’observava en preséncia de GAGA a la seva accid sobre els nucleosomes. No obstant,
estudis recents en mosques transgéniques indiquen que 1’activacid transcripcional mediada
per GAGA no necessariament ve acompanyada d’una reorganitzacié nucleosomal, sind que
les dues activitats son independents (Pile 1 Cartwright, 2000).

2.2.3.3. GAGA en la regulacid dels gens homeotics

El Complex Bithorax (BX-C), de més de 300 kpb, esta dividit en grans dominis cadascun
dels quals dirigeix D’expressid dels gens homeotics Ultrabithorax, Abdominal-A 1
Abdominal-B en un parasegment de la mosca. Les senyals reguladores inicials provenen dels
gens “gap” 1 “pair-rule”, perdo quan aquestes senyals decauen els patrons d’expressié son
mantinguts pels membres dels grups PcG (Polycomb-group) 1 TrxG (Trihorax-group), per
als quals s’han identificat elements de resposta al llarg del BX-C, els Polycomb response
elements (PRE) 1 els Trithorax response elements (TRE).

Les funcions d’aquests dos grups de gens son en principi antagoniques, de tal manera que
els membres PcG (Polycomb, Pleiohomeotic, Posterior Sex Combs, Extra Sex Combs i
Enhancer of Zeste) indueixen estats reprimits de determinades regions per compactacio de la
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cromatina, mentre els TrxG (Trithorax, GAGA, Brahma, Moira, Kismet, Osa i dISWI)
produeixen un efecte positiu sobre 1’activacié dels loci genétics, bé fent més accessible la
cromatina a altres factors, bé reclutant elements amb funcions remodeladores de la cromatina
(revisat a Farkas et al, 2000).

GAGA, com els altres membres de la familia TrxG, actua positivament sobre 1’expressio
dels gens homeotics, mantenint una estructura oberta de la cromatina en determinades
regions reguladores i activant I’expressio d’alguns d’ells.

No obstant, recentment han sorgit una série d’evidéncies que apuntarien a que GAGA
també¢ podria estar associada a una funci6 repressora en cooperacié amb membres PcG. Per
una banda, GAGA co-localitza amb Polycomb en alguns PREs (Strutt ez al, 1997), a més
d’haver-se trobat formant part d’alguns complexes PcG 1 ser requerida per la unié d’aquests
als PRE en experiments in vitro (Horard et al, 2000), suggerint que GAGA participa
activament en el reclutament dels PcG als seus elements de resposta. A més a més, s’ha
observat que per al correcte silenciament del PRE iab-7 i el silencer MCP d’Abdominal-B
son necessaris tant GAGA com Pleiohomeotic (Mishra et al, 2001; Busturia et al, 2001).
Algunes evidencies experimentals com la interaccio fisica i funcional entre GAGA i1 SAP18
(Espinas et al, 2000), aixi com la preséncia de GAGA, Rpd3 i membres del PcG en un
complex silenciador (Poux ef al, 2001), han fet sorgir la hipotesi que la col.laboracio entre
GAGA 1 membres PcG per a la repressid de determinats loci vindria mediada per un
reclutament de desacetilases.

Dr’altra banda, estudis molt recents demostren que GAGA esta acomplexada in vivo amb
la proteina Pipsqueak, i que de fet ambdues s’uneixen als mateixos elements GAGA per
actuar cooperativament en 1’activacid transcripcional 1 el silenciament dels gens homeodtics
(Schwendemann i Lehmann, 2002).

Aquesta funci6 repressora de GAGA semblaria no estar limitada al context de la regulacid
dels gens homeotics. Concretament, recentment s’ha pogut observar en experiments de
transfeccid a cel.lules de Drosophila que GAGA media la repressio del seu propi promotor
en una accidé que requereix del seu domini d’uni6 a DNA 1 de la preséncia dels elements
GAGA al promotor 77l (Kosoy et al, 2002).

2234 GAGA en els insulators

Els insulators son elements de seqiiencia que aillen la regid on es troben de la influéncia
d’enhancers o silenciadors de la regio adjacent. Aixi, la preséncia d’un insulator permet que
un enhancer afecti a un promotor perd no a un altre situat en direccié oposada

S’ha proposat que GAGA podria facilitar 1’acci6 d’alguns insulators, bloquejant
enhancers distals 1 estabilitzant interaccions enhancer-promotor. Concretament, s’ha
identificat un element que funciona com a insulator entre la caixa TATA 1 el lloc d’inici de
transcripcio del promotor d’even-skipped (eve) que conté una seqiiencia GAGAG. Mutacions
en aquest element donen lloc a una activacid dels gens situats a 5’ d’eve per enhancers
situats a 3°, suggerint que en el promotor natural la uni6 de GAGA al seu element impediria
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que enhancers a 3’ tinguessin cap influéncia sobre el promotor (Ohtsuki i Levine, 1998).
Aquesta accid de GAGA, “atrapant” emnhancers distals per una estabilitzacio de les
interaccions enhancer-promotor, de fet es podria explicar per la seva capacitat d’actuar com
a proteina pont entre elements allunyats fisicament (Mahmoudi ef al, 2002).

2235 GAGA i heterocromatina

GAGA no sembla estar implicada només en I’estructuraciéo de la cromatina en regions
promotores o grans loci genétics com el BX-C, siné que també té una influéncia en regular
I’estructura de 1’heterocromatina.

La primera evidéncia d’aquesta funci6é sobre I’heterocromatina fou I’observacid que els
mutants del gen 77/ actuaven com a enhancers de PEV (Farkas et al, 1994), suggerint un
paper de GAGA en mantenir una estructura oberta de la cromatina en determinades regions
heterocromatiques. Concretament, s’ha postulat que la funci6 de GAGA en relaci6 amb
I’heterocromatina podria ser la d’obrir la cromatina per a permetre 1’expressio de gens situats
en aquestes regions per una banda, i impedir I’expansié de I’heterocromatina als punts on
estaria unida per 1’altra. Alternativament, també s’ha proposat un paper més general de
GAGA modificant I’estructura de la cromatina localment, bé promovent un arranjament
nucleosomal alterat o bé permetent que factors especifics d’heterocromatina accedissin al
DNA (Jiménez-Garcia, 1998).

D’acord amb aquesta hipotesi, s’ha observat que GAGA es pot unir a regions especifiques
de I’heterocromatina, concretament als satel.lits (AAGAGQG), 1 (AAGAGAG),. En embrions
pre-blastodeérmics, on encara no s’ha establert I’heterocromatina, GAGA es troba unida a
aquestes regions al llarg de tots els estadis del cicle cel.lular (Raff ef a/, 1994); en canvi, en
embrions més tardans en els quals ja ha tingut lloc I’heterocromatinitzacié, la localitzacio de
GAGA als satel.lits (AAGAG), 1 (AAGAGAG), tan sols s’observa durant la mitosi (Platero
et al, 1998). El fet que GAGA només es trobi unida a 1’heterocromatina a mitosi, juntament
amb ’observacié que mutants hipomorfics 7r1"°¢ presenten defectes en la condensacié i
segregacid dels cromosomes, ha dut a suggerir un paper actiu de GAGA en I’organitzacid
correcta de I’heterocromatina en el moment de la mitosi, evitant una compactacio
desordenada (Bhat et al, 1996).

2.3. La proteina Tramtrack

Tramtrack (TTK) va ser identificat com un repressor transcripcional que s’unia a
determinades regions promotores dels gens “pair-rule” even-skipped i fushi tarazu (Harrison
1 Travers, 1990; Read i Manley, 1992; Brown 1 Wu, 1993). Estudis posteriors han demostrat
que TTK també té un paper essencial en el desenvolupament de les cél.lules neuronals,
reprimint la identitat neuronal i estabilitzant els destins no-neuronals (Xiong i Montell, 1993;
Lai i Li, 1999; Badenhorst, 2001).
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2.3.1. Isoformes de TTK

El gen tramtrack (ttk), situat a la posici6 100D3 a cromosomes politénics, genera per
splicing alternatiu dos mRNAs de 3.6 1 4.2 kpb que donaran lloc a dues proteines,
Tramtrack69 (TTK69) i Tramtrack88 (TTKS88), de 641 i 811 aminoacids 1 amb pesos
moleculars predits de 69 i1 88 kDa respectivament. TTK69 1 TTK88 tenen iguals els primers
291 aminoacids, essent diferents en la resta.

A diferéncia de les isoformes de GAGA, TTK69 i1 88 s’han pogut associar a funcions
diferents. Aixi, mentre TTK69 participa tant en la regulacié de la segmentacié abdominal de
I’embrio com en el desenvolupament neuronal, TTK88 basicament se 1’ha relacionat amb
funcions repressores del desti neuronal.

Els patrons temporals 1 espaials d’expressio d’ambdues isoformes al llarg de
I’embriogenesi son forca complexes, 1 han estat objecte de nombrosos estudis (Harrison 1
Travers, 1990; Read 1 Manley, 1992; Read et al, 1992; Brown 1 Wu, 1993). Durant les 2
primeres hores després de la fertilitzacio, i fins a I’estadi de blastoderm cel.lular, TTK69 i 88
s’expressen de forma generalitzada per tot I’embrid degut a la deposicid dels respectius
mRNAs per part de la mare (son, igual que GAGA, d’efecte matern). Entre les 2-4 hores, de
blastoderm a gastrula, els transcrits de 7tk ja han desaparegut, i encara no s’ha iniciat
I’expressio zigotica. Aquesta darrera comenga a ser evident entre les 4-8 hores, periode en
qué es van incrementant gradualment els nivells de les dues proteines fins arribar a un pic a
les 8-12 hores. Durant aquesta etapa, que coincideix amb la gastrulacid i extensio de la
banda germinal, I’expressio de TTK69 i 88 al llarg de I’embri6 presenta forga diferéncies.
Una de les caracteristiques més peculiars de 1’expressi6 de TTK69 (i que precisament és
I’origen del nom de la proteina), és la formacidé de 14 bandes a I’ectoderm i mesoderm de la
banda germinal en extensié i la posterior fusié d’aquestes bandes formant un patré enreixat o
de “tramtrack” al voltant de la banda germinal. Entre les 18-24 hores els nivells de les
proteines TTK decauen considerablement, essent practicament inapreciable a 1’estadi de
larva. Posteriorment, a pupa i adults, es tornen a detectar quantitats considerables de les dues
1soformes.

S’ha suggerit que el patré d’expressio de TTK69 al llarg del desenvolupament és
determinant per a les funcions associades a aquesta proteina. Per una banda, 1’aport matern
de TTK contribuiria a determinar el moment de 1’expressi6 dels gens de segmentacio,
prevenint-ne 1’activaci6 prematura. I per altra banda, la funci6 de TTK en el
desenvolupament neuronal tindria lloc al final de I’embriogénesi, quan la majoria de tipus
cel.lulars s’han especificat i el desti triat s’ha d’estabilitzar, coincidint amb els elevats nivells
d’expressi6 d’aquesta proteina.
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Estudis sobre la funci6 de TTK al sistema nervids han evidenciat que tant TTK69 com
TTKS88 poden ser ubiquitinitzats en un mecanisme que promou la rapida degradacid
d’ambdues proteines a les cel.lules neuronals (Li et al, 1997b; Tang et al, 1997). D’altra
banda, estudis recents amb c¢l.lules SL2 indiquen que TTK69 ¢és substrat per la conjugacio
amb dSmt3, I’homoleg de SUMO-1 de mamifers (una proteina relacionada amb
I’Ubiquitina) (Lehembre et al, 2000). Aquesta observacié suggereix la sumoilitzacié com un
mecanisme de regulacio dels nivells de TTK al llarg del cicle cel.lular.

També s’ha proposat que TTK podria ser fosforilat, tot i que encara es desconeix si
aquesta modificacio té lloc in vivo i quina repercussio té en l’activitat de la proteina
(Lehembre et al, 2000).

2.3.2. Dominis de TTK

TTK només té¢ dos dominis estructuralment ben definits: un domini POZ/BTB a N-
terminal de la proteina, comu per a les dues isoformes, i un domini d’uni6é a DNA situat a la
regio C-terminal, diferent per a TTK69 1 TTK88 (veure figura 1.11).

A part d’aquests dominis, s’han identificat alguns motius conservats a la seqiiéncia
aminoacidica de TTK69: trams d’aminoacids similars a les seqiiencies PEST, tipiques de
proteines amb vides mitges curtes 1 rapid furnover entre els residus 280-317; tres putatives
senyals de localitzacio nuclear (NLS), distribuides entre els dominis POZ 1 d’unié a DNA;
una regi6é de 100 aminoacids, just a N-terminal del primer dit de zinc, d’unié a dMi-2; una
seqliencia consens P-DLS d’uni6 a dCtBP entre els aminoacids 591-595; 1 una regio rica en
serines i alanines a C-terminal de la proteina, present també en altres repressors
transcripcionals com Hunchback o Invected.

2.3.2.1 El domini POZ/BTB de TTK

El domini POZ de TTK inclou els primers 114 residus de la proteina. Diverses evidéncies
experimentals apunten a que de forma similar a GAGA o altres proteines amb dominis POZ,
TTK podria formar homooligomers a través d’aquest domini. Concretament, a partir
d’experiments de co-traduccié in vitro 1 immunoprecipitacié s’ha observat que TTK pot
interaccionar amb si mateix a través dels primers 153 residus de la proteina (Bardwell i
Treisman, 1994). A més a més, estudis molt recents han pogut demostrar, emprant
microscopia electronica, que el domini POZ de TTK oligomeritza en forma de tetramer
(Badenhorst et al, 2002).

D’altra banda, també s’ha suggerit que el POZ de TTK pot mediar la formacio
d’heterooligomers amb altres proteines que tenen domini POZ, concretament GAGA
(Bardwell 1 Treisman, 1994), 1 Bric a Brac (Pointud et al, 2001).

70



Il. Introduccio

TRAMTRACK®69
A - Seq UérIies :
Pes d-Mi2 BD P-DLS
B
POZ/BTB

MASQRFCLRWNNHOSNLLSVEDOQLLHAETFTDVTLAVEGQHLKAHKMVLSACSPYENTLEVS
HPEKHPIVILKDVPYSDMKSLLDFMYRGEVSVDQERLTAFLRVAESLRIKGL

TEVNDDKPSPAAAAAGAGATGSESTATTPQLORIQPYLVPORNRSQAGGLLASAANAGNTPTL
PVOPSLLSSALM PRKLSGSSNGTGNDYDDEFDRENMMNDSSDLGNGKMCNESY SGN
DDGSDDNQPNAGHTDDLNESRDSL KNSKDHRVVSH

TDNSSPTQDHTDGSHLNEQARQOAFLTAAQRKHQVETAAAAA
ASGIKLNIIGMAAGGAQVKSMVSIPKLTPIGKVNAASTPLVSPAGSFSTATVKPRVQ L
GKONGDVKPAVFSSQEYLDIYNSNDGFKLKAAGLSGSTPNLSAGLGTPSVKTKLNLSSNVGE
GEAEGSVRDYC

BD

TKEGEHTYRCKVCSRVYTHISNFCRHYVTSHKRNVKVYPCPFCFKEFTRKDNMTAHVKIIHK
I

ENPSTALATVAAANLAGOPLGVSGASTPPPPDLSGONSNQOSLPATSNALSTSSSSSTSSSSG
SLGPLTTSAPPAPAARAAQ

Regio6 d’unié a dMi-2

Dits de zinc

seqiiéncia consens d’unié a dCtBP
tracks Ser/Ala

Figura 1.11. Dominis de Tramtrack6é9 (A) i seqiiéncia aminoacidica (B) amb els motius més
representatius assenyalats.

2.3.2.2 E/ domini dunid a DNA de TTK

Les dues isoformes de TTK tenen dos dits de Zn de tipus Cys;-His,, situats entre els
residus 508-559 a TTK69 1 610-667 a TTKS88. El primer dit és substancialment diferent per a
les dues proteines, mentre el segon mostra més d’un 50% d’identitat, pero tot 1 aixdo TTK69 i
TTKS88 tenen especificitats d’uni6 a DNA forca diferents.

El domini d’unié a DNA de TTK69 ha estat ampliament estudiat, essent el domini més
ben caracteritzat de la proteina. Aixi, s’ha determinat la regié minima de reconeixement a
DNA que inclou, a més dels dos dits de Zn, una petita seqiiéncia de 7 aminoacids a N-
terminal del primer dit que I’hi confereixen afinitat i especificitat d’uni6 (els dos dits son
insuficients per unir-se al DNA especificament) (Fairall et al, 1992).

4l



Il. Introduccio

La cristal.litzaci6 del DBD de TTK69 en preséncia de 1’oligonucleotid de 18 pb
CTAATAAGGATAACGTCCG (un dels llocs d’uni6 de TTK69 al promotor de fiz) ha
revelat que els dos dits de Zn formen moduls d’uni6 a DNA totalment independents: el
segon dit t€ una estructura convencional, amb dos lamines 3 i una helix-a que es pleguen al
voltant de 1’16 Zn 1 un core hidrofobic; en canvi, al primer dit els residus situats a N-terminal
formen una tercera lamina B que ¢és essencial per a la uni6 a DNA, tot i que no intervé
directament en la uni6 sind que dona estabilitat estructural al dit de zinc (Fairall ez al, 1993).
No obstant, estudis recents de crosslinking proteina-DNA en soluci6 indicarien que aquests 7
residus a N-terminal del primer dit de zinc si que estan involucrats en la interaccid directa
amb el DNA, tant per a la uni6 especifica com inespecifica (Kamashev et al, 2000).

La base de I’especificitat de seqiiencia de TTK69 és un dels aspectes que encara no s’ha
pogut resoldre, havent-se proposat en varies ocasions seqiiencies consens que no acaben mai
de coincidir. Aixi, els primers estudis en qué intentaven buscar els llocs d’uni6é de TTK per
assajos de footprinting a partir de diferents regions de 1’element zebra del promotor fiz,
proposaren com a seqiiencia consens TTATCCG (Harrison i1 Travers, 1990) o
TnnnGGACNT (Brown et al, 1991). Posteriorment, realitzant immunoprecipitacions amb
fragments de diferents plasmids s’arriba a una seqiiencia de reconeixement per TTK69
diferent de les anteriors, GGTCCTGC (Read i Manley, 1992). Finalment, una recopilacio6
de totes les seqiiéncies on s havia pogut veure unid especifica de TTK dugué a la conclusio
que aquesta proteina es podia unir a seqiiencies relacionades pero diferents, tot i que és
habitual la preséncia dels nucleotids TCCT (Fairall et al, 1993).

Estudis sobre I’especificitat d’'unié de TTK88 han demostrat que aquesta isoforma no
s’uneix als mateixos elements que TTK69 a les regions promotores d’even-skipped 1 fushi
tarazu. En canvi, si han trobat que té com a seqiiéncia consens AGGG(C/T)GG, un element
present al promotor d’engrailed (Read i Manley, 1992). Aixo estaria d’acord amb la recent

observacié que suggereix TTK88 participaria en I’establiment de la repressié d’engrailed
(Wheeler et al, 2002).

2.3.3. Funcions de TTK

2.3.3.1 TTK69 i els gens "pair-rule”

Des de la identificaci6 inicial de TTK per la seva activitat d’unid a diferents elements de
la regi6é promotora de fushi tarazu (Harrison 1 Travers, 1990), han anat sorgint una scrie
d’evidencies que suggereixen que TTK69 actua com a repressor d’alguns gens “pair-rule” en
els primers estadis de I’embriogénesi, 1 que la seva accid és essencial per al control temporal
de ’expressi6é d’aquests gens:

1. L’expressio de 7tk és complementaria a la de fushi tarazu durant ’embriogénesi

L’observacio de que les expressions de ttk 1 fushi tarazu (ftz) eren complementaries tant
en I’espai com en el temps fou el primer indici que dugué a proposar TTK com un repressor
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de fiz. Concretament, durant les dues primeres hores de 1’embriogenesi, els mRNAs de ttk es
troben distribuits de forma generalitzada per 1’embrid, mentre encara no s’ha iniciat
I’expressio zigotica de fushi tarazu. De blastoderm a gastrula, que €s quan fiz s’expressa en
el patr6 tipic de 7 bandes, coincideix amb el periode en que es deixa de detectar senyal de
ttk. A D’estadi de 7 cel.lules, quan tot just s’inicia I’expressid zigotica de ttk, encara son
presents mRNAs de fiz a la banda germinal de 1’embri6, pero aquests desapareixen a I’estadi
9, que ¢és la fase de maxima expressioé de ttk. Posteriorment, a I’estadi 11, mentre ttk es
distribueix formant I’enreixat o “tramtrack”, fushi tarazu s’expressa de forma
complementaria a aquest, localitzant-se tan sols a les zones on no es detecten transcrits de #tk
que correspon a les regions on es formen les cel.lules mare ganglionars (Harrison i Travers,
1990).

D’altra banda, I’analisi de I’expressio d’even-skipped (eve) evidencia també una
complementaritat amb 1’expressio de #k: de manera similar a fiz, eve es comenga a expressar
a partir de les 2 hores de I’embriogénesi, assolint els maxims nivells cap a les 4 hores, que ¢s
quan s’observa el patré de 7-14 bandes. A partir de les 8 hores 1’expressio d’eve comenca a
decaure, 1 a estadis tardans de I’embriogénesi tan sols es detecta en cel.lules progenitores del
sistema nervios (MacDonald et al, 1986).

2. TTK69 s’uneix a diferents elements reguladors dels promotors d’even-skipped i
fushi tarazu

El gen de fushi tarazu consta de tres elements reguladors en cis (Han et al, 1993):
I’element zebra, 1’element neurogenic i 'upstream element, el qual a la vegada esta dividit
en dues subregions, 1’enhancer proximal i I’enhancer distal. TTK69 té tres llocs d’unid ben
definits a I’element zebra (Harrison i Travers, 1990), i almenys cinc a 1’enhancer proximal
(Han ef al, 1998). L’observaci6 que mutacions en els llocs d’unié de TTK de 1’element zebra
resultaven en una activacid prematura de fiz dugué a suggerir que TTK era realment un
repressor de fiz (Brown et al, 1991); no obstant, més tard s’ha vist que mutacions als llocs
TTK de I’element proximal donen lloc a una disminucié de I’expressié de fiz, degut a que els
llocs d’uni6 de TTK solapen amb els d’altres activadors. I, de fet, semblaria que la majoria
de llocs TTK solapen amb els d’altres proteines reguladores, amb la qual cosa esdevé dificil
saber si les primeres observacions sobre I’element zebra son conseqiiencia directa d’una
regulacio negativa de fiz per TTK (Han ef al, 1998).

Pel que fa a even-skipped, s’han identificat putatius llocs d’uni6 de TTK69 al llarg de tot
el promotor (veure apartat 2.1 de Resultats 1 discussid), tot i que els Unics caracteritzats com
a tals son quatre a la regié -400/+1 pb (Read et al, 1990) i un a la regi6 autoreguladora -5.4/
-5.2 kpb (Jiang et al, 1991). L’analisi de I’activitat d’uni6 de TTK als elements situats entre
-400/+1 s’ha observat que varia al llarg de I’embriogenesi, essent I’activitat maxima entre les
51 15 hores, 1 quasi no observant-se en estadis anteriors o posteriors (Read et al, 1990).
Dr’altra banda, el lloc d’unié de TTK69 a I’element autoregulador, pel qual TTK69 mostra
més afinitat (Read i Manley, 1992), semblaria ser imprescindible per la funcionalitat
d’aquest element, ja que quan es destrueix perd la capacitat d’autoregular-se. Aixo ha dut a
suggerir un paper positiu de TTK sobre eve a través d’aquest element (Jiang et al, 1991).
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3. Efectes de I’expressio ectopica de TTK69

L’expressio ectopica de TTK69 a I’estadi de blastoderm (perd no la de TTK88) aboleix
practicament els patrons de bandes d’expressid d’even-skipped i1 fushi tarazu en embrions
transgenics. Encara que totes les bandes es veuen afectades, algunes son més resistents,
observant-se certa expressio residual per a les bandes 21 7 de ftz, 0 1,2 1 7 d’eve (Read et al,
1992; Brown 1 Wu, 1993). A més a més, en aquests embrions també s’observa una repressio
significativa de 1’expressi6 d’altres gens “pair rule” com odd-skipped, runt o hairy (Brown i
Wu, 1993).

Aquests efectes observats en sobreexpressar TTK, juntament amb el fet que en embrions
de 0-2 hores es detecti mRNA de #tk, dona suport a la idea que la proteina TTK69 aportada
per la mare serveix per prevenir 1’activacié prematura dels gens “pair rule” i controlar-ne el
moment de I’expressid. De fet, s’ha pogut demostrar que un increment de la dosi materna de
ttk comporta un retard de I’expressié de fiz, mentre que una disminuci6 d’aquesta (en
mutants nuls 7tk’*’") déna lloc a un augment de la transcripcid de fiz en un periode on
normalment no s’expressa (Pritchard i Schubiger, 1996). Aquests resultats suggeririen que
TTK és un repressor depenent de dosi.

Dr’altra banda, la sobreexpressié de TTK69 també resulta en defectes cuticulars larvals,
suggerint que també estaria involucrat en la regulacié d’altres gens que funcionen en
diferents processos de I’embriogénesi (Brown i Wu, 1993).

Totes aquestes observacions suggereixen fortament un paper repressor de TTK69 en la
regulaci6 de I’expressié dels gens que controlen la segmentaciéo abdominal, els gens “pair
rule”. No obstant, existeixen altres evidencies, com el requeriment del lloc d’unié de TTK en
I’element autoregulador d’eve, o la recent descoberta que TTK pot actuar com a activador en
llevats (Yu et al, 1999), que duen a pensar en una possible funcié dual de TTK69, actuant
com a repressor en els primers estadis de desenvolupament i com a activador en estadis
posteriors, essent aquesta activitat modulada per la preséncia d’altres factors co-activadors o
CO-TEpPressors.

2.3.3.2. TTK en la regulacid del desti neuronal

Aixi com només TTK69 sembla estar relacionat amb la repressio dels “pair rule”, en les
funcions associades amb el desenvolupament neuronal hi estan implicats tant TTK69 com
TTKS88. En aquest context, les proteines TTK actuen reprimint el potencial neuronal i
establitzant els destins de les cel.lules no-neuronals.

Als organs sensitius externs del sistema nervids periféric (SNP), una sola cel.lula
precursora d’organs sensorials (SOP) es divideix en dues progenies, una de les quals (IIb)
donara lloc a una neurona i una cel.lula glial, mentre 1’altra (Ila) produeix dues c¢l.lules de
suport no neuronals. Aquesta primera divisiéo asimétrica de SOP en precursors neuronals
(IIb) i no neuronals (IIa) esta regulada per la via de senyalitzacié de Notch, 1’activaci6 de la
qual resulta en I’aparicio de la proteina TTK69 al precursor Ila, pero no al IIb. A les cél.lules
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ITa, TTK ¢és el responsable de reprimir el desti neuronal de les c¢l.lules suport, i la seva
presencia €és necessaria i1 suficient per a I’especificacié d’aquest linatge Ila no neuronal
(Okabe et al, 2001).

Estudis recents indiquen que la preséncia de TTK69 també €s essencial en la diferenciacid
de la glia al sistema nerviés central, controlant-ne tant la proliferaci6 com el
desenvolupament. Aquesta funcio la realitza a dos nivells: per una banda, reprimeix els gens
neuronals especifics de les cel.lules mare, prevenint el reprogramament de la glia en
neurones; 1 per I’altra banda, TTK69 inhibeix la proliferacio inapropiada de la glia, aturant el
cicle cel.lular (Badenhorst, 2001).

No obstant, el paper que desenvolupen TTK69 i TTK88 en el desenvolupament dels
fotoreceptors de 1’ull compost de Drosophila ha estat el més estudiat. Durant I’estadi de
larva les proteines TTK no son presents als fotoreceptors pero si a les cel.lules conus, on
actuen bloquejant la possible diferenciaciéo d’aquestes cel.lules en fotoreceptors (Xiong i
Montell, 1993; Lai et al, 1997). A més a més, I’observacié de que la sobreexpressid de
TTK69 pot transformar neurones fotoreceptores en cel.lules conus no neuronals suggereix
que TTK també és necessari per al correcte desenvolupament d’aquestes ce¢l.lules conus
(Wen et al, 2000). D’altra banda, recentment se li ha pogut associar a TTK69 un paper
positiu 1 autonom en promoure o mantenir la diferenciacié de les neurones fotoreceptores en
estadis tardans del desenvolupament de 1’ull. Consistent amb aixo, TTK69 (i no TTKS8S8)
s’expressa a totes les cel.lules fotoreceptores a I’estadi de pupa (Lai 1 Li, 1999).

Aixi doncs, 1 de forma similar al qué s’havia comentat pels gens “pair rule”, TTK69
sembla tenir una funcié dual, tenint papers positius 1 negatius en diferents estadis del
desenvolupament dels fotoreceptors.

2.3.3.3. Possibles mecanismes dactuacio de TTK

Tots aquests estudis sobre la funci6 de TTK en relacié als gens “pair-rule” o a la regulaciéd
del desti neuronal s’han realitzat basicament a nivell genétic, perd no s’ha arribat a analitzar
per quin mecanisme actua TTK a nivell molecular. Recentment, pero, han sorgit dos treballs
que aporten noves dades sobre possibles mecanismes d’accié de TTK.

Wen et al, 2000, en estudis de sobreexpressio de TTK69 a 1’ull de Drosophila observen
un doble efecte d’aquesta proteina, bloquejant la diferenciacié neuronal dels fotoreceptors i
promovent ’especificacié no neuronal de les cél.lules conus. Aquesta funcié de TTK és
depenent del seu domini POZ, ja que la delecio dels 153 primers residus aboleix la funcio
d’aquesta proteina. A més a més, mutacions puntuals en el domini POZ que correspondrien
al putatiu core del monomer o bé al lloc d’unié del lligand també resulten en una perdua
d’activitat de la proteina, amb el que¢ s’ha suggerit que la funcié de TTK requeriria d’un
plegament correcte del domini POZ aixi com de la preséncia de determinats residus al solc
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carregat. No obstant, reduccions de Sin3A o Rpd3 no modulen els fenotips mutants de TTK,
1 per tant el requeriment del domini POZ en principi no semblaria que és per un reclutament
de complexes desacetilases.

D’altra banda, la deleci6o de la regio C-terminal (residus 568-641) també comporta una
perdua d’activitat de TTK, i mutacions a la seqiiencia consens P-DLS donen lloc a una
proteina TTK69 menys efectiva en la seva funci6, una dada que podria ser indicativa d’una
possible acci6 conjunta entre TTK i dCtBP. Donant suport a aquesta hipotesi, observen una
interaccid genetica entre dCtBP 1 TTK69, en que el fenotip mutant de TTK ¢és intensificat per
mutacions de pérdua de funci6 de dCtBP. No obstant, en assajos d’interaccid in vitro
observen que la delecio6 de la regié C-terminal de TTK no afecta la interacci6 entre dCtBP i
TTK69, mentre que la deleciéo del domini POZ I’aboleix per complet. Aixo indica que la
seqiiencia P-DLS no és essencial per a la interaccio de TTK amb dCtBP, i suggereixen que
aquesta estaria mediada per interaccions multivalents mediades entre el domini POZ i P-DLS
(Wen et al, 2000).

Murawsky et al, 2001, mitjangant un crivellatge de dos hibrids identifiquen una interaccid
positiva entre TTK69 i la subunitat ATPasa dMi-2 del complex NuRD. Aquesta interacci6 té
lloc a través d’una regié de 100 aminoacids a N-terminal del primer dit de Zn de TTK69 1
del domini C-terminal de dMi-2 (domini pel qual també interacciona amb altres repressors
com Hunchback). Consistent amb la hipotesi que TTK69 i1 dMi-2 poden formar un complex
in vivo, observen que ambdues proteines co-localitzen en algunes regions a cromosomes
politenics, i que TTK69 co-purifica amb el complex NuRD en extractes embrionaris de
Drosophila. La repercussio funcional d’aquesta interaccid s’evalua analitzant els fenotips
mutants neuronals de TTK69 al SNP, els quals poden ser augmentats per una perdua de dMi-
2, indicant que dMi-2 participa en el bloqueig de la diferenciacié neuronal mediat per TTK
(Murawsky et al, 2001).

Aquests resultats apuntarien a mecanismes de repressio de TTK69 via un reclutament del
co-repressor dCtBP i/o un reclutament de I’activitat desacetilasa 1 remodeladora de la
cromatina del complex NuRD, tot i que serien necessaris estudis més exhaustius per poder
determinar si TTK també pot reprimir a través d’altres mecanismes 1 quin és el seu mode
d’accido en cada context. D’altra banda, estudis molt recents suggereixen que TTK69
reprimiria la transcripcid per varis mecanismes independents i parcialment redundants
(Badenhorst et al, 2002). 1, de fet, el mateix treball descriu que el domini POZ de TTK pot
interaccionar amb dTAF;155 (una interaccié que ja s’havia descrit pel factor Bric a brac),
suggerint-se aquest com un mecanisme pel qual TTK podria disrompre 1’ensamblatge de la
maquinaria basal.
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L’objectiu fonamental d’aquest treball ha estat analitzar la interaccid entre les proteines
GAGA 1 TTK 1 estudiar les possibles conseqiiéncies que pot tenir aquesta interaccio en la
seva funci6 com a factors reguladors de la transcripcio. Concretament, el que ens
proposavem era:

—Determinar si GAGA i TTK poden interaccionar tant in vivo com in vitro i analitzar les
regions d’ambdues proteines responsables de la possible interaccio.

—Utilitzant un sistema de transfeccid transitoria a cél.lules SL2, evaluar la contribucio de
la possible interaccid6 GAGA-TTK en la regulacié del promotor eve stripe 2, que conté llocs

d’uni6 per a GAGA i TTK.

—Determinar el mecanisme d’actuaci6 de GAGA i TTK en la seva potencial funcid
reguladora del promotor eve stripe 2, analitzant:

(a) quins son els dominis de GAGA 1 TTK necessaris per dur a terme les seves
respectives activitats transcripcionals.

(b) quines son les regions del promotor eve stripe 2 requerides per la funcio de
GAGA 1 TTK sobre aquest promotor.

(c) com afecta la possible interacci6 GAGA-TTK a la seva uni6 al DNA.
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1. ESTUDI DE LA INTERACCIO ENTRE LES
PROTEINES GAGA i TTK

Una caracteristica comuna entre els factors de transcripcié de Drosophila GAGA 1 TTK
¢és la presencia d’un domini POZ d’interaccidé proteina-proteina que en ambdos casos es
troba situat en posicid N-terminal.

Com ja s’ha comentat a la Introduccid, els domins POZ sén motius conservats
evolutivament, sobretot en els residus que configuren el core del monomer o que estan
implicats en la interfase del dimer POZ-POZ. Aquesta conservacid suggereix que tots els
dominis POZ adopten una estructura similar a la descrita pel PLZF, i que els residus
diferencials son els que determinen les diferéncies d’especificitats 1 afinitats en les
interaccions amb altres proteines.

En el cas dels dominis POZ de GAGA i1 TTK, el grau de conservaci6 és especialment
elevat, com es pot apreciar en un alineament de seqiiencia on es comparen els POZes de
GAGA, TTK 1 PLZF (figura R.1). Concretament, la regi6 d’homologia entre els dominis
POZ de GAGA 1 TTK correspon als primers 117 residus de la seqiieéncia de GAGA (114 de
la seqiiencia de TTK) 1 mostra una identitat total del 40%.

1O 20 30 40 50 60 70
. N |
PLZF DLTKMGMIQ QNPSIP G CKAN 'LAGTLCD VT AHRT ACT KMEEI HRNSQHY
GAGA SLPMNSLYS GDYG QL 'CHGEL DgTLAAG RS 2 A HKpS FLLDWLKNTE
TTK ———MASQRFCLR NNIQSN IRz TI DV T LA VIaGQlsiBYA HK] YINT VS Hjx
100 110 120

PLZF TLDF S———PKTFQQI YATATLQAK D AAEL CLKMLETIQ
GAGA YRGEVSVD PS ORVAO CIFN Q AP TVT DDYTT
TTK IMT YRGEVSVD TAFIRRVESH SR T VNDD PSPAA

Figura R.1. Alineament de seqiiéncia dels dominis POZ de GAGA, TTK i PLZF. S’indiquen amb negreta els
residus idéntics, i amb gris els que sén similars. La matriu de similitud emprada és la Blosum 62.

125



V. Resultats i discussido

El fet que la capacitat de formar homooligomers sigui tan extesa entre les proteines amb
domini POZ ¢és forga indicatiu de que entre dominis idéntics existeix una elevada afinitat
d’interaccid. Aixo0 suggereix que com més s’assemblin dos dominis POZ, més probabilitats
hi haura de que puguin interaccionar entre ells. Donada I’elevada conservacid entre els
dominis POZ de GAGA 1 TTK, sembla doncs bastant factible pensar en una interaccio
GAGA-TTK mediada pels respectius dominis POZ.

La possibilitat d’una interacci6 heteromerica entre GAGA 1 TTK s’ha suggerit en
nombroses ocasions, 1 fins i tot en alguns casos s’ha donat per demostrada, pero en realitat
no ha arribat a ser analitzada amb detall. De fet, només els estudis de Bardwell i Treisman,
1994, aporten els primers indicis que suggereixen que GAGA i1 TTK poden formar
heterooligomers a través dels respectius dominis POZ. Concretament, a partir d’experiments
de co-traduccio6 in vitro 1 immunoprecipitacio, es va observar que una forma truncada de
GAGA contenint els primers 245 residus de la proteina (GAGA,45) era capag d’interaccionar
amb una forma truncada de TTK formada pels primers 153 residus d’aquest (TTK;s3), tot i
que aquesta interaccio tan sols es detectava quan ambdues proteines eren co-expressades
alhora, i no si es mesclaven després d’expressar-les. A més a més, les proteines truncades
utilitzades en aquests experiments contenien, a més del domini POZ, regions de longitud
significativa (127 residus per GAGA 1 38 residus per TTK) que també podrien contribuir en
la interacci6 (Bardwell i Treisman, 1994).

Amb D’objectiu de confirmar les evidéncies esmentades que suggereixen una interaccid
entre les proteines GAGA 1 TTK, en aquesta primera part del treball es va realitzar un estudi
exhaustiu de la capacitat d’aquestes dues proteines de formar heterooligdmers tant in vivo
com in vitro, 1 es van analitzar amb detall les regions implicades en la interaccio.

1.1. Experiments de co-immunoprecipitaci0 en extractes
cel.lulars de SL2

Per tal de determinar si GAGA 1 TTK poden interaccionar in vivo es varen realitzar
experiments de co-immunoprecipitacid a partir d’extractes totals de céllules SL2
transfectades amb plasmids d’expressio de les proteines GAGA-519 1 TTK69.

Seguint el protocol detallat a I’apartat 2.5 de Materials i Métodes, es van co-transfectar
cel.lules SL2 amb 15 pg de vector de sobreexpressio de GAGA (pActPPA-GAGA) 1 15 pg
de vector de sobreexpressié de TTK (pActPPA-TTK). Els extractes cel.lulars corresponents,
obtinguts al cap 48 hores, van ser immunoprecipitats amb els anticossos a-GAGA, a-TTK i
fraccid IgG de sérum preimmune, i posteriorment incubats amb Proteina A Sepharosa. Les

proteines presents en els extractes immunoprecipitats es varen analitzar per Western blot
(figura R.2).
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Figura R.2. Co-immunoprecipitacié de GAGA i TTK a SL2. A. Immunoprecipitacions dels extractes de
cel.lules SL2 sobreexpressant GAGA-519 i TTK69 amb fraccié IgG de sérum preimmune (carril 1), a-TTK
purificat per afinitat (carril 2 ) i a-GAGA purificat per afinitat (carril 3) analitzades amb sérum o-TTK fraccionat.
B. Immunoprecipitacions dels mateixos extractes amb fraccié IgG de sérum preimmune (carril 1), a-GAGA

purificat per afinitat (carril 2 ) i a-TTK purificat per afinitat (carril 3) analitzades amb sérum a-GAGA fraccionat.
Les fletxes assenyalen les posicions de TTK69, GAGA-519 i GAGA-581.

La immunoprecipitaci6 amb anticossos a-GAGA dona lloc a una precipitacid de
quantitats significatives de proteina TTK (figura R.2A, carril 3) indicant que, efectivament,
GAGA 1 TTK poden formar complexes in vivo, a cel.lules de Drosophila SL2. En aquestes
condicions, les formes de GAGA son eficientment immunoprecipitades (figura R.2B, carril
2): concretament, 1 d’acord amb amb el que ja esta descrit (Benyajati et al, 1997), GAGA
apareix en forma de dos doblets, dels quals, el de menor migraci6 electroforetica correspon a
la forma endogena de GAGA-581, mentre les especies de mobilitat més rapida corresponen a
la forma de GAGA-519 sobreexpressada de forma selectiva en aquests experiments. La no
deteccio de proteina TTK quan la immunoprecipitacio es dugué a terme en preséncia d’un
exceés de la fraccio 1gG de sérum preimmune (figura R.2A, carril 1) confirma I’especificitat
de la co-immunoprecipitacié de TTK en preséncia d’a-GAGA.

En I’experiment reciproc, els anticossos o-TTK no semblen capagos d’immunoprecipitar
GAGA (figura R.2B, carril 3), tot i que en aquestes condicions TTK immunoprecipita de
forma abundant (figura R.2A, carril 2). La no deteccié de co-immunoprecipitacié amb els
anticossos a-TTK pot ser una conseqiiencia bé de la incapacitat d’aquests anticossos de
detectar els complexes GAGA-TTK, bé de que pels epitops que reconegui de la proteina
TTK, la seva preséncia distorsioni o fins i tot arribi a trencar aquests complexes.
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1.2. Analisi de la interaccio GAGA-TTK in vitro: GST-pulldowns

Per tal de confirmar la interacci6 GAGA-TTK observada i analitzar la contribucid dels
respectius dominis POZ en aquesta, es varen realitzar assajos d’interaccid proteina-proteina
in vitro per GST-pulldowns amb formes truncades de les proteines GAGA 1 TTK. Les
construccions utilitzades vénen esquematitzades a la figura R.3A. Es destacable el fet que,
mentre a les formes APOZ tant de GAGA com de TTK se’ls ha delecionat el qué
correspondria al domini POZ estricte (122 1 115 residus respectivament), la proteina
POZgaca correspon a una forma una mica més llarga del que seria el POZ estricte, ja que
esta formada pels primers 245 residus de la proteina. Aixo és degut a que la proteina
recombinant POZ;; de GAGA no s’expressa soluble en E. coli (Dra. M.L. Espinas,
comunicacio personal).

Les proteines TTK o APOZrrx marcades amb 33S-Met es van obtenir a partir d’un sistema
de transcripcid-traduccid in vitro en lisat de reticulocits a partir dels plasmids d’expressio
corresponents (apartat 2.6.1 de Materials i métodes). L’analisi de ’eficiéncia d’aquestes
reaccions es va fer per meétodes autoradiografics i servi per donar-nos una idea de les
quantitats relatives d’ambdues proteines (figura R.3B). Per la seva banda, les diferents
versions de GAGA fusionades al péptid GST, aixi com el peptid GST sol, van ser
expressades a E. coli i purificades segons el protocol descrit a 1’apartat 2.3.2 de Materials 1
metodes. A continuacid es van immobilitzar a reina de Glutatié Sepharosa (apartat 2.6.2 de
Materials 1 metodes) i es varen analitzar les quantitats relatives en un gel SDS-PAGE (figura
R.30C).

Per realitzar ’assaig de pulldown, les reines de Glutati6 Sepharosa amb les proteines GST
unides van ser incubades amb les proteines TTK marcades amb *°S-Met. Es van fer els
rentats pertinents, i s’analitza la quantitat de proteina marcada que havia quedat retinguda a
la columna per autoradiografia (figura R.4). Es important destacar ’abséncia de senyal
obtinguda quan les proteines marcades s’havien incubat amb la proteina GST, una clara
indicacio de la manca de soroll de fons i de I’especificitat de les interaccions positives
observades (figures R.4A i B).

Els resultats obtinguts en els assajos realitzats amb la proteina TTK sencera (figura R.4A)
mostren I’existéncia d’una interaccié de TTK amb les fusions GST-GAGA o GST-POZgaga,
perd no amb la forma truncada de GAGA que ha perdut el domini POZ (GST-APOZgaca)-
Aix0 indica que el domini POZ de GAGA ¢és necessari perqu¢é GAGA i TTK puguin
interaccionar.

De forma similar, el domini POZ de TTK també sembla important per la interaccid, ja
que si a TTK se li deleciona el seu domini POZ (APOZrrk) esdevé incapa¢ d’unir-se
eficientment a GST-GAGA (figura R.4B).
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Figura R.3. Proteines utilitzades a I'assaig GST-pulldown. A. Representacié esquematica de les
construccions de GAGA i TTK emprades. APOZGAGA i APOZTTK corresponen als polipéptids sense els
primers 122 i 115 residus respectivament, mentre POZGAGA correspon a la forma de GAGA que conté els
primers 245 residus. B. Analisi de les reaccions d’in vitro transcripcio-traduccié de les proteinesTTK i APOZTTK
en un gel al 10% SDS-PAGE. El gel va ser transferit a una membrana de nitrocel.lulosa i exposat en un film
d’autoradiografia per determinar l'eficiencia de les reaccions. Cada carril correspon a 1 pL de la reaccio
indicada. C. Analisi de les proteines GST expressades en E. coli, purificades i immobilitzades a reina Glutatio
Sepharosa, en un gel 12% SDS-PAGE. A cada carril van ser carregats 10 pL de la reina indicada en cada cas.
Els carrils M corresponen als marcadors de pesos moleculars de proteines (en KDa).
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Figura R.4. Assajos GST-pulldown de la interacci6 de les proteines recombinants TTK (A) o APOZTTK
(B) amb les proteines de fusié a GST indicades en cada cas. Les linies marcades com a input corresponen

a un 20% de la proteina total incubada en les reaccions. La deteccio de les proteines marcades amb 35S-Met
es va fer per autoradiografia.

129



V. Resultats i discussido

Aixi doncs, els assajos de GST-pulldowns, a més de corroborar la interacci6 entre GAGA
1 TTK descrita en els experiments de co-immunoprecipitacid, demostren el requeriment de la
presencia dels dominis POZ tant de GAGA com de TTK perque aquesta interaccid pugui
tenir lloc.

1.3. Determinacio dels dominis responsables de la interaccio:
assaig de dos hibrids a S. cerevisiae

1.3.1. El sistema de dos hibrids

1.3.11 Descripcid del sistema de dos hibrids

L’assaig de dos hibrids €s una técnica molt eficient per detectar I’existéncia d’interaccions
proteina-proteina in vivo aixi com per analitzar I’afinitat d’aquestes interaccions.

Aquesta técnica explota el fet que els activadors transcripcionals son de natura modular.
Perque tingui lloc la transcripcid, son necessaris dos dominis fisica 1 funcionalment
diferents: un domini d’uni6 a DNA (DBD) que s’uneix a la regié promotora, i un domini
d’activacié (AD) que, per interacciéo amb la maquinaria basal (o altres mecanismes), estimula
I’activacio transcripcional. El sistema GAL4 de S. cerevisiae, I’emprat en aquest treball, es
basa en el descobriment que els dominis d’uni6 a DNA 1 d’activacio de la proteina
reguladora GAL4 poden actuar com a dominis independents, perd quan sén expressats
separadament 1 posteriorment son portats [’un a ’altre son capagos de restituir 1’activitat de
GALA4 (Brent i Ptashne, 1985).

Aixi doncs, si els dominis d’unié a DNA 1 d’activacio s’expressen de forma separada
fusionats a proteines X 1 Y respectivament, tan sols quan aquestes dues proteines
interaccionin eficientment el domini d’uni6 a DNA de GAL4 (GAL4BD) i el domini
d’activaci6 de GAL4 (GAL4AD) estaran suficientment propers com per activar la
transcripcio d’un gen marcador que contingui llocs d’unidé per GAL4 (figura R.S). La técnica
de dos hibrids permet “quantificar” d’alguna manera I’afinitat de la interacci6 entre les
proteines X 1 Y estudiades degut a que com més forta sigui aquesta interaccid, més formes
transcripcionalment competents es generaran, detectant-se en conseqiliéncia una major
activacio del gen marcador.

130



V. Resultats i discussio

A X

- GAL4-BS gen marcador -

« O
-GAL4-BS gen marcador -

Figura R.5. Representacié esquematica del sistema de dos hibrids. La proteina X esta fusionada al domini
d’uni6é a DNA de GAL4, i la proteina Y al domini d’activaciéo de GAL4. Si X i Y no interaccionen entre elles (A), la
fusi6 BDGAL4-X s’unira als llocs d'unié per GAL4 (esquematitzats com a GAL4-BS) perd no podra activar la
transcripcié del gen marcador perqué li mancara el domini d’activacié. En canvi, si X i Y interaccionen
eficientment (B), els dominis d’unié a DNA i d’activacié de GAL4 estaran suficientment propers i s’observara
una activacio de la transcripcié del gen marcador.

1.3.1.2. Components del sistema de dos hibrids

e L.a soca de llevat

La soca de Saccharomyces cerevisiae emprada per a la realitzacié de I’assaig de dos
hibrids va ser la HF7¢ (Clontech), que posseeix el segiient genotip:

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3,112, gal4-542, gal80-538,
LYS2:: GAL]UAS-GAL]TATA-HIS3, URA3:: GAL417mers(3x)'CyC]TATA'HIS3

El que és important ressaltar d’aquesta soca de cara a la realitzacié de la técnica de dos
hibrids son les auxotrofies que presenta pels aminoacids histidina, triptofan i leucina. Aixo
ens indica que la soca té els gens endogens HIS3, TRP1 i LEU2 mutats i, per tant, presenta
deficiencies metaboliques en les vies de sintesi d’aquests dos metabolits.

Aquestes deficiéncies es poden rescatar transformant aquesta soca amb els al.lels
salvatges d’aquests gens; aixi, els allels TRPI i LEU2 seran aportats pels vectors
d’expressi6 pGBT9 i pGAD424 respectivament, i utilitzats per a seleccionar els
transformants per ambdos vectors.

D’altra banda, tot i que el gen endogen HIS3 es troba disromput, la soca HF7¢ conté una
integracié d’aquest gen sota el control del promotor GALI UAS (element de resposta a
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GALA4). D’aquesta manera, HIS3 esdevé gen marcador de 1’assaig, i I’activacié d’aquest gen
es podra correlacionar amb el grau d’interaccio entre les proteines analitzades evaluant el
creixement en un medi deficient en histidina (—His).

e Els vectors d’expressio

Els vectors d’expressio utilitzats en aquest sistema foren pGAD424 1 pGBT9 (Clontech).
Els elements més interessants de pGAD424 soén la preséncia del domini activador de GAL4
(aa 768-881) 1 del gen de seleccid LEUZ; per la seva banda, al pGBT9 destaquen la preséncia
del domini d’unié a DNA de GAL4 (aa 1-147) i del gen de seleccido TRPI (figura R.6).

Ambdos vectors tenen llocs d’insercid per poder clonar les proteines d’interés en fase
amb els corresponents dominis de GAL4 i1 generar proteines de fusio de tipus GAL4BD-X o
GAL4AD-Y respectivament. L’expressié d’aquestes proteines de fusio esta sota el control
del promotor truncat ADH 1, que proporciona nivells baixos d’expressio (per tal que aquestes
proteines no alterin excessivament el metabolisme del llevat) 1 del terminador del mateix gen
ADHI.

pGAD424 pGBT9
P-ADH1 MCS P-ADH1 MCS

T-ADH1 T-ADH1
d ADgp 4 d BDcas \

\. TRP1

\. \.

Figura R.6. Vectors d’expressié de proteines del sistema de dos hibrids. pGAD424 i pGBT9 tenen el
domini d’activacié (ADGAL4) i d’'uni6 a DNA (BDGAL4) del factor de transcripci6 GAL4 sota el control del
promotor truncat ADH1 (P-ADH1) i del terminador ADH1 (T-ADH1). Ambdods vectors tenen un lloc d’insercié de
fragments de DNA (MCS) situat a 5 del terminador ADH1 que permet clonar els cDNAs que codifiquen per les
proteines d’interés en fase amb el domini d’activacié o d’unié al DNA de GAL4. Els marcadors de seleccié son
LEU2 per pGAD424 i TRP1 per pGBT?9.

1.3.2. Interaccid GAGA-TTK

Per poder analitzar amb precisio els dominis de GAGA 1 TTK implicats en la interaccio,
diferents delecions d’ambdues proteines foren clonades als vectors pGAD424 i pGBTO.
Concretament, i per no fer més complex 1’analisi posterior, totes les versions de GAGA es
varen clonar al pGBT9, i les versions de TTK al pGAD424.
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A la figura R.7A vénen representades aquestes proteines truncades: en el cas de GAGA, a
més de la proteina sencera, es varen clonar les formes corresponents a APOZgaca (sense els
primers 122 residus) o POZgaga (contenint els primers 122 residus); per TTK, i de manera
analoga, es varen clonar les regions corresponents a APOZrrx (corresponent a una delecid
dels primers 115 aminoacids) o POZrrk (amb els primers 114 residus).

Seguint el protocol detallat a I’apartat 2.7.2 de Materials i métodes, es van transformar
llevats de la soca HF7c amb els vectors de tipus pGBT9-GAGA i pGAD424-TTK i es van
seleccionar els transformants per ambddés vectors en un medi SD/~Leu—Trp. Aquests
transformants posteriorment varen ser crescuts en medi liquid i plaquejats en forma de
dilucions seriades en plaques SD/~Leu—Trp com a control positiu de creixement, i plaques
SD/-Leu-Trp—His com a mesura de I’activacid del gen marcador HIS3 en funcié de
I’existéncia o no d’una interacci6 entre les proteines expressades.

La figura R.7B mostra els resultats de 1’assaig de dos hibrids entre les proteines GAGA i
TTK. Es pot observar un creixement significatiu en medi selectiu sense histidina quan els
llevats van ser transformats amb les fusions GAL4BD-GAGA i GAL4AD-TTK, confirmant
aixi la interacci6 GAGA-TTK a c¢l.lules de S. cerevisiae. Aquesta interaccio €s estrictament
depenent de la preséncia dels dominis POZ de GAGA i de TTK: la delecié del domini POZ
de GAGA aboleix per complet la seva interacciéo amb TTK (figura R.7B, linia APOZgaga-
TTK) 1, analogament, la deleci6 del POZ de TTK impedeix que pugui interaccionar amb
GAGA (figura R.7B, linia GAGA-APOZ1k).

A més de ser essencials per a mediar la interacci6 GAGA-TTK, els domins POZ
d’aquestes dues proteines semblen ser suficients perque es pugui establir la interaccid, ja que
son capacos per ells mateixos d’interaccionar amb les proteines TTK 1 GAGA senceres
(figura R.7B, linies POZgaca-TTK 1 GAGA-POZr1k), 1 @ més interaccionen entre ells molt
fortament (figura R.7B, linia POZgaga-POZr1k).

De manera similar als resultats obtinguts en els assajos GST-pulldown, les interaccions
entre les proteines GAGA 1 TTK senceres mai arriben a ser tan fortes com quan tenen lloc
només entre els dominis POZ (comparar creixement GAGA-TTK o POZgaga-POZr1k). El
fet de que s’hagi pogut observar aquesta propietat de la interacci6 GAGA-TTK en dues
técniques molt diferents dona més suport a la idea de que els dominis POZ so6n suficients per
mediar la interaccid, mentre la resta de regions d’ambdues proteines no semblen contribuir a
estabilitzar-la.
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Figura R.7. Assaig de dos hibrids de la interacci6 GAGA-TTK. A. Representacié de les construccions
emprades a I'assaig de dos hibrids. POZGAGA i POZTTK corresponen als polipéptids que contenen els primers
122 i 114 residus de GAGA i TTK respectivament, mentre APOZGAGA i APOZTTK corresponen a les formes
proteiques sense els primers 122 i 115 residus de GAGA i TTK. Les proteines GAGA van ser clonades al vector
pGBTY, i les proteines TTK al pGAD424. B. Analisi de la interaccid. 20 uL de cultius de llevat transformats amb
les construccions indicades en cada cas van ser plaquejats en medi SD +His (esquerra) i —His (dreta) a una
densitat de 2x106 cél.lules/mL (linies 1) i a dilucions seriades 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000 (linies 2-5).

1.3.3. Interacciéo TTK-TTK

Estudis realitzats en el nostre grup (Espinas ef al, 1999) o en d’altres (Katsani et al, 1999)
demostren que els primers 122 residus de la proteina GAGA, que corresponen al domini
POZ, medien la formacié d’homooligomers de GAGA tant in vivo com in vitro, 1 que el
tipus d’oligomers formats sén dimers, tetramers i complexes d’elevat pes molecular. En
canvi, pel qu¢ fa a TTK, tot i haver-se proposat en alguna ocasi®6 que formaria
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homooligomers a través del POZ (Bardwell i Treisman, 1994), els requeriments de la
interaccio no han estat definits amb precisio.

Per tal d’analitzar aquesta interaccid TTK-TTK pel sistema de dos hibrids, es varen clonar
les formes truncades de TTK en vectors pGBT9, per aixi disposar de fusions de TTK tant
amb GAL4AD com amb GAL4BD.

L’assaig es realitza tal i com s’ha explicat per a I’analisi de la interacci6 GAGA-TTK, i es
van obtenir els resultats que es mostren a la figura R.8. Analogament al qu¢ ja s’ha descrit
per la proteina GAGA, el creixement en medi selectiu detectat quan s’utilitzen les fusions
GAL4BD-TTK i GAL4AD-TTK ens indica que TTK també pot formar homooligomers
(figura R.8, linia TTK-TTK). Aquesta interaccid6 homomerica TTK-TTK també sembla
dependre exlusivament del domini POZ: per una banda, la delecié d’aquest domini aboleix
per complet la capacitat de TTK d’interaccionar amb ell mateix (figura R.8, linia APOZyrg-
TTK), 1 per tant apareix com la regio necessaria perque esdevingui la interaccio; 1, en segon
lloc, el domini POZ de TTK sembla ser suficient per mediar ’homooligomeritzacid, ja que
pot interaccionar tant amb ell mateix com amb la proteina TTK sencera (figura R.8, linies
POZr1x-TTK i POZ11x-POZ11k).
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Figura R.8. Assaig de dos hibrids de la interaccié TTK-TTK. 20 pL de cultius de llevat transformats amb les
construccions indicades en cada cas van ser plaquejats en medi SD +His (esquerra) i —His (dreta) a una
densitat de 2x106 cél.lules/mL (linies 1) i a dilucions seriades 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000 (linies 2-5).

En resum, doncs, el conjunt d’aquests resultats indica que el domini POZ, que media la
formacié d’homooligomers GAGA-GAGA 1 TTK-TTK, és també el responsable de la
interaccid0 GAGA-TTK, detectada tant in vitro (GST-pulldowns) com in vivo (co-
immunoprecipitacions d’extractes de cel.lules SL2 1 assaig de dos hibrids a S. cerevisiae).
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2. CONSEQUENCIES FUNCIONALS DE LA
INTERACCIO GAGA-TTK: ASSAJOS
TRANSCRIPCIONALS A CEL.LULES SL2

Com s’ha comentat a la Introducci6, tant GAGA com TTK soén dos factors de transcripciod
de Drosophila que contribueixen de manera essencial en la regulacié de I’expressid genica
durant el desenvolupament embrionari, tot i que no es coneixen amb detall els mecanismes
moleculars de la seva accid (veure apartats 2.2 i 2.3). El fet d’haver observat que aquestes
dues proteines puguin interaccionar, suggereix que una associaci6 GAGA-TTK en
determinats estadis de I’embriogeénesi podria tenir repercussions funcionals importants en el
seu paper com a factors reguladors de la transcripcio.

En aquesta segona part del treball es va analitzar la possible contribucié de la interacciod
GAGA-TTK en la regulacié transcripcional. El context escollit fou el promotor d’even-
skipped, un gen “pair-rule” en la regulacié del qual semblaria que GAGA i1 TTK hi podrien
participar, GAGA positivament, i TTK negativament. Per tal de realitzar aquest estudi, es
posa a punt un assaig transcripcional a cél.lules SL2 en qué es pogués determinar ’activitat
promotora d’eve en resposta a la sobreexpressié de GAGA i/o TTK.

2.1. El promotor d’even-skipped

2.1.1. Regulacio de I’expressio d’even-skipped

Even-skipped (eve) és un gen “pair-rule” primari que té un paper regulador clau en la
segmentacié de I’embrid durant els primers estadis del desenvolupament de Drosophila. Eve
apareix a I’estadi 12 de 1’embriogenesi (embrions de 2 hores) en forma d’una sola banda
ampla que cobreix la major part de I’embrio, 1 no és fins a I’estadi 14 (blastoderm cel.lular)
que s’expressa en el caracteristic patrd de 7 bandes o stripes transversals al llarg de I’eix
antero-posterior de I’embrid. Durant la fase de gastrulaci6, cadascuna d’aquestes bandes es
divideix en dos, resultant en un patr6 de 14 bandes que acaben desapareixent durant
I’extensi6 de la banda germinal. A estadis més tardans de 1’embriogenesi, even-skipped
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s’expressa d’una forma més localitzada en cél.lules precursores neuronals (MacDonald et al,
1986; Frasch et al, 1987).

L’expressio d’even-skipped en els primers estadis de 1’embriogeénesi té dos programes
diferents de regulacio, primerenc i tarda, regulats per dues classes diferents d’elements
reguladors al promotor d’eve. Els elements “primerencs” o early (E) son especifics de banda
1 dirigeixen ’expressio inicial de cadascuna d’aquestes en el blastoderm cel.lular. En canvi,
I’element “tarda” o late (L), responsable de I’expressiéo d’eve durant la gastrulacid per tal
d’aconseguir un refinament de les bandes, és un sol element “multistripe” que regula
I’expressio de les 7 bandes. Els elements early responen als gens “gap” hunchback, Kriippel,
giant, tailless, knirps 1 al morfogen bcd, mentre I’element late respon als gens “pair-rule”
hairy, runt, paired 1 al mateix even-skipped, el qual exerceix un paper autoregulador positiu
de la seva expressio en aquests estadis tardans (Goto et al, 1989).

A més a més, existeixen evidéncies que suggereixen que els factors de transcripcid
GAGA i TTK també¢ participarien en el control de I’expressio d’eve: GAGA, pel fet d’haver-
li identificat multiples llocs d’uni6 a la regi6 situada immediatament a 5° del lloc d’inici de
transcripcio, s’ha proposat que podria tenir un paper positiu en la regulacié de 1’expressio
d’eve (Read et al, 1990); en canvi, TTK ha estat descrit com un repressor d’eve, ja que a més
de tenir varis llocs d’uni6 al llarg del promotor, aboleix el patré d’expressido de 7 bandes
caracteristic d’eve quan és sobreexpressat ectopicament (Read et al, 1992, Brown i Wu,
1993).

Tot 1 que inicialment s’havia definit el promotor d’even-skipped com la regié d’unes 7
kpb situada upstream del lloc d’inici de transcripcio, estudis recents han evidenciat que tots
els elements reguladors de I’expressié d’eve estan localitzats en una regié de 15.6 kpb que
s’extén entre —6.4 1 +9.2 kpb respecte I’inici de transcripcid (Sackerson ef al, 1999).

Aixi, ’expressio de les bandes 1 1 5 esta regulada per elements situats en una regid
compresa entre +4.8 1 +8.4 kpb, i I’expressio de les bandes 4 i 6 esta dirigida per elements
localitzats entre les posicions +4.8 1 +6.6 kpb. A més a més, s’ha pogut observar que la regio
3’UTR d’eve controla els nivells d’aquesta proteina en cel.lules neuronals (Fujioka et al,
1999).

Dr’altra banda, els elements situats entre les posicions —6.4 kpb i +1 pb inclouen: la regio
reguladora de la banda 2 (eve stripe 2) entre les posicions —1700 i +1 pb; I’element que
dirigeix 1’expressi6 de les bandes 3 i 7 entre les posicions —3.8 1 —2.9 kpb; i 1’element
regulador /ate entre les posicions —5.9 1 —5.2 kpb (figura R.9). Convé esmentar que en aquest
darrer element s’hi ha definit una regié de 200 pb anomenada Minimal autoregulatory
sequence (MAS) responsable de mediar 1’autoregulacié d’eve; aquesta regi6 conté, a més de
llocs d’unid per la proteina Even-skipped, llocs d’uni6 tant per GAGA com per TTK, els
quals s’ha suggerit que podrien actuar intensificant la resposta autoreguladora d’eve al llarg
de la gastrulacio6 (Jiang ef al, 1991).
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Figura R.9. Representaciéo esquematica de la regié reguladora del gen even-skipped (eve) compresa
entre —6.4 kpb i el lloc d’inici de transcripcié. Els elements reguladors de les bandes 2, 3 i 7, aixi com els de
les 1, 4, 5 i 6 situades més enlla de l'inici de transcripcid, dirigeixen I'expressié de cadascuna d’aquestes
bandes a I'etapa de blastoderm cel.lular, mentre I'element /ate controla I'expressié de les 7 bandes d’eve durant
I'etapa de gastrulacié.

2.1.2. El promotor eve stripe 2

El promotor eve stripe 2 es va definir a partir d’estudis realitzats amb mosques
transgeéniques com la regio de 1.7 kpb situada immediatament anterior al lloc d’inici de
transcripcid que era suficient per dirigir I’expressiéo d’un gen marcador LacZ en els limits de
la banda 2 (Harding et a/, 1989).

Estudis posteriors van acotar I’element regulador minim capag¢ de conduir I’expressio de
la banda 2, essent una regi¢ de 480 pb situada entre les posicions —1.5 i —1.1 kpb que rebé el
nom de Minimal stripe element (MSE). Aquest element conté un total de 12 llocs d’uni6 pels
productes dels gens bicoid (bcd), hunchback (hb), giant (gt) 1 Kriippel (Kr) que en alguns
casos es troben solapats (figura R.10) i, de fet, diferents aproximacions genétiques
suggereixen un paper clau d’aquests quatre gens en I’inici de I’expressié de la banda 2
(Small et al, 1992). Concretament, s’ha proposat que les proteines Bicoid i Hunchback
actuarien sinergisticament per activar 1’expressio de la banda 2 en estadis primerencs de
I’embriogénesi. Els limits d’aquesta banda estarien definits per la repressid selectiva del
producte del gen giant en regions anteriors i de Kriippel en regions posteriors de 1’embrio,
els quals s’ha proposat que actuen per un mecanisme de quenching segons el qual la seva
unidé a llocs solapats o molt propers als de Bed i Hb interfereix en ’activitat d’aquests
activadors; consistent amb aquesta hipotesi, s’ha pogut observar que és necessaria la uni6 al
DNA d’aquests dos factors per la seva activitat repressora (Small et al, 1991).

No obstant, existeixen evidéncies experimentals que postulen que I’activacio sinergistica
mediada per Bicoid i Hunchback és de fet “promiscua”, podent ser la seva funcio substituida
per altres activadors. Aix0 duu a pensar que, de fet, I’expressio de la banda 2 d’eve tan sols
requereix la unié de suficients dominis d’activacié que puguin actuar cooperativament per
estimular la transcripcié (Arnosti et al, 1996).
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Tal i com ja s’ha comentat a la Introduccid (veure apartats 2.2.2.3 1 2.3.3.1) al llarg de la
regid promotora eve stripe 2 s’han descrit llocs d’uni6 putatius per a GAGA i TTK, tot i que
els Gnics que estan ben establerts com a tals estan situats a la regié compresa entre les
posicions —400 i1 +1 pb (figura R.10). En extractes nuclears preparats a diferents estadis del
desenvolupament embrionari, s’ha pogut determinar que [’activitat d’uni6 de GAGA a
aquesta regi6 ¢és constant al llarg de I’embriogénesi, 1 per aixo s’ha suggerit que el seu paper
com a activador transcripcional estaria regulat per altres factors en els diferents estadis del
desenvolupament de 1’embri6. En canvi, la uni6 de TTK varia d’acord amb el seu patrd
d’expressiod, observant-se una maxima activitat d’unio en els extractes preparats entre les 5 i
15 hores després de la fertilitzacié (Read et al, 1990).

Aquesta presencia de llocs d’unid per a GAGA i1 TTK al promotor eve stripe 2, aixi com
els ja descrits efectes d’expressid ectopica de TTK en el patrd d’expressié d’eve o la possible
funci6 de GAGA com a regulador d’eve, suggereixen que GAGA i1 TTK tenen papers
importants en controlar la correcta expressid d’even-skipped. El promotor eve stripe 2
apareix, aixi doncs, com un context adequat per estudiar la possible contribucié de la
interaccid GAGA- TTK en la regulacio transcripcional.

o Bicoid @ TTK®
promotor O Hunchback@ 0)
eve stripe 2
+1
MSE
-1759 pb
-1550 -1070 -400

Figura R.10. Representacié esquematica del promotor eve stripe 2. S’indiquen els llocs d’'unié per als
productes dels gens bicoid, hunchback, giant i Kriippel a I'element MSE (minimal stripe element), aixi com els
llocs d’unié de GAGA i TTK que principalment es concentren a la regié més proximal del promotor.

2.2. Estudi de I’efecte de la sobreexpressio de GAGA i TTK en
Pactivitat del promotor eve stripe 2

Per poder analitzar els efectes de GAGA 1 TTK sobre I’activitat del promotor eve stripe 2
es va posar a punt 1’assaig transcripcional a cel.lules de Drosophila SL2 (veure apartat 2.8.3
de Materials i métodes). Es realitzaren transfeccions transitories d’un plasmid amb la regio
promotora eve stripe 2 fusionada al gen marcador luciferasa (pGL3-eve) amb quantitats
creixents de plasmids de sobreexpressio de les proteines GAGA /o TTK (pActPPA-GAGA,
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pActPPA-TTK) i un plasmid control de transfeccié amb expressid constitutiva del gen -
galactosidasa (pCMV-BGal). Aixi, ’activitat luciferasa present a I’extracte normalitzada
respecte ’activitat B-galactosidasa es pogué correlacionar amb 1’activitat transcripcional del
promotor eve stripe 2 en resposta a la sobreexpressio de GAGA 1/o0 TTK. A cada experiment,
pero, aquests valors d’activitat luciferasa foren a la vegada normalitzats respecte I’activitat
basal del promotor eve stripe 2 determinada en abséncia de cap proteina sobreexpressada;
aixo0 ens permeté representar 1’activitat del promotor amb GAGA 1/o0 TTK en relacié amb la
seva activitat transcripcional basal, 1 poder fer comparables experiments diferents.

A la figura R.11 es mostren els efectes de la sobreexpressi6 de GAGA i/o TTK en
I’activitat del promotor. Els nivells d’expressio de les proteines es van determinar per
Western blot a partir dels extractes corresponents (figura R.12).
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Figura R.11. Estudi de I’efecte de la sobreexpressiéo de GAGA i/o TTK en l'activitat del promotor eve
stripe 2. Es van transfectar cél.lules SL2 amb 7 pg de plasmid pGL3-eve (format per la fusié entre el promotor
eve stripe 2 i el gen marcador luciferasa) i les quantitats indicades de plasmids pActPPA sobreexpressant
GAGA (A) o TTK (C), o bé 4 ng de vector pActPPA-GAGA amb quantitats creixents de plasmid pActPPA-TTK
(B). Les activitats luciferasa es van mesurar com s’ha especificat a Materials i métodes (2.8.3), i van ser
normalitzades respecte I'activitat basal del promotor eve stripe 2 determinada en preséncia del plasmid buit
pActPPA (és a dir, sense sobreexpressar proteina). Les dades representades corresponen a la mitjana de
quatre experiments independents.
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Figura R.12. Analisi per Western blot dels nivells de sobreexpressié de GAGA i TTK en els experiments
de transfeccié indicats a la figura R.11. Es va analitzar la sobreexpressié de GAGA i TTK en transfectar
quantitats creixents del plasmid pActPPA-GAGA (A), o pActPPA-TTK (C) respectivament, aixi com la
sobreexpressio de GAGA (B) i TTK (D) en co-transfectar quantitats creixents del vector pActPPA-TTK en
presencia de 4 ug de pActPPA-GAGA. A cada carril es van carregar 50 uL d’extracte cel.lular provinent d’'una
transfeccid amb les quantitats de plasmids d’expressié indicats. La deteccié de les proteines GAGA i TTK
sobreexpressades es va fer amb els sérums o-GAGA (A, B) o o-TTK (C, D) fraccionats. Els carrils M
corresponen als marcadors de pesos moleculars de proteines (en KDa).

Com es pot observar a la figura R.11A, la sobreexpressi6 de GAGA resulta en una
activacio significativa del promotor eve stripe 2 d’una forma depenent de dosi: 1’activitat
luciferasa augmenta a mida que s’incrementa 1’expressi6 de GAGA fins a una maxima
activacio d’unes 15 vegades quan es transfecten 4-6 ug del vector de sobreexpressio de
GAGA. L’analisi per Western blot dels extractes de les cel.lules transfectades en aquest
experiment permeté corroborar que la transfeccid de quantitats creixents del plasmid de
sobreexpressid0 de GAGA es tradueix en un increment dels nivells de sobreexpressio
d’aquesta proteina (figura R.12A). Aquests resultats indiquen que GAGA ¢és capag
d’estimular la transcripci6 del promotor eve stripe 2.

L’activacio del promotor eve stripe 2 en transfectar 4 pg del plasmid d’expressié de
GAGA ¢és reprimida eficientment per una sobreexpressio de TTK (figura R.11B): en
presencia de 0.5 pg de plasmid pActPPA-TTK [D’activitat luciferasa es redueix de forma
drastica, i amb tan sols 2 pug de vector aquesta activitat assoleix els nivells basals. En aquest
experiment, i tal com ens mostren els analisis per Western blot corresponents als extractes de
les cel.lules transfectades en aquest assaig (figura R.12B i D), els nivells de sobreexpressio
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de GAGA no es redueixen en sobreexpressar TTK. Per tant, el decrement observat en
I’activitat luciferasa quan es sobreexpressa TTK reflecteix la repressié del promotor eve
stripe 2 1 no una disminucio6 de I’expressi6 de GAGA.

Dr’altra banda, quan TTK és sobreexpressat en abséncia de GAGA (veure figura R.12C)
no es detecten canvis significatius en I’activitat luciferasa, indicant que TTK per ell mateix
no afecta I’activitat basal del promotor eve stripe 2 (figura R.11C).

En resum, doncs, aquests resultats indiquen, per una banda, que GAGA ¢és capag d’activar
el promotor eve stripe 2, i per 1’altra que TTK reprimeix I’activacié depenent de GAGA del
promotor perd no la seva activitat basal, la qual cosa suggereix que aquesta repressid €s
deguda a la interacci6 directa GAGA-TTK. L’analisi dels dominis de GAGA i TTK
necessaris per observar I’efecte descrit confirma aquesta hipotesi (veure apartats 2.3 i 2.4).

A continuaci6 es va analitzar si I’efecte repressor de TTK sobre 1’activacid depenent de
GAGA era exclusiu del promotor d’eve. Diferents estudis de transfeccido a cél.lules SL2
realitzats al nostre laboratori demostren que el promotor 5xGAL4Asp70UAS, que conté 5
llocs d’unié per GAL4 inserits a 5° del promotor minim hsp70 de Drosophila, és
eficientment activat per GAGA, amb uns nivells d’activacio forca similars als observats pel
promotor eve stripe 2 (de fet I’activaci6 de GAGA no requereix els llocs GAL4, i només
depén del promotor minim del gen Asp70). Aquest resultat, que a més esta d’acord amb
estudis anteriors que apuntaven a un paper clau de GAGA en I’activacid del gen hsp70
(veure apartat 2.2.3.2 de la Introducci6), ens proporciona un nou context on poder evaluar la
capacitat de TTK de reprimir una activacié mediada per GAGA.

Es varen realitzar assajos de transfecci6 a SL2 amb el plasmid reporter pGL3-
5xGAL4hsp70UAS 1 quantitats creixents de plasmid de sobreexpressié de TTK en preséncia
de 4 pg de plasmid de sobreexpressio de GAGA. Els resultats es mostren a la figura R.13, on
s’observa que TTK ¢és capa¢ de reprimir eficientment aquest promotor heteroleg
5xGAL4hsp70UAS activat per GAGA: en preseéncia de 0.5 pug de vector de sobreexpressio
de TTK s’observa una reducci6 significativa de I’activitat luciferasa present a 1’extracte, i

amb 2-4 pg de vector aquesta activitat €s fins i tot inferior a la dels nivells basals.

Aquest resultat indica que la repressid per TTK sobre I’activacié de GAGA no esta
limitada al context del promotor eve, sind que també pot tenir lloc en altres promotors que
puguin ser activats per GAGA, suggerint que 1’accié d’ambdoés factors podria contribuir
activament en la regulacio de 1’expressio de nombrosos gens de Drosophila.
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Figura R.13. Analisi de la funcié repressora de TTK en el context del promotor 5xGAL4hsp70UAS. Es
varen transfectar cel.lules SL2 amb 5 ug de plasmid pGL3-5xGAL4hsp70UAS (format per la fusié entre el
promotor 5xGAL4hsp70UAS i el gen marcador luciferasa) i quantitats creixents de vector de sobreexpressio de
TTK en preséncia de 4 ug de plasmid de sobreexpressié de GAGA. Les dades representades corresponen a la
mitjana de tres experiments independents.

2.3. Analisi de la contribucio dels dominis POZ de GAGA i TTK
a la repressio per TTK de I’activacio depenent de GAGA

Per tal de determinar si la repressié observada era deguda a la interaccid6 GAGA-TTK o bé
era deguda a efectes indirectes, es va estudiar quina era la contribucid dels dominis POZ de
GAGA 1 TTK en aquesta repressi6. Per aquesta rad, es varen construir vectors de
sobreexpressio de les proteines GAGA 1 TTK a les quals se’ls hi havia delecionat els
respectius dominis POZ, i es va analitzar la capacitat d’aquestes delecions de reproduir
I’efecte observat per les proteines GAGA i TTK senceres.

2.3.1. Estudi de la contribuci6 del domini POZ de TTK: la proteina APOZrrx

Amb I’objectiu d’evaluar la capacitat repressora de la proteina truncada APOZrrk, a la
qual se li han delecionat els primers 115 residus corresponents al domini POZ (figura
R.14A), es van efectuar assajos transcripcionals a SL.2 co-transfectant quantitats creixents
del plasmid de sobreexpressi6 de APOZrrg juntament amb 4 upg del plasmid de
sobreexpressio de GAGA i1 7 pg del reporter pGL3-eve.

Els resultats, representats a la figura R.14B, mostren que la sobreexpressio de APOZrx
no interfereix en 1’activacid del promotor eve stripe 2 depenent de GAGA: els nivells
d’activitat luciferasa que s’assoleixen en només transfectar el plasmid pActPPA-GAGA no
varien significativament quan alhora es co-transfecten de 0.5 a 4 pg de plasmid de
sobreexpressio de APOZrrk. Aixo indica que en abséncia del domini POZ, TTK és incapag
de reprimir el promotor eve stripe 2 activat per GAGA, i que per tant el POZ de TTK ¢és
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essencial per la seva activitat repressora. Aix0 donaria suport a la hipotesi formulada
anteriorment segons la qual la interacci6 GAGA-TTK té un paper fonamental en la repressio
per TTK.
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Figura R.14. Analisi de la contribucié6 del domini POZ de TTK en la repressio. A. Representacid
esquematica de la delecié6 APOZTTK emprada en aquest experiment comparada amb la proteina TTK sencera.
B. Activitat luciferasa detectada en extractes de cél.lules SL2 transfectades amb 7 pg de plasmid pGL3-eve, 4
ng de plasmid pActPPA-GAGA i les quantitats indicades del plasmid de sobreexpressid de APOZTTK. Les
dades representades corresponen a la mitjana de tres experiments independents. C. Analisi per Western blot de
la sobreexpressio de APOZTTK a cél.lules SL2. A cada carril es van carregar 50 pL d’extracte provinent d’una
transfeccié amb les quantitats de plasmids de sobreexpressié indicats. La deteccié de la sobreexpressié de
APOZTTK es va fer amb sérum a-TTK fraccionat. El carril M correspon al marcador de pes molecular de
proteines (en KDa).

No obstant, es volgué descartar la possibilitat de que la no deteccid de repressid en co-
transfectar APOZrrx fos deguda a una minsa expressio d’aquesta proteina o bé a que no es
pogués localitzar correctament a nucli, per la qual cosa s’analitza amb detall la seva
sobreexpressio.

En primer lloc, s’analitzaren per Western blot els extractes corresponents a les cel.lules
transfectades amb el vector pActPPA-APOZrk, on es va poder constatar que els nivells de
sobreexpressié de APOZrrk en els experiments descrits son equivalents als nivells amb que
es sobreexpressa la proteina TTK sencera en assajos de transfecci6 similars (figura R.14C,
comparar amb la figura R.12C i D).
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Figura R.15. Immunolocalitzacié de TTK i APOZTTK a ceél.lules SL2 no transfectades (A), transfectades amb
5 ug de plasmid de sobreexpressié de TTK (B) o transfectades amb 5 ug de plasmid de sobreexpressio de
APOZTTK (C). La impactacié i tractament de les cél.lules es va fer tal i com s’especifica a I'apartat 2.8.4 de
Materials i métodes. La senyal vermella correspon a la tincié amb o-TTK purificat per afinitat i la blava a la tincié
amb DAPI, que serveix com a indicacioé de la posici6 del nucli. Amb la sobreposicio de les senyals de TTK i del
DNA (imatges dreta) es pot apreciar un enorme increment de les proteines TTK o APOZTTK sobreexpressades
al nucli de les ceél.lules que han estat transfectades. La tincié d’aquestes cel.lules amb sérum preimmune no
dona cap senyal.
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I en segon lloc, 1 per tal de determinar si APOZrrk sobreexpressat localitza correctament a
nucli, es realitzaren immunolocalitzacions a cél.lules SL2 bé no transfectades, bé
transfectades amb els vectors de sobreexpressio per TTK o APOZrrk (figura R.15). Aquestes
cel.lules foren tenyides simultaniament amb a-TTK purificat per afinitat i amb DAPI, i la
deteccio es féu per fluorescencia (apartat 2.8.4 de Materials 1 métodes). A la figura R.15A,
corresponent a les cel.lules SL2 no transfectades, s’observa que la localitzacié de TTK
endogen queda restringida al nucli. D’altra banda, quan es sobreexpressen TTK (figura
R.15B) 0 APOZ1k (figura R.15C) es detecta una senyal molt intensa al nucli de les c¢l.lules
transfectades. En aquestes imatges és important tenir en compte que la intensitat de la senyal
corresponent a TTK endogen es troba reduida considerablement respecte les imatges
corresponents a les cel.lules sense transfectar (figura R.15A). Aix0 ens esta indicant, en
primer lloc, que la sobreexpressié de TTK 1 APOZrrk té lloc a uns nivells elevadissims; i en
segon lloc, que la localitzaci6 d’aquestes proteines sobreexpressades €s completament
nuclear.

Aixi doncs, la manca del domini POZ no sembla afectar ni 1’expressié de APOZrk ni la
seva localitzacid nuclear i, per tant, 1’abséncia d’efecte sobre 1’activacié depenent de GAGA
es pot atribuir al paper que exerceix aquest domini en la funcid repressora de TTK.

2.3.2. Estudi de la contribucio del domini POZ de GAGA

2.3.2.1 La proteina APOZs 454

Per tal d’evaluar la contribucié del domini POZ de GAGA a la repressio per TTK, es
volgué analitzar la capacitat de TTK de reprimir una activaci6 mediada per la proteina
APOZgaga, a la qual 1i falten els primers 122 residus corresponents al domini POZ.
Experiments de transcripcié in vitro en extractes de HeLa realitzats al nostre laboratori
havien demostrat que aquesta forma truncada de GAGA era capag d’activar la transcripcio,
tot i que d’una forma menys eficient que la proteina sencera perque no pot multimeritzar i
per tant no pot activar d’un mode sinérgic (Espinas ef al, 1999).

No obstant, en el nostres assajos transcripcionals a cel.lules SL2, la proteina APOZgaca
apareix incapa¢ d’estimular la transcripcid del promotor eve stripe 2 (figura R.16A,
comparar amb [’activacié amb GAGA sencera), tot i expressar-se de forma eficient a SL2
(figura R.16B) i disposar d’evidéncies experimentals que indicarien que es pot unir al DNA:
per una banda, sabem que APOZgaga recombinant s’uneix al DNA in vitro, encara que no
ho pot fer d’un mode cooperatiu quan hi ha llocs d’unié en nombre multiple pel fet de no
poder oligomeritzar (Espinds et al, 1999); i per altra banda, experiments de transfeccid a SL.2
similars als realitzats en aquest treball demostren que la sobreexpressid6 de APOZgaca
reprimeix quasi tan eficientment com la proteina GAGA sencera el promotor de 77/, una
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repressié que com ja s’ha comentat anteriorment sembla dependre de la unié de GAGA a
aquest promotor (Kosoy et al, 2002).

Aquesta aparent contradicci6 entre els resultats in vitro 1 a cel.lules SL2 sobre la capacitat
transactivadora de la proteina APOZgaca €s podria atribuir a que els dos sistemes utilitzats
son diferents, no només en el metode d’analisi, sind també en el promotor emprat, la forma
de la proteina utilitzada (en els estudis in vitro es va utilitzar una forma de APOZgaga a la
qual li mancaven els primers 245 residus de la proteina) i, encara més important, en el fet
que en els assajos transcripcionals in vitro s’utilitzava un extracte nuclear de cel.lules HeLa,
mentre que els nostre assajos de transcripcid s’han realitzat a partir de cél.lules de
Drosophila SL2.
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Figura R.16. Estudi de I'activitat transcripcional de la proteina APOZGAGA en assajos de transfeccio a
cel.lules SL2. A. Activitat luciferasa detectada en extractes de cél.lules SL2 transfectades amb 7 ug de plasmid
pGL3-eve i les quantitats indicades de plasmids pActPPA sobreexpressant GAGA o APOZGAGA. Els resultats
de GAGA corresponen als experiments representats a la figura R.11A, i els de APOZGAGA soén el promig de
tres experiments independents. B. Analisi per Western blot dels nivells de sobreexpressié de APOZGAGA. A
cada carril es van carregar 50 pL d’extracte de cél.lules SL2 provinent d'una transfeccié amb les quantitats de
plasmid de sobreexpressio de APOZGAGA indicats. La deteccid dels nivells de sobreexpressié de APOZGAGA

es va fer amb serum o-GAGA fraccionat. El carril M correspon al marcador de pes molecular de proteines (en
KDa).

148



V. Resultats i discussio

En qualsevol cas, el fet que APOZgaga no pugui activar la transcripcid en els nostres
assajos transcripcionals a SL2 impedi, en definitiva, que es pogués evaluar d’una manera
directa la contribucié del domini POZ de GAGA en la repressié per TTK. Aixo féu que
s’hagués de recorrer a un sistema heteroleg.

2.3.2.2. El sistema heterdleg GAL4Q/POZs454GAL4Q

Estudis realitzats al nostre laboratori han demostrat que el domini C-terminal ric en
glutamines de GAGA (domini Q), essencial per la funci6 activadora de GAGA, ¢és un domini
autonom que manté les seves propietats quan es troba fusionat a altres dominis d’uni6 a
DNA (Vaquero et al, 2000). Aixi, la proteina heterologa GAL4Q, formada per la fusi6 entre
el domini Q i el domini d’unié a DNA de GALA4, pot estimular la transcripcié del promotor
5xGAL4-hsp70UAS, que conté 5 llocs d’unié per GAL4 a 5’ del promotor minim del gen
hsp70 de Drosophila.

La figura R.17A mostra els resultats d’assajos transcripcionals a SL2 on s’han co-
transfectat 5 ug de plasmid reporter pGL3-5xGAL4hsp70UAS i quantitats creixents de
plasmid de sobreexpressio de GAL4Q, on s’observa una maxima activacié de fins a 2 a 3
vegades respecte els nivells basals quan es transfecten entre 1-4 pg de vector de
sobreexpressio de GAL4Q.

Per la seva banda, la proteina POZgacaGAL4Q, que conté el domini POZ de GAGA
fusionat a GAL4Q, activa la transcripcié del promotor 5xGAL4Asp70UAS a uns nivells
similars als observats per GAL4Q, tot i que en aquest cas la maxima activacid es detecta en
transfectar 8 pg de vector de sobreexpressio (figura R.17C).

En aquest context, la sobreexpressio de TTK no interfereix en 1’activacid promoguda per
GAL4Q (figura R.17B), perd0 en canvi reprimeix la transcripci6 del promotor
5xGAL4hsp70UAS quan és activat per POZgagaGAL4Q (figura R.17D). De fet, TTK
reprimeix POZgacaGAL4Q tan eficientment com ho fa amb GAGA: amb 0.5 pg de vector
de sobreexpressio de TTK ja es detecta un significatiu efecte sobre ’activacié deguda a
POZsacaGAL4Q, 1 amb 1-2 pg de vector la repressio €s total.

Per tant, GAL4Q esdevé reprimible per TTK quan té el domini POZ de GAGA fusionat a
N-terminal de la proteina. Aixo demostra que la repressio per TTK de I’activacié depenent
de GAGA requereix la preséncia d’ambdos dominis POZ, donant més arguments a favor
d’un mecanisme de repressié que implica una interaccio6 directa entre GAGA i TTK.
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Figura R.17. Estudi de la contribucié del domini POZ de GAGA en la repressio per TTK en el context del
promotor 5xGAL4hsp70UAS. Es van mesurar les activitats luciferasa d’extractes de ceél.lules SL2 co-
transfectades amb 5 pg del plasmid reporter pGL3-5xGAL4hsp70UAS i les quantitats indicades de plasmids
pActPPA sobreexpressant GAL4Q (A) o POZGAGAGAL4Q (C). Amb el mateix plasmid reporter, es van
transfectar quantitats creixents de vector de sobrexpressié de TTK en preséncia de 2 pg de vector de
sobreexpressido de GAL4Q (C) o 8 pg de vector de sobreexpressio de POZGAGAGAL4Q (D). Les dades
representades corresponen a la mitjana de sis experiments independents.

2.4. Caracteritzacio dels dominis de TTK implicats en la
repressio

Havent observat que la repressié del promotor eve stripe 2 per TTK depen de la seva
activacio per GAGA 1 requereix la preséncia dels dominis POZ de GAGA 1 TTK, es va voler
analitzar quins altres dominis de la proteina TTK contribueixen a la seva funci6 repressora,
aixi com si el domini POZ de TTK actua com a domini repressor per si mateix
independentment del context on es trobi. Per aquesta rad, es varen construir vectors de
sobreexpressid de diferents formes de la proteina TTK, els quals van ser co-transfectats a
cel.lules SL2 juntament amb el vector de sobreexpressié de GAGA 1 el reporter pGL3-eve
amb ’objectiu d’evaluar-ne la seva actvitat repressora.
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2.4.1. La proteina ATTKS580

Com s’ha comentat a la Introduccio, TTK69 conté, a la regiéo C-terminal de la proteina
(aa 591-595), una seqiiéncia consens P-DLS d’uni¢ al co-repressor dCtBP. Tot 1 que estudis
d’interaccié in vitro suggereixen que la unié de TTK a dCtBP estaria mediada principalment
pel domini POZ, s’ha observat que la delecié del motiu P-DLS comporta una pérdua de
’activitat repressora de TTK en el desti neuronal (Wen et al, 2000), amb la qual cosa s’ha
suggerit que, tot i no ser essencial, aquesta seqiiéncia contribuiria activament a estabilitzar la
interacci6 entre TTK 1 el co-repressor dCtBP.

Amb I’objectiu de determinar si aquest motiu P-DLS també participa en la funcio
repressora de TTK sobre el promotor eve stripe 2 activat per GAGA, es van realitzar assajos
transcripcionals a SL2 co-transfectant quantitats creixents del plasmid de sobreexpressio de
la proteina ATTK580, que conté una delecio de la regié C-terminal de TTK a partir del
residu 580 (figura R.18A), juntament amb 4 pg del plasmid pActPPA-GAGA i1 7 pug del
reporter pGL3-eve.

Tal 1 com es mostra a la figura R.18B, la sobreexpressi6 de ATTKS580 reprimeix la
transcripcio del promotor eve stripe 2 activat per GAGA tan eficientment com ho fa la
proteina TTK sencera (veure figura R.11B): en preséncia de 0.5 pg de vector pActPPA-
ATTKS80 I’activitat luciferasa ja davalla considerablement, i amb tan sols 1-2 pg de vector
aquesta activitat assoleix els nivells basals.

Aquests resultats indiquen que la regié C-terminal de TTK, que conté la seqiiéncia
consens P-DLS d’uni6 a dCtBP, no és necessaria per una eficient repressié per TTK de
I’activaci6 del promotor eve mediada per GAGA.

2.4.2. La proteina POZ1rx

Havent observat que el domini POZ de TTK és necessari per la repressio i que la delecio
de la regié C-terminal no té cap efecte en 1’activitat repressora de TTK sobre 1’activacio
depenent de GAGA del promotor eve, el segiient pas fou analitzar si el POZ de TTK ¢és per si
mateix suficient per reprimir. Per aix0o es va assajar la capacitat repressora de la forma
truncada POZrrk, que conté només els primers 114 residus de la proteina (figura R.18A).

Els resultats d’aquest assaig vénen representats a la figura R.18C, on es pot apreciar que
la proteina POZyrx per si sola és capa¢ de promoure una significativa repressio de
I’activaci6 mediada per GAGA. No obstant, la repressi6 només s’observa quan es co-
transfecten quantitats relativament altes del corresponent vector d’expressié (=2 pg), mentre
que amb les proteines TTK o ATTKS580, amb 0.5 pg de vector ja es detecta una forta
repressio (figures R.11B i R.18B).
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Figura R.18. Analisi de la capacitat repressora de les proteines ATTK580 i POZTTK. A. Representacio
esquematica de les delecions ATTK580 i POZTTK emprades en aquest experiment comparades amb la
proteina TTK sencera. Les cél.lules SL2 van ser transfectades amb 7 pg de plasmid pGL3-eve, 4 ug de plasmid
pActPPA-GAGA i les quantitats indicades dels plasmids de sobreexpressié de ATTK580 (B) o POZTTK (C). Les
dades representades corresponen a la mitjana de tres experiments independents.

Tenint en compte que a la proteina POZrrx li manquen les tres putatives senyals de
localitzacié nuclear de TTK (estan situades entre els dominis POZ 1 d’uni6 a DNA, veure
figura I.11), podria ser que aquest requeriment de quantitats més elevades de vector de
sobreexpressio de POZrrk per poder observar un efecte repressor significatiu fos degut a que
la proteina truncada POZrrk no es localitzés correctament al nucli.

Es procedi doncs a analitzar els nivells de sobreexpressié de POZryk, perd degut a que
I’anticos a-TTK no reconeix de manera eficient el domini POZ sol, en aquest cas no es va
poder realitzar per Western blot o immunolocalitzacions.

Aixi doncs, per poder evaluar la correcta expressio d’aquesta proteina s’opta per construir
un plasmid de sobreexpressido que dugués la fusio entre el POZ de TTK i la proteina GFP
(Green Fluorescent Protein), 1 transfectar-lo lo a cel.lules SL2 amb el plasmid de
sobreexpressi6 de GAGA (com a control de sobreexpressid nuclear). Les cel.lules
transfectades foren tenyides simultaniament amb a-GAGA purificat per afinitat i amb DAPI
tal com s’indica a 1’apartat 2.8.4 de Materials i metodes, 1 per técniques fluorescents es
pogué detectar una triple senyal corresponent a POZ1rx-GFP (verd), GAGA (vermell) i
DNA (blau).

152




V. Resultats i discussio

B POZ,_ -GFP POZ . -GFP +

*» »

C POZ,., -GFP

)

Figura R.19. Localitzaci6 de les proteines GFP i POZTTK-GFP. Cél.lules SL2 van ser transfectades amb 7
ug de plasmid peGFP (A), 7 ug de plasmid peGFP-POZTTK (B), o bé co-transfectades amb 7 ug de peGFP-
POZTTK i 7 nug de pActPPA-GAGA (C). La impactacié i tractament de les cél.lules es va fer tal i com
s’especifica a 'apartat 2.8.4 de Materials i métodes. La senyal verda correspon a les proteines GFP o POZTTK-
GFP, la blava a la tincié del DNA amb DAPI i la vermella a la tinci6 de la proteina GAGA amb a-GAGA purificat
per afinitat. La co-localitzacié de la senyal de POZTTK-GFP amb la del DNA i de GAGA mostra que la
localitzaciéo de POZTTK-GFP té lloc a nucli (B, C), mentre que la proteina GFP es localitza per tota la cél.lula
(A, imatges cedides amablement per C. Bonet).
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La co-localitzaci6 de la senyal de POZr1x-GFP amb la del DNA i GAGA (figura R.19C)
demostra inequivocament que la proteina POZrx-GFP sobreexpressada es localitza al nucli.
A més a més, aquesta localitzacié nuclear no sembla dependre de la preseéncia de GAGA, ja
que quan es sobreexpressa el POZrk-GFP sol es continua detectant una senyal molt intensa
al nucli de les cél.lules transfectades (figura R.19B). D’altra banda, en sobreexpressar la
proteina GFP sense el domini POZ de TTK, la senyal de GFP es localitza de forma difusa
per tota la cél.lula (figura R.19A, imatges cedides amablement per C. Bonet). Aixd indica
que I’expressio de POZr1k-GFP a nucli és atribuible a la preseéncia del domini POZ de TTK,
i permet inferir que en els nostres assajos transcripcionals a SL2 la proteina POZrrk s’ha
localitzat correctament a nucli.

2.4.3. La proteina de fusi6 POZ 1k APOZgaga

Amb els experiments descrits fins al moment el POZ de TTK apareix com el principal
responsable de la repressié observada sobre 1’activacié mediada per GAGA. Si, com sembla,
aquest domini pot exercir per ell mateix una funcid repressora, quines propietats funcionals
tindria una proteina GAGA on el seu domini POZ s’hagués substituit pel domini POZ de
TTK? Facilitaria una activacio sinergistica de GAGA, en ser un domini d’oligomeritzacio, o
bé aboliria la capacitat de GAGA d’activar, pel fet de ser un domini repressor?

Per poder respondre aquesta qiiestio es va construir la proteina POZr1xAPOZgaga,
formada per la fusi6 entre el domini POZ de TTK i la forma truncada APOZgaga, que li
manquen els primers 122 residus corresponents al domini POZ (figura R.20A).

El primer que es va analitzar va ser si aquesta proteina mantenia la capacitat
transactivadora de GAGA sobre el promotor eve stripe 2, a partir d’assajos transcripcionals a
SL2 en preséncia del vector reporter pGL3-eve 1 quantitats creixents del plasmid de
sobreexpressio de POZrrxkAPOZgaca (figura R.20B). S’observa que, tot i expressar-se
eficientment (figura R.20C), POZ1kAPOZgaga no té cap efecte sobre 1’activitat basal del
promotor eve stripe 2, mentre la sobreexpressio de GAGA en el mateix experiment activa la
transcripcio a nivells considerables.

Sembla doncs que la conseqiiencia més directa de la substitucié del POZ de GAGA pel
POZ de TTK ¢és la perdua de la capacitat transactivadora de GAGA. Aixo indica que les
funcions d’aquests dos dominis POZ no estan conservades, tot i presentar un elevat grau
d’homologia entre ells.
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Figura R.20. Estudi de I’activitat transcripcional de la proteina POZTTKAPOZGAGA. A. Representacio
esquematica de la proteina de fusi6 POZTTKAPOZGAGA. B. Activitat luciferasa detectada en extractes de
cél.lules SL2 transfectades amb 7 ng de plasmid pGL3-eve i les quantitats indicades de plasmids pActPPA
sobreexpressant GAGA o POZTTKAPOZGAGA. Les dades representades corresponen al promig de tres
experiments independents. C. Analisi per Western blot dels nivells de sobreexpressiéo de POZTTKAPOZGAGA.
A cada carril es van carregar 50 uL d’extracte de cél.lules SL2 provinent d’una transfeccié amb les quantitats de
plasmid de sobreexpressio de POZTTKAPOZGAGA indicats. La deteccid dels nivells de sobreexpressio de
POZTTKAPOZGAGA es va fer amb sérum o-GAGA fraccionat. El carril M correspon al marcador de pes
moleculars de proteines (en KDa).

A continuaci6 es va estudiar si la preseéncia del POZ de TTK conferia a aquesta nova
proteina de fusié la propietat de reprimir I’activaci6 mediada per GAGA. Els resultats es
representen a la figura R.21A, on s’observa que POZrxAPOZgaga reprimeix de manera
significativa el promotor eve stripe 2 activat per GAGA. De fet, s’observa un perfil de
repressio bastant similar al descrit per la proteina POZrrxk, ja que son necessaries quantitats
relativament altes del vector de sobreexpressid de POZprxkAPOZgaca (8 ng) per poder
detectar una repressio total.
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Per descartar que aquesta repressio fos deguda a una competicié pels llocs d’uni6 a DNA
entre GAGA 1 POZ1kAPOZgaga (ambdues proteines tenen el mateix domini d’unié a
DNA), es varen realitzar experiments reciprocs sobreexpressant APOZgaga, que com ja s’ha
comentat anteriorment no és capa¢ d’activar perd si d’unir-se al DNA. En aquests
experiments es va detectar una lleugera inhibicié de 1’activacié de GAGA en preséncia
d’elevades quantitats de vector de sobreexpressié de APOZgaca (figura R.21B), la qual seria
perfectament atribuible a un desplacament de la proteina GAGA per competicid pels llocs
d’uni6. No obstant, aquesta inhibicié no és comparable a la repressi6 que s’observa en
sobreexpressar POZ1rkAPOZgaca, 1 per tant es pot afirmar que la capacitat repressora de
POZ1kAPOZGaga no és deguda a una competici6 amb GAGA pels llocs d’unié al
promotor, sind a la preséncia del domini POZ de TTK.

Aixi doncs, la proteina GAGA es pot convertir en un repressor de la seva propia activacio
en substituir el seu domini POZ pel domini POZ de TTK, donant més suport a la
consideracié del POZ de TTK com un domini repressor.

POZ;yAPOZg)cp
A 14

12 A

10 T 1 T T

Activitat relativa
(o))
i

pgPOZre 0 0 2 4 6 8 10

Activitat relativa
S
|
|
|
|
N
|
——
|

ug GAGA 0
ug APOZgpen O 0 2 4 6 8 10

I
IS
»
»
S

Figura R.21. Estudi dels efectes de la sobreexpressio de les proteines POZTTKAPOZGAGA i APOZGAGA
sobre I'activacié de GAGA. Cél.lules SL2 van ser co-transfectades amb 7 nug del vector reporter pGL3-eve, 4
ug de plasmid pActPPA-GAGA i les quantitats indicades dels plasmids de sobreexpressié de
POZTTKAPOZGAGA (A) o APOZGAGA (B). Les dades representades corresponen al promig de tres
experiments independents.
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El conjunt d’observacions descrites fins al moment demostren que el domini POZ de TTK
¢s el principal responsable de la repressio que exerceix aquest factor sobre 1’activacio del
promotor eve stripe 2 depenent de GAGA, essent tan necessari com suficient perque aquesta
tingui lloc. Per una banda, el fet que el POZ de TTK pugui reprimir en abséncia d’un domini
d’uni6 al DNA suggereix que aquesta repressio no requereix una uni6 directa de TTK amb el
DNA motlle. I per altra banda, el fet que un domini POZ pugui actuar per ell mateix com a
domini repressor convé recordar que també s’ha observat en les proteines PLZF i Bcl-6, els
dominis POZ de les quals reprimeixen la transcripcié mitjancant el reclutament de
complexes HDACs al promotor, bé directament (David et a/, 1998), o bé indirectament a
través d’interaccions amb altres co-repressors (Dhordain et al, 1997; Hong et al, 1997;
Huynh i Bardwell, 1998). Tot i que no és un mecanisme generalitzat pels repressors amb
dominis POZ, un reclutament d’HDACs mediat pel domini POZ de TTK seria una
possibilitat bastant factible per explicar la repressio per TTK.

2.5. Estudi de ’efecte del TSA sobre la repressio per TTK del
promotor eve activat per GAGA

Amb I’objectiu d’analitzar si el mecanisme de repressié per TTK implica un reclutament
d’HDAC: al promotor, es va evaluar si la preséncia del TSA (Trichostatina A), un inhibidor
de les HDACs de classe I 1 II, té algun efecte en 1’eficiéncia de repressio per TTK sobre
I’activacid del promotor eve stripe 2 mediada per GAGA.

2.5.1. Efectes del TSA sobre 1’acetilacio d’histones a SL2

En primer lloc es va estudiar quin és ’efecte que produeix el TSA en els nivells
d’acetilacid d’histones a cel.lules SL2, per tal de determinar la seva eficacia com a inhibidor
de les HDACs a SL2.

Seguint el protocol detallat a I’apartat 2.8.5 de Materials i metodes, 5 plaques de cél.lules
SL2 van ser tractades amb TSA a una concentraci6é final de 0, 100, 200, 300 i 400 nM
respectivament. 20 hores després de 1’addicié del TSA es van recol.lectar les cel.lules i es
van sotmetre a una lisi acida per extreure les histones. Els nivells d’acetilacio de les histones
presents en cada mostra es van analitzar per Western blot emprant un anticos especific contra
lisines acetilades (figura R.22).

Es pot observar que 1’acetilacio de les histones H4 s’incrementa significativament a mida
que s’ha augmentat la concentraci6 de TSA amb qué s’han tractat les cel.lules. Aixo
significa que les desacetilases que en condicions normals mantenen uns nivells moderats
d’acetilacio de la histona H4, en preséncia de TSA es troben inhibides i no poden revertir les
activitats acetiltransferasa presents a la cel.lula, resultant en ultim terme en un augment
d’histones H4 acetilades.
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Dr’altra banda, semblaria que el TSA té efectes contraris en els nivells d’acetilacio de les
histones H2A/H2B i1 H3: en incrementar la concentracié de 1’inhibidor, s’observa un lleuger
decrement en el grau d’acetilacid d’aquestes histones (comparar carrils 0 1 400, figura R.22).

H 0 100 200 300 400

Figura R.22. Analisi dels efectes del TSA sobre I'acetilacié d’histones a cél.lules SL2. Es va fer una
extraccio acida d’histones de les ceél.lules SL2 tractades amb 0, 100, 200, 300 o 400 nM TSA, i es van analitzar
en un gel 18% SDS-PAGE amb un anticos a-lisines acetilades. El carril H correspon a les histones comercials
acetilades. La posicié corresponent a marcadors de pes molecular conegut (en KDa) s’indica a I'esquerra.

Aixi doncs, aquests resultats demostren que 1’inhibidor de desacetilases TSA és actiu a
cel.lules SL2, ja que en la seva presencia es veuen alterats els nivells d’acetilacié de les
histones. A més a més, el fet que el grau d’acetilacid6 de la histona H4 estigui
significativament incrementat en preséncia de TSA indica que a les concentracions en qué
s’ha utilitzat el TSA aquest inhibeix I’activitat almenys d’alguna de les desacetilases
d’histones presents a la cel.lula. De fet, existeixen altres evideéncies experimentals que també
demostrarien que el TSA és actiu a SL2. Concretament, estudis realitzats en aquesta linia
cel.lular demostren que el TSA a una concentracié de 300 nM inhibeix ’activitat d’Rpd3
(HDAC1), resultant en una parcial abolici6 de la repressio associada al co-repressor Groucho
(Chen et al, 1999).

2.5.2. Efecte del TSA en la repressido per TTK de I’activacido del promotor
eve stripe 2 mediada per GAGA

Després d’haver comprovat ’eficiencia del TSA a SL2, es va estudiar si la presencia
d’aquest inhibidor de desacetilases afectava la repressio per TTK sobre ’activacié del
promotor eve stripe 2 mediada per GAGA.

Es van co-transfectar cél.lules SL2 amb concentracions creixents del plasmid de
sobreexpressio de TTK en presencia de 4 ng de vector de sobreexpressié de GAGA 1 7 pug de
vector reporter pGL3-eve (condicions que es podrien anomenar “estandard” de ’efecte de
TTK sobre ’activaci6 GAGA). Per fer comparables els resultats obtinguts en preséncia o
abséncia de TSA, de les dues plaques de cél.lules que configuraven cada duplicat de
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transfeccio, només una d’elles va ser tractada amb TSA a una concentracié de 300 nM final
20 hores abans de recol.lectar les c¢l.lules. Aixi, en un mateix experiment i en c¢l.lules
transfectades a partir del mateix precipitat, es pogué determinar ’activitat luciferasa present
a I’extracte havent estat en abséncia o en preseéncia de 300 nM TSA.

Els resultats de 1’assaig vénen representats a la figura R.23A. El primer aspecte
destacable ¢és la menor eficiencia en I’activacid6 de GAGA quan les cel.lules han estat
tractades amb TSA. Tenint en compte els estudis realitzats al nostre laboratori que indiquen
que GAGA es pot acetilar almenys in vitro (C. Bonet, comunicacié personal), es podria
pensar que aquesta modificacid post-traduccional afecta les propietats activadores de
GAGA: concretament, la GAGA en estat acetilat (en preséncia de TSA) tindria disminuida la
seva capacitat de transactivacio. De tota manera, s’ha de tenir en compte que el TSA pot
afectar molts processos, 1 per tant aquesta menor capacitat activadora de GAGA podria ser
conseqliencia d’un efecte indirecte del TSA.

10
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©
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Figura R.23. Efecte del TSA en la repressioé per TTK de I’activacié del promotor eve stripe 2 mediada per
GAGA. A. Activitat luciferasa present en extractes de cél.lules SL2 transfectades amb 7 ng de vector reporter
pGL3-eve, 4 ng de plasmid de sobreexpressioc de GAGA i les quantitats indicades de plasmid de
sobreexpressié de TTK, no tractades (blau) o tractades amb 300 nM TSA (vermell). Les dades representades
corresponen al promig de quatre experiments independents. B. Les mateixes dades del panell A representades
com a percentatge de repressio respecte la maxima activacié obtinguda per cada condicié (+ o —TSA).
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Dr’altra banda, la capacitat de TTK de reprimir I’activacié d’eve mediada per GAGA no
semblaria veure’s afectada per la preséncia de TSA, ja que en les dues condicions de treball
la sobreexpressié de TTK comporta una reduccié significativa de 1’activacié mediada per
GAGA fins a nivells basals (figura R.23A). No obstant, el fet que la maxima activacié en
preséncia de GAGA estigui for¢a reduida amb TSA fa una mica més dificil apreciar si la
repressio per TTK és tan eficient com en cél.lules no tractades amb TSA. Per aquesta rad
s’ha representat el percentatge de repressio, calculat en funci6 de I’activacid6 de GAGA en
absencia de TTK observada en cada cas (a 0 0 300 nM TSA), seguint la segiient férmula:

% repressio = 100 — (Arrk/Acaca)x100
on:
Arrk representa I’activitat luciferasa per una determinada concentracié de TTK
Acgaca representa ’activitat luciferasa determinada en abséncia de TTK

Comparant I’eficiéncia de repressid en les dues condicions en qué s’ha fet 1’assaig
s’observa que tant sense TSA com a 300 nM TSA, amb 4 ug de vector de sobreexpressio de
TTK s’arriba practicament al 100% de repressio (figura R.23B), confirmant aixi que la
capacitat repressora de TTK ¢és igualment d’eficag en abséncia o en preséncia del TSA. Aixo
significa que la repressid que exerceix TTK sobre I’activacié del promotor eve stripe 2
mediada per GAGA no requereix d’activitats desacetilases d’histones sensibles al TSA.

No obstant, no es pot descartar la possibilitat de que la funcid repressora de TTK
involucri un reclutament d’HDACsS insensibles al TSA: tot i que en principi el TSA esta
descrit com un inhibidor de les HDACs de classe I i II (les desacetilases relacionades amb
processos transcripcionals), les HDACs II de Drosophila no estan molt ben caracteritzades 1
es desconeix si també obeeixen a aquesta “norma”. De fet, estudis molt recents han
identificat la dHDAC6 (que seria una HDAC de classe II), 1 han pogut observar que és
insensible a varis inhibidors de desacetilases, entre ells el TSA (Barlow ef al, 2001).

Aixi doncs, per tal de determinar si hi ha algun tipus d’activitat desacetilasa d’histones
que col.labora amb TTK per reprimir la transcripci6, s’haurien de realitzar experiments
similars en preséncia d’inhibidors que tinguessin un espectre d’acci6 diferent del TSA, com
el butirat sodic, el TPX (trapoxin), etc.

2.6. Determinacio de les regions del promotor d’eve que medien
la repressio per TTK de ’activacio mediada per GAGA

Com ja s’ha comentat anteriorment, el fet d’haver trobat una forma de TTK capac de
reprimir en abséncia del domini d’uni6 a DNA (el POZrrx) suggereix que la repressio per
TTK no requereix una unié directa al DNA. No obstant, la repressiéo mediada per POZrrx
semblaria menys eficient que 1’observada per les formes que tenen domini d’unié a DNA
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(TTK sencer o ATTK580), ja que només s’observa en co-transfectar quantitats relativament
altes del vector de sobreexpressido de POZryx (veure figura R.18C). Podria ser doncs, que
encara que no sigui estrictament requerit per la repressio, la uni6 al DNA de TTK
incrementés 1’eficiéncia de repressio.

Per tal d’evaluar aquesta hipotesi, es va estudiar si la repressio per TTK sobre 1’activacio
del promotor eve stripe 2 mediada per GAGA requereix de la preséncia de llocs d’unid de
TTK, analitzant la capacitat de TTK de reprimir 1’activacid6 de GAGA en diferents delecions
del promotor eve stripe 2.

Resultats obtinguts en estudis anteriors indicaven que en el promotor eve stripe 2, la
major part dels llocs d’uni6 per a GAGA 1 TTK es concentren a la regio més proximal del
promotor, entre les posicions —400 i1 +1 (Read et al, 1990). Concretament, a partir d’assajos
de footprinting es van identificar en aquesta regio 8 llocs d’uni6 per GAGA 1 4 llocs d’unio
per TTK (figura R.24A), uns resultats que han estat confirmats en aquest treball amb
experiments d’EMSA 1 de footprinting amb DNasa I (veure apartat 3).

Per tal d’analitzar si aquesta regié ¢és suficient per les activitats de GAGA 1 TTK
detectades sobre el promotor sencer, es va delecionar la regié de 1’element eve stripe 2 més
enlla de la posici6 —413 (figura R.24A), i el plasmid resultant, pGL3-413eve, es va co-
transfectar amb els vectors de sobreexpressio de les proteines GAGA i1 TTK. Els resultats,
representats a la figura R.24B, mostren que GAGA pot estimular la transcripcid del
promotor —413eve seguint un perfil d’activacid que no ¢és significativament diferent a
I’observat pel promotor eve stripe 2 sencer, assolint una maxima activacié de 10 vegades en
preséncia de 8 pg del vector de sobreexpressi6 de GAGA. D’altra banda, TTK reprimeix
’activaciéo mediada per GAGA en aquest promotor —413eve tan eficientment com ho fa en el
promotor eve stripe 2 sencer: en presencia de 0.5 pg de vector de sobreexpressido de TTK
I’activacié de GAGA es veu reduida a la meitat, i amb 2 pg de vector I’activitat luciferasa
present als extractes cel.lulars assoleix els nivells basals.

En el promotor —413eve, els quatre llocs d’unié per TTK es troben entre les posicions
—400 1 200 (veure figura R.24A). Per tant, la repressid observada sobre el promotor
—413eve no exclou la possibilitat que TTK requereixi unir-se a aquests elements per poder
dur a terme la seva activitat repressora. Per aquesta rad, es realitza una segona deleci6 sobre
el —413eve fins a la posicié —185, resultant-ne un promotor —185eve sense cap lloc d’uni6 per
TTK (corroborat in vitro per assajos EMSA 1 de footprinting amb DNasa I, veure apartat
3.2), tot i que encara conserva alguns llocs d’alta afinitat per GAGA (figura R.24A).

Consistent amb la presencia de llocs d’unié de GAGA en aquesta regio, GAGA activa la
transcripcio del promotor —185eve d’un mode depenent de la quantitat de proteina
sobreexpressada, tal i com ja s’ha descrit per al promotor eve stripe 2 sencer o la delecio
—413eve (figura R.24C, grafica esquerra). En aquest cas, la maxima activacio és d’unes 15
vegades respecte els nivells basals i es detecta en preséncia de 4 pg del vector de
sobreexpressio de GAGA.
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No obstant, el que¢ és més interessant dels resultats obtinguts en aquest assaig és que
I’activacié del promotor —185eve mediada per GAGA també és reprimida en sobreexpressar
TTK (figura R.24C, grafica dreta). A més a més, ’eficiencia de repressio de TTK sobre el
promotor —185eve sembla bastant similar al queé s’ha descrit pels promotors —413eve o
eve stripe 2 sencer, ja que 1-2 pg de vector de sobreexpressio6 TTK son suficients per
observar una repressio total de 1’activacié mediada per GAGA.

El que ens indiquen doncs aquests resultats €s, per una banda, que la interaccié de GAGA
amb la regi6 promotora més proximal —185eve és suficient per ’activacio del promotor eve.
A més a més, I’observacié de que TTK pot reprimir fins 1 tot en abséncia de llocs d’unié al
promotor indica que aquesta repressid no requereix unio directa de TTK al DNA, un resultat
que seria consistent amb la repressio significativa que es detecta en presencia de POZrk, al
qual li manca domini d’uni6 al DNA. I de fet, els assajos d’unio in vitro de GAGA 1 TTK al
fragment —185eve (veure apartat 3.2) indiquen que TTK, que no es pot unir directament a
aquesta regid promotora, podria ser reclutat al promotor a través de la seva interaccié amb
GAGA.
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Figura R.24. Estudi de I'efecte de GAGA i TTK sobre I'activitat de diferents delecions del promotor
eve stripe 2. A. Representacio de les delecions d’eve utilitzades en aquests experiments amb la distribucioé dels
llocs d’'unidé per GAGA (blau) i TTK (verd). Cél.lules SL2 varen ser co-transfectades amb 7 pug de plasmids
reporter amb el gen luciferasa fusionat al promotor —413eve (B) o —185eve (C) i les quantitats indicades de
plasmids de sobreexpressio de GAGA (esquerra), o bé el mateix vector reporter i 4 ug del plasmid pActPPA-
GAGA amb les quantitats creixents indicades del plasmid de sobreexpressié de TTK (dreta). Les dades
representades corresponen al promig de tres experiments independents.
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3. ESTUDI DE LA INTERACCIO IN VITRO DE
GAGA ITTK AMB EL PROMOTOR EVE STRIPE 2

Els experiments de transfeccié a SL2 demostren que TTK pot reprimir la transcripcié del
promotor eve stripe 2 activat per GAGA i que aquesta repressio €s conseqiliencia directa de la
interaccid6 GAGA-TTK. D’altra banda, la repressio té lloc en abséncia de llocs d’uni6 de
TTK al promotor (apartat 2.6), i el domini d’uni6 a DNA no és essencial per la repressio
(apartat 2.4.2). Aquests resultats suggereixen que la repressio per TTK no implica una uni6
directa d’aquest factor a la regi6 promotora. Es plantegen doncs dues possibilitats: (a) els
complexes GAGA-TTK no poden unir-se al DNA, o (b) TTK és reclutat al promotor a través
de la interaccio amb GAGA.

Per tal de resoldre aquesta qiiestio, la tercera part del treball es va centrar en estudiar la
unio in vitro de les proteines recombinants GAGA 1 TTK sobre el promotor eve stripe 2. En
primer lloc, es varen realitzar assajos de retardament en gel (EMSA) per determinar a quines
regions del promotor s’uneixen amb més afinitat les proteines recombinants GAGA 1 TTK. I
finalment, es va analitzar si la preseéncia de TTK té algun efecte en la uni6 de GAGA a la
regio —185eve utilitzant les técniques d’EMSA 1 de footprinting amb DNasa I.

Les proteines GAGA-519 1 TTK69 utilitzades en aquests experiments varen ser
expressades en E.coli 1 purificades tal i com s’ha explicat detalladament a 1’apartat 2.3.1 de
Materials i metodes. La purificaci6 es realitza en tots dos casos mitjangant una cromatografia
en columna de niquel (veure Materials 1 metodes, apartat 2.3.1.1.C), tot i que en el cas de
GAGA fou necessaria una primera etapa cromatografica amb reina d’Heparina per millorar
I’eficieéncia de la segona columna (apartat 2.3.1.2.).

La figura R.25 mostra 1’analisi per SDS-PAGE de les fraccions obtingudes en les elucions
de les columnes de niquel en el darrer pas de purificacid de les proteines recombinants
GAGA 1 TTK. Les fraccions utilitzades en els experiments in vitro varen ser en tots dos
casos les corresponents a la primera elucié de la columna en ser les més concentrades i
presentar un grau de puresa suficient.
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Figura R.25. Proteines recombinants GAGA i TTK utilitzades en els experiments d’'unié a DNA in vitro.
10 uL de les fraccions corresponents a les cinc elucions (carrils 1-5) obtingudes en les purificacions GAGA (A) i
TTK (B) per columnes de niquel (apartat 2.3.1 de Materials i Métodes) van ser analitzades en gels 10% SDS-
PAGE. Les fraccions 1-GAGA i 1-TTK van ser les emprades en els assajos EMSA i de footprinting amb DNasa |
en ser les més concentrades i presentar un major elevat grau de puresa. Els carrils M corresponen als
marcadors de pesos moleculars de proteines (en KDa).

3.1. Determinacio de les regions del promotor a les quals GAGA i
TTK s’uneixen amb més afinitat

Es va analitzar la unid in vitro de les proteines GAGA 1 TTK recombinants a diferents
regions del promotor eve stripe 2 mitjangant gels de retardament (EMSA). Per fer aquests
assajos es va dividir la regid promotora eve stripe 2 en tres fragments (figura R.26A): el
fragment proximal, que correspon a la regié 413 pb més propera al lloc d’inici de la
transcripcio; el fragment intermedi, una regi6é de 666 pb situada entre les posicions —1079 1
—413; 1 el fragment distal, de 680 pb i situat entre les posicions —1759 1 —1079 del promotor.

L’afinitat relativa de GAGA 1 TTK per les regions proximal, intermedia i distal es va
evaluar per la seva capacitat d’unir preferencialment un fragment respecte un altre en assajos
de retardament en gel o EMSA. En aquests experiments, quantitats creixents de les proteines
recombinants GAGA o TTK van ser incubades en preséncia d’una mescla equimolar de dos
fragments marcats radioactivament corresponents bé a les regions 413 1 666, b¢ a les regions
413 1 680. Les reaccions d’uni6 es van realitzar en les condicions especificades a 1’apartat
2.9.2 de Materials 1 metodes, 1 els complexes formats es van resoldre en gels d’agarosa al
0.8%.

La figura R.26 mostra els retardaments obtinguts quan les dues parelles de fragments
varen ser incubades en preséncia de quantitats creixents de la proteina GAGA. El primer
aspecte destacable en aquests assajos €s la formacié d’unes bandes de retardament que enlloc
de ser discretes, apareixen com a taques difuses al llarg del carril. Aquestes bandes de
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retardament corresponen als complexes GAGA-DNA que, degut al caracter oligomeéric de
GAGA 1 a la presencia de varis llocs d’uni6 al fragment, son d’elevat pes molecular i només
es poden resoldre en gels d’agarosa al 0.8%, i no en gels d’acrilamida com és habitual pels
EMSAs. Resultats similars respecte les propietats d’uni6 al DNA de GAGA ja s’havien
observat en treballs anteriors realitzats al nostre laboratori (Jiménez-Garcia, 1998; Espinas et
al, 1999).

La representacio del percentatge d’unié permet apreciar més facilment les diferéncies
d’afinitat que presenta GAGA pels tres fragments. Aquest percentatge d’unid, degut a que no
es formen bandes de retardament discretes que es puguin quantificar, s’ha calculat a partir de
la intensitat de les bandes corresponents als fragments lliures i suposant que les diferéncies
en la quantitat de radioactivitat present a cada carril sén despreciables, seguint la segiient
formula:

% uni6 = 100 — (Ic/It)x100
on:
Ic representa la intensitat de la banda corresponent al fragment lliure en el carril
estudiat
It representa la intensitat de la banda corresponent al fragment lliure en el carril 1
(sense proteina)

S’observa una uni6 preferencial de GAGA al fragment 413 o proximal, tant en preséncia
del fragment 666 o intermedi (figura R.26B) com del fragment 680 o distal (figura R.26C).
Aixi, amb 1 pg de proteina, la uni6 al fragment 413 és practicament total, mentre que la unioé
als fragments 666 1 680 és d’un 40 1 un 50% respectivament. Aquesta elevada afinitat de
GAGA per la regié proximal, de fet és forca consistent amb els 8 llocs d’unié per aquesta
proteina que ja s’havien descrit entre les posicions —413 i +1 (Read et al, 1990).

Dr’altra banda, pel que fa a la uni6 als fragments 666 i 680, és important destacar que
s’observa sobretot un cop GAGA ja s’ha unit completament al fragment 413 1 s’ incrementen
substancialment les concentracions de proteina. Aixi doncs, podria ser que GAGA tingués
algun lloc d’unid, tot i que de baixa afinitat, més enlla de la posici6 —413 en I’element
eve stripe 2. En qualsevol cas, els resultats obtinguts en els experiments de transfeccio, en
que s’observa que GAGA activa tant eficientment els promotors —185eve 0 —413eve com el
promotor eve stripe 2 sencer, suggereixen que la unio de GAGA als llocs situats a la regio
proximal del promotor d’even-skipped son suficients per activar-lo.
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Figura R.26. Analisi per EMSA de la unié de GAGA als fragments proximal (413), intermedi (666) i distal
(680) del promotor eve stripe 2. A. Esquema del promotor amb les regions proximal, intermedia i distal
assenyalades. Els assajos EMSA es van realitzar amb quantitats creixents de GAGA recombinant: 0, 0.14,
0.28, 0.42, 0.56, 0.84, 1.12, 1.4, 1.7 i 2.1 ng (carrils 1-10 respectivament), en preséncia d’'un total de 10 ng dels
fragments 666 i 413 (B) o 680 i 413 (C) marcats radioactivament i en quantitats equimolars. Els complexes
formats es van analitzar en gels d’agarosa al 0.8%. A les grafiques de la dreta es representen els percentatges
d’unié a cadascun dels fragments en funcié de la quantitat de GAGA.
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Figura R.27. Analisi per EMSA de la unié de TTK als fragments proximal (413), intermedi (666) i distal
(680) del promotor eve stripe 2. A. Esquema del promotor amb les regions proximal, intermédia i distal
assenyalades. Els assajos EMSA es van realitzar amb quantitats creixents de TTK recombinant: 0, 0.25, 0.5,
0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, i 5 pug (carrils 1-10 respectivament), en presencia d’'un total de 10 ng dels fragments 666 i
413 (B) o 680 i 413 (C) marcats radioactivament i en quantitats equimolars. Els complexes formats es van
analitzar en gels d’agarosa al 0.8%. A les grafiques de la dreta es representen els percentatges d'uni6 a
cadascun dels fragments en funci6 de la quantitat de TTK.
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Els experiments analegs realitzats amb la proteina TTK es mostren a la figura R.27. Igual
que pels EMSAs realitzats amb GAGA, no es formen bandes discretes de retardament,
indicant que TTK també s uneix al DNA en forma oligomeérica. En aquest cas, s’observa una
situacio totalment contraria a la de GAGA, ja que TTK s’uneix preferencialment a les
regions intermedia (R.27B) o distal (R.27C) respecte la regidé proximal. Analitzant els
percentatges d’uni6 (calculats com s’ha explicat per GAGA) s’observa que aproximadament
1 pg de proteina pot unir quasi completament els fragments 666 o 680, mentre que en
aquestes condicions el fragment 413 presenta un percentatge d’unié molt baix. Aquest
resultat no deixa de ser sorprenent, si €s t€ en compte que s’havia descrit la preséncia de 4
llocs d’uni6 per TTK a la regié 413 (concretament entre les posicions —400 1 —200) (Read et
al, 1990). De fet, el qué estaria indicant és que les regions intermedia i distal contenen més
llocs d’unio6 per TTK o de major afinitat que la regi6 proximal.

Les repercussions que podria tenir la unié de TTK a la regido compresa entre les posicions
—1759 1 —413 no deixen de ser una incognita. En el nostre sistema experimental, on TTK
reprimeix 1’activacido mediada per GAGA independentment del seu domini d’unié a DNA 1
de la preseéncia de llocs d’uni6 al promotor, no sembla que aquesta unid sigui important per
la seva funcio repressora. No obstant, podria ser que en la regulacio d’eve TTK actués a varis
nivells: per una banda, reprimint una activacio estimulada per GAGA, en una accié que
segons els nostres resultats implica uni6 directa entre GAGA 1 TTK; i per altra banda, unint-
se directament a les regions distals del promotor, on aleshores segurament actuaria per altres
mecanismes.

3.2. Efecte de TTK sobre la uniéo de GAGA al promotor proximal
—185eve

Per poder analitzar si la preséncia de TTK té algun efecte en la uni6 de GAGA al DNA,
es realitzaren assajos d’EMSA i de footprinting amb DNasa I utilitzant com a sonda la regio
—185eve del promotor eve stripe 2. Aquesta regid, com s’ha comentat anteriorment, conté
varis llocs d’uni6 per GAGA pero cap lloc d’unié per TTK (Read et al, 1990), i per tant en
principi TTK no s’hi pot unir directament. D’aquesta manera, qualsevol alteracié en
I’activitat d’uni6 de GAGA pogué ser atribuible a la seva interaccié amb TTK.

3.2.1. Analisi per EMSA de la unié de GAGA 1 TTK a la regi6 —185eve

En primer lloc, es varen realitzar assajos d’EMSA incubant quantitats creixents de les
proteines recombinants GAGA o TTK amb el fragment —185eve. Les reaccions d’unid es
van dur a terme en les condicions descrites a 1’apartat 2.9.2 de Materials i metodes, i els
complexes formats es van resoldre en gels d’agarosa al 0.8%.
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Figura R.28. Analisi per EMSA de la unié de GAGA i TTK a la regio6 -185eve. Les reaccions d’uni6 es van fer
amb 0, 100, 200, 400 i 600 ng (carrils 1-5) de les proteines recombinants GAGA (A) o TTK (B) en preséncia
d’1ng de fragment —185eve marcat radioactivament. En C, la uni6 de 0, 240, 480 i 720 ng de TTK (carrils 1-4)
es va fer en preséencia de 280 ng de GAGA.

Confirmant la preséncia de llocs d’unié per GAGA en aquesta regid (Read et al, 1990),
GAGA s’uneix eficientment al fragment —185eve, donant lloc a un retardament total en
presencia d’uns 600 ng de proteina recombinant (figura R.28A). En canvi, les mateixes
quantitats de TTK recombinant no mostren una unié significativa al fragment —185eve
(figura R.28B). Aquests resultats, al mateix temps que corroboren la preséncia de llocs
GAGA 1iI’abséncia de llocs TTK a la regio més proximal del promotor eve, ens indiquen que
el context escollit és I’adequat per poder analitzar un possible efecte de TTK sobre la uni6 de
GAGA al DNA.

A continuacid es van realitzar experiments similars amb quantitats creixents de TTK en
preseéncia d’una concentracié6 de GAGA que mostra un 50% d’unié aproximadament (veure
figura R.28C, carril 1). En aquestes condicions, s’observa una uni6 total al fragment
—185eve a concentracions de TTK que, en abséncia de GAGA, no donen lloc a un
retardament significatiu (carrils 2-4 de la figura R.28C). Aixi, quan les reaccions es fan en
preséncia de 280 ng de GAGA, I’addici6 de 240 ng de TTK és suficient per obtenir un retard
total del fragment —185eve (carril 2 de la figura R.28C), mentre que en abséncia de GAGA,
TTK és incapa¢ d’unir-se significativament a aquest fragment encara que s’emprin
concentracions de fins a 600 ng de proteina (carril 5 de la figura R.28B).
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Per una banda, aquest resultat indica que TTK no inhibeix la uni6 de GAGA al DNA,
descartant aixi la possibilitat que la repressid mediada per TTK en els experiments de
transfeccié fos deguda a que la formacié de complexes GAGA-TTK dificultés la unio de
GAGA al DNA. Contrariament, 1’efecte que s’observa en preséncia d’ambdues proteines
suggeriria que els complexes GAGA-TTK sén més eficients en la uni6 al DNA.

De fet, aquestes observacions apunten a que TTK ¢s reclutat per GAGA al promotor
—185eve degut a la interacci6 GAGA-TTK. D’acord amb aquesta hipotesi, els retards que
s’observen en preséncia de GAGA i TTK semblen tenir un pes molecular més alt que el que
s’observa només amb GAGA (comparar carrils 4-5 de R.28A amb carrils 3-4 de R.28C),
suggerint que TTK és present en aquests complexes.

Amb I’objectiu de confirmar aquesta preseéncia de TTK en els complexes de retardament
formats, es varen intentar realitzar assajos de “super-shift” emprant anticossos a-GAGA 1
o-TTK. Pero degut al tipus de retardament que presenten GAGA 1 TTK en forma de
“llepissades” enlloc de bandes discretes, sumat a 1’elevat pes molecular dels complexes
proteina-DNA formats, fou impossible poder arribar a identificar un canvi de mobilitat
electroforética en preséncia d’un dels dos anticossos. Per aquesta rad es va optar per
analitzar la uni6 de GAGA i1 TTK al fragment —185eve mitjancant assajos de footprinting
amb DNasa I.

3.2.2. Analisi per footprinting amb DNasa I de la uni6 de GAGA 1 TTK a la
regid —185eve

La tecnica de footprinting permet determinar amb precisidé a quines regions concretes
d’un determinat fragment de DNA s’uneix una proteina. En el nostre cas, pero, 1’Gs
d’aquesta teécnica el qué ens permetra és analitzar si els complexes GAGA-TTK s’uneixen
als mateixos llocs GAGA o es generen noves interaccions a la regi6 —185eve.

Els assajos de footprinting amb DNasa | es varen realitzar com es descriu a 1’apartat 2.9.3
de Materials i metodes. Les condicions de les reaccions d’uni6 van ser les mateixes que les
dels assajos de retardament en gel, per tal que ambdos resultats poguessin ser comparables.

Primer de tot es varen analitzar les unions de GAGA 1 TTK per separat sobre el promotor
—185eve. Com es pot apreciar a la figura R.29B, GAGA presenta quatre llocs d’uni6 a la part
central d’aquesta regi6 que coincideixen exactament amb els llocs d’unid descrits (Read et
al, 1990), tot i que en el nostre cas les “finestres” de proteccid sén més extenses (figura
R.29A). Es per aquesta ra6 que el lloc d’unié 3, que esta format per 3 elements GAGA molt
propers (veure figura R.29A), en els nostres assajos apareix com una Unica “finestra” de
proteccid que abarca un total de fins a 26 bases al llarg de la seqiiencia del promotor (figura
R.29B).
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Figura R.29. Analisi per footprinting amb DNasa | de la unié6 de GAGA i TTK a la regi6 -185eve.
A. Seqiéncia de la regié -185eve amb les posicions dels llocs d’unié de GAGA préviament descrits a Read et
al, 1990 (blau) i els observats en aquest assaig (negre). 1 ng de fragment —185eve marcat radioactivament i
purificat per gel d’acrilamida es va incubar amb 0, 0.2, 0.4, 0.8 i 1.2 nug (carrils 2-6) de proteines recombinants
GAGA (B) o TTK (C) en un volum final de 50 uL contenint 1 ng de BSA i 100 ng de DNA d’E. coli sonicat i
desnaturalitzat. La incubacio6 es va fer durant 20 minuts a 20°C i va donar pas a la digestié amb 0.4 U de DNasa
| durant 1 minut a 20°C. Les mostres van ser tractades com s’ha descrit a I'apartat 2.9.3.2 de Materials i
metodes i analitzades en un gel 6% acrilamida: bisacrilamida 8M urea. En les reaccions corresponents al panell
D, launié de 0, 0.2, 0.4, 0.8 i 1.2 ug de TTK (carrils 3-7) es va fer en preséncia de 0.1 ng de GAGA. Les linies 1
corresponen als marcadors G+A preparats com s’ha indicat a I'apartat 2.9.3.1 de Materials i métodes. Amb
linies verticals s’assenyalen les posicions de la sequieéncia corresponents als llocs d’unié de GAGA (numerats de

I'1 al 4 en vermell), i els asteriscs assenyalen els llocs on millor s’observa I'efecte de TTK sobre la unié als llocs
GAGA.
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De fet, els llocs d’unié de GAGA a I’element —185eve descrits son sis (Read et al, 1990),
perd en els nostres assajos els situats a les posicions més distals no es varen poder arribar a
identificar pel fet d’estar massa propers als extrems del fragment.

Dr’altra banda, en els assajos realitzats en preséncia de TTK no s’observa cap canvi en el
patrd de digestio amb DNasa I del fragment —185eve (figura R.29C). Aix0 demostra, un cop
més, que TTK no presenta llocs d’unid especifics en aquesta regié promotora, confirmant els
resultats obtinguts en 1’analisi per retardament.

Analogament als experiments EMSA descrits anteriorment, després d’estudiar la unié de
GAGA i1 TTK separadament es va analitzar la uni6 de TTK en preséncia de GAGA. En
aquest cas, pero, si s’utilitzava una concentraci6 de GAGA que ja s’unia forca bé al
fragment, les “finestres” formades disminuien ja des d’un principi la intensitat de les bandes
de digestio, essent complicada 1’observacid de noves reduccions d’intensitat o noves
finestres en afegir TTK. Per aquesta ra6 es va optar per emprar una concentracio de GAGA
que s’unia molt debilment (0.1 pg), essent aixi més facil detectar qualsevol canvi produit per
la presencia de TTK. La figura R.29D mostra el resultat d’aquest assaig, on s’observa que a
mida que s’afegeixen quantitats creixents de proteina TTK, la uni6 als llocs GAGA es veu
significativament incrementada (les posicions on millor es pot apreciar aquest efecte s’han
marcat amb asteriscs) i, en canvi, no s’arriba a detectar la formacio de cap nou lloc d’uni¢ al
llarg de la seqiiencia del fragment.

Aquests resultats evidencien que la preséncia de TTK té un efecte significatiu en la unid
al DNA de GAGA, que es concreta en una major eficiencia d’uni6 als llocs GAGA. I com
que TTK no es pot unir a aquest fragment per si sol, sembla doncs que ha de ser la interaccio
entre ambdues proteines la que permetria portar a TTK fins al DNA.

Dr’altra banda, el fet que no es detectin nous llocs d’uni6 al fragment —185eve i en canvi si
s’observi una major unié als llocs GAGA esta indicant que, una vegada reclutat al DNA,
TTK no s’hi uneix de manera inespecifica.
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1. LA INTERACCIO ENTRE GAGA i TTK

El domini POZ/BTB ¢és un domini d’interaccio proteina-proteina d’uns 120 aminoacids
evolutivament molt conservat des de Drosophila a humans. A través d’aquest domini, les
proteines POZ/BTB poden formar homooligomers (Chen et al, 1995; Li et al, 1997; Espinas
et al, 1999; Katsani et al, 1999) i, en alguns casos, heterooligdmers amb altres proteines que
també tinguin domini POZ (Deltour et al, 1999; Kobayashi et al, 2000). A més a més, en
alguns factors de transcripcié s’ha observat que els dominis POZ estan involucrats en
interaccions amb co-repressors, com és el cas de Bel-6 i PLZF (Dhordain et al, 1997; Hong
et al, 1997; Huynh i Bardwell, 1998).

Aproximadament dues terceres parts de les proteines amb dominis POZ corresponen a
factors de transcripcié que tenen dominis d’uni6 a DNA de tipus dits de zinc (Ahmad et al,
1999). Entre aquests hi trobem els factors de transcripcido de Drosophila GAGA 1 TTK
(Zollman et al, 1994), els dominis POZ dels quals presenten un elevat grau d’homologia i
fins a un 40% d’identitat (figura R.1). A més d’aquesta similitud entre POZes, estudis de co-
traduccio in vitro i immunoprecipitacié amb formes truncades de GAGA i TTK apuntaven a
una possible una interaccié entre aquestes dues proteines (Bardwell i Treisman, 1994). Per
aquesta rad es va decidir estudiar la interaccié entre GAGA 1 TTK, aixi com la contribucio
dels respectius dominis POZ/BTB en aquesta interaccio.

Les tres técniques utilitzades, GST-pulldown, co-immunoprecipitacié6 a cel.lules de
Drosophila SL2 i assaig de dos hibrids a S. cerevisiae, confirmen que GAGA i TTK poden
interaccionar tan in vivo com in vitro.

A més a més, ’analisi de la interaccid GAGA-TTK a S. cerevisiae utilitzant mutants de
delecié de les dues proteines demostra que aquesta depén estrictament de la preséncia
d’ambdos dominis POZ. Concretament, aquests dominis apareixen com les regions no
només necessaries sind també suficients perqué pugui tenir lloc la interaccid, ja que quan es
troben en forma aillada poden interaccionar i a més molt fortament (figura R.7B).
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El fet de que el domini POZ, que media ’homooligomeritzacié de GAGA i de TTK, sigui
també¢ el responsable de la formacié de complexes GAGA-TTK, porta a plantejar quin tipus
d’interaccions moleculars suporten la formacié d’heterooligdmers GAGA-TTK i si aquestes
son diferents de les presents en els respectius homooligomers.

Per resoldre aquesta qliestio, i servint-nos del fet que els POZes son dominis altament
conservats, es varen modelar els dominis POZ de GAGA i1 TTK a partir de I’estructura
cristal.lina del dimer de POZes de PLZF (Pagans et al, 2002). Els models van ser generats
pel Dr. Ortiz-Lombardia utilitzant el programa MODELLER v4, el qual modela estructures
de proteines basant-se en una conservacid de les restriccions espaials, comengant per la
conformacié de la cadena polipeptidica extesa (Sali i Blundell, 1993). Per fer el modelatge
comparatiu dels dominis POZ/BTB de GAGA 1 TTK, aquestes restriccions es van obtenir a
partir de les seqiiéncies alineades dels dominis modelats amb el de PLZF, I’estructura
cristal.lina del qual va ser utilitzada com a motlle.

En primer lloc es van modelar les estructures que adoptarien homodimers de GAGA 1 de
TTK i un heterodimer GAGA-TTK utilitzant el dimer de PLZF com a motlle. A la figura
D.1 vénen representats els mondmers modelats en la formaci6 dels dimers mencionats, aixi
com la superficie del mondomer involucrada en la dimeritzacio.

Les estructures modelades de putatius homodimers GAGA-GAGA i TTK-TTK presenten
una interfase de dimeritzaci6 hidrofobica similar a la del dimer de PLZF, amb una superficie
de complementaritat lleugerament menor (Taula D.1). Tots els contactes implicats en la
dimeritzacio6 estan conservats i la cavitat central és més hidrofobica que la de PLZF. Aquests
resultats suggereixen que la formacié d’homodimers GAGA-GAGA i TTK-TTK involucra
interaccions moleculars similars a les observades en el dimer de PLZF. D’altra banda,
I’estructura modelada d’un putatiu heterodimer GAGA-TTK mostra molt poques diferéncies
respecte la dels respectius homodimers (Taula D.1), indicant que segurament estaria
estabilitzat per les mateixes interaccions involucrades en la formacié d’homodimers GAGA-
GAGA 1 TTK-TTK.

DIMERS TETRAMERS

D-asa (A2)a| Sc D-asa (A2)b Sc
PLZF 1972 0.690 700 0.723
GAGA 1847 0.519 759 0.591
TTK 1847 0.596 594 0.463
GAGA/TTK 1899 0.502 653 0.604

a Per monomer

b per dimer

Taula D.1. Area accessible del solvent (D-asa) i superficie de complementaritat (Sc) dels homodimers i
homotetramers dels dominis POZ de PLZF, GAGA i TTK, i de I’heterodimer i heterotetramer GAGA-TTK.
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No obstant, I’homodimer POZ-POZ té unes caracteristiques tipiques d’homodimer
obligat, pel fet de trobar-se fortament entrellacat i presentar una extensa interfase de
dimeritzaci6 molt hidrofobica (figura D.1A). I, de fet, s’ha pogut observar que el dimer
POZ-POZ de PLZF ¢és molt estable, i que el seu desplegament implica una transicié en dos
estats totalment irreversible (Li et al, 1997a). En aquest sentit, un putatiu heterodimer
GAGA-TTK podria provenir d’un intercanvi de POZes a partir dels respectius homodimers.
No obstant, I’extensio i el caracter altament hidrofobic dels contactes fa pensar si realment la
interaccid heteromerica GAGA-TTK es pot explicar per un model de canvi de POZes entre
uns homodimers molt estables.

A

Figura D.1. Model dels dimers de POZes. A. Representacié de la topologia del dimer POZ-POZ de PLZF
segons l'estructura cristal.lina resolta per Ahmad et al, 1999. S’observen les regions de cada monomer
(cadascun representat d’'un color diferent) implicades en I'estabilitzacié del dimer. Representacié esquematica
del monomer del domini POZ de PLZF (B), GAGA (C) o TTK (D) en la formacié dels homodimers respectius. El
model E representa el monomer del domini POZ de GAGA en la formacié d’'un heterodimer GAGA-TTK. Les
superficies d’interaccid es troben colorejades: les que presenten més complementaritat en blau, i les que
presenten menor complementaritat en verd. Models construits pel Dr. Ortiz-Lombardia.
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Com ja s’ha comentat a la Introduccid, les dues estructures cristal.lines resoltes del POZ
de PLZF presenten interaccions dimer-dimer conservades. Aquestes interaccions tenen lloc a
través de I’extensio de la [amina B1/B5° d’un dimer cap a la mateixa regi6 del dimer contigu,
plegant-se en posici6 antiparal.lela (figura D.2). En aquesta estructura, les cadenes principals
de la lamina B1 de cada dimer estan connectades per vuit ponts d’hidrogen (Ahmad et al,
1999; Li et al, 1999).

Figura D.2. Representacio esquematica de la formacié d’oligomers del POZ de PLZF d’alt pes molecular
a partir dels homodimers. Les interaccions dimer-dimer observades en el cristall dell POZ de PLZF involucren
I'extensio de la lamina B1/B5 d’'un dimer cap a la mateixa regid del dimer contigu plegant-se en orientacio
antiparal.lela (extret de Li et al, 1999a).

Es va analitzar si els dominis POZ de GAGA i1 TTK també conservaven aquestes
interaccions dimer-dimer modelant les estructures dels homotetramers de GAGA i de TTK
(figura D.3B i C), aixi com de I’heterotetramer GAGA-TTK (figura D.3D). A la taula D.1 es
pot observar que els tetramers modelats tenen una superficie d’interaccidé 1 una
complementaritat similar de I’homotetramer de PLZF. Tant I’homotetramer GAGA-GAGA
com I’heterotetramer GAGA-TTK conserven els 8 ponts d’hidrogen entre les cadenes
B1/B5’(figura D.3B i D), mentre que a I’homotetramer TTK-TTK li’n manquen dos als
extrems (figura D.3C).

Aquestes observacions duen a pensar que, més que la formaci6 d’heterodimers, la
interaccid GAGA-TTK realment estaria involucrant interaccions entre homodimers a través
de les lamines B1/B5°. En aquest sentit és interessant destacar que la cadena B5 que pertany
al motiu B1/B5’ és totalment idéntic per a GAGA 1 TTK (veure figura I.8), una caracteristica
no compartida amb altres proteines amb domini POZ.

180



VL. Discussi6 general

Figura D.3. Model dels tetramers de POZes. Interaccié dimer-dimer a I'estructura cristal.lina del domini POZ
de PLZF (A) i als homotetramers modelats dels dominis POZ de GAGA (B), TTK (C), i a I'heterotetramer
GAGA-TTK (D). Les estructures secundaries de cada dimer es mostren en blau i verd respectivament. Les
linies puntejades indiquen els contactes entre les cadenes B1/B5’ (vermell) aixi com possibles contactes de
cadenes laterals (groc). Les posicions dels residus més rellevants estan indicades. Models construits pel Dr.
Ortiz-Lombardia.

Per tal de corroborar el model proposat segons el qual la formacié d’heterooligdomers
GAGA-TTK té lloc a partir dels respectius homodimers 1 no a partir dels monomers, es
podria pensar en realitzar mutacions puntuals en els residus que formen part de les lamines
B1/B5’, que son les regions implicades en les interaccions dimer-dimer, i aleshores analitzar
si GAGA 1 TTK encara son capagos d’interaccionar. No obstant, com ja s’ha comentat a la
Introduccié (apartat 2.1.4), les cadenes B1/B5’ no només son les responsables de mediar
interaccions entre dimers sin6 que també son essencials per a 1’estabilitzacié del dimer a
través de contactes B1/85°/a6’ 1 f1°/B5/a6 a banda i banda de la part inferior d’aquest (veure
figura D.1A) (Ahmad et al, 1999). I, de fet, existeixen evideéncies experimentals que
demostren que mutacions en determinats residus de les cadenes B1/B5° dels dominis POZ de
Bcl-6 1 PLZF impedeixen la seva dimeritzacio (Li ef al, 1999a; Melnick et al, 2000).

Aix0 significa que mutacions puntuals en residus situats a les cadenes 31/B5’ dels domins
POZ de GAGA i TTK abolirien tant la formacié dels respectius homodimers com la d’un
hipotetic heterodimer, 1 per tant no es detectaria interacci6 GAGA-TTK tan si aquesta
s’estableix a través dels respectius homodimers, com s’ha proposat, com si s’estableix a
través dels monomers.
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Aquest model d’interaccio6 GAGA-TTK a través dels respectius homodimers apareix com
un model probable que explicaria la formacié d’heterooligomers GAGA-TTK sense obviar
la gran estabilitat que presenten els dimers GAGA-GAGA o TTK-TTK.

No obstant, estudis realitzats al nostre laboratori han demostrat que les proteines GAGA 1
TTK recombinants es troben en solucid6 formant homooligomers d’alt pes molecular
(Espinas et al, 1999), probablement estabilitzats per aquestes interaccions dimer-dimer. Aixo
suggereix que per poder-se formar heterooligomers GAGA-TTK primer s’han de desmuntar
els multimers de GAGA i1 de TTK presents. Aixi, es podria pensar que les afinitats
d’interaccié entre dos homodimers GAGA-GAGA o dos homodimers TTK-TTK per a la
formacié dels respectius homooligomers fossin similars a les que s’estableixen entre un
homodimer GAGA-GAGA i un homodimer TTK-TTK per a la formacié d’heterooligomers
GAGA-TTK. Si fos aixi, en entrar en contacte els multimers de GAGA 1 de TTK tindria lloc
una competicié d’interaccions entre homodimers fins arribar a una situacié d’equilibri en la
qual hi hauria homooligomers de GAGA, homooligomers de TTK i heterooligomers.
Alternativament, també podria ser que els contactes que s’estableixen entre dos homodimers
diferents fossin més forts o més estables que entre homodimers iguals, de tal manera que
quan es posessin en contacte GAGA 1 TTK rapidament es desmuntarien els homooligomers 1
es formarien complexes GAGA-TTK heterogenis. Segons les dades obtingudes del
modelatge (figura D.3), la formacié d’un homotetramer TTK-TTK només s’estabilitzaria per
6 ponts d’hidrogen, mentre la formaci6 d’un homotetramer GAGA-GAGA o d’un
heterotetramer GAGA-TTK implicaria la formaci6 de 8 ponts d’hidrogen. Aixo
correspondria a una situacid intermédia entre els dos models proposats, en que els oligomers
més estables serien els homooligomers GAGA-GAGA 1 els heterooligomers GAGA-TTK, 1
els menys estables els homooligomers TTK-TTK.
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2. ’EFECTE REPRESSOR DE TTK SOBRE
L’ACTIVACIO DEPENENT DE GAGA

L’observacié d’una interacci6 entre GAGA 1 TTK, dos factors de transcripcido de
Drosophila que participen en la regulacio de 1’expressi6é genica durant el desenvolupament
embrionari, planteja la qiiestid6 de si aquesta interaccio té alguna repercussié en la seva
funci6 reguladora de la transcripcio.

La proteina TTK, d’efecte matern, s’ha proposat que actua com a repressor
transcripcional d’alguns gens “pair-rule” durant les primeres fases del desenvolupament
embrionari de Drosophila (Harrison 1 Travers, 1990; Read et al, 1990) i, de fet, I’expressio
ectopica de TTK69 durant I’etapa de blastoderm resulta en una abolici6 del patrd d’expressid
en set bandes caracteristic dels gens “pair-rule” even-skipped 1 fushi tarazu entre d’altres
(Read et al, 1992; Brown i Wu, 1993).

Per la seva banda, la proteina GAGA, que com TTK també és d’efecte matern, és
essencial per al desenvolupament embrionari 1 se li ha pogut identificar un paper positiu en
la regulacié d’alguns gens durant els primers estadis del desenvolupament, els promotors
dels quals presenten nombrosos llocs d’unié per GAGA (revisat a Soeller ef al, 1993). Entre
aquests trobem alguns dels gens “pair-rule” que tamb¢ semblen estar regulats per TTK, com
son even-skipped 1 fushi tarazu (Read et al, 1990; Topol et al, 1991).

En aquest treball s’ha posat a punt un sistema de transfeccié a SL2 per intentar esbrinar
quin ¢és el paper de GAGA 1 TTK i, sobretot, de la interacci6 GAGA-TTK en la regulacio
d’even-skipped. Els assajos transcripcionals han demostrat que GAGA ¢és capag d’activar la
transcripcio de ’element promotor eve stripe 2 eficientment, mentre que TTK reprimeix
’activaciéo mediada per GAGA.
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Quines conseqiiencies pot tenir la repressio per TTK de I’activacio
depenent de GAGA a Drosophila?

Respecte 1’activacio de GAGA sobre el promotor eve, €s interessant comentar el fet que
pugui donar-se només en preséncia de la regid més proximal del promotor (—185eve).
Aquesta regio, de fet, no només és necessaria per 1’expressio de la banda 2 sin6 també per la
correcta expressio de la resta de bandes de I’embri6 (Goto et al, 1989; Harding et al, 1989),
ja que duu els elements minims que conformen el promotor basal o core. Per tant, es podria
suggerir que el paper de GAGA com a regulador de I’expressio d’even-skipped no estaria
restringit a la banda 2, sin6 que seria un paper activador més global que afectaria I’expressio
de totes les bandes d’even-skipped.

En aquest sentit, un potencial paper de TTK com a repressor de 1’activacié d’eve per
GAGA durant I’embriogeénesi també hauria de repercutir en I’expressio de totes les bandes
d’expressio d’even-skipped, ja que TTK també és capa¢ de reprimir el promotor —185eve
activat per GAGA. I, de fet, aixo és el que s’observa en els experiments d’expressio ectopica
de TTK, on totes les bandes resulten afectades (Read et al, 1992; Brown i Wu, 1993).

Tenint en compte que I’activitat d’uni6 de GAGA a la regio promotora d’eve €és constant
al llarg de tot el desenvolupament embrionari (Read et a/, 1990), es podria pensar doncs que
la seva funcid d’activador transcripcional d’even-skipped esta modulada per la preséncia o
abséncia de TTK: aixi, durant I’estadi de 0-2 hores, la preséncia de TTK matern reprimiria
una possible activacio de GAGA sobre eve, impedint I’expressio d’aquest gen; a partir de les
2 hores, en qu¢ TTK matern ja ha desaparegut, GAGA podria activar eficientment
I’expressio d’eve, donant lloc al patrd tipic de 7 bandes de 1’embrié blastodeérmic; i
finalment, en iniciar-se 1’expressio zigotica de TTK, I’activacié d’eve per GAGA es tornaria
a veure inhibida.

Diverses evidéncies experimentals donarien suport a aquesta hipotesi, que de fet també
podria fer-se extensiva a la regulacio de I’expressio de fushi tarazu. Per una banda, el fet que
I’expressio d’even-skipped 1 fushi tarazu siguin complementaries a la de tramtrack tant en
I’espai com en el temps (MacDonald, et al, 1986; Harrison i Travers, 1990) suggereix que
aquests dos gens “pair-rule” no es poden expressar en preseéncia de la proteina TTK. En
aquest sentit, qualsevol alteracio en 1’expressio de tramtrack afectara directament al patr6
d’expressi6 d’eve o fiz, que és de fet el qué s’ha observat en diferents estudis: concretament,
a més dels efectes de 1’expressio ectopica de #tk ja comentats (Read ef al, 1992; Brown 1 Wu,
1993), s’ha vist que un increment de la dosi materna de #tk déna lloc a un retard en
I’expressio de fiz, mentre que una disminucié d’aquesta en mutants nuls 7k’’’ incrementa
sensiblement 1’expressido de fiz en un periode on normalment no s’expressa (Pritchard i
Schubiger, 1996). Aix0 indica que la repressio que exerceix TTK sobre els gens “pair-rule”
even-skipped i fushi tarazu és depenent de dosi, que és el mateix que observem nosaltres en
els experiments de transfeccio.
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Tot i1 que en el cas de fiz primer caldrien fer experiments similars als realitzats amb eve,
les seves similituds en quant al patrd d’expressio aixi com el paper que exerceixen GAGA 1
TTK com a reguladors positius 1 negatius respectivament (Read et al, 1992; Brown i Wu,
1993; Okada i1 Hirose, 1998), suggereix que aquests dos gens “pair-rule” podrien ser regulats
per GAGA 1 TTK de forma similar.

No obstant, el paper repressor de TTK sobre I’activacié mediada per GAGA no semblaria
estar limitat a la regulaci6 de gens “pair-rule” com even-skipped o fushi tarazu. Els nostres
assajos transcripcionals a SL2 demostren que la repressid per TTK no requereix de la
presencia de llocs TTK al promotor (reprimeix 1’element promotor —185eve), i que a més
també pot tenir lloc en un context heteroleg com ¢és el promotor 5SxGAL4Asp70UAS, tot 1
que en ambdds casos només s’observa repressio si el promotor estd essent activat per
GAGA. Aix0 ens esta suggerint que aquells promotors que estan essent activats per GAGA
son sensibles a una repressido per TTK. Quines repercussions pot tenir aquest fet en les
funcions de GAGA 1 TTK com a factors reguladors de la transcripcid in vivo? GAGA
participa en la regulacid de nombrosos gens de Drosophila, ja siguin induibles (hsp26,
hsp70...), constitutius (actina 5C, tubulina), o involucrats en processos de desenvolupament
(en, Kr, eve, ftz, Ubx) (Soeller et al, 1993), mentre que les funcions repressores de TTK estan
associades amb els gens “pair-rule” (Read i Manley, 1992; Brown i Wu, 1993) i amb el
desenvolupament neuronal (Lai i Li, 1999; Badenhorst, 2001). Segons aquestes dades,
semblaria que els unics gens on ambdues proteines participen en la seva regulacié son els
estudiats, els “pair-rule”. No obstant, s’ha de tenir en compte que de fet no s’ha realitzat cap
estudi sobre si TTK té algun paper en la regulacié de I’expressio d’aquests altres gens citats
que també estan sota el control de GAGA, o analogament, sobre si GAGA t¢ alguna funcio
associada en la regulaci6 del desti de les cel.lules neuronals. En aquest sentit, seria
interessant analitzar si la funci6 repressora de TTK a nivell del desenvolupament neuronal
també depeén d’una activacido mediada per GAGA, o bé si en aquest context TTK actua per
altres mecanismes.

Quin és el mecanisme de la repressio de TTK sobre ’activacio
depenent de GAGA?

Una de les qliestions basiques d’aquest treball ha estat intentar elucidar per quin
mecanisme TTK reprimeix 1’activacié depenent de GAGA. En un principi varem suggerir
quatre possibles models que podrien explicar aquesta repressio (figura D.5):

El primer model proposa que la formacié d’heterooligomers GAGA-TTK impediria a

GAGA unir-se eficientment al DNA, i en conseqiiencia poder activar la transcripcid (figura
D.5A). No obstant, els assajos de retardament i de footprinting amb DNasa I amb el
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fragment —185eve, que conté varis llocs d’uni6 per GAGA pero cap lloc d’unié per TTK,
demostren que TTK no inhibeix la unié6 de GAGA al DNA, sin6 que contrariament la seva
presencia incrementa significativament I’eficiencia d’uni6 als llocs GAGA.

Tenint en compte que TTK per si sol no es pot unir al fragment —185eve emprat, aquestes
observacions suggereixen que en aquest cas és la formaci6é d’heterooligomers GAGA-TTK
el qué permet portar TTK fins al DNA. I d’altra banda, el fet que s’incrementi la uni6 als
llocs GAGA en presencia de les dues proteines, suggereix que els complexes GAGA-TTK-
DNA que es formen s6n molt estables. Per explicar I’estabilitat d’aquests complexes podem
pensar en dues possibilitats (figura D.4).

La primera seria que una vegada reclutat al promotor per GAGA, TTK fos capa¢ d’unir-
se debilment 1 de forma inespecifica al DNA (figura D.4A). Aixo voldria dir que la major
afinitat que mostren els heterooligomers GAGA-TTK ¢és deguda a la contribucié de TTK en
unir-se al DNA. Buscant un paral.lelisme en els experiments de transfeccid, on s’observa que
les formes de TTK capaces d’unir el DNA (TTK sencer o ATTKS580) sén molt més eficients
que el POZyrx en reprimir 1’activacio de GAGA, seria raonable pensar que la uni6 de TTK
al DNA, tot 1 que sigui a llocs de baixa afinitat com ¢és el cas del promotor —185eve, podria
estabilitzar un complex ternari GAGA-TTK-DNA 1 aixi incrementar [’eficiéncia de la
repressio.

Una altra possibilitat seria que TTK, degut a la seva interaccio amb GAGA a través dels
respectius dominis POZ, provoqués una alteracié de les propietats d’uni6é al DNA de GAGA
que en ultim terme donés lloc a un increment de 1’estabilitat del complex GAGA-TTK-DNA
(figura D.4B).

Per intentar diferenciar entre aquestes dues possibilitats, seria interessant analitzar si una
forma de TTK sense domini d’uni6 a DNA encara €s capag¢ de promoure un increment de la
unio6 dels complexes GAGA-TTK al promotor.

Figura D.4. Models per la uni6é al DNA dels heterooligomers GAGA-TTK. A. La formacié d’heterooligomers
GAGA-TTK permet a TTK unir-se inespecificament als llocs GAGA. B. La interacci6 amb TTK altera les
propietats s’'unié al DNA de GAGA.

186



VL. Discussi6 general

Figura D.5. Possibles models per la repressié de TTK sobre I'activacié depenent de GAGA. En un
promotor amb llocs d’unié per GAGA, aquesta activa la transcripcié. TTK podria reprimir I'activacié depenent de
GAGA interferint en la unié de GAGA al promotor (A), o interaccionant amb components de la maquinaria
transcripcional, impedint el seu reclutament al promotor (B). Alternativament, els heterooligomers GAGA-TTK
podrien ser ineficients de reclutar co-activadors necessaris per I'activacié de la transcripcio (C) o participar
activament en el reclutament de complexes co-repressors (D).

En el segon model de repressio, TTK interacciona amb co-activadors o altres components
de la maquinaria transcripcional, obstaculitzant-ne el seu reclutament al promotor per GAGA
(figura D.5B). Com ja s’ha comentat, recentment s’ha pogut observar una interaccié entre el
domini POZ de TTK i dTAF;155 (Badenhorst et al, 2002), per tant sembla factible que TTK
pugui associar-se amb components de la maquinaria basal i interferir el seu ensamblatge.
Pero el fet que només s’observi repressio si el promotor esta activat per GAGA, i no si es
troba en estat basal o en preseéncia d’altres activadors com GAL4Q, esta evidenciant que

TTK no exerceix la seva funci6 repressora per ell mateix, sind que requereix de la preséncia
de GAGA.
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A més a més, els experiments de transfeccid6 demostren que la repressié per TTK de
I’activacié depenent de GAGA requereix de la contribucié d’ambddés dominis POZ. Tenint
en compte que aquests dominis son els responsables de la interacci6 GAGA-TTK, els
models que apareixen com a més probables son els que impliquen una interaccié directa
entre aquestes dues proteines, a través de la qual, i d’acord amb els resultats d’uni6 a DNA
in vitro, GAGA contribuiria al reclutament de TTK al promotor (figura D.5C i D). Aquesta
hipotesi estaria d’acord amb ’observacid de repressio tot i en abséncia de llocs d’unid de
TTK, aixi com que el domini POZ de TTK per ell mateix té¢ un efecte repressor significatiu.

Dr’altra banda, el fet que la proteina GAGA pugui esdevenir un repressor de la seva propia
activacioé quan el seu domini POZ és intercanviat pel POZ de TTK, a més de donar més
arguments a la idea que el POZ de TTK ¢s el domini repressor, esta indicant que les funcions
associades als dominis POZ de GAGA i TTK no estan conservades, tot i presentar un elevat
grau d’homologia entre ells (figura R.1). En aquest sentit, es podria pensar que son els
residus no conservats entre els POZes de GAGA i TTK els que determinen les diferéncies
que s’observen en les respectives funcions. I, de fet, si s’analitza amb detall I’alineament de
seqiiencia dels dominis POZ de GAGA 1 TTK, s’observen diferéncies importants en les
regions situades al loop al-B2 (residus 23-34) 1 al loop a3-B4 (residus 60-66), els quals
formen part, respectivament, del terra i les parets del solc potencial d’uni6 al lligand (figura
D.6). Aixo suggereix que les especificitats d’interaccid dels dominis POZ de GAGA 1 TTK
amb proteines que s’uneixen a través d’aquest solc poden ser forca diferents.

Un cop reclutat al promotor per GAGA, quins mecanismes podrien estar implicats en la
repressio per TTK de 1’activacio depenent de GAGA?

Una possibilitat seria que el reclutament de TTK al promotor interferis en la formacié o
ensamblatge d’un complex d’activacié productiu (figura D.5C). En aquest sentit, es podria
pensar que la formacidé d’heterooligomers GAGA-TTK impedeix que GAGA pugui reclutar
molécules co-activadores necessaries perque tingui lloc 1’activacié de la transcripcio.
Alternativament, aqui també es podria suggerir que una vegada portat al promotor, TTK
interaccionés amb dTAFy; 155 o algun altre component del PIC i disrompés la maquinaria
basal ensamblada al promotor, resultant en darrera instancia en una abolicié del procés
transcripcional.

Un bloqueig de la interaccié entre GAGA 1 la maquinaria transcripcional correspondria al
qué s’ha descrit a la Introduccié com un mecanisme de quenching. No obstant, normalment
es considera quenching aquella situacio en que activadors i repressors s’uneixen a seqiiéncies
adjacents, podent-se establir contactes proteina-proteina entre ambdues molécules. En el
nostre cas, en canvi, I’ordre dels esdeveniments seria diferent, ja que TTK no s’uneix
directament al DNA, i més aviat és la interaccié amb GAGA el que el permet ser reclutat al
promotor.
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Figura D.6. Posicio dels residus no conservats entre els POZes de GAGA i TTK en I'estructura d’un
homodimer POZ-POZ. A. Regions no conservades entre els dominis POZ de GAGA i TTK (loops a1-B2 i a.3-
B4, assenyalats en taronja per un monomer i verd clar per l'altre) en I'estructura d’'un homodimer POZ-POZ.
B. Alineament de sequéencia dels dominis POZ de GAGA i TTK amb la corresponent estructura secundaria
segons l'estructura resolta del POZ de PLZF (Ahmad et al, 1990).

L’altra possibilitat seria que una vegada portat al promotor, TTK reclutés complexes co-
repressors (figura D.SD). Un co-repressor candidat a participar en aquesta repressio €s
dCtBP, pel qual ja s’ha descrit una associacié funcional amb TTK en el desenvolupament
dels fotoreceptors (Wen et al, 2000). Els nostres experiments indiquen que la regio C-
terminal de TTK, que conté la seqiiéncia consens d’uni6 a dCtBP, no és necessaria per una
repressid eficient. No obstant, alguns estudis apunten a que el domini de TTK responsable
de la interacci6 amb dCtBP ¢s el domini POZ, i que la seqiiencia P-DLS situada a I’extrem
C-terminal tan sols hi tindria una contribuci6 secundaria. Si és certa aquesta hipotesi, 1 el
domini POZ de TTK per ell sol és capa¢ de mediar un reclutament de dCtBP, podriem
pensar en un mecanisme de repressio dirigit pel POZrrx segons el qual: /) TTK seria
reclutat al promotor per una interacci6 amb GAGA; 2) una vegada al promotor, podria portar
el co-repressor dCtBP; i 3) I’accid repressora de dCtBP resultaria en una inhibicid de
I’activaci6 mediada per GAGA. En aquests moments s’esta intentant analitzar aquesta
hipotetica participacio de dCtBP en la repressio per TTK sobre 1’activacid depenent de
GAGA emprant el mateix tipus d’assajos transcripcionals a SL2.
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Un altre possible candidat a ser reclutat per TTK és dMi-2, la subunitat ATPasa del
complex remodelador i desacetilasa NuRD. Com ja s’ha comentat, la interacci6 entre TTK 1
dMi-2 esta mediada per una regié de 100 aa situada just a N-terminal del domini d’uni6 a
DNA de TTK (Murawsky et a/, 2001). Estudis recents sobre la funcié repressora de TTK als
organs sensorials observen que tot i que el POZ de TTK és el principal responsable
d’aquesta activitat, la delecio de la regio a través de la qual s’uneix a dMi-2 disminueix
parcialment D’eficiencia de TTK com a repressor (Badenhorst et al, 2002). De manera
similar, els resultats obtinguts en els nostres assajos de transfeccié indiquen que en el mutant
de delecié de TTK que no conté la regi6 d’uni6é a Mi-2 (POZ1rk), la repressio observada és
menor que en les formes on hi és present (TTK o ATTKS580). Tenint en compte aquestes
observacions, es podria suggerir un model de repressio per TTK segons el qual I’efecte
repressor mediat principalment pel domini POZ de TTK podria ser incrementat en preséncia
de la regio d’unié a dMi-2 per un reclutament del complex NuRD.

Finalment, també ¢és possible que 1’acci6 de TTK impliqui un reclutament directe
d’HDAC:Ss al promotor, no com el cas anterior del complex NuRD en qu¢ el reclutament de
les desacetilases HDACI 1 2 tindria lloc indirectament, a través de la subunitat Mi-2. Basant-
nos en el precedent que els dominis POZ de Bcl-6 1 PLZF poden interaccionar directament
amb desacetilases (David et al, 1998), és factible pensar que el POZ de TTK pugui actuar
per mecanismes similars. En aquest sentit, els assajos de transfecci6 realitzats en preséncia
de TSA apuntarien a que la repressio per TTK no involucra un reclutament de desacetilases
sensibles a aquest inhibidor. No obstant, com ja s’ha dit, no estan del tot establerts els efectes
del TSA sobre les HDACs de Drosophila, 1 de fet recentment s’ha identificat una HDACII
insensible al TSA, la dHDAC6 (Barlow et al, 2001), amb la qual cosa no es pot descartar la
possibilitat que en la repressid per TTK hi estiguin participant desacetilases insensibles al
TSA. Seria doncs interessant realitzar assajos en preseéncia d’inhibidors que tinguessin un
espectre d’accio diferent del TSA, per tal d’analitzar si hi ha algun tipus d’activitat
desacetilasa d’histones que col.labora amb TTK per reprimir la transcripcio.

En resum, els nostres resultats indiquen que la funci6 repressora de TTK sobre 1’activacio
depenent de GAGA implica una interaccié directa GAGA-TTK i no requereix la unio6 directa
de TTK al DNA. Aquestes observacions suggereixen un model de repressio en el que TTK
és reclutat per GAGA al promotor i aleshores exerceix la seva accid repressora. No obstant,
els nostres resultats no permeten distingir si la repressi6 de TTK és deguda a una
interferéncia sobre 1’activacié depenent de GAGA o a un reclutament actiu de co-repressors.
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1.- En experiments de co-immunoprecipitacio, GST-pulldowns i assajos de dos hibrids a
Saccharomyces cerevisiae s’ha detectat la interaccié dels factors de transcripcid de
Drosophila GAGA 1 TTK.

2.- Els dominis POZ/BTB de GAGA i TTK, responsables de la formacié dels
homooligomers GAGA-GAGA i1 TTK-TTK, son també necessaris i suficients per la
interaccid6 GAGA-TTK tant in vivo com in vitro.

3.- En assajos de transfecci6 a SL2, I’activacid del promotor eve stripe 2 mediada per
GAGA ¢s reprimida eficientment per TTK. En abséncia de GAGA, la sobreexpressio de
TTK no té cap efecte sobre 1’activitat basal del promotor.

4.- La repressio per TTK de I’activacié depenent de GAGA requereix la preséncia dels
dominis POZ de GAGA i de TTK, suggerint que és conseqiiéncia de la interaccid6 GAGA-
TTK.

5.- El domini POZ de TTK és capag per si sol de reprimir 1’activacié mediada per
GAGA. Pel contrari, la regi6 C-terminal de TTK, que conté la seqiliencia consens P-DLS
d’uni6 al co-repressor dCtBP, no contribueix de manera significativa a la repressid. Aquests
resultats identifiquen el domini POZ de TTK com el principal responsable de la repressio.

6.- Consistent amb 5, I’intercanvi del domini POZ de GAGA pel domini POZ de TTK
aboleix la capacitat transactivadora de GAGA 1 converteix la proteina de fusio
POZ1rkAPOZgaca en un repressor de I’activacié depenent de GAGA.

7.- La repressié per TTK de I’activacidé depenent de GAGA no ¢és inhibible per TSA,
suggerint que les HDACs no contribueixen en aquesta repressio. No obstant, no es pot
descartar que la repressié per TTK de ’activacié depenent de GAGA pugui estar mediada
per un reclutament de complexes HDACs insensibles al TSA.

8.- La repressio per TTK de 1’activacio depenent de GAGA pot tenir lloc en abséncia de
llocs d’uni6 de TTK al promotor, indicant que la repressid no requereix unio6 directa de TTK
al DNA.

9.- Els assajos d’unié a DNA in vitro mostren que TTK no interfereix en la unio de
GAGA al DNA. Contrariament, els complexes GAGA-TTK semblen tenir una major afinitat
d’uni6 al DNA.

10.- Aquestes observacions suggereixen un model en el que la repressi6 per TTK de
I’activacié depenent de GAGA implica una interacci6 directa GAGA-TTK a través de la
qual GAGA contribueix al reclutament de TTK al promotor. No obstant, els nostres resultats
no permeten distingir si 1’activitat repressora de TTK ¢és deguda a la interferéncia en
I’activacié depenent de GAGA o a un reclutament actiu de co-repressors.
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Seqiiencia promotor eve stripe 2

-1759
TTGAACCTTTCCCGGGGCAAGAAGGCTTGCATGTGGGCCTTTTCCAGGTCGGCCAGTAGGTA
GAGTTGTTGCGATGCGGCTATGCCGGGCGAGTTAATGCCAATGCAAATTGCGGGCGCAATAT
AACCCAATAATTTGAAGTAACTGGCAGGAGCGAGGTATCCTTCCTGGTTACCCGGTACTGCA
TAACAATGGAACCCGAACCGTAACTGGGACAGATCGAAAAGCTGGCCTGGTTTCTCGCTGTG
TGTGCCGTGTTAATCCGTTTGCCATCAGCGAGATTATTAGTCAATTGCAGTTGCAGCGTTTC
GCTTTCGTCCTCGTTTCACTTTCGAGTTAGACTTTATTGCAGCATCTTGAACAATCGTCGCA
GTTTGGTAACACGCTGTGCCATACTTTCATTTAGACGGAATCGAGGGACCCTGGACTATAAT
CGCACAACGAGACCGGGTTGCGAAGTCAGGGCATTCCGCCGATCTAGCCATCGCCATCTTCT
GCGGGCGTTTGTTTGTTTGTTTGCTGGGATTAGCCAAGGGCTTGACTTGGAATCCAATCCTG
ATCCCTAGCCCGATCCCAATCCCAATCCCAATCCCTTGTCCTTTTCATTAGAAAGTCATAAA
AACACATAATAATGATGTCGAAGGGATTAGGGG

-1079
CGCGCAGGTCCAGGCAACGCAATTAACGGACTAGCGAACTGGGTTATTTTTTTGCGCCGACT
TAGCCCTGATCCGCGAGCTTAACCCGTTTTGAGCCGGGCAGCAGGTAGTTGTGGGTGGACCC
CACGACTTTTTTGGCCGAACCTCCAATCTAACTTGCGCAAGTGGCAAGTGGCCGGTTTGCTG
GCCCAAAAGAGGAGGCACTATCCCGGTCCTGGTACAGTTGGTACGCTGGGAATGATTATATC
ATCATAATAAATGTTTTGCCCAACGAAACCGAAAACTTTTCAAATTAAGTCCCGGCAACTGG
GTTCCCATTTTCCATTTTCCATGTTCTGCGGCCAGGGGCGGCCATTATCTCACTACAGCAGT
TCCCAAATGGTTATGGCTGGACACCCCTGCCGCCGCTCCAACGGGGTGGATGAAGCCCCCAA
AACCCGAAAGTCATGGCAGCCATGGCAGTGTGGGGCTGTTAAACGTGCGGCATAATATTAAG
ACTTCATAAAAGCGCAAATAATTCGCTGGCAGGCGATCGATAATACATACATACAAATATAT
AGTGGGATACACACACTCTCTGCCGGCAAACACACACCACCCGACCCGACTGAGCGGCATAA
TGCCATATCATTCTTGATGAAGCCAATAAAATCCCATTATTAAGGG

-413
GGCCCGCCCGTCCCGCTCGCTCCTGCGGAGCAACCGCCTGCGGGCGGGCGAGACAAAAGATT
CGCTCATCCGCTATGAATACCAAATCGGAACTCTCTCTCTCTCCAGCTCGGGAGTGCCATGG
CCAGCATGGCCAGGACCTCCTCATGGTCCTGCCGAGCAGAGAACGCGGCTCCATCCCGCTGC
TCCGGGTCCTGCTCCTCCGCTTTGTCCCGCCTCGTTATCGCCGCTCAGCACCGAGAGCACAG
CAGCGCATCCACTCTCAGCACCGCACGATTAGCACCGTTCCGCTCAGGCTGTCCCGCTCGCA
CCTGCCTGGGTCGCTGCGATTGGCCGCTCCCAGCGACGGCGGCCATTTGCCTGCAGAGCGCA
GCGGTATAAAAGGGCGCGGGGTGGCTGAGAG

+1
CAGCACACTCGAGCTGTGACCGCCGCACAGTCAACAACTAACTGCCTTCGTTAATATCCTCT
GAATAAGCCAACTTTGAATCACAAGACGCATACCAAACATGCACGGATACCGAACCTACAAC
ATGGAGAGCCACCATGCCCACCACGACGCCAGTCCCGTGGACCAGAAGCCCCTGGTTGTGGA
CCTCTTGGCCACCCAGTACGGCAAGCCCCAGACACCGCCT
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