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Presentacio

La resposta enfront a situacions d’estrés és de gran importancia en
microorganismes, degut a que el seu entorn és molt variable, i1 diferents condicions com
la temperatura, 1’osmolaritat, el pH i la disponibilitat de nutrients presenten fluctuacions
importants. Saccharomyces cerevisiae ha estat utilitzat com a punt de partida per
estudiar la resposta de les cel-lules eucariotes enfront a situacions d’estrés i determinar
la funcié especifica del conjunt de proteines induides. A més, I’elevat grau de
conservacid en les vies de senyalitzacid d’estrés entre el llevat i eucariotes superiors fa
que el llevat sigui utilitzat com a sistema model per a la caracteritzacid d‘aquesta

resposta en organismes més complexes.

Una situacié d’estreés per a la cel'lula genera una remodelacié en I’expressio
genica. En el nostre grup estem interessats en I’estudi de la resposta transcripcional
enfront a diversos tipus d’estrés en el llevat Saccharomyces cerevisiae i varem pensar
que seria molt interessant la utilitzacié massiva de la tecnologia de microxips de DNA.
Per aquest motiu ens varem plantejar una solucid atrevida que consistia en amplificar
els aproximadament 6000 ORFs del genoma sencer de Saccharomyces cerevisiae amb
la col-laboracié dels laboratoris dels Drs. José Enrique Perez-Ortin (Universitat de
Valéncia) i Javier Arroyo (Universitat Computense de Madrid) i fabricar nosaltres
mateixos els microxips de DNA. Un primer Us d’aquests microxips, I’estudi de la
resposta transcripcional de S. cerevisiae enfront a una situacio d’estrés per pH alcali,

constitueix una part important del treball que es presenta a continuacio.

Saccharomyces cerevisiae creix bé en un rang de pH relativament ampli, tot i
que creix més rapidament a pH acid. Per tant, I’exposici6 a un pH lleugerament alcali es
pot considerar una situacié d’estrés. En llevat, el pH extracel.lular actua sobre
I’expressio de diferents bombes de ions i transportadors que promouen 1’adaptacié a
canvis de pH. A més, el pH extracel.lular regula el creixement haploide invasiu i
I’esporulacié de manera que aquests estan inhibits en condicions de pH acid 1 afavorits
en condicions de pH alcali. El pH extracel-lular és, per tant, una senyal ambiental clau

que influeix en el creixement, fisiologia i diferenciaci6 cel-lular.



Presentacio

Les respostes moleculars produides per variacions del pH extracel-lular han estat
poc estudiades en Saccharomyces cerevisiae a diferéncia d’altres fongs com Aspergillus
nidulans, Candida albicans o Yarrowia lipolytica. Quan es va iniciar aquest treball de
recerca el nombre de gens de Saccharomyces cerevisiae que es sabia que presentaven
una resposta a pH alcali era sorprenentment petit: ENAL, que codifica un ATPasa de
sodi essencial per la destoxificacid de sodi, SHC1 1 SCY1 dels quals no es coneixia
practicament res. Per aquest motiu en aquest treball s’han utilitzat microxips de DNA
fabricats en el nostre laboratori amb 1’objectiu de realitzar una millor caracteritzacio de
la resposta transcripcional enfront a una situacié d’estrés com és la exposicio a pH

alcali.

Recentment, s’ha observat en el nostre laboratori que la calcineurina podria estar
involucrada en la tolerancia enfront a pH alcali. Es va demostrar que una part
significativa de la resposta a pH alcali del promotor ENA1 i practicament la totalitat de
la resposta de PHO89 (codifica una permeasa Na'/Pi) estava bloquejada per 1’inhibidor
de la calcineurina FK506 i també en abséncia de Cnb1 o Crzl suggerint que la resposta
transcripcional d’una série de gens enfront a 1’acalinitzacié del medi podria ser, com a
minim en part, depenent de la calcineurina. El fet que dos dels quatre gens estudiats més
exhaustivament presentessin dependéncia a calcineurina en la seva resposta enfront a
pH alcali ens va fer pensar que un nombre important de gens de llevat podrien
respondre a pH alcali a través de la via de senyalitzaci6 de la calcineurina. En aquest
treball confirmem i1 ampliem aquesta hipotesis definint, mitjancant la tecnologia de
microxips de DNA, un conjunt de gens la resposta transcripcional dels quals esta

regulada per la via de la calcineurina.
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Introducci6

1. INTRODUCCIO A LA TECNOLOGIA DE MICROXIPS DE DNA

La seqiienciaci6 de centenars de genomes de diferents organismes ha suposat
una gran revolucio en el camp de la genomica. La genomica ¢€s la ciéncia que estudia els
genomes en al seva totalitat, ja sigui des de un punt de vista estructural o funcional. Per
tant, aquesta ciéncia es divideix en dos categories: la genomica estructural i la
funcional. La genomica estructural és la branca orientada a la caracteritzacio i
localitzacié de les seqiiencies que constitueixen el DNA corresponent als gens. En
canvi, la genomica funcional consisteix en el desenvolupament i aplicaci6 de técniques
experimentals que avaluen la funcid dels gens utilitzant la informaci6 i els elements de
la genomica estructural. Aquestes teécniques es caracteritzen per la combinacié de
metodologies experimentals a gran escala acompanyades d’estudis computacionals dels
resultats (Hieter and Boguski, 1997). L’objectiu de la gendomica funcional és omplir els
forats existents entre el coneixement de les seqiiéncies d’un gen i la seva funcid, per aixi
desvetllar el comportament dels sistemes biologics. Es tracta d’expandir la capacitat de
la investigacid biologica passant d’estudiar gens individualment a estudiar tots els gens

d’una c¢l-lula al mateix temps en un moment determinat.

La tecnologia de microxips de DNA ¢és una de les eines més poderoses que
disposa actualment la genomica per tal d’obtenir informacid sobres les funcions dels
diferents gens, congixer en quins processos participen, de quina manera estan regulats,
la interaccid6 amb altres productes genics, com varien els nivells d’expressio entre
diferents tipus cel-lulars i estadis, i com varia ’expressid genica sota diferents
condicions ambientals, entre d’altres (Shalon et al., 1996; Lashkari et al., 1997). Un
microxip de DNA consisteix en un gran nombre de molécules de DNA ordenades sobre
un suport solid (freqiientment porta-objectes de vidre o membranes de nild) de manera
que formen una matriu ordenada de seqiiencies en dos dimensions. Aquests fragments
de material genétic poden ser seqiiéncies de poca longitud (oligonucleotids) o, de major
longitud com cDNA (DNA complementari sintetitzat a partir de mRNA), o bé productes
de PCR (replicaci6 in vitro de seqiiéncies de DNA mitjangant la reaccid en cadena de la
polimerasa). Aquests fragments de DNA immobilitzats en el suport s’anomenen sondes.
Els acids nucleics de les mostres a analitzar es marquen utilitzant diferents metodes
(fluorescents, radioactius, etc.), s’ajunten amb les sondes dipositades en el suport solid i

s’incuben permetent la unid de seqiieéncies homologues. Durant aquest procés, anomenat
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hibridacid, les mostres d’acids nucleics marcades s’uniran a les seves complementaries
immobilitzades en el suport del xip, permetent la identificacid i quantificacio de DNA
present en la mostra. Finalment, la detecci6 de la senyal i els programes informatics ens

permeten analitzar i interpretar les dades obtingudes (Figura 1).

I Disseny experimental I

|

Seleccié mostres I

|

I Marcatge mostres I

I Seleccié microxin I I

!

I Hibridacio I

}

I Obtenci6 de la imatge I

!

I Analisi de la imatge I

}

I Analisi de les dades I

Figura 1. Esquema dels passos a seguir en la utilitzacié de la tecnologia de microxips de DNA.
Un experiment amb microxips de DNA comenga amb una bon disseny experimental.
Seguidament cal escollir el microxip més adient i obtenir mostres de qualitat. El segiient pas és
marcar les mostres i hibridar-les les amb el microxip. Un cop les mostres s’han unit al DNA
sonda es capta la imatge per obtenir un valor d’intensitat per a cadascuna de les senyals.
Finalment, es procedeix a I'analisi de les dades obtingudes a través de diferents programes
informatics.
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En funci6o del suport utilitzat i la densitat de les sondes existeixen dos
tecnologies principals: els microxips (van Hal et al., 2000; Schulze and Downward,
2001) i els macroxips de DNA (Hauser et al., 1998; Cox et al., 1999; Alberola et al.,
2004). En la tecnologia de microxips de DNA la sonda es diposita sobre la superficie
d’un porta-objectes de vidre modificat amb grups amina o aldehid entre d’altres
(Zammatteo et al., 2000; Kumar et al., 2000; Chiu et al., 2003), mentre que les sondes
dels macroxips son dipositades sobre superficies poroses (membranes de nild)
carregades positivament. Actualment, els suports més utilitzats son les superficies no
poroses, les quals permeten col-locar petites quantitats de DNA en un espai molt reduit
sense que difongui per capilaritat a través de la membrana 1, a més, el marcatge no ¢és
radioactiu sin6 que s’utilitzen altres métodes de marcatge basats en la fluorescencia,
quimioluminiscencia, etc. Tot 1 aix0, els macroxips son més facils de fabricar i la seva
utilitzacio €s més economica, per tant, ofereixen una alternativa interessant per molts
laboratoris. En aquest treball hem utilitzat la tecnologia de microxips de DNA, de

manera que ens centrarem en aquesta técnica.

Hi ha dos tipus diferents de microxips: els microxips en els quals la sonda de
DNA es diposita sobre una superficie de vidre, els pioners dels quals va ser el laboratori
del Dr. Patrick Brown de la Universitat de Stanford (http://brownlab.stanford.edu), i els
microxips d’oligonucleotids sintetitzats “in situ” produits inicialment per Affymetrix
Inc. (www.affymetrix.com). El primer microxip creat en el laboratori del Dr. Patrick
Brown es va crear amb 45 gens d’Arabidopsis (Schena et al., 1995). A partir d’aqui la
tecnica ha anat evolucionant rapidament fins a obtenir microxips amb centenars o miler
de gens. Actualment, molts laboratoris de tot el moén utilitzen la tecnologia de microxips
de DNA per un rang molt ampli d’aplicacions, perd sobretot és molt 1util en la
comparacio simultania dels nivells d’expressio de diferents mRNAs corresponents a
milers de gens. En aquest treball ens centrarem, principalment, en la utilitzacié de
microxips de DNA per a I’estudi de 1’expressio génica diferencial (Schena et al., 1995).
La idea principal d’aquest tipus d’experiment és una hibridaci6 competitiva entre una
mostra marcada amb un fluorocrom (la cianina Cy3) i una altra mostra marcada amb un

fluorocrom diferent (la cianina Cy5), (figura 2).
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Per tal de dur a terme un experiment de microxips de DNA s’han de tenir en
compte una serie de factors: disseny experimental, tipus de sonda (cDNA,
oligonucleotids...), marcatge de les mostres (fluorescent, radioactiu...), tipus de suport
(vidre, membranes...), deposici6 de les mostres (impressio, sintesi “in situ”...),
immobilitzaci6 de les sondes (activa, passiva, covalent,...), deteccidé de la hibridacid

(tipus d’escaner), i processament de les dades (software).

A Mostra control Mostra problema

l Extraccié RNA
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Figura 2. Representacid grafica de la tecnologia de microxips de DNA per a l'estudi de
I'expressié génica diferencial en llevat. Figura modificada de (Horak and Snyder, 2002). A.
Esquema d’'un experiment de microxips de DNA de llevat. B. Porcié de la imatge obtinguda
després de la hibridacié d’'un microxip de DNA de llevat.
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1.1. Disseny experimental

Abans de comengar un experiment de microxips és molt important decidir quin
¢s el millor disseny per tal de que 1’analisi de les dades sigui el més simple possible i
que en puguem extreure el maxim d’informacié amb el minim cost segons 1’objectiu
proposat. Hem de tenir en compte que hi pot haver una limitacié del nombre de xips,
quantitat de RNA o altres consideracions economiques, de manera que cadascuna

d’elles afectara al disseny experimental.

e Tipus de répliques utilitzades per validar els resultats

Els resultats obtinguts amb un sol microxip sén poc fiables, ja que aquest tipus
d’experiments estan sotmesos a diversos tipus de variacions com la existent entre xips,
posicié de la sonda en el xip, mostres que provenen d’extraccions o d’individus
diferents, persona que realitza 1’experiment, etc. Per minimitzar totes aquestes
variacions és necessari realitzar diversos replicats de I’experiment i aixi reduir el

nombre de falsos positius i negatius (Lee et al., 2000).

La possibilitat de realitzar comparacions directes entre dos mostres en el mateix
microxip és una caracteristica exclusiva del sistema basats en el marcatge diferencial.
L’avantatge principal d’aquest sistema és que aparellant mostres eliminem les
variacions degudes a diferéncies entre microxips. Tot 1 aix0, en la majoria de casos ¢€s
impossible realitzar totes les combinacions possibles entre mostres, degut a I’elevat cost
o a limitacions en la quantitat de mostra. Per tant, un pas important en el disseny d’un
experiment és decidir el nombre de répliques que volem analitzar i com aquestes seran
aparellades en el microxip (Yang and Speed, 2002). Quan parlem de répliques ens

podem referir a:

A) Gens dipositats més d’una vegada en el mateix xip.
B) La hibridacio6 de diferents xips amb la mateixa mostra.
C) Utilitzar mostres independents (ex: provenen de diferents individus) per hibridar

diferents xips.
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En el cas de A i B parlem de répliques técniques, mentre que en el tipus C parlem de
répliques biologiques. Les répliques técniques ens permeten obtenir una mesura més
precisa dels valors d’expressio per a cadascun dels gens a partir d’'una mostra concreta i
elimina la majoria de variacions técniques introduides durant 1’experiment. Les
répliques biologiques fan referéncia a 1’analisi de diferents mostres biologiques
estadisticament independents. Aquest tipus de répliques son particularment importants
per obtenir patrons d’expressid representatius de una poblacié davant una condicid

determinada.

e Reunid de diferents mostres biologiques (pooling)

En alguns casos, principalment quan la quantitat de RNA obtinguda és
insuficient o per reduir el nombre de xips amb 1’objectiu d’abaratir el cost final,
s’ajunten diferents mostres de RNA que corresponen a una mateixa condicid
experimental (pooling). Al fer pools es disminueix la variabilitat biologica pero es perd
la possibilitat de mesurar quina és aquesta variacio, de manera que si aquesta és molt
gran el valor mitja obtingut no sera representatiu. A més, el disseny basat en pools no
garanteix necessariament una reduccio del cost (Shih et al., 2004). Una alternativa als
pools, quan no es té suficient quantitat de mostra, seria realitzar amplificacions lineals

d’aquest RNA (Pabon et al., 2001; Singh et al., 2004; Schneider et al., 2004).

e Marcatge reciproc (Dye-swap)

Una manera simple i efectiva per comparar directament dues mostres és realitzar
el marcatge reciproc per aixi minimitzar els efectes deguts a la incorporacid diferencial
entre fluorocroms (Kerr and Churchill, 2001) (figura 3 A). Aquest tipus de disseny
utilitza dos microxips per comparar dues mostres. En un microxip, la mostra control es
marca amb el fluorocrom 1 (ex: verd), i la mostra problema el fluorocrom 2 (ex:
vermell). En canvi, en I’altra microxip s’inverteixen els fluorocroms en cadascuna de les
mostres. Aquest tipus de disseny es pot repetir diverses vegades per comparar les
mateixes mostres. La repeticio del marcatge reciproc entre dues mostres és til per
reduir les variacions técniques, perd no s’ha de confondre amb les répliques del
marcatge reciproc en les quals es comparen mostres biologiques independents (figura 3

B). En aquest ultim disseny es té en compte tant les variacions técniques com les
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biologiques, aixd fa que pugui resultar més dificil d’obtenir resultats estadisticament
significatius, sobretot quan la variacio biologica ¢és gran. Tot 1 aix0 és necessari realitzar
répliques biologiques, ja que, en la majoria d’estudis es volen obtenir resultats

representatius de la poblacid que estas estudiant (Churchill, 2002).

A. Al ................... > B. Al E—
B — | B
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|

Figura 3. Dissenys experimentals per la comparacio directe de dues mostres. Els quadrats
representen mostres de mRNA, les quals estan marcades amb dues lletres, A o B indicant que
sén condicions diferents. Els quadrats de color verd significa que la mostra esta marcada amb
el fluorocrom Cy3, mentre que els vermells amb Cy5. Els subindexs indiqguen el nhombre de
repliqgues biologiques independents per un mateix tractament. Les fletxes representen les
hibridacions entre mostres de mRNA i el microxip, les fletxes discontinues representen la
repeticio del mateix experiment. Aquest esquema mostra: (A) un marcatge reciproc i una
repeticié del marcatge reciproc (linies discontinues) i (B) una réplica bioldgica del marcatge
reciproc.

Un dels dissenys experimentals més utilitzats, degut a que el seu analisi i
interpretacid dels resultats és relativament facil, és el basat en comparacions directes
entre una mostra que es pren com a referéncia (ex: mostra no tractada, soca salvatge,
etc.) 1 altres mostres diferents (ex: sotmeses a diferents tractaments, presenten diferents
mutacions, sotmeses al mateix tractament perd en temps diferents, etc.). En aquest tipus
de disseny també¢ és necessari realitzar el marcatge reciproc per tal de minimitzar els

efectes deguts a la incorporacid diferencial entre fluorocroms (figura 4).
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Figura 4. Disseny experimental prenent una mostra de RNA com a referéncia (REF). Els
quadrats representen les mostres de RNA, i les fletxes representen microxips. Els quadrats de
color verd significa que la mostra esta marcada amb el fluorocrom Cy3, mentre que els vermells
estan marcats amb Cy5. A, B, C...Z indiguen les diferents condicions que volem estudiar.

e Disseny multifactorial

Una alternativa més complexa al disseny que pren una mostra com a referéncia ¢€s el
disseny multifactorial basat en la comparacié d’una mostra amb una altra creant unions
en forma de cadena (loops) (Yang and Speed, 2002), veure figura 5 A. Es poden arribar
a crear dissenys més complexes combinant dos o més loops (figura 5 B). La dificultat
que presenta el disseny en loops és que els valors d’expressio relativa no sén sempre
evidents, 1 aix0 fa que siguin necessaris programes informatics capagos d’analitzar
aquests tipus de disseny, sobretot en aquells dissenys que integren diversos loops. En

realitat son sistemes poc utilitzats degut a la dificultat de interpretacié dels resultats.

Figura 5. Dissenys experimentals basats en loops. Els quadrats representen les mostres de
RNA, i les fletxes representen microxip. A. disseny basat amb un loop simple. B. Disseny basat

amb diversos loops. Figura modificada de Churchill, 2002.
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Resumint, hi ha tres punts claus a tenir en compte a 1’hora de dissenyar un

experiment amb microxips de DNA:

- A part de les repliques técniques és necessari generar répliques
biologiques independents.

- Realitzar comparacions directes entre les mostres la comparacié de les
quals sigui de major inter¢s i utilitzar els camins més curts per unir les
diferents mostres que vulguem comparar.

- Utilitzar el marcatge reciproc o el disseny amb loops per equilibrar els
diferents fluorocroms i mostres.

- Tenir present en tot moment 1’objectiu del nostre estudi. Els
experiments generats per respondre una qiiestié6 en particular solen

presentar dissenys més simples i més facils d’interpretar.

1.2. Tipus de sonda

Fisicament les sondes tenen dues formes diferents: DNA bicatenari
corresponent a fragments de DNA de longitud variable, o oligonucleotids, que poden

ser sintetitzats in situ o in vitro i després units al suport.

L’obtencido de sondes de DNA bicatenari es du a terme per PCR utilitzant
oligonucleotids especifics a partir de DNA genomic, o bé amplificant amb
oligonucleotids universals a partir de biblioteques de cDNA. La longitud d’aquestes

sondes pot ser de centenars de parells de bases fins a varies quilobases.

Les sondes corresponents a oligonucleotids es diferencien de les anteriors en que
el nombre de parells de bases és més limitat, de 20 a 70 parells de bases. Algunes
empreses com Incyte (http://www.incyte.com), Operon (http://www.operon.com) i
MWG Biotech (http://www.mwgbiotech.com) proporcionen oligonucleotids de
col-leccions ja definides pel fabricant, o bé, dissenyen oligonucleotids de manera
especifica a peticid del client. En el cas d’utilitzar oligonucleotids de longitud curta
aquests presenten una modificacié en ’extrem per tal de facilitar la seva uni6 a la

superficie del porta-objectes modificat (per més informacio veure I’apartat 1.5).

11
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1.3. Material de suport

Tradicionalment el substrats solids dels xips es divideixen en porosos i no
porosos. El suports més utilitzats en els xips porosos sén membranes de nilo carregades
positivament, és el que anomenem macroxip. Mentre que, en els suports dels xips no

porosos, el material es troba immobilitzat sobre una superficie que sol ser de vidre.

Tal 1 com hem comentat anteriorment, tot 1 que les membranes de nilé segueixen
utilitzant-se actualment, han estat substituides en la majoria dels casos per alternatives
que permeten una major resolucid dels punts, a més de la utilitzacié de la fluoresceéncia
com a metode de deteccio. Tot 1 aixo, alguns xips utilitzen membranes o superficies

poroses que recobreixen la superficie d’un vidre, millorant la resolucié dels punts.

1.4. Fabricacio del microxip

Les tecnologies de col-locacid de les sondes sobre el xip més utilitzades son les
segiients:  fotolitografia, microinjeccid, “microspotting” 1 formes combinades

d’aquestes.

La fotolitografia utilitza la tecnologia de fabricacid de semiconductors per
fabricar un microxip sintetitzant els DNAs sonda directament sobre el suport solid.
Cada pas de sintesi consisteix en 1’addicié d’un nucleotid derivatitzat en cadascuna dels
milers de cadenes en creixement sobre la superficie del xip. En la fabricacio s’utilitzen
fotomascares que dirigeixen la sintesi de DNA sobre el suport solid, en concret
s’utilitzen els fotons com activadors de versions modificades dels quatre dNTPs
utilitzats per la sintesi del DNA. La longitud dels oligonucleotids sintetitzats sobre un
xip sol ser d’uns 20-25 bases (Fodor et al., 1991; Cohen et al., 1997; Singh-Gasson
et al., 1999).

La microinjeccié es basa en la tecnologia piezoeléctrica per col-locar sobre la
superficie del microxip quantitats per sota del nanolitre de solucié de DNA sense que
’agulla d’injeccio arribi a tocar fisicament el suport (Fodor et al., 1991; Chee et al.,
1996; Hsieh et al., 2004).

12
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El “microspotting” utilitza agulles, capil-lars o micropinces per col-locar les
sondes sobre la superficie del microxip per contacte fisic directe. El DNA sonda es
prepara en microplaques i a través de les agulles €s transportat i dipositat sobre el suport

solid per un robot (Schena et al., 1995; Venkatasubbarao, 2004).

Aquestes teécniques permeten la fabricacid6 de microxips utilitzables en les
principals aplicacions en genomica funcional: deteccidé de mutacions i estudis
d’expressid geénica i permeten un grau de miniaturitzaci6 suficient per poder representar
el genoma huma complert en un sol microxip. Per tant, les tres son valides, pero
existeixen criteris que poden fer inclinar cap a una de les técniques. Aquests factors son:
cost, densitat de les sondes, control de qualitat, flexibilitat d’us, rapidesa de fabricacio i

facilitat d’introduir canvis (Schena et al., 1998).

1.5. Immobilitzacio de les sondes

El suport més utilitzat per immobilitzar les sondes €és un porta-objecte de vidre
modificat (Cheung et al., 1999). La preparaci6 de suports de vidre implica un tractament
previ amb grups reactius com ara grups amino o aldehid, de manera que formin una

capa uniforme per evitar unions no especifiques de les sondes sobre el suport.

En alguns casos les unions generades entre el DNA i el suport solid no séon
covalents, com ara les interaccions hidrofobiques (Allemand et al., 1997). En aquests
casos el DNA ¢és susceptible a desunir-se de la superficie en condicions d’elevada
temperatura o concentracions altes de sals, per aquest motiu és convenient que es
transformin en unions covalents. El métode més utilitzat per generar unions covalents és
la irradiaci6 amb llum ultraviolada, la qual forma enllagos entre els residus de timina del
DNA i els grups amino de carrega positiva presents en la superficie solida. Tot i aixo,
aquest metode presenta un petit inconvenient degut a que el nombre de llocs d’uni6 pot
variar per cadascun dels DNAs fixat de manera que les seqiliencies disponibles per a la
posterior hibridaci6 siguin variables. Per aquest motiu s’han creat metodes alternatius
que es basen en la fixacio de molécules de DNA en els seus extrems com ara els DNAs

carboxilats (Joos et al., 1997) o fosforilats (Rasmussen et al., 1991) que es poden unir

13
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als grups amina dels suports, o bé oligonucleotids amb grups amino-terminals que es
poden unir a diferents tipus de grups reactius presents en el suport (Guo et al., 1994;

Lamture et al., 1994; Schena et al., 1996).

Per tant, el métode emprat per immobilitzar les sondes sobre la superficie del
microxip dependra del tipus de suport utilitzat, el tipus de sondes i de 1’aplicacid final

que li vulguem donar.

1.6. Marcatge de les mostres

Els meétodes més utilitzats pel marcatge de les mostres son els quimics o
enzimatics emprant-se majoritariament el marcatge amb fluorescéncia a través de
diferents fluorocroms (veure taula 1). Aquests fluorocroms presenten un rang estret

d’emissid i els més utilitzats son les cianines Cy3 i Cy5 (figura 6).

Taula1. Diferents fluorocroms utilitzats en el marcatge de les mostres. S’indica el pic d’excitacio
i d’'emissio per a cadascun dels fluorocroms.

Nom Pic d’excitacié (nm) Pic d’emissié (nm)
Alexa 532 543 570
TAMRA 543 570
Cy3 543 570
Alexa 546 543 570
TMR 543 570
Alexa 568 543 578
BODIPY 630-650 633 660
Cy5 633 670

14
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Figura 6. Representacio grafica dels espectres d'excitacié i d’emissio dels fluorocroms Cy3 i
Cy5. Figura modificada a partir dels protocols d’Amersham Biosciences.

La utilitzacié de fluorocroms permet analitzar varies mostres en el mateix xip,
eliminant la variabilitat que es produeix quan es comparen resultats que son producte de
la hibridacié en xips diferents, a més de la possibilitat de detectar la senyal de multiples
mostres simultaniament; perd té I’inconvenient que el patré d’incorporacié dels dos
fluorocroms no ¢és uniforme i, per aquest motiu, es fa necessari per la validaci6 de

resultats fer el marcatge reciproc de cadascun dels experiments.

Fonamentalment existeixen dos tipus de marcatges fluorescents diferents: el
marcatge directe i el marcatge indirecte. En el primer, el marcatge de les mostres té lloc
per una incorporacié directa dels nucleotids fluorescents (CyDye-dCTP o CyDye-
dUTP) durant la reaccié de transcripcioé reversa (RT). En el marcatge indirecte primer
s’incorporen nucleotids modificats amb un grup amino al-lil (AA-dUTP) durant la
sintesi del ¢cDNA 1 després s’incorpora un derivat N-hidroxisuccinimida (NHS) del

fluorocrom per reacciod quimica (figura 7).
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Cy™3 NHS ester Cy5 NHS ester
Excitation max = 548 nm Excitation max = 646 nm
Emission max = 562 nm Emission max = 664 nm

Figura 7. Estructura dels derivats de les cianines N-hidroxisuccinimida dels fluorocroms Cy3 i
Cy5. Figura modificada a partir dels protocols d’Amersham Biosciences. Es marca la part de la
molécula que déna lloc a la fluorescéencia.

Existeixen altres tipus de marcatge no basats en la fluorescéncia com la
utilitzacio de sondes de DNA marcades amb biotina i detectades a través de conjugats
enzimatics de avidina o metodes basats en la quimioluminiscéncia entre d’altres (Roda

et al., 2004; Bourget et al., 2005).

1.7. Plataformes comercials

En els ultims anys els microxips comercials d’oligonucleotids fabricats per
Affymetrix, han esdevingut els més utilitzats per la comunitat cientifica per tal
d’estudiar ’expressi6 geénica. Més recentment, Agilent, Amersham Biosciences i
Applied Biosystems han comercialitzat noves plataformes les quals també estan basades
en oligonucleotids. Totes aquestes plataformes presenten una elevada qualitat, bona
resolucio i1 ens permeten obtenir informacid geénica avangada en el camp dels microxips.
Degut a que aquestes tecnologies acabaran essent estandards en la recerca és important

conéixer-les:
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o Affymetrix (GeneChip®)

AFFYMET:‘;"S» El sistema per fabricar xips d’Affymetrix consisteix en sintetitzar

] directament sobre el suport solid oligonucleotids de 25 parells de bases.
Aquests xips poden contenir més de 1.000.000 d’oligonucleotids diferents de manera
que presenten densitats extremadament elevades. Les sondes son dissenyades amb
I’objectiu d’obtenir la maxima sensibilitat, especificitat i reproductibilitat, permetent
una discriminacio clara entre senyals especifiques i el fons, i entre seqiiéncies diana
similars. En cada xip s’hibrida una inica mostra marcada amb biotina i detectada a
través de conjugats enzimatics d’avidina. El sistema d’Affymetrix, a més del xip,
també ofereix una estacio de hibridacid, una estacié de rentat, un escaner, i tots els
softwares d’analisi necessaris. El fet de ser un sistema que presenta tots els
components necessaris per dur a terme la totalitat del procés pot representar una
avantatge per comparar dades obtingudes emprant la mateixa plataforma, ja que les
variacions observades només poden ser degudes a la mostra. D’altra banda aquest fet

pot representar un inconvenient degut a que el fa un sistema poc flexible que depén

dels xips generats per la casa comercial (http://www.affymetrix.com).
e Agilent Technologies (Agilent SurePrint) )

Agilent Technologies fabrica microxips d’oligonucleotids de 60 bases.

Utilitzant la tecnologia de la microinjeccid es dipositen els monomers
d’oligonucleotids sense que al injectar arribi a entrar en contacte amb el suport,
permetent una sintesi més rapida dels oligonucleotids i una uniformitat més elevada
entre gotes. Es dipositen volums extremadament petits (picolitres), 1 aquests s’uneixen
al suport través d’una reaccid quimica. Utilitzant la tecnologia d’Agilent Technologies
es poden imprimir més de 22.000 oligonucleotids per xip. El sistema de marcatge
utilitzat en aquest sistema es basa en la fluoresceéncia i consisteix en marcar dues
mostres que es volen comparar amb fluorocroms diferents i1 hibridar-les en un mateix

xip (http://www.agilent.com).
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e Amersham Biosciences (CodeLink™)

% La plataforma CodeLink ofereix microxips d’elevada densitat.
L/

Amersham
Biosciences

Consisteix en oligonucleotids de 30 b els quals son sintetitzats per

microinjeccidé en una matriu tridimensional formada per un gel especial. La uni6 entre
les sondes i la matriu es du a terme a través d’una interaccié covalent entre el grup
amino modificat present en I’extrem 5° de 1’oligonucleotid i el grup funcional activat de
la matriu. La matriu tridimensional dona un ambient aqués, permetent una maxima
interaccid entre la sonda 1 la diana. Aquesta plataforma tridimensional permet
augmentar la sensibilitat fins al punt de ser capag¢ de detectar un transcrit per cél-lula, i
un valor relatiu d’expressié de 1,3 amb un grau de confianca del 95 %. Aquests xips
s’hibriden amb dues mostres marcades de manera diferencial utilitzant fluorocroms

(http://www.amersham.com).
e Applied Biosystems (Expression array system)

Applied El sistema de Applied Biosystems es basa en la quimioluminiscéncia
Biosystems

w1 Appiar Comenston Business

i utilitza sondes d'oligos de 60 bases. Applied Biosystems també
ofereix 1’analitzador de quimioluminiscéncia, els reactius necessaris i el software
d'analisi. Aquesta tecnologia presenta una sensibilitat i especificitat majors respecte a
altres plataformes comercials, requereix menys quantitat de material de partida i és un
sistema tancat. La principal limitacié d’aquest sistema és que, actualment, només
disposen de xips que cobreixen el genoma de ratoli, rata 1 d’huma

(http://appliedbiosystems.com).

1.8. Deteccio de la hibridacio

El sistema de deteccié de la hibridacié dependra del tipus de marcatge emprat.
Com hem dit anteriorment, el sistema de marcatge més utilitzat és el fluorescent, per

tant, en aquest apartat farem referéncia a la detecci6 de la fluorescéncia.

El resultat de la hibridacié de mostres marcades amb fluorocroms ¢€s detectat per
un escaner de fluoresceéncia. La deteccid es du a terme a través d’escaners confocals o
bé per cameres CCD (charge-coupled device). L’escaner confocal utilitza 1’excitacio del

laser en una regio6 petita del suport de vidre (~ 100 pm?), de manera que la totalitat de la
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imatge es genera movent el substrat i/o les lents confocals en dues dimensions. La llum
emesa per les mostres marcades amb fluorescéncia del microxip és separada de la llum
no desitjada a través d’una serie de lents, filtres i miralls, i la llum és convertida en una
senyal eléctrica a través d’un fotomultiplicador (PMT). L’escaner confocal només
captura la senyal procedent del pla confocal 1 impedeix que entri la llum d’altres plans
situats per sobre o per sota d’aquest. T¢ I’avantatge que disminueix el soroll de fons i
per tant, dona una relacié senyal/fons molt alta. La velocitat d’obtencié de la imatge
d’un escaner confocal és molt més rapida (1-5 min) que I’autoradiografia amb pantalles

activables utilitzades en marcatges radioactius (1 a 10 dies).

L’obtencid de la imatge a través d’una camera CCD utilitza molts dels principis
de I’escaner confocal, tot i que una série de detalls claus en I’excitaci6 i la deteccié son
diferents. Una diferéncia €s que I’excitaci6 i la deteccio té lloc en una area relativament
gran (1cm?) de manera simultania, fet que aporta I’avantatge de no requerir un sistema
de moviment i redueix el cost i simplifica el disseny de I’instrument. Una altra
diferéncia consisteix en que la deteccid6 basada en cameres CCD utilitzen fonts
d’emissid de longitud d’ona tnica, de manera que no es necessiten multiples lasers. Per
altra banda, aquest sistema presenta una desavantatge important respecte la utilitzacié
de DI’escaner confocal ja que és menys sensible i, per tant, la intensitat de senyal

obtinguda és menor.

El sistema de deteccié converteix I’emissio fluorescent del microxip en una
imatge digital (per exemple TIFF de 16 bits) que sera quantificada i analitzada. La
quantificacid es du a terme per cadascuna de les imatges dels diferents fluorocroms i es
dona un valor per cadascun dels elements del microxip a través d’un software especific.
Els valors d’intensitat es poden convertir en dades biologicament rellevants comparant
els elements control i problema. Si el mRNA d’un gen en particular predomina en una
de les dos mostres, més quantitat del cDNA corresponent hibridara amb la microgota
que representi aquest gen i, per tant, I’emissio del fluorocrom amb el qual ha estat

marcat predominara.
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1.9. Analisi de les dades

En els ultims anys la tecnologia de microxips de DNA ha esdevingut una eina
fonamental en els laboratoris de recerca genomica, ja que ens permet estudiar milers de
gens alhora. Aquest fet comporta 1’obtencié d’una enorme quantitat de dades de manera
que el seu analisi és molt complexe. Per obtenir unes dades fiables s’han de tenir en

compte una serie de passos:

1.9.1. Obtencio de les imatges

El primer pas de I’analisi de les dades ¢és la captacié de la imatge i la extraccid
del valors d’intensitat. Hi ha quatre passos basics: captacio de la imatge, reconeixement
de les gotes, segmentacio i extraccid de les intensitats i calcul dels valors relatius

(Leung and Cavalieri, 2003).

e Detecci6 de la senyal

L’adquisicié de la imatge és un pas molt important en I’analisi de les dades, ja
que els arxius d’imatge obtinguts son les dades sense processar que utilitzarem en
analisis posteriors. Un cop hem obtingut la imatge, totes les dades, de qualitat alta o
baixa, queden fixades. Una imatge de baixa qualitat requereix més manipulacions, les
quals conduiran a una disminuci6 de la qualitat de 1’analisi. Existeixen dos requisits per
obtenir imatges d’elevada qualitat. Primer, ens hem d’assegurar que les imatges no
estiguin afectades per contaminacions (ex: pols o bruticia), i que presentin gotes
consistents amb senyals elevades respecte el soroll de fons. Segon, la poténcia de laser i
el PMT (tub fotomultiplicador) s’han d’ajustar durant el procés de captacié de la imatge

per tal d’igualar les intensitats dels dos canals (ex: Cy3 i Cy5) el maxim possible.
Per obtenir una bona imatge també s’ha de tenir en compte que el nombre de

senyals que presenta una saturacio de pixels ha de ser minima per tal de maximitzar el

rang dinamic utilitzat per I’escaner.
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e Reconeixement de les senyals

El reconeixement de cadascuna de les senyals no representa cap problema per a
la majoria de software d’analisi, tot i que sovint €s necessari ajustar algun punt
manualment. A la practica molts cientifics prefereixen inspeccionar les imatges
visualment per ajustar les matrius i marcar aquelles senyals de baixa qualitat enlloc de

confiar plenament en el reconeixement realitzat pel software.

e Segmentacio

La segmentacio €s un procés que consisteix en separar el pixels corresponents a
la senyal d’aquells que pertanyen al soroll de fons. Existeixen diferents algoritmes per la
segmentacié 1 la determinacié del soroll de fons els quals van associat a diferents
software d’analisis (Yang et al., 2001). Aquest pas pot representar un problema quan les
imatges son de baixa qualitat, ja que la morfologia de les gotes és molt variable i el
soroll de fons pot ser molt elevat i, en aquest cas, les senyals corresponents a les gotes i
les del soroll de fons podrien estar estimades erroniament. Tot i que els algoritmes
poden millorar és crucial obtenir imatges d’elevada qualitat per aconseguir resultats

fiables.
e Extraccio de les intensitats i calcul dels valors relatius

Seguidament del procés de segmentacio, les intensitats de les senyals 1 del soroll
de fons son extretes de manera separada. Extraient el soroll de fons de les senyals reals
s’obté un valor d’intensitat per cadascuna de les gotes calculant la relacid entre els dos

canals.

1.9.2. Pre-procés 1 normalitzacid de les dades

Les dades extretes a partir de les imatges han de ser pre-processades per extreure
les senyals de baixa qualitat i normalitzades per eliminar el maxim d’errors sistematics
possibles abans de continuar amb [’analisi. A més, els valors d’intensitat han de ser

transformats logaritmicament. E1 més utilitzat és el logaritme en base 2, de manera que
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els gens induits 1 reprimits estiguin a la mateixa escala 1 es puguin comparar

(Quackenbush, 2002).

L’objectiu del procés de normalitzacid és eliminar els errors sistematics igualant
les intensitats de fluorescéncia dels dos canals. Existeixen diferents tipus de
normalitzacié com la normalitzaci6 a partir del total d’intensitat utilitzant tots els gens
presents en el xip, la normalitzaci6 a partir de gens que presenten una expressio
constant, o bé la normalitzacid a partir de controls interns en la qual s’utilitzen una série
de gens exogens que s’afegeixen durant la hibridacié (http://www.dnachip.org/mged/
normalitzation.html). Desafortunadament aquests meétodes de normalitzacidé no son
suficients ja que la incorporacio entre diferents fluorocroms no és exactament la mateixa
(Ideker et al., 2000; Kerr et al., 2000; Goryachev et al., 2001; Tseng et al., 2001; Wang
et al., 2001) i els gens d’expressid constitutiva no s’expressen de manera tant constant
com assumim (Lee et al., 2002). La soluci6 a aquest gran problema és realitzar
cadascun dels experiments varies vegades intercanviant els fluorocroms (Dobbin et al.,

2003).

S’ha demostrat que els valors transformats a logaritme en base 2 poden presentar
una dependéncia sistematica pel que fa a la intensitat, la qual apareix com una desviacid
del zero per aquelles senyals de intensitat baixa (figura 8 A). Per aquest motiu s’ha
proposat un métode de normalitzacié que pot eliminar aquesta dependéncia anomenat
LOWESS (Locally weighted scatterplot smoothing) (Cleveland, 1979), veure figura 8
B). La majoria de normalitzacions, incloent el LOWESS, es poden aplicar globalment (a
tot el conjunt de dades) o localment (a un subgrup de dades). La normalitzacid local té
I’avantatge que pot ajudar a corregir errors sistematics de localitzaci6 en el xip, com ara
diferéncies entre les agulles utilitzades per fabricar el xip, variabilitat en la superficie

del porta-objectes, i diferencies locals pel que fa a les condicions d’hibridaci6.
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Figura 8. Comparaci6é entre dos metodes diferents de normalitzacié. En aquests grafics (MA-
plots) hi ha representat el log, del quocient de les intensitats (M) respecte el log, del la mitjana
de les intensitats. A. Normalitzacié a partir de la mediana. B. Normalitzaci6 a través del
LOWESS. Els cercles ens mostren com en la figura A els valors d'intensitat baixa presenten
una desviacio respecte al zero, la qual es veu corregida en la figura B.

El segilient pas per analitzar les dades consisteix en aplicar diferents metodes
estadistics. Tradicionalment, es considera que un gen té una expressio diferencial quan
presenta un variacio en la seva expressid superior o inferior a un factor de 2, és a dir,
valors iguals o superiors a 2 en el cas d’induccid genica i valors iguals o inferiors a 0,5
en el cas de repressio. La utilitzaci6é de un valor llindar fix és estadisticament arbitrari,
ja que en un experiment hi han moltes variacions que el poden afectar (Pritchard et al.,
2001; Novak et al., 2002). S’ha suggerit que cada experiment de microxips s’hauria de
fer per triplicat per incrementar la fiabilitat dels resultats (Lee et al., 2000). Tal i com
hem comentat anteriorment, el fet d’obtenir mesures precises d’expressio a partir d’una
mostra determinada (répliques técniques) no ens resol el problema de la variacid
biologica. Per tant, és preferible tenir répliques biologiques que no pas repliques
tecniques (Yang and Speed, 2002; Simon and Dobbin, 2003). Per comparar els valors
obtinguts en les diferents répliques s’utilitzen tests estadistics com la t de Student amb

les seves variants i ’ANOVA entre d’altres (Cui and Churchill, 2003).

Les dades estadisticament significatives poden ser analitzades a través d’altres
sistemes d’analisi que ens permeten obtenir una perspectiva més general dels resultats
obtinguts (Quackenbush, 2001; Sherlock, 2001; Valafar, 2002). Aquests metodes actuen

agrupant gens o experiments en funci6 de diferents patrons (clustering). Si un conjunt
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de gens estan assignats dins un mateix grup del cluster podrien estar co-regulats o

involucrats en una mateixa via de senyalitzacio.

Tot 1 haver-se creat diferents sistemes d’analisi d’aquesta enorme quantitat de
dades obtingudes, els resultats biologicament més rellevants és convenient que siguin

validats per RT-PCR o per Northern blot (Chuaqui et al., 2002).

1.10. Estandarditzacié de la informacio generada

Degut a I’existéncia de diferents protocols i diferents metodes d’analisi de les
dades ha estat necessari la creacid d’un estandard per tal de validar els resultats
obtinguts (Perou, 2001). Davant d’aquest problema I’organitzacié internacional MGED
(Microarray Gene Expression Data) ha proposat un estandard anomenat MIAME
(Minimum Information About a Microarray Experiment). MIAME representa la
informacio minima necessaria per tal de poder replicar I’experiment amb exit, verificar
la validesa dels resultats, i facilitar la comparaci6 de les dades obtingudes amb
experiments similars (Brazma et al., 2001). Actualment la informacié minima inclou sis
parts: disseny experimental, disseny del microxip, mostres, hibridacid, dades no
processades 1 controls de normalitzaci6. Una descripcié més detallada de cadascuna de
les parts la podem trobar a la pagina web del MIAME
(http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html).

1.11. Bases de dades de microxips

Una de les grans conseqiiéncies que ha tingut I’enorme capacitat de generar
dades utilitzant la tecnologia de microxips ha estat el desenvolupament de grans bases
de dades d’expressio genica les quals poden ser privades (per exemple Gene Express de
Gene Logic que és una base de dades generada utilitzant els GeneChips de Affymetrix),
o bé publiques com per exemple, ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress) del
European Bioinformatics Institute (EBI), el Center for Information Biology Gene
Expression database (CIBEX) 1 el Gene Expression Omnibus (GEO,
http://ncbi.nlm.nih.gov/geo) del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
en el National Institutes of Health (Stoeckert et al., 2002). Dipositar les dades en

aquestes bases ¢és una condici6 per poder publicar en moltes revistes cientifiques. Els
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projectes de creacid de bases de dades publiques estan necessariament lligats als
processos d’estandarditzacid del treball amb microxips. En aquest sentit és molt
important 1’estandarditzacié dels controls interns utilitzats en els experiments, els
formats en qué son presentades les imatges per ser emmagatzemades i1 I’anotacio de

I’informaci6 del material dipositat en cada punt del xip.

Per tal que les dades dipositades tinguin sentit, la informacid dels experiments ha
de contenir: quins transcrits estan representats en el xip (en quina posicid i la seva
seqiiéncia), els detalls de les mostres utilitzades i els tractaments i la informacio sobre
altres factors que poden haver influenciat en els resultats (com ara qui ha fet
I’experiment, quan es va fer i com es va dur a terme). A més, s’ha de subministrar
informacio sobre els passos utilitzats en el processament de les dades. Degut a que les
diferents bases de dades no presenten la mateixa estructura, es fa dificil traspassar la
informacio entre bases de dades diferents. Per tant, tot i que s’ha fet un pas important en
la creacid de bases de dades per emmagatzemar I’enorme quantitat de dades obtingudes
a través de la tecnologia de microxips de DNA, encara queda un gran pas per acabar
d’estandarditzar les dades incorporades, de manera que hi hagi un protocol Unic per

entrar les dades en les diferents bases publiques.
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2. Saccharomyces cerevisiae COM A MODEL GENOMIC

El llevat Saccharomyces cerevisiae és un organisme eucariota unicel-lular que ha
estat utilitzat com a model per 1’analisi d’organismes eucariotes més complexes per
dues raons principals: la seva manipulacidé genetica €s facil 1 econdomica i existeix una
identitat relativament elevada entre els gens de llevat i els de mamifer (Botstein et al.,
1997). Al ser un organisme unicel-lular ’estudi de la cél-lula representa 1’estudi de tot
I’organisme 1, a més, al presentar un creixement rapid permet realitzar estudis els quals

serien molt més dificils i costosos en organismes pluricel-lulars.

La longitud del genoma de llevat és relativament petita, de 12 Mb, i s’ha predit
que només codifica 6200 gens aproximadament. A més, els gens d’eucariotes superiors
solen contenir introns, mentre que només 263 dels gens de llevat en presenten. Aquest
fet simplifica el procés d’identificacid dels gens per analisi computacional. Totes
aquestes avantatges de S. cerevisiae respecte a altres eucariotes superiors han fet que la
genctica, la bioquimica i la biologia molecular d’aquest llevat hagin arribat a uns nivells
de coneixement molt elevats dificils d’aconseguir en un altre organisme, fins al punt de
ser el primer organisme eucariota seqilienciat (Goffeau et al., 1997). Existeixen una gran
quantitat de soques de llevat, de vectors d’expressid i de técniques genétiques que
permeten que I’experimentacié amb aquest organisme sigui extraordinariament rapida.
Una de les caracteristiques més interessants de la biologia del llevat és la capacitat de
integrar fragments de DNA exogens en el genoma per recombinacid homologa,

facilitant aixi la clonacid6 i la generacié de mutants.

Tot i la popularitat del llevat com un sistema model, només es coneixia la funcio
d’un ter¢ dels gens quan es va seqiienciar la totalitat del genoma. Actualment, 3780 gens
de llevat han estat caracteritzats funcionalment i 560 presenten similitud amb gens de
funcié coneguda d’altres organismes, perd uns 1900 gens encara presenten una funcio6
desconeguda. Per tant, esdevé necessaria una millor caracteritzacido funcional de la

totalitat dels gens de S. cerevisiae.

La seva facil manipulacié ha suposat que S. cerevisiae també hagi estat escollit
com a sistema model en la implantacié de noves tecnologies a gran escala, les quals

permeten un millor estudi funcional. Una de les tecnologies pioneres que permeten
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I’analisi simultani de milers de gens i que ha utilitzat S. cerevisiae com a organisme

model son els microxips de DNA.

En aquest treball hem utilitzant la tecnologia de microxips de DNA per realitzar
una millor caracteritzacid de la resposta transcripcional enfront a una situaci6é d’estres
com ¢s la exposicié a pH alcali. La resposta enfront a situacions d’estrés és de gran
importancia en microorganismes, degut a que el seu entorn és molt variable, i diferents
condicions com la temperatura, 1’osmolaritat, el pH i la disponibilitat de nutrients
presenten fluctuacions importants. Saccharomyces cerevisiae també ha estat utilitzat
com a punt de partida per estudiar la resposta de les cellules eucariotes enfront a
situacions d’estres 1 determinar la funci6 especifica del conjunt de proteines induides. A
més, 1’elevat grau de conservacid en les vies de senyalitzacio d’estrés entre el llevat i
eucariotes superiors fa que el llevat sigui utilitzat com a sistema model per a la

caracteritzacid d‘aquesta resposta en organismes més complexes.
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3. LA RESPOSTA TRANSCRIPCIONAL A pH ALCALI DE Saccharomyces

cerevisiae.

3.1. Resposta a diferents tipus d’estreés en S. cerevisiae

Tots els organismes estan exposats continuament a diferents condicions d’estres.
Per fer front a aquestes condicions adverses, les cel-lules han desenvolupat respostes
moleculars rapides per reparar els danys i protegir-se de posteriors exposicions al
mateix tipus d’estrés o a altres de diferents. Tot i que els mecanismes post-
transcripcionals poden tenir un paper important en la resposta enfront a situacions
d'estres, en molts casos, el procés d’adaptacio inclou un canvi en la expressié geénica el
qual esta mediat per induccions o repressions, més o menys especifiques, d’una serie de

gens (Estruch, 2000).

Quan les cellules es troben davant una situacid d’estrés presenten una
disminuci6 del creixement que indueix la parada de cicle en la fase Gl de manera
transitoria (Rowley et al., 1993; Belli et al., 2001). Sota aquestes condicions s’ha
observat una disminucio6 en I’expressio dels gens implicats en la biosintesi d’aminoacids
1 purines, el que comporta una reducci6 de la maquinaria biosintctica de la cél-lula

associada a una disminucié del creixement.

S’han estimat un gran nombre de gens que es veuen alterats com a conseqiiéncia
de diferents tipus d’estrés com son les elevades temperatures, I’estrés osmotic, 1’estres
oxidatiu, la disminucio6 del pH o la limitacié de glucosa, entre d’altres (Rep et al., 2000;
Posas et al., 2000; Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001). Aquest conjunt de gens
presenten un element comu en els seus promotors anomenat STRE (Ruis and Schuller,
1995). S’han identificat dos factors de transcripcid, Msn2 i Msn4, capagos de reconeixer
i unir-se als elements STRE dels gens activant la seva transcripcié (Winderickx et al.,
1996; Inoue et al., 1998). La preséncia d’elements STRE en els promotors no implica
que tots aquests gens presentin un patré d’expressid uniforme, ja que la regulacid
d’aquest conjunt de gens pot estar modulada per altres factors. Alguns d’aquests gens
inclouen en els seus promotors altres seqiiéncies reguladores involucrades en la resposta

induida per determinades condicions d’estrés. Per tant, tot i haver-hi un sistema de
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regulaci6 comu en la resposta general a estreés, també existeixen altres sistemes de

regulacié més especifics per a cada tipus d’estres.

3.1.1. Resposta enfront a dany a la paret cel-lular

Una via de senyalitzacié molt comu en les cél-lules eucariotes enfront a diferents
tipus d’estrés son les cascades de MAPK. En S. cerevisiae la Pkcl participa en el
manteniment de la integritat cel-lular i respon a diversos tipus d’estrés com son les
elevades temperatures (Kamada et al., 1995), la disminucio de la osmolaritat del medi
extracel-lular (Davenport et al., 1995), la preséncia de feromones (Errede et al., 1995) o
la disponibilitat de nutrients (Torres et al., 2002), i tots aquells que provoquin danys en
la paret. Els sensors situats en la superficie cel-lular transmeten la senyal a diferents
quinases fins a activar a la Pkcl, la qual actua sobre una cascada de MAPK. L’efector
final d’aquesta cascada és SIt2/Mpkl. Les dianes de Slt2 son el factor de transcripcid
Rmll implicat en 1’activacié de gens que codifiquen proteines que formen part de la
paret cel-lular (Watanabe et al., 1997; Dodou and Treisman, 1997; Jung et al., 2002) i el
factor de transcripcio SBF (Swi4-Swi6 Binding-Factor) (Baetz et al., 2001). En dos
estudis recents (Lagorce et al., 2003; Garcia et al., 2004) s’ha caracteritzat mitjangant la
tecnologia de microxips de DNA la resposta transcripcional induida per alteracions en la
paret cel-lular. Aquests autors han identificat 178 gens la expressid dels quals esta
incrementada, com a minim, 1,9 vegades després de 1’exposici6 a Congo Red o
zimoliasa. A més, han identificat en els promotors d’aquests gens seqiiéncies consens
per a diferents factors de transcripci6 com ara Rlml, Crzl, SBF (Swi4-Swi6),
Msn2/Msn4, Stel2 i Tecl, suggerint una regulacié complexa en la resposta a dany a

paret amb la implicacié de diverses vies de senyalitzacio.

3.1.2. Resposta a elevades temperatures

En situacions d’elevades temperatures i altres tipus d’estres s’activa 1’expressio
d’un conjunt de gens a través del factor transcripcional HSF (heat shock factor) (Hahn
et al., 2004). E1 HSF esta codificat per una copia del gen Hsfl, el qual és indispensable
per la viabilitat de la cél-lula (Sorger and Pelham, 1988; Wiederrecht et al., 1988).
Aquest factor de transcripcid s’uneix a elements concrets dels promotors, els heat shock

elements (HSE) (Young and Craig, 1993; Santoro et al., 1998; Sakurai and Fukasawa,
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2001). Com a conseqiiéncia s’expressen les heat shock proteins (HSP), les quals actuen
majoritariament com a xaperones involucrades en el plegament, trafic, maduracié i
degradacio de proteines (Feder and Hofmann, 1999). Els HSFs no només actuen sobre
la transcripcié de les HSP, si no que també regulen la transcripcid d’una série de gens
implicats en diferents processos cel-lulars com la degradacié proteica, destoxificacio,
generacié d’energia, metabolisme de carbohidrats, i manteniment de la integritat de la
paret cel-lular (Yamamoto et al., 2005). Mitjangant la tecnologia de microxips de DNA
s’ha descrit un conjunt de gens que s’indueixen en situacions d’elevades temperatures

(Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001).

La majoria de dianes dels HSFs son gens que formen part de la resposta general
a estrés 1 un subgrup esta també regulat per Msn2 i Msn4 (Amoros and Estruch, 2001;
Grably et al., 2002). Molts dels gens activats per HSF també presenten induccid per
altres tipus d’estres, indicant la preseéncia d’altres sistemes de regulacié i/o I’activacid
del HSF per un mecanisme similar a estrés per elevades temperatures o per vies de

transduccio de la senyal diferents (Gasch et al., 2000; Hahn et al., 2004).

3.1.3. Resposta a estrés osmotic

L’exposicié de cel-lules de llevat a condicions d’elevada osmolaritat en el medi
produeix una perdua rapida d’aigua intracel-lular (Hohmann, 2002). Per adaptar-se a
aquest augment de ’osmolaritat les cél-lules sintetitzen petites molécules organiques
(ex: glicerol) amb I’objectiu d’equilibrar la pressié osmotica (Albertyn et al., 1994). Per
contrarestar aquests efectes les cél-lules de llevat desencadenen una resposta adaptativa
a través d’una cascada de MAPKs anomenada via HOG (high osmolarity glicerol).
Aquesta via de senyalitzaci6 és activada per dos mecanismes independents que activen
Ssk2, Ssk22 i Stell respectivament (Maeda et al., 1994). En el primer mecanisme el
receptor de membrana que transmet la senyal és SInl, mentre que en el segon ¢és la
proteina Shol (Maeda et al., 1994; Maeda et al., 1995). Aquestes dues vies
independents culminen amb la fosforilaci6 de la MAPK Hogl provocant la seva
translocacio al nucli a on modula la transcripcié d’una série de gens (Ferrigno et al.,
1998; Reiser et al., 1999; Posas et al., 2000). Hogl actua sobre els factors de
transcripcio Msn2/Msn4 (Martinez-Pastor et al., 1996), de manera que molts dels gens

activats per estrés osmotic també ho estan per diversos tipus d’estrés (Gasch et al.,
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2000). Hogl també actua sobre altres factors com son Hotl (Rep et al., 2000), Skol
(Proft and Serrano, 1999) i Smp1 (de Nadal et al., 2003) modulant aixi la transcripcio
d’una série de gens de forma més especifica. Tot i que Hogl és un factor essencial en la
resposta enfront a estrés osmotic s’ha demostrat que hi ha una série de gens que
responen a aquest tipus d’estrés de forma independent de Hogl (Posas et al., 2000),
suggerint I’existéncia d’altres vies de senyalitzaci6 les quals intervenen en la resposta a

aquest tipus d’estres.

3.1.4. Resposta a estrés oxidatiu

Les cel'lules de llevat que creixen en condicions aerobiques estan sotmeses a
estrés oxidatiu degut a la formacié d’espécies reactives de 1’oxigen (ROS), com ara el
peroxid d’hidrogen, radicals hidroxil o ions superoxid. Davant la preséncia d’agents
oxidants en el medi les cél-lules de llevat desencadenen una resposta transcripcional
rapida i generalment transitoria (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001). El factors
transcripcionals responsables de la induccié d’aquest conjunt de gens com a resposta a
I’estrés oxidatiu son Yapl, Skn7 i Msn2/4 (per una revisio veure Toledano et al., 2003).
Yapl sembla ser més important en la resposta adaptativa induida per concentracions
moderades de peroxid d’hidrogen, mentre que Msn2/4 estaria preferentment implicat en
la recuperacio a una exposicio elevada de 1’agent oxidant (Hasan et al., 2002). En un
estudi molt recent (Vilella et al., 2005) s’ha demostrat que la Pkcl, implicada en el
manteniment de la integritat cel-lular, també seria essencial per la supervivéncia de les

cel-lules tractades amb agents oxidants.

3.2. Resposta a estres per pH alcali

Saccharomyces cerevisiae creix bé en un rang de pH relativament ampli, tot i
que creix més rapidament a pH acid. Per tant, ’exposicio a un pH lleugerament alcali es
pot considerar una situacio d’estrés. En llevat, el pH extracel-lular actua sobre
I’expressio de diferents bombes de ions i transportadors que promouen la adaptacio a
canvis de pH (Haro et al., 1991; Lamb et al., 2001; Causton et al., 2001). A més, el pH
extracel-lular regula el creixement haploide invasiu i I’esporulacié (Su and Mitchell,

1993), de manera que aquests estan inhibits en condicions de pH acid i afavorits en
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condicions de pH alcali. El pH extracel-lular €s, per tant, una senyal ambiental clau que

influeix en el creixement, fisiologia i1 diferenciacid cel-lular.

Un factor important per mantenir ’acidesa del medi extracel-lular és la H'-
ATPasa de membrana Pmal, que hidrolitza ATP per expulsar protons a I’exterior (van
der Rest et al., 1995). Aquesta activitat genera un gradient de protons que s’utilitza pel
transport de diversos nutrients i cations (McCusker et al., 1987; van der Rest et al.,
1995; Serrano, 1996; Nass et al., 1997). En condicions de pH neutre o alcali intervenen
dos bombes de ions diferents vitals pel creixement: 1’ATPasa de sodi Enal
(Garciadeblas et al., 1993); i I’ATPasa de protons vacuolar (Stevens and Forgac, 1997).
Enal hidrolitza ATP per expulsar sodi a I’exterior de la cel-lula i el gradient de sodi
creat permet la captacid d’altres cations. L’ATPasa vacuolar és necessaria per

I’acidificacio de la vacuola, un procés que, a pH alcali, no pot tenir lloc per endocitosi.

Les respostes moleculars produides per variacions del pH extracel-lular han estat
poc estudiades en Saccharomyces cerevisiae a diferéncia d’altres fongs com Aspergillus
nidulans (per una revisiéo veure Denison, 2000; Penalva and Arst, 2002), Candida
albicans (Davis, 2003; Bensen et al., 2004) o Yarrowia lipolytica (Lambert et al., 1997,
Zvyagilskaya et al., 2004).

3.2.1. Estrés per pH alcali en Asperqillus nidulans

Un punt clau de les investigacions va ser la identificacid del factor de
transcripcio del tipus dits de zinc PacC d’Aspergillus nidulans (Tilburn et al., 1995),
que és necessari per generar la resposta a pH alcali (Caddick et al., 1986). PacC és
necessari per activar els gens que intervenen en la resposta de pH alcali 1 reprimir la
transcripcio dels gens activats sota condicions de pH acid (Espeso and Penalva, 1996;
Espeso and Arst, 2000). La proteina PacC, de 72 KDa, s’acumula de forma inactiva a
I’interior de la ceél'lula quan aquesta es troba creixent en condicions de pH acid.
L’activacio de PacC només té lloc quan el pH extracel-lular s’alcalinitza donant lloc a la
protedlisi de la seva regi6 COOH-terminal. En la proteolisi de PacC hi intervenen un
conjunt de gens anomenats Pal: PalA (interacciona amb PacC), PalB (proteasa del tipus
calpaina que actua sobre residus de cisteina), PalC (funcié desconeguda), PalF (funcio

desconeguda), PalH 1 Pall (proteines transmembrana). La forma processada de PacC, de
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27 KDa, actua activant els gens que s’expressen sota condicions de pH alcali 1 reprimint

aquells que s’expressen a pH acid (Arst and Penalva, 2003).

Existeixen dos formes de PacC, la forma oberta i la tancada. El pas de la forma
tancada a oberta requereix una primera proteolisi que té lloc a través de la via pal, la
qual depeén del pH i es crea un producte intermediari el qual sera sotmes, de manera pH
independent, a una segona proteolisi obtenint aixi la forma activa de PacC (Diez et al.,

2002), (figura 9).

OH
PalH
PalI
PalC
Forma processada PacC PalF
<D
Intermediari Pac Dits Z"‘“-'E.
Primera protedlisi
ﬁSegona proteodlisi PacC P

Figura 9. Esquema de l'activacié de PacC seguint el model de doble protedlisi. La primera
protedlisi requereix la senyal produida en condicions de pH alcali a través de la via pal i déna
lloc a un intermediari el qual serda processat independentment del pH del medi. Figura
modificada de Penalva and Arst, 2002.
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3.2.2. Estrés per pH alcali en Candida albicans

Candida albicans ¢és un fong dimorfic el qual pateix transicions morfologiques
entre formes levaduriformes (unicel-lular) i formes filamentoses com a resposta a
diverses senyals ambientals, incloent canvis de temperatura i pH. En condicions optimes
de temperatura (37 °C), la forma filamentosa esta afavorida a un pH proxim a la
neutralitat, mentre que la forma unicel-lular predomina de manera quasi exclusiva pH 4
(Buffo et al., 1984.). L’estudi de com el pH extracel-lular controla les transicions
morfologiques en Candida albicans ha estat de gran interés degut a que la seva
patogeneicitat esta en funcié de la morfologia que presenta. S’ha identificat un homoleg
de PacC en Candida albicans, CaRIM101/PRR2. CaRim101, igual que PacC (Tilburn
et al., 1995) és necessaria per la repressié del conjunt de gens que s’expressen en
condicions de pH acid i per 1’activacio dels gens que s’expressen a pH alcali (Davis et
al., 2000; Fonzi, 1999). També s’han caracteritzats dos homolegs de la via pal:
CaRIMS8/PPR1 (homoleg de palF) i CaRIM20 (homoleg de pal A), (Davis et al., 2000;
Porta et al., 2002). Aquestes evidéncies ens mostren que la via de senyalitzacié en
resposta a pH alcali en Candida albicans esta conservada respecte a la via pal descrita

per Aspergillus nidulans.

3.2.3. Estrés per pH alcali en Saccharomyces cerevisiae

Es coneix un homoleg de PacC en S. cerevisiae, Rim101 (Tilburn et al., 1995) el
qual actua com a regulador positiu de la meiosi 1 de la esporulacid (Su and Mitchell,
1993). Rim101 forma part d’un complex que també inclou Rim20, Rim13, RimS§,
Rim21 i Rim9 (Xu and Mitchell, 2001), que soén els homolegs en llevat de PalA, PalB,
PalF, PalH i Pall en A. nidulans respectivament (taula 2). A 1’igual que PacC, Rim101
s’activa mitjangant la proteolisi de la regi6 COOH-terminal, pero per la seva activacid
només €s necessaria una sola proteolisi. Per tant, alguns aspectes dels mecanismes de
regulacio en A. nidulans no es reproduecixen de manera complerta en altres fongs.
Encara més, la proteolisi de Rim101 té lloc tant en condicions de pH alcali com de pH
acid (Li and Mitchell, 1997) i també es coneixen, al igual que en C. albicans, vies
independents de Rim101 en la resposta a pH alcali (Davis et al., 2000; Lamb et al.,
2001; Serrano et al., 2002).
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Taula 2. Homolegs de la via de senyalitzacio pal de A. nidulans en S. cerevisiae.

A. nidulans S. cerevisiae Funcio

PalA Rim20 Interacciona amb Rim101/PacC
PalB Rim13 Calpain-like cysteine protease
PalC e Desconeguda

PalF Rim§ Desconeguda

PalH Rim21 Proteina de membrana 7 TM
Pall Rim9 Proteina de membrana 4 TM

Una altra diferéncia important entre A. nidulans i S. cerevisiae és que mentre que
PacC actua directament com a activador transcripcional en els promotors dels gens que
responen a pH alcali, Rim101 actua positivament perd de manera indirecte reprimint la
expressido de gens que codifiquen repressors transcripcionals, principalment NRG1 i
SMP1 (Lamb and Mitchell, 2003). Nrgl €s un repressor transcripcional que regula la
transcripcid de diversos gens en presencia de glucosa i, conjuntament amb el seu
homoleg Nrg2, regula negativament el creixement invasiu (Park et al., 1999; Vyas et
al., 2001; Zhou and Winston, 2001). S’ha descrit una altra funcid6 per Nrgl que
consisteix en regular negativament ENA1 (Lamb and Mitchell, 2003), la bomba que
expulsa sodi i1 liti a D’exterior, la qual €s critica pel creixement en condicions
d’alcalinitat o preséncia d’elevades concentracions d’aquests ions en el medi (figura

10).

] Resposta pH alcali
NRG1 7

——I ENA1
T~ Tolerancia a Na'i Li

Figura 10. Rim101 és capac¢ d’associar-se a regions del promotor del gen NRG1 causant la
seva repressid. Nrgl actua reprimint ENAL, el qual és necessari pel creixement en condicions
de pH alcali i d’elevades concentracions de sodi i Liti. Figura modificada de (Lamb and Mitchell,
2003).
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S’ha demostrat que Pal A d’Aspergillus nidulans és capa¢ d’unir-se directament
a motius YPXL/I del factor de transcripcio PacC i aquesta uni6 és necessaria per 1’accio
de la proteasa (Vincent et al., 2003). Existeixen dos homolegs de PalA en S. cerevisiae,
Rim20 i Brol, perdo només Rim20 participa en la regulacié per pH (Xu and Mitchell,
2001). A més, s’ha demostrat que Rim20 és capa¢ d’interaccionar amb Snf7/Vps32 i
Vps34 (Uetz et al., 2000; Kranz et al., 2001; Ito et al., 2001), les quals regulen el trafic
vesicular mitjangant la formaci6 de MVBs (multivesicular bodies). El fet que existeixi
una relacié entre Rim101 i la maquinaria de formaci6 de MVBs demostra que el pH
extracel-lular a més d’intervenir en el processament de Rim101 també regula el trafic

vesicular (Xu et al., 2004).

Quan es va iniciar aquest treball de recerca el nombre de gens de Saccharomyces
cerevisiae momés es coneixien tres gens que presentaven una resposta a pH alcali:
ENAL, que codifica un ATPasa de sodi essencial per la destoxificacié de sodi
(Garciadeblas et al., 1993; Mendoza et al., 1994), SHC1 i SCY1 (Hong et al., 1999).
Gracies a estudis posteriors ha anat augmentant la informacié sobre la resposta
transcripcional a pH alcali de Saccharomyces cerevisiae (Lamb et al., 2001; Causton et
al., 2001; Serrano et al., 2002). En el treball realitzat per Lamb et al., 2001 van trobar
un conjunt de gens que presentaven una activacio transcripcionaii en cel-lules crescudes
a pH alcali, utilitzant macroxips que contenien els ORFs de llevat. Van identificar 71
gens la transcripcid dels quals estava incrementada 2,1 cops en cel-lules crescudes a pH
8,0 durant 2 hores respecte a les crescudes a pH 4,0. Aquesta llista inclou, a més de la
coneguda ATPasa de sodi Enal, una série de gens involucrats en la captacid de fosfat,
coure i ferro. A més, es va realitzar el mateix estudi en soques mutants rim101 i es va
observar que alguns gens activats per pH alcali son totalment o parcialment
independents de Rim101. Aquest fet ens demostra que en aquest llevat no tots els gens
que responen a pH alcali ho fan a través de Rim101. En un altra estudi (Causton et al.,
2001) es va analitzar la resposta transcripcional al passar de pH 6,0 a pH 7,9 al llarg del
temps (de 10 a 100 minuts). Utilitzant la tecnologia de microxips de DNA es van
identificar uns 500 gens induits com a minim 3 vegades. En el nostre laboratori es va
realitzar un estudi (Serrano et al., 2002) mitjangant microxips de DNA de la resposta de
cel-lules de llevat enfront a un pH extracel-lular moderadament alcali (7,6) a temps més
curts (5, 25 i 45 minuts) obtenint un augment dels nivells de mRNA de, com a minim,

dues vegades en 150 gens. Entre aquests 150 gens hi havia un nombre significatiu de
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gens involucrats en el transport de fosfat arribant a la conclusio que el pH alcali genera
una resposta transcripcional similar a I’obtinguda per la falta de fosfat. També es va
veure que una altra funcié clarament afectada pel pH alcali és la homeostasi de ions
ferro i coure. La causa seria una disminuci6 de la solubilitat d’aquests ions en un medi
alcali provocant 1’augment de 1’expressio dels transportadors d’aquests ions (Serrano et

al., 2004).

3.3. La via de la calcineurina com un possible mediador de la resposta

transcripcional en condicions d’estres per pH alcali.

Els mecanismes de senyalitzacid per calci son utilitzats per totes les cel-lules
eucariotes per regular un rang molt ampli de processos cel-lulars i 1’expressio de
determinats gens. Augments transitoris del calci lliure del citosol, deguts a una obertura
dels canals de calci de la membrana plasmatica i/o procedent de compartiments interns,
dona lloc a I’activacié de proteines d’unid a calci com la calmodulina, la qual actua
modulant I’expressié de determinats enzims (Klee et al., 1998). Una de les dianes del
complex Ca"*/calmodulina és la calcineurina, una serin-treonin protein fosfatasa. En
mamifers la calcineurina regula diferents processos com 1’activacié de les cel-lules T
(O'Keefe et al., 1992; Clipstone and Crabtree, 1992), quimiotaxis de neutrofils (Hendey
et al., 1992; Lawson and Maxfield, 1995), apoptosi (Wang et al., 1999), hipertrofia
cardiaca (Molkentin et al., 1998), memoria (Mansuy et al., 1998) i angiogénesi (Graef
et al., 2001). Totes aquestes respostes fisiologiques son produides per la calcineurina a
través de la regulacid de factors de transcripcio de la familia NFAT (nuclear factor of
activated T cells) (Crabtree, 2001), la qual cosa demostra que els mecanismes
transcripcionals son un aspecte important en la regulacié d’una gran varietat de funcions

dependents de la calcineurina.

De manera similar, en Saccharomyces cerevisiae s’ha descrit una via de
senyalitzacio dependent de la calcineurina. En llevat, com en altres organismes, la
calcineurina és un heterodimer format per una subunitat catalitica (A) 1 una subunitat
reguladora (B). La subunitat catalitica esta codificada per dos gens: CNA1l i CNA2
(Cyert and Thorner, 1992), mentre que la subunitat reguladora esta codificada pel gen

CNB1 (Kuno et al., 1991). La calcineurina de llevat pot ser inactivada in vivo mutant els
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dos gens de la subunitat catalitica, el gen de la subunitat reguladora, o bé per addicio del

compost FK506 (Liu, 1993).

En llevat, la calcineurina és activada per un augment del calci intracel-lular
produit per una varietat de condicions d’estrés com 1’exposicié a altes temperatures,
I’exposicié prolongada al factor a i canvis en ions extracel-lulars com el sodi i el calci
(per una revisio veure Aramburu et al., 2000; Cyert, 2001; Aramburu et al., 2004).
Aquest increment de calci pot provenir de I’entrada de calci de 1’exterior o bé de la
sortida de compartiments interns, com ara la vacuola donant lloc a 1’activacio de la
calcineurina. Per exemple, en situacions d’estres en el reticle endoplasmatic degudes a
una insuficient glicosilacid, processament, plegament o ensamblatge de proteines es
produeix una entrada de calci provinent del medi extracel-lular mitjancant els
transportadors de calci d’elevada afinitat Cchl i Mid1 (Bonilla et al., 2002), mentre que
davant d’una situacio d’estres sali ’origen del calci és encara motiu de discordia , ja que
s’ha definit d’origen vacuolar mediat pel transportador de baixa afinitat Yvcl (Denis
and Cyert, 2002), o d’origen extracel-lular i importat a I’interior de les cel-lules pels

canal Midl i Cchl (Matsumoto et al., 2002).

La calcineurina activada desfosforila 1 activa la proteina Crzl/Tcnl/Hal8
(Stathopoulos-Gerontides et al., 1999), un factor de transcripcié amb estructura de dits
de zinc (Matheos et al., 1997; Stathopoulos and Cyert, 1997). Quan Crzl és activada,
s’uneix a un element dels promotors anomenat CDRE i actua sobre una gran varietat de

gens (figura 11).

S’ha determinat la seqiiéncia CDRE del promotor FKS2, demostrant que és
suficient 1 necessaria per activar la transcripcié a través de la via calcineurina/Crz1
(Stathopoulos and Cyert, 1997). També s’han establert dos seqiiéncies d’uni6 a Crz1l en
el promotor de ENAL (Mendizabal et al., 2001). La primera, 5’-GAATGGGCTG-3’, és
un lloc d’unié de baixa afinitat i, s’assembla menys a la seqiiéncia consens que la
segona seqiiencia identificada, 5’-GGGGTGGCTG-3", en la qual Crzl s’hi uneix amb
una afinitat més alta. Posteriorment, el grup de Martha Cyert ha realitzat un estudi
global per tal determinar la seqiiéncia consens a la qual s’uneix Crzl en els promotors
del gens (Yoshimoto et al., 2002). A través d’experiments d’interferéncia per metilacio i

seleccionant els llocs d’unid 1 amplificant-los han identificat residus de la regi6 CDRE
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que son critics per la unié de Crzl. Aquests analisis han permes establir la seqiiéncia 5°-
GNGGC(G/T)-3* com la seqiiencia consens d’uni6 a Crzl. En aquest estudi han
determinat mitjangcant la tecnologia de microxips de DNA un conjunt de gens
I’expressio dels quals és dependent de la calcineurina en la seva resposta enfront a
I’exposici6 de ions sodi i calci extracel-lulars 1, mitjangcant un analisi computacional dels
seus promotors, han obtingut una seqiiéncia comu (5’-GAGGCTG-3") la qual és similar
a la determinada experimentalment (5’-GNGGC(G/T)CA-3"). Si es comparen aquestes
dues seqiiencies, els elements comuns entre elles ens permetent obtenir la seqiiencia

consens 5’-GNGGC(G/T)-3".
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Figura 11. Esquema de la via de senyalitzacié calcineurina/Crz1 en S. cerevisiae. La
calcineurina s'activa sota determinades condicions ambientals (elevades concentracions de
calci i sodi, augment de la temperatura i per la preséncia de feromones) generant un augment
dels nivells de calci en el citoplasma de la cél-lula. Aquest calci pot ser d’origen extracel-lular o
vacuolar. Aquest augment de calci dona lloc a la activacid de la calcineurina, la qual
desfosforila Crz1 regulant la seva localitzaci6 i activitat. Crz1 s'uneix a elements CDRE dels
promotors d'alguns gens, activant la seva transcripcio.
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La calcineurina controla 1’activitat de Crzl regulant la seva localitzacio
subcel‘lular. Quan ’activitat de la calcineurina és baixa Crzl esta fosforilada 1 resideix
en el citosol. Quan la calcineurina és activada desfosforila Crzl, provocant la rapida
translocacio d’aquesta cap al nucli. Aquest canvi de localitzacid és degut a 1’increment
de la importacio cap al nucli i a la disminuci6 de I’exportaciéo de Crzl (Boustany and
Cyert, 2002). S’han descrit dues quinases capaces de fosforilar Crzl i, per tant, regular
negativament la seva activitat. La primera quinasa que es va descriure va ser un
homoleg de la casein quinasa I, Hrr25 (Kafadar et al., 2003). La casein quinasa I és una
familia conservada de quinases que regulen processos molt diversos com ara la resposta
enfront el dany del DNA (Hoekstra et al., 1991; Ho et al., 1997), la meiosi (Hoekstra et
al., 1991) o el trafic vesicular (Murakami et al., 1999). En un estudi posterior (Kafadar
and Cyert, 2004) es va identificar una altra quinasa que fosforila Crz1, la PKA (cAMP-
dependent protein kinase). La PKA i la calcineurina sén dues molécules de
senyalitzacio conservades que transmeten multitud de senyals en eucariotes des de
fongs fins a mamifers (Aramburu et al., 2000; Griffioen and Thevelein, 2002; Rakhia.,
2004). Aquestes dues molécules actuen com a reguladors positiu i negatiu,

respectivament, de la funcié de Crzl en llevat.

L’activacio de la calcineurina s’ha considerat tradicionalment el resultat d’un
increment dels nivells de calci citoplasmatic (Hilioti et al., 2004), pero la regulacié
funcional de la fosfatasa és forca més complexa. Per exemple, l’activitat de la
calcineurina pot estar regulada per membres de la familia de proteines RCN (regulators
of calcineurin), també anomenades calcipressines (Gorlach et al., 2000; Kingsbury and
Cunningham, 2000), representades en llevat pel gen RCN1 (Kingsbury and
Cunningham, 2000). L’efecte de Renl sobre ’activitat de la calcineurina depén del seu
estat de fosforilacio. Per tal que les RCNs actuin estimulant I’activitat d’aquesta via és
necessaria la fosforilacio a través de la quinasa Mckl1, la qual forma part de la familia de
quinases GSK-3 (Hilioti et al., 2004). Les RCNs també poden actuar com a reguladors
negatius d’aquesta via quan sén desfosforilades per I’acci6 de la propia calcineurina.
Per tant, els cicles de desfosforilacio i refosforilacid de les RCN regularien la via de
senyalitzacio de la calcineurina per un procés de retroalimentacid. Per altra banda, la
localitzaci6 subcel-lular i I’activacié del principal efector de la calcineurina, el factor de

transcripcio Crzl, també esta regulat per 1’estat de fosforilacié d’aquest (Stathopoulos-
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Gerontides et al., 1999, Kafadar et al., 2003). Per tant, la via de senyalitzaci6 de la

calcineurina probablement integra diverses senyals a diferents nivells.

L’augment transitori del calci intracel-lular degut a diferents situacions d’estres
produeix 1’activacio de la calcineurina la qual és capag d’activar I’expressio d’una serie
de gens a través de la desfosforilacio del factor de transcripcidé Crzl. Entre els gens
regulats per la calcineurina trobem FKS2/GSC2 que codifica 1’enzim B-1,3-glucan
sintasa, PMC1, PMR1 i ENA1/PMR2, els quals codifiquen ATPases del tipus P
necessaries en diferents aspectes de I’homeostasi idnica. PMC1 codifica una ATPasa de
calci responsable de segrestar calci en la vacuola (Cunningham and Fink, 1994) i PMR1
transporta de manera similar calci i magnesi a ’aparell de Golgi (Durr et al., 1998;
Mandal et al., 2000). El calci indueix la transcripcio tant de PMC1 com de PMR1 de
manera dependent de la calcineurina, i I’expressié d’aquests gens €s necessaria pel
creixement del llevat en elevades concentracions de calci en el medi (Cunningham and
Fink, 1996). L’expressi6 de ENALl s’indueix en preséncia de sodi i liti de manera
dependent de la calcineurina 1 per estrés osmotic a través de la via HOG (Mendoza et
al., 1994; Marquez and Serrano, 1996). En un estudi mencionat préviament (Y oshimoto
et al., 2002) s’ha examinat, utilitzant la tecnologia de microxips de DNA, I’expressio de
tots els ORFs de S. cerevisiae exposant les cél-lules de llevat a elevades concentracions
extracel.lulars de calci o sodi en una soca salvatge i una soca mutant cnbl i en preséncia
1 abseéncia de FK506 amb 1’objectiu d’identificar les dianes de la via de senyalitzacio
calcineurina/Crzl en llevat. S’han identificat 163 gens dependents de la calcineurina i
entre ells podem trobar diversos gens que codifiquen proteines que intervenen en el
transport de petites moleécules o en I’homeostasi de ions (MEP1, ENB1, PHO84,
PHO89, KHA1, TPO4 i les ATPases del tipus P, PMC1 i ENA1, ENA2 i ENAS), aixi
com altres gens que contribueixen a la sintesi i al manteniment de la paret cel-lular, al

metabolisme de lipids i esterols i al transport vesicular.

La comparaci6 de la resposta transcripcional per un augment dels nivells de calci
i/o sodi extracel-lulars obtinguda en mutants cnbl i crzl, indica que en la majoria de
casos I’abséncia de CRZ1 dona lloc a una disminucié en la resposta similar a la
observada en una soca cnbl (Yoshimoto et al., 2002). Aquest fet indica que Crzl és el

principal mediador de la resposta transcripcional dependent de la calcineurina.
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3.4. Dependéncia a calci de la resposta a pH alcali

En diferents estudis s’ha observat que un conjunt de gens sén activats a través de
la via de la calcineurina sota diverses condicions d’estrés com [’exposicid a
concentracions elevades de ions (Ca2+, OH", Mn*", Na+/Li+), a feromones (factor o), a
altes temperatures, o en mutants els quals esta afectada la integritat de la paret cel-lular
(Cyert and Thorner, 1992; Mendoza et al., 1994; Garrett-Engele et al., 1995; Farcasanu
et al., 1995; Moser et al., 1996; Withee et al., 1997; Matsumoto et al., 2002). Aquestes
observacions ens suggereixen que altres condicions d’estrés també podrien estar

regulades per la via de la calcineurina.

Recentment, s’ha observat en el nostre laboratori que la calcineurina podria estar
involucrada en la tolerancia enfront a pH alcali (Serrano et al., 2002). Es va demostrar
que una part significativa de la resposta a pH alcali del promotor ENAL i practicament la
totalitat de la resposta de PHO89 (codifica una permeasa Na'/Pi) estava bloquejada per
I’inhibidor de la calcineurina FK506 i també en absencia de Cnbl o Crzl suggerint que
la resposta transcripcional d’una série de gens enfront a I’acalinitzacié del medi podria
ser, com a minim en part, depenent de la calcineurina. El fet que dos dels quatre gens
estudiats més exhaustivament presentessin dependéncia a calcineurina en la seva
resposta enfront a pH alcali ens va fer pensar que un nombre important de gens de llevat

podrien respondre a pH alcali a través d’aquesta via de senyalitzacio.
En aquest treball confirmem 1 ampliem aquesta hipotesis definint, utilitzant la

tecnologia de microxips de DNA, un conjunt de gens la resposta transcripcional dels

quals esta regulada per la via de la calcineurina (Viladevall et al., 2004).
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Objectius

Quan es va iniciar aquest treball les respostes moleculars produides per
variacions del pH extracel-lular estaven molt poc estudiades en Saccharomyces
cerevisiae. Evidencies recents en el nostre laboratori van demostrar que la calcineurina
estava implicada en la resposta transcripcional enfront a pH alcali en dos dels quatre
gens analitzats (PHO89 1 ENAL). En el present treball ens varem plantejar aprofundir en
I’estudi de la resposta transcripcional per I’exposicid a pH alcali al llarg del temps
utilitzant microxips de DNA que contenien tot el genoma de llevat generats en el propi
laboratori. També es va investigar mitjancant la tecnologia de microxips de DNA el
nombre de gens del genoma de S. cerevisiae que responien a pH alcali a través de la via

de senyalitzacio de la calcineurina . Per tant, els objectius concrets han estat:

1. GENERAR MICROXIPS DE DNA QUE CONTINGUESSIN TOT EL GENOMA

DE S. cerevisiae. Aquest objectiu es va centrar en:

1.1. Amplificar per PCR els aproximadament 6000 ORFs del genoma de S.
cerevisiae en col-laboracié amb el laboratoris del Dr. José Enrique Pérez-Ortin
(Universitat de Valéncia) i del Dr. Javier Arroyo (Universitat Computense de
Madrid).

1.2. Posar a punt la tecnologia de microxips de DNA: les tecniques de deposicio
de les sondes, el marcatge de les mostres, la prehibridacid, I’hibridacié i els

rentats.

2. REALITZAR UN ESTUDI MES DETALLAT DE LA RESPOSTA
TRANSCRIPCIONAL ENFRONT A UNA SITUACIO D’ESTRES PER pH ALCALI
AL LLARG DEL TEMPS. Aquests objectius es va centrar en:

2.1. Identificar el nombre de gens que presentaven una expressid genica
diferencial en cadascun dels temps analitzats (10, 20 1 45 minuts) i analitzar les
principals categories afectades.

2.2. Coneixer si la implicaci6 de la calcineurina en la resposta transcripcional a
pH alcali es produia de manera generalitzada. Ens vam proposar identificar el
conjunt de gens que presentaven una dependéncia total o parcial a la
calcineurina i/0 a Crzl en la resposta enfront a una situacié d’estrés per pH

alcali.
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Materials i Meétodes

1.- SOQUES UTILITZADES I CONDICIONS DE CREIXEMENT

Les cel'lules de llevat es van créixer a 28 °C en medi YPD (10 g/l d’extracte de
llevat, 20 g/l de peptona 1 20 g/l de dextrosa) o, en casos determinats, en medi SD
(synthetic dextrose), CM (complete minimal) descrits per Adams et al., 1997 o bé en
medi SC-URA el qual conté 0,17 % base de nitrogen sense aminoacids (Difco), 0,5 %
sulfat d’amoni, 2 % glucosa 1 0,077 % CSM-URA (complete supplement mixture
without uracil, BIO 101).

El genotip rellevant de les soques utilitzades en aquest estudi es troben en la
taula 3. La delecci6 de CRZI es va realitzar reemplacant tot I’ORF exactament com
esta descrit per Stathopoulos and Cyert, 1997. Es va amplificar per PCR el locus
deleccionat present en la soca crzl generada per Guldener ef al., 1996. Aquest fragment
amplificat va ser utilitzat per transformar la soca salvatge DBY746 emprada en aquest
treball. Per deleccionar els gen CNBI es va amplificar per PCR el locus mutant present
en la soca cnbl generada per Winzeler et al., 1999 mitjancant els oligonucleotids 5°-
GAT CGC GAA GAC GCT ATG-3" 1 5’-GAT GGT CTG TCT CCT AGC AT-3" i es
va utilitzar aquest fragment per transformar la soca la soca salvatge DBY746 (Serrano

et al.,2002).

Taula 3. Soques de llevat utilitzades en aquest treball.

Nom Genotip rellevant Font / Referéncia
DBY746 MATa ura3-52 leu2-3112 his3-A1 trp-4239 D. Botstein

EDN92  DBY746 crz1::KAN Serrano et al., 2002
MAR15 DBY746 cnb1::KAN Serrano et al., 2002

FY1679  MATa/MATa ura3-52/ura3-52 trp1463/TRP1 leu24 1/LEU2 Winston et al., 1995
his34200/HIS3

EJ758 MATa his3-4200 leu2-3,112 ura3-52 pep4::URA3 Martzen et al., 1999
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2. FABRICACIO DELS MICROXIPS DE DNA

2.1. Generacio de les sondes

La obtenci6 de les sondes es va realitzar amplificant per PCR, total o
parcialment, els ORFs de llevat seguint tres estrateégies diferents (figura 12). La primera
estratégia consistia en 1’amplificacié de tots els ORFs de llevat continguts en una
biblioteca d’expressi6 (Yeast Exclones, Research Genetics) utilitzant uns
oligonucleotids universals (eYGUF, eYGUR). Aquestes amplificacions van ser
sotmeses a una segona ronda d’amplificacions utilitzant uns oligonucleotids més interns
(YGUF, YGUR) per tal d’homogeneitzar el rendiment de tots els productes. La segona
estratégia es va generar per aquells ORFs que presentaven una longitud superior a 3 Kb,
ja que els resultats obtinguts de les amplificacions no eren satisfactoris (no s’observava
amplificacié o bé aquesta presentava una concentracid molt baixa). Aquesta estrateégia
consistia en generar un oligonucleotid intern per a cadascun d’aquests ORFs, de manera
que el producte a amplificar fos de menor longitud. La tercera estratégia es va crear per
amplificar alguns ORFs que continuaven donant un resultat negatiu en la seva
amplificacid o bé per amplificar un conjunt de ORFs que no estaven presents en la
biblioteca d’expressid6 Yeast Exclones. L’estratégia es basava en 1’amplificacio
d’aquests ORFs a partir de DNA genomic utilitzant una parella d’oligonucleotids

especifics (GenePairs) per a cadascun d’ells.

2.1.1. Estratégia general

La estrategia general consistia en 1‘amplificacio per PCR de cadascun dels
ORFs complerts insertats en un plasmidi de la col-leccid Yeast Exclones de Research
Genetics. Aquesta col-leccid va ser originalment generada pel laboratori de Eric
Phyzicky i presentava 6080 clons. Cada clon contenia un ORF diferent de llevat insertat
en el plasmidi d’expressi6 pYEX4T-1 de Clontech, veure figura 13 (Martzen et al.,
1999). Aquest plasmidi estava modificat per 140 nucleotids corresponents al fragment
de recombinaci6 (figura 14). Per generar aquesta col-leccid es van amplificar per PCR
els 6080 ORFs de S. cerevisiae utilitzant una parella d’oligonucleotids especifics per a
cada gen. Cadascun dels oligonucleotids presentava una cua comu en I’extrem 5° (de 22

bases en els oligonucleotids Forward 1 de 20 bases en els Reverse). Aquest extrem
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comu permetia la reamplificacio de tots els productes de PCR utilitzant una sola parella
de oligonucleotids més llargs (70 bases). Aquestes 70 bases que flanquejaven cadascun
dels ORFs reamplificats van ser utilitzades per clonar cadascun dels ORFs en el vector
linearilitzat pYEX-4T per recombinacio homologa

(http://www.dbsr.duke.edu/yeast/Genome%?20Libraries/exclones.htm).

Estratégia A Estratégia B

YGUF

Estratégia C DHA gendmic

YGUFE YGUF YGUE YGUFE

N

Ny
+--—— ORF1 |— ORF2 |— ORF3 |—| ORF4 |—---

YGUR YGUR YGUR YGUR

Figura 12. Tres estratégies utilitzades per amplificar i reamplificar totes les sondes dipositades
en el microxip de llevat. Estratégia A: ORFs insertats en el pYEX4T-1 i oligonucledtids utilitzats
per 'amplificacio. Estratégia B: utilitzada per amplificar 466 inserts de longitud major o igual 3
Kb. Estratégia C: utilitzada per amplificar el clons negatius de les estratégies A i B. Es va
amplificar a partir de DNA genomic a través del oligonucledtids GenePairs (Research
Genetics), els quals presenten 20 bases especifiques per cadascun dels ORFs en I'extrem 3’, i
cues en 5 YGUF o YGUR per amplificar la totalitat del ORF (Alberola et al., 2004).
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Figura 13. Vector pYEX4T-1 i les dianes de
restriccié6 del MCS (multiple cloning site). B.
Mapa de restriccié i MCS del pYEX4T-1. Les
dianes de restriccid uniques estan indicades
amb negreta.

eYGUF YGUF
— —
CUPlp G3T . ORF
.+ 4
eYTGUR
B

1051 AGTATATAGC ATGGCCTTTG CAGGGCTGGC AAGCCACGTT TGGTGGTGGC GACCATCCTC CAAAATCGGA
TCATATATCG TACCGGAAAC GTCCCGACCG TTCGGTGCAA ACCACCACCG CTGGTAGGAG GTTTTAGCCT

Zona reconeixement trombina

eYGUF

1121 TCATCTGGTT CCGCGTGGAT C[GAACTATC ATTCGATGAT GAAGATACCC CACCAAACCC AAAAAAAGAG

AGTAGACCAA GGCGCACCTA G[CTTGATAG TAAGCTACTA CTTCTATGGG GTGGTTTGGG TTTTTTTCTC

YGUF

lloc d’inserci6 de PORF

1191 ATCGAATTCC AGCTGACCAC CYATGGCATT CCCGGGGATC CGTCGACCTG CAGAGATCTA TGAATCGTAG

TAGCTTAAGG TCGACTGGTC C"

1261 ATACTGAAAA
CATGACTTTT

GCAGCTGGAC GTCTCTAGAT ACTTAGCATC
eYGUR

ACCCCGCAAG] TTCACTTCAA CTGTGCATCG TGCACCATCT CAATTTCTTT CATTTATACA
TGGGGCGTTC] AAGTGAAGTT GACACGTAGC ACGTGGTAGA GTTAAAGAAA GTAAATATGT

Figura 14. Esquema de l'estratégia seguida per amplificar els ORFs a partir de la
biblioteca d’expressié6 Yeast Exclones. En A Es mostra la disposici6 general dels
oligonucleotids utilitzats en la primera amplificacié (eYGUF/eYGUR) i en la reamplificacié
(YGUF/YGUR); mentre que en B s’observen les sequiéncies especifiques de cadascun d’ells, el
fragment de recombinacié [ ], i el lloc d’inserci6é de 'ORF V.
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Les cel-lules de llevat que contenien cadascun dels ORFs insertats en el plasmidi
pYEX-4T es van créixer a 30°C durant tota la nit en plaques de 96 pous (MJ Research)
en 100 pul de medi SC-URA. Les cel-lules van ser recuperades per centrifugacio,

resuspeses en 50 ul d’aigua destil-lada i es van congelar per utilitzacions posteriors.

Es va realitzar una primera ronda d’amplificaci6 per PCR per amplificar els
inserts partint de 8 pl de cel-lules descongelades utilitzant la parella d’oligonucleotids
externs eYGUF  (5’-ATTCGATGATGAAGATACC-3°) i eYGUR (5’-
ACGATTCATAGATCTCTGC-3’) en un volum final de 100 pl. La barreja de la
reaccid consisteix en 1x tampd (Biotools), 3 mM MgCl, (Biotools), 0,2 mM de
cadascun dels dNTPs (Amersham) 0,5 uM de cadascun del primers 1 4 unitats de la
DNA polimerasa (Biotools). Les reaccions es van du a terme en un termociclador PTC-
100 (MJ Research) utilitzant el protocol segiient: 10 min a 94 °C per llisar les cel-lules 1
desnaturalitzar el DNA, 30 cicles a 94 °C durant 30 s, 50 °C durant 30 s i 72 °C durant
2-4 min (depenent de la longitud del ORF), seguit per un pas final de 72 °C durant 10
min. En una segona ronda d’amplificacions es va realitzar a partir de 0,1-1ul de la
mostra amplificada en la primera ronda utilitzant una parella de oligonucleotids més
interns: YGUF  (5’-CGAATTCCAGCTGACCACCATG-3’) i YGUR (5-
GATCCCCGGGAATTGCCATG-3’). En aquesta segona amplificacio es va utilitzar la
mateixa Taq polimerasa, barreja de reaccio 1 termociclador seguint els passos segiients:
un cicle a 94 °C durant 1 min, 30 cicles a 94 °C durant 30 segons, 60 °C durant 30

segons 1 2 minuts a 72 °C 1 un pas final a 72 °C durant 10 min (figura 12A).

2.1.2. Estratégia per a ORFs superiors a 3Kb

Per a aquells ORFs que presentaven una longitud superior a 3 Kb es va utilitzar una
segona estrategia (Figura 12B). Es va dissenyar un oligonucleotid intern compatible
amb ’eYGUF utilitzant el programa Pride (Haas ef al., 1998) o el programa de disseny
d’oligonucleotids del SGD segons les condicions indicades en la taula 4. Cadascun
d’aquests oligonucleotids presentava una cua YGUF en 5° per tal de permetre una
segona ronda d’amplificaci6. Les condicions d’amplificacié van ser les mateixes

seguides en la estratégia general.
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Taula 4. Parametres utilitzats en el programa de disseny d’oligonucleotids.

Valors dels parametres utilitzats

Longitud producte amplificat 600-1200 parells de bases

Tm (melting temperature) 43-47 °C (optim a 45 °C)

Longitud de I’oligonucleotid 18-20 parells de bases (Optim a 18 pb)
% GC 41-50 % (Optim a 45 %)

Hibridacio entre oligonucleotids 8-10 parells de bases

2.1.3. Estratégia per a ORFs inferiors a 3 Kb d’amplificacié negativa i ORFs afegits no

presents en la col-leccid Yeast Exclones

Les amplificacions negatives per aquells gens de longitud inferior a 3 Kb 1
alguns ORFs inclosos en el CYGD (Comprehensive Yeast Genome Database,
http://mips.gsd.de/genre/proj/yeast/index.jsp, del juliol del 2001), perd no presents en la
collecci6 de Phyzicky, van ser amplificats per PCR utilitzant els oligonucleotids
comercials GenePairs (Research Genetics) a partir de DNA genomic extret de la soca
FY1679 de S. cerevisiae (Hoffman, 1997), veure figura 12C. El protocol utilitzat va ser
el segiient: un cicle a 94 °C durant 3 min, 30 cicles a 94 °C durant 30 s, 50 °C durant 30
s 1 72 °C durant 3 minuts i un pas final de 72 °C durant 10 min. Un segona ronda

d’amplificacio es va dur a terme igual que en la estratégia general.

2.1.4. Comprovacio i purificacio de les amplificacions

En tots els casos (les tres estrategies i les dos rondes de PCR), els productes de PCR
van ser analitzats en gels d’agarosa al 1 % utilitzant TAE 1x (0,04 M Tris-acetat i 0,001
M EDTA) com a tamp6 d’electroforesi 1 el marcador de pes molecular de 1Kb (Gibco).
La longitud de les mostres es va estimar per inspeccid visual dels gels tenyits amb
bromur d’etidi comparant amb les diferents bandes de DNA del marcador de longitud

similar.
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Posteriorment es van purificar el productes de la segona ronda d’amplificacions
utilitzant el sistema MultiScreen-PCR (Millipore). Utilitzant un pipeta multicanal es van
dipositar 100 pl de cadascun dels productes de PCR en el filtre de la placa Millipore. Es
va colllocar la placa en el sistema de buit de Millipore 1 es va deixar filtrant
aproximadament 10 minuts a 667 milibars fins a assecar-se. Es van afegir 50 pl d’aigua
MilliQ amb la pipeta multicanal i es va filtrar a 667 milibars fins a quedar sec. Es va
repetir aquest ultim pas per assegurar I’eliminacio de les restes de salt. Es va retirar la
placa del sistema de buit i es van afegir 60 ul d’aigua MilliQ en cadascun dels pous. Es
va sacsejar vigorosament la placa durant 10 minuts a 700 rpm mitjancant un agitador
orbital (IKA-WERKE) per tal de resuspendre el DNA. Finalment, es va retirar el
producte de PCR purificat de cadascun dels pous utilitzant la pipeta multicanal, es va
dipositar en una placa de 96 pous nova i es va guardar a — 20 °C sellada amb una tapa

d’alumini especial per a plaques (Costar, 6570).

Es va mesurar la concentraci6 d’algunes mostres purificades representatives
(almenys dues per placa) per comprovar que 1’absorvancia a 260 nm (Biophotometer,
Eppendorf) fos superior o igual a 200 ng/pl. Finalment es van seqiienciar
aproximadament un 5 % dels gens purificats utilitzant el Kit DYEnamic (Amersham)
partint de 0,5 pul de DNA purificat, 1 pl de I’oligonucleotid YGUR (5 uM) i 3 pl de la
barreja del Kit en un volum final de 8 pl, i es van amplificar per PCR seguint el protocol
segiient: 24 cicles a 95 °C durant 20 s, 50 °C durant 15 s i 1 min a 60 °C. Seguidament,
es va precipitar el producte de PCR en 0.8 ul d’una soluci6 d’acetat sodic/EDTA (1,5 M
acetat sodic, 250 mM EDTA) i 32 pl d’etanol al 100 % durant 13 min a —20 °C, es va
centrifugar a maxima poténcia en una microcentrifuga durant 10 minuts per recuperar el
DNA, es va rentar amb 500 pl d’etanol al 70 % i es va deixar assecar a temperatura
ambient. Finalment es van resuspendre les mostres amb 3 pl de tampé de carrega i es va

realitzar 1’electroforesi en un gel d’acrilamida-urea al 4,5 % en un seqiienciador

automatic (ABI 373A).
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2.2. Deposiciéo del DNA sonda sobre porta-objectes modificats

El primer pas per a la generaci6é dels microxips va ser la preparacié del DNA
sonda. Es van redistribuir 10 pl dels productes de PCR purificats en plaques de 384
pous (Nunc, 242757) amb 10 ul de DMSO (Sigma, 2650). Les sondes es van
resuspendre en DMSO a una concentracio del 50 % per evitar 1’evaporacié durant el
procés de deposicid i, a més, perque desnaturalitza el DNA permetent una hibridacid
millor. Les plaques de 384 que contenien el DNA sonda amb DMSO al 50 % es van
guardar a -20 °C per utilitzacions posteriors en les quals es descongelaven, es sacsejaven
durant 2 minuts a 700 rpm i es centrifugaven 1 minut a 1500 rpm (Centrifugue 5810,

Eppendorf) utilitzant un rotor que permet centrifugar plaques (A-4-62, Eppendorf).

El DNA sonda es va col-locar sobre porta-objectes modificats amb grups amina
CMT-Ultragaps (Corning) i Genorama SA-1 (Asper Biotech), utilitzant el robot
MicroGrid II (Biorobotics). Els microxips es van generar utilitzant 8 agulles (microspot
2500, veure figura 15) en una configuracié de 4x2, les quals formaven 32 matrius de
15x15 deixant un espai entre gotes de 0,350 mm. Aquestes agulles es van netejar abans 1
després de la seva utilitzacié mitjancant un aparell d’ultrasons (Branson 2000). Un cop
dipositades totes les sondes, aquestes es va unir als porta-objectes per irradiaci6 amb
llum ultraviolada (1200 pJoules) en un equip Stratalinker (Stratagene). Per a cada lot de
fabricaci6 es va comprovar la qualitat d’un o dos microxips utilitzant una tincié6 amb
SyberGreen (1:10000) durant 5 minuts seguit de dos rentats amb aigua MilliQ.
Finalment es va detectar la senyal mitjangant I’escaner de fluorescéncia ScanArray 4000
(Perkin-Elmer) el qual excita les molecules de SyberGreen incorporades al DNA amb el

laser que excita el fluorocrom Cy3 (543 nm).

Figura 15. Agulla per la fabricacié de microxips. Aquesta agulla
conté un canal que per capilaritat s’omple del DNA sonda (0,1-2
ul) i per contacte directe amb el suport solid diposita una gota.
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El microxip generat contenia 6073 ORFs diferents de S. cerevisiae, a més de 286
duplicats corresponents a gens que responen sota diferents condicions d’estres 1 40 gens
seleccionats a I’atzar. També contenia una serie de controls positius (3 copies del gen
RPL28 que codifica una proteina ribosomal) 1 negatius (tres copies d’un fragment del
promotor del gen ENAI, tres cDNAs de ratoli i 349 mostres que només contenien

DMSO al 50%).

Els microxips fabricats es guardaven al buit en un dessecador (Afora). Vam
comprovar que es conservaven en perfecte estat en aquestes condicions durant, com a

minim, 6 mesos.

3. EXTRACCIO DEL RNA TOTAL

Es van créixer les soques DBY746, MAR15 i EDN92 en medi YPD (20 mM
TAPS, pH 6,2) fins a una densitat optica de 0,8. Després de centrifugar es van
resuspendre en medi YPD (20 mM TAPS, pH 7,6) per permetre la induccid i es va
continuar la incubaci6 prenent mostres de 10 ml als 10, 20 1 45 minuts de cadascun dels
tipus cel-lulars, o bé en YPD (20 mM TAPS, pH 6,2) per utilitzar-los com a controls.
Seguidament es van centrifugar les cél-lules durant 5 minuts a 3000 rpm i el RNA total
es va extreure utilitzant el meétode del Hot-Phenol (Kohrer and Domdey, 1991). Es van
obtenir aproximadament 200 pg de RNA. Es va comprovar ’estat del RNA mitjangant

electroforesi en gel d’agarosa-formaldehid al 0,8 %.

3.1. Comprovacio de la integritat del RNA utilitzant I’equip Bioanalyzer

La integritat de les mostres de RNA ¢és essencial per dur a terme un analisi
d’expressid genica mitjancant la tecnologia de microxips de DNA, per aquest motiu es
va comprovar la integritat d’alguns RNAs a través de D’aparell Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies). El Bioanalyzer és una excellent alternativa als gels
d’electroforesi convencionals ja que els resultats obtinguts sébn més objectius, és un
procés automatitzat i més rapid. Aquesta tecnologia esta basada amb un sistema de
capil-lars a on té lloc I’electroforesi de la mostra marcada fluorescentment i la seva
detecci6 té lloc a temps real. El protocol utilitzat per dur a terme la reaccié de marcatge

fluorescent del RNA ha estat el recomanat per la casa comercial (per més informacid
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veure la pagina web http://www.chem.agilent.com). Per analitzar les mostres de RNA
total vam utilitzar el Kit RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies) el qual ens
permet detectar mostres que presenten un rang de concentracio entre 25 i 500 ng/pl, els
xips RNA 6000 Nano Chips (Agilent technologies) 1 el marcador de pes molecular RNA
6000 (Ambion). En el cas de mostres provinents d’eucariotes superiors o procariotes, el
sistema ens permet calcular automaticament la relacié entre les bandes ribosomals del
RNA total, pero en el cas del llevat no hi ha un protocol creat de manera que s’ha de fer

manualment.

4. SINTESI DE ¢cDNA I MARCATGE DE LES MOSTRES

Per marcar el cDNA generat a partir del RNA total es van utilitzar dos tipus de
marcatge diferents: el marcatge directe 1 el marcatge indirecte. En general es van seguir

els protocols suggerits per la casa comercial.

4.1. Marcatge directe

Pel marcatge directe es va partir de 15 pg de RNA total utilitzant els reactius del
First Strand Labelling Kit (Amersham) i els fluorocroms Cy3-dUTP i Cy5-dUTP
(Amersham). Per obtenir la cadena de cDNA marcada corresponent al mRNA es va
utilitzar el metode d’extensid a partir de oligo(dT) incorporant Cy3-dUTP o Cy5-dUTP
en un volum final de reaccid6 de 20 ul. L’RNA va ser eliminat amb NaOH a una
concentracio final 0,25 M 1 la solucid va ser neutralitzada amb una solucié de HEPES a
una concentracié final 1 M. Finalment es va purificar el cDNA marcat utilitzant el
CyScribe GFX purification Kit (Amersham), se’n va extreure una aliquota per la seva
comprovacid (10 % del volum) i es va assecar mitjangant una centrifuga evaporadora

(Concentrador 5301, Eppendorf).

4.2. Marcatge indirecte

Vam partir de 12 pg de RNA total utilitzant el CyScribe Post-Labelling Kit
(Amersham) el qual ja inclou els fluorocroms Cy3 i Cy5. El marcatge indirecte
consisteix en dos passos principals: el primer pas consisteix en la incorporacio del AA-

dUTP durant la sintesi del cDNA utilitzant com a cebador oligo(dT), aquest es purifica
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utilitzant el CyScribe GFX purification Kit 1 s’elueix el cDNA amb 60 pl de bicarbonat
sodic (0,1 M, pH 9.0); en el segon pas s’incorporen els derivats hidroxisuccinimida
(NHS) dels fluorocroms sobre els grups aminoal-lil del cDNA i es segueixen els
mateixos passos que en el marcatge directe: es purifica el cDNA marcat, se’n extreu una

aliquota per la seva comprovacio i s’asseca en la centrifuga evaporadora.

4.3. Comprovacio del marcatge

En alguns casos es va comprovar la incorporacié dels fluorocroms Cy3 i Cy5
utilitzant un espectrofotometre, NanoDrop (Nucliber). Aquest sistema porta associat un
software d’analisi especific per la deteccié d’aquests dos fluorocroms. Per mesurar la
incorporacié de marcatge vam partir de 12 ul (10 %) del cDNA marcat i purificat abans
de ser assecat en la centrifuga evaporadora. Seguidament es va dessecar (Concentrador
5301, Eppendorf ) i es va resuspendre amb 1,5 ul de la solucié d’elucié del CyScribe
GFX purification Kit (Amersham). Aquests 1,5 ul es col-loquen directament en 1’aparell
per realitzar la mesura, obtenint un pic a Abs 260 nm corresponent a la concentraci6 de
cDNA 1 un altra pic a 570 o 670 nm segons si estem analitzant la mostra marcada amb

Cy3 o Cy5 respectivament.

5. HIBRIDACIO

Abans de la hibridacié propiament dita cal realitzar un pas previ que consisteix
en prehibridar els porta-objectes modificats amb una solucié que cont¢ BSA per
apantallar tots els grup reactius i evitar que s’hi uneixin substancies no desitjades. Un
cop finalitzat el procés d’hibridacido s’han de dur a terme una serie de rentats per
eliminar totes aquelles seqiiencies que no s’han unit a cap DNA sonda present en el xip.
Els protocols utilitzats per realitzar els processos de prehibridacio, hibridacid 1 rentats
han estat extrets dels protocols del TIGR (The Institute for Genomic Research) (Hegde
et al., 2000).
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5.1. Prehibridacio

Els microxips es van incubar en la solucio de prehibridacié que contenia 5x SSC
(Saline-Sodium Citrate), 0,1 % SDS 1 1 % BSA (Sigma A3803) durant 45 minuts a 42
°C. Seguidament es va procedir a realitzar dos rentats seqiiencials amb aigua MilliQ.
Finalment, es van assecar per centrifugacio durant 1 minut a 1500 rpm en una centrifuga
(Centrifugue 5810, Eppendorf) utilitzant un rotor que permet centrifugar plaques (A-4-
62, Eppendorf).

5.2. Hibridacio

Els residus secs que contenien el cDNA marcat es van resuspendre en 9 ul de
tamp6 d’hibridacié en el cas de la utilitzacid dels cassetes d’hibridacid 1 en 35 pl si
s'emprava 1’equip Bioanalyzer. La solucid d’hibirdacio esta formada per 50 %
formamida, 5x SSC (750 mM NaCl, 75 mM citrat sodic, pH 7,0) i 0,1 % SDS. Es va
ajuntar el cDNA marcat amb Cy3 i el marcat amb CyS5 i es van afegir 0,4 ul de DNA
d’esperma de salmo (10 mg/ml). Es va desnaturalitzar la barreja durant 3 minuts a 95 °C

en un termociclador i es va deixar refredar en gel.

5.2.1. Hibridacio mitjancant cassettes

El porta-objecte prehibridat es va dipositar en la camera d’hibridacio
(Hibridation Cassette, Arraylt) 1 es van afegir els cDNAs marcats. Abans de tancar la
camera d’hibridacié es dipositen dues gotes d’aigua MilliQ per mantenir la humitat

ambiental 1 es deixa en un bany amb aigua a 42 ° C durant tota la nit.

5.2.2. Hibridacio mitjancant 1’equip ArrayBooster

En les ultimes hibridacions realitzades es va utilitzar 1’hibridador automatic
ArrayBooster AB410 (Advalytix) el qual disposa de quatre cameres d’hibridacio
independents. L’avantatge principal és que disposa d’un sistema d’ultrasons el qual
manté en moviment les sondes marcades de manera que la probabilitat de que trobin el

ser DNA sonda complementari és major. En la utilitzacié de 1’ ArrayBooster calen uns
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sistemes especials a on es col-loca la mostra anomenats Advacards (Advalytix) els quals
poden presentar diferents mides en funci6 de 1’area del xip en el qual hi ha dipositades
les sondes. Per aquest estudi es van utilitzar els Advacards de mida intermedia (AC2B
Advalytix) que ens permeten cobrir, com a maxim, una area d’aproximadament 13 cm?.
Aquests Advacards requereixen un sistema de rentat just abans i després de ser utilitzats
que consisteix en esbandir seqiiencialment amb SDS al 0,5 %, aigua MilliQ, etanol
absolut, acabant amb aigua MilliQ i finalment assecant-los amb aire comprimit (Sigma,
7379522-1EA). Un cop tenim els Advacards nets i secs omplim les banyeres de
cadascuna de les cameres d’hibridaci6 que anem a utilitzar amb una solucido de
formamida al 50 % per mantenir la humitat. El primer pas consisteix en col-locar el
microxip prehibridat i sec a I’interior de la camera amb I’Advacard i es deixa fins a
assolir una temperatura de 42 °C. Un cop assolits els 42 °C es comprova que I’Advacard
s’ha col-locat correctament i si €s aixi es procedeix a comengar el programa de
temperatura, temps i1 nivell de vibracido a través d’ultrasons que nosaltres haguem
escollit. En el nostre cas vam utilitzar una temperatura de 42 °C durant 16 hores 1 el

nivell de vibracié que dona per defecte 1’aparell.

5.3. Rentats

Es van realitzar tres rentats per eliminar les hibridacions no especifiques
utilitzant vasos de precipitats i agitant amb nuclis magnetics durant 4 minuts. Pel primer
rentat es va utilitzar una solucié 1x SSC 1 0,2 % SDS a 42 °C. La composicio de la
segona solucid de rentat era 0,1x SSC 1 0,2 % SDS. La tercera solucié només contenia
0,1x SSC. Els dos ultims rentats es varen fer a temperatura ambient. Finalment, es
realitzen dos rentats amb aigua MilliQ 1 es centrifuguen els microxips durant 1 minut a

1500 rpm (Centrifugue 5810, Eppendorf) per assecar-los.

6. DETECCIO DE LA HIBRIDACIO

Per detectar la fluoresceéncia es va utilitzar 1’escaner ScanArray 4000 (Packard)
dotat de dos lasers. Es un escaner de fluorescéncia basat en la microscopia confocal que
mesura la intensitat de fluorescéncia de cada senyal i genera una imatge virtual que
indica la intensitat de fluorescencia en cada punt del microxip. També presenta un

software especific per la captacio i quantificacioé de les dades (QuantArray).
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Es va introduir el microxip rentat i sec dins 1’escaner per a realitzar un analisi rapid
d’aquest a baixa resolucid (50 um) amb 1’objectiu d’ajustar tots els parametres (area
analitzada, poténcia del laser i sensibilitat del fotomultiplicador). Inicialment es va
utilitzar una poténcia de laser del 80 % 1 un valor del fotomultiplicador del 70 % i
s’ajustava en funcid de la intensitat de la imatge obtinguda i1 del fons. Seguidament es
va procedir a un analisi de la mostra a una resolucié alta (10 um) 1 la imatge obtinguda

amb cadascun del lasers quedava guardada com a arxius TIFF i BMP.

Els microxips hibridats es guarden al buit a la foscor en un dessecador (Afora) per
si €s necessaria una lectura posterior. En el nostre laboratori s’ha comprovat que
microxips hibridats guardats en el dessecador 1 en foscor durant aproximadament 4
mesos, la intensitat de senyal obtinguda amb I’escaner de fluoresceéncia és practicament

igual a la realitzada just després dels rentats.

7. ANALISI DE LES DADES

Les imatges guardades com a TIFF generades amb el programa ScanArray van ser
analitzades a través del programa QuantArray (Packard). El QuantArray ens permet, a
través d’una serie de passos, quantificar la intensitat de fluorescencia de les diferents
senyals del microxip. El primer pas consisteix en la creacio d’un protocol per tal
d’identificar la posici6 de cadascuna de les senyals i assignar-li el nom del gen
corresponent. Un cop localitzades cadascuna de les senyal es determina el soroll de fons
de les regions circumdants per a cadascuna d’elles. La informaci6 generada descriu la
intensitat de fluoresceéncia de cada senyal restant-1i el valor corresponent al soroll de

fons. Aquestes dades poden ser exportades i analitzades en una fulla de calcul Excel.

Les dades generades requereixen un analisi més exhaustiu abans d’identificar els
gens que presenten una expressio diferencial. El primer pas és la normalitzacio de les
intensitats de fluoresceéncia relatives de cadascun dels fluorocroms analitzats. En el
aquest estudi vam realitzar la normalitzacid a partir de la totalitat d’intensitat de senyal
dels dos canals, ja que en una situaci6 d’estrés esperem que varii I’expressio d’un tan
per cent baix respecte el total de gens presents en el microxip, i per tant, la relacio entre

els dos canals hauria de ser aproximadament 1. Després de la normalitzacid les dades
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van ser analitzades amb més detall utilitzant el software SimpliFly 1 ChipInspector creat
per nosaltres mateixos. El SimpliFly en permet introduir una serie de condicions per
eliminar aquelles senyals artefectuals com son una area i una intensitat minima de
senyal, una relacid intensitat/fons superior a 5, etc., mentre que el programa
Chiplnspector ens permet visualitzar les senyals dels dos canals per a cadascun dels

gens per acabar d’eliminar els falsos positius.

Els resultats obtinguts de diferents experiments (cinc per a cadascun del temps
analitzats en el cas de la soca salvatge 1 el mutant cnb/ 1 tres en el cas del mutant crz/)
es van combinar i es va calcular la mitjana per a cadascun d’ells. Un gen determinat es
considerava induit o reprimit quan la relaci6 entre una situacid estrés/no estrés era major
o igual a 2,0 o inferior o igual a 0,5 respectivament, com a minim en tres (en la soca
salvatge 1 cnbl) o dos experiments (en la soca crz/) i que a més, no hi hagués cap valor
d’expressid que s’allunyés de manera estadisticament significativa de la resta per a una
condici6 determinada. Els valors relatius d’expressid van ser transformats
logaritmicament en base 2 per un posterior analisi estadistic. Es considerava un valor
tant induit com reprimit estadisticament significatiu quan la hipotesi nul-la del test de la
t de Student donava un valor del logaritme en base 2 diferent de zero. Un valor de p
menor de 0,1 es va considerar positiu per una seleccid inicial de gens. Les diferéncies
entre les tres soques (wt, cnbl i crzl) per a cadascun dels gens seleccionats es va
analitzar a través del test ANOVA de mesures repetides, seguit a posteriori del test de
Tukey per comparar les tres parelles de soques cnbl-wt, crzl-wt i cnbl-crzl
seleccionant aquells gens que presentaven una significacid estadistica amb un valor de p
inferior a 0,05. Aquest analisi es va dur a terme amb el programa estadistic SAS/STAT

realease 8,1 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

7.1. Analisi mitjancant els programes Cluster i TreeView

S’ha realitzat una agrupacid jerarquica de les dades utilitzant el programa
Cluster (Eisen et al., 1998) disponible a la pagina web http://rana.stanford.edu. Es va
calcular la mediana dels cinc experiments realitzats en una soca salvatge per a cadascun
dels temps analitzats (10, 20 i 45 minuts). Es van seleccionar el conjunt de gens que
presentaven una relacio entre estres/no estres major o igual que 2,0 com a minim en tres

dels cinc experiments realitzats i que no hi hagués cap valor d’expressid que s’allunyés
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de manera significativa de la resta. Els valors obtinguts es van transformar
logaritmicament en base 2 i es van agrupar en funci6é de la similitud en els patrons
d’expressi6 entre els diferents gens amb el programa Cluster utilitzant una agrupacio
jerarquica 1 centrada. El cluster resultant va ser visualitzat mitjancant el programa

TreeView.

7.2. Analisi mitjancant el programa GEPAS (CNIO)

Durant la realitzacié d’aquest treball va sorgir una nova eina d’analisi de les
dades obtingudes mitjancant la tecnologia de microxips de DNA, el programa GEPAS
del CNIO (Centro Nacional de Investigaciones Oncolodgicas). Es van seleccionar el
conjunt de gens que presentaven un valor relatiu d’expressido major o igual a 2 en tres
dels cinc experiments realitzats en una soca salvatge per a cadascun dels temps 1 es va
calcular la mediana per aquests gens. Aquests valors van ser transformats
logaritmicament en base 2 i1 van ser agrupats utilitzant el programa SOTA (Self-
Organising Tree Algorithm) (Herrero et al., 2001), disponible en la pagina web
http://bioinfo.cnio.es/sotarray. Els clusters resultants van ser visualitzats mitjangant els

programa SotaTree del CNIO.

7.3. Analisi dels promotors

Es van analitzar el promotors dels conjunt de gens que presentaven un increment
dels nivells de mRNA de, com a minim, dues vegades en condicions de pH alcali (pH
8,0) 1 que la regulacid dels quals tenia lloc, en més o menys grau, per la via de
senyalitzacio de la calcineurina. Es van buscar les seqiiencies consens d’uni6 a Crzl
descrites previament com a GAGGCT 1 les seves dues variants GNGGCKCA i
GWGGCTG (Yoshimoto et al., 2002) en les dues cadenes de les regions -1 fins a la -
800 per a cadascun d’aquests gens utilitzant un algoritme capac¢ de recon¢ixer patrons
de DNA (van Helden et al., 2000), el qual es pot trobar a la pagina web Regulatory
Sequence Analysis Tools (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/). Per altra banda, es va realitzar una
cerca de possibles seqiiencies consens presents en les dues cadenes de les regions -1/-
800 del conjunt de gens identificats com a dependents a la calcineurina en aquest
treball. Es va utilitzar un programa d’analisi, Pattern Discovery Oligo-analysis (words),

basat en la deteccid d’oligonucleotids sobre-representats en la regidé promotora (van
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Helden et al., 1998) disponible a la pagina web http://rsat.ulb.ac.be/rsat/ (Regulatory
Sequence Analysis Tools). Els parametres utilitzats van ser els que dona per defecte el

programa realitzant una cerca d’oligonucleotids amb una longitud de 4.

8. COMPROVACIO DELS RESULTATS PER ALTRES TECNIQUES

8.1. Northern blot

Pel Northern blot es va realitzar una electroforesi de RNA total (15 pg/carril) en
un gel d’agarosa-formaldehid al 0,8 % 1 es va transferir en una membrana de nild
carregada positivament (Roche) a través del buit. Les sondes van ser marcades utilitzant
el random primed DNA labelling kit (Roche). Les membranes es van hibridar a 65°C
amb un tamp6 d’hibridacio (700 mM NaCl, 40 mM NaH,PO4 pH 7,6, 4 mM EDTA, 0,2
% polivinilpirrolidona, 0,2% Ficoll, 0,1% SDS, 0,2 mg/ml de DNA d’esperma de
salmo) i 10° cpm/ml del fragment de DNA de 0,65 Kb corresponent a la regi6 codificant
del gen PNCI marcat amb >°P. Els filtres van ser rentats amb SSC 1x (150 mM NaCl,
15 mM citrat sodic, pH 7,0) 1 SDS al 0,8 % a 68 °C.

8.2. PCR quantitativa a temps real

A partir de 1 ng de RNA total es va sintetitzar el cDNA per transcripcid reversa
utilitzant el Reverse Transcription System (Invitrogen). L’analisi de I’expressid dels
gens PNCI1, SPI1, i PRBI utilitzant la PCR quantitativa a temps real es va realitzar a
través del programa ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). El gen RPL28, I’expressio del qual no s’indueix a pH alcali, va ser utilitzat
com a control. En la reaccié d’amplificacié es van utilitzar 2 pl d’una dilucié 1/100 del
producte de cDNA obtingut, 2x SYBRGreen Universal Master Mix (Applied
Biosystems), i1 900 nM de la parella de primers (ISOGEN Bioscience) dissenyats a
travées del software Primer Express (Applied Biosystems). Les parelles
d’oligonucleotids utilitzats en I’amplificacié van ser els seglients: PNC1-Fw, 5’-CAC
CCT TCC AGA CAT ATT TCG TT-3’, i PNC1-Rw, 5’- ATA CCC TCT TGC GTG
GAA TCA T-3’; SPI1-Fw, 5’- CTA GTT CCT CTG TAA TCG TGG TAC CAT-3’, i
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SPI1-Rw, TGC AGT AGC AGT CGA GTT GTA GAA TAT T; PRBI1-Fw, 5’-TGC
TTT GGT CAT CCC AAA TCT-3’, i PRBI-Rw, 5’-TCT GGG TCT CTC GTG GTG
ATC-3’; 1 RPL28-Fw, 5’-GTT ATC GTC AAA GCT AAA GCT AGA TTC G-3°, i
RPL28-Rw, 5’-ACC AGC AGC TCT GAT TTT T-3". Els parametres utilitzats en la
reaccio son els segiients: 2 minuts a 50 °C, 10 minuts a 95 °C, 1 40 cicles de 15 segons a

95°C 1 1 minut a 60 °C.

9. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El plasmidi pPLMBI127 (Boustany and Cyert, 2002) el qual conté tres copies en
tandem de la proteina GFP fusionades amb la regidé N-terminal de Crzl va ser utilitzat

per transformar les soques de llevat wt, cnbl i crzl.

Els cultius en fase exponencial que expressaven la proteina GFP (ODggo de 0.4-
0.5) es van créixer fins a una ODggp de 1-1,5 a 21 °C en medi sintétic substituint el sulfat
d’amoni per clorur d’amoni per reduir la precipitacio del CaCl, i del KOH, i en abséncia
de metionina per induir un alt nivell d’expressi6 del promotor MET25 del vector
pLMB127 (Stathopoulos-Gerontides et al; 1999). Les cel-lules es van concentrar entre
10 1 20 vegades i es va afegir KOH fins a tenir un pH d’aproximadament 8,0, com a
control negatiu es va afegir la mateixa quantitat de KCI i com a control positiu es va
utilitzar CaCl, a una concentracid final de 200 mM. Es van col-locar 10 ul a sobre un
porta-objectes 1 seguidament es va visualitzar fent un seguiment al llarg del temps (dels
10 minuts fins a les 2 hores) a través del microscopi de fluorescéncia Nikon 3800

Eclipse i les imatge van ser capturades a través de la camera integrada Color View 12.

61



V. RESULTATS I DISCUSSIO



Resultats i Discussio

1. AMPLIFICACIO D’APROXIMADAMENT 6000 GENS DE S. cerevisiae PER
A LA CREACIO DE MICROXIPS QUE CONTINGUIN LA TOTALITAT DEL
SEU GENOMA.

1.1. Generacio de les sondes

L’amplificacio de tots els ORFs del genoma de Saccharomyces cerevisiae es va
realitzar mitjancant tres estratégies diferents. La estratégia inicial (estratégia A)
consistia en amplificar els ORFs de llevat a partir de la biblioteca d’expressido Yeast
Exclones de Research Genetics (Martzen et al., 1999) utilitzant els oligonucleotids
universals eYGUF 1 eYGUR. Es va escollir aquesta biblioteca d’expressio degut a que
el seu cost era significativament menor respecte a la utilitzacié d’altres biblioteques que
contenien tots els ORFs de llevat amplificats per PCR (De Risi et al., 1997; Hauser et
al., 1998). La segona estratégia (B) va venir forgada per I’elevada taxa d’amplificacions
negatives obtinguda d’aquells ORFs que presentaven una longitud superior o igual a 3
Kb. L’amplificacio d’aquests ORFs es va realitzar a partir de la biblioteca d’expressio
Yeast Exclones dissenyant oligonucleotids interns a aquests gens de manera que el
producte a amplificar presentés una longitud entre 600 i 1200 pb. La tercera estratégia
(C) es basava en I’amplificaci6 dels ORFs a partir de DNA genomic mitjancant els
oligonucleotids comercials GenePairs (Research Genetics) 1 es va utilitzar per
amplificar el conjunt d’ORFs que havien donat un resultat negatiu seguint les
estratégies anteriors, a més de 56 ORFs nous descoberts per comparacions globals del
genoma de Saccharomyces cerevisiae amb altres espécies de llevat (Blandin et al.,
2000). Tots els productes obtinguts van ser reamplificats utilitzant la parella
d’oligonucleotids universals més interns YGUF 1 YGUR, observant una major

homogeneitat en el rendiment dels productes amplificats.

Les tres estratégies descrites per dur a terme la primera ronda d’amplificacions
es van realitzar en col-laboracié amb el laboratori de Jos¢ Enrique Pérez-Ortin de la
Universitat de Valéncia i el laboratori de Javier Arroyo de la Universitat Computense de
Madrid, mentre que les segones rondes d’amplificacions es van realitzar en cadascun
dels laboratoris amb 1’objectiu que tots disposéssim de les aproximadament 6000 sondes

corresponents a tot el genoma de llevat.
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1.1.1. Amplificacié d’aproximadament 2000 ORFs de llevat en el nostre laboratori

En el nostre laboratori es va amplificar 1/3 del genoma de llevat seguint
I’esquema que es mostra en la figura 16. El principal problema que ens vam trobar al
amplificar els aproximadament 2000 ORFs de llevat va ser que aquells amb una
longitud superior 3 Kb donaven un resultat negatiu. Aquest fet era degut a que en les
condicions emprades, on la font de DNA era una suspensid de cel-lules de llevat, la Taq
polimerasa no era capa¢ d’amplificar fragments tant llargs. Per aquest motiu es va
decidir dissenyar oligonucleotids Forwards interns a aquests gens de manera que el
producte a amplificar fos menor (600-1200 pb). Tot 1 aixo alguns gens continuaven
donant un resultat negatiu que podria ser degut a I’abséncia de l’insert o bé a que
simplement no estaven presents en la biblioteca, de manera que es va dissenyar un nou
oligonucleotid Reverse per a cadascun d’aquests gens per amplificar-los aixi a partir de
DNA genomic. Per amplificar el conjunt de gens inferiors a 3 Kb que no havien donat
un producte satisfactori es va crear una nova estratégia que consistia en 1’amplificacié a

partir de DNA genomic mitjangant els oligonucleotids comercials GenePairs.

Els resultats obtinguts de les amplificacions utilitzant les estratégies descrites
anteriorment han estat classificats en tres categories diferents. La primera categoria
correspon a les amplificacions considerades correctes (OK), és a dir, aquelles que
presenten el tamany esperat, no presenten bandes addicionals, i la seva concentraci6 és
superior o igual a 200 ng/pul. En la segona categoria s’hi han inclds aquells productes
d’amplificacio que no eren del tot optims (R): aixd significa que presentaven una
concentracio inferior a 200 ng/ul o bé hi havia bandes addicionals en quantitats
minoritaries. Finalment, la tercera categoria (N) es corresponia a les reaccions a on el
producte obtingut no era detectable, o bé que la longitud de la banda no era I’esperada.
Cal destacar que un tant per cent important dels ORFs que havien donat un resultat
negatiu o suboptim en la primera ronda d’amplificacions passaven a donar una banda

correcte al ser reamplificats, com es pot observar en la figura 17.
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Figura 16. Esquema de les diferents estratégies utilitzades i els resultats obtinguts de
I'amplificacié de 1970 ORFs de Saccharomyces cerevisiae. Els resultats presentats en
aquesta figura fan referéncia als productes obtinguts de les segona ronda d’amplificacions i es
representen amb els simbols: OK (amplificacié correcte), R (producte amplificat de baixa
concentracié o que presenta bandes addicionals minoritaries) i N (amplificacié negativa).
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Figura 17. Amplificaci6 a partir de la biblioteca Yeast Exclones de 94 ORFs que
presenten un rang de longituds entre 300 i 500 pb. A. Es mostra el resultats de la primera
ronda d’amplificacions. B. Es mostra el resultats de la segona ronda d’amplificacions. El
marcador de pes molecular (1Kb, Gibco) es mostra amb la lletra M i en color vermell s’indica la
longitud en pb d’algunes de les bandes.
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Els resultats obtinguts de la primera i segona ronda d’amplificacions realitzades
a partir de la biblioteca Yeast Exclones amb els oligonucleotids eYGUF i eYGUR es
mostren en la figura 18. Dels 1970 ORFs que ens haviem proposat amplificar es va
obtenir un producte satisfactori en les primeres amplificacions de 1537 (78 %). Aquests
productes van ser sotmesos a una segona ronda d’amplificacions utiltizant una parella
oligonucleotids més interns (YGUF 1 YGUR) augmentant el percentatge d’¢xit fins a un

86 % (1686 ORFs d’un total de 1970).

o, Amplificacions a partir de la biblioteca d'expressio
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Figura 18. Representacié grafica dels resultats obtinguts de I'amplificacié a partir de la
biblioteca d’expressio Yeast Exclones. Resultats de les primeres amplificacions: 78 % OK, 8
% R i 14% N. Resultats de les reamplificacions: 86 % OK, 5 % R i 9% N.

Es interessant comentar que al reamplificar alguns ORFs que presentaven una
primera amplificacié correcte (figura 19 A) s’obtenia un producte que migrava de
manera molt heterogénia (smear), (figura 19 B). Aquest fet era degut a que la
concentracio dels productes de la primera amplificacio era massa elevada, ja que diluint
1/100 el material de partida 1 reduint la concentracié de Taq polimerasa (1 unitat) en la
reaccio, les bandes obtingudes passaven a ser correctes (figura 19 C) . També es van
observar alguns casos en que el producte de I’amplificacié donava lloc a fragments molt
petits just per sobre de la banda corresponent als oligonucleotids, fet que creiem podria

ser degut a I’absencia de I’insert en el plasmidi.
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Figura 19. Exemples dels resultats obtinguts de la primera i segona ronda
d’amplificacions de 95 ORFs seguint la estratégia A. A. Resultats de la primera ronda
d’amplificacions B. Reamplificacié utilitzant les condicions estandards. C. Reamplificacié diluint
1/100 i disminuint la quantitat de Taq Polimerasa a 1 unitat per reaccié. Amb el simbol d’'un
quadrat es mostra un exemple d'una amplificacié correcte, amb un triangle es mostra un
exemple d’abséncia d’insert en el plasmidi i amb un cercle es mostra un cas d’amplificacio
subotpima (concentracio inferior a 200 ng/ul). EI marcador de pes molecular (1kb, Gibco)
s’indica amb la lletra M i es mostra la longitud en pb d’algunes de les bandes en vermell.
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En alguns casos es va observar que a part de la banda de longitud esperada
s’amplificaven bandes addicionals. Aquestes bandes van ser seqiienciades i es va
comprovar que la majoria corresponien a fragments del gen de longitud inferior o a
multimers de la seqliéncia original. Per tant, aquestes reaccions es van considerar
positives ja que no suposaven cap problema a 1’hora de ser utilitzades com a sondes per
a generar microxips de DNA. En alguns casos, aquestes bandes presentaven una
seqiiéncia diferent de 1’esperada i, per tant, van ser considerades com a amplificacions
negatives les quals van ser posteriorment amplificades a partir de DNA gendmic amb
els oligonucleotids comercials GenePairs (Research Genetics). Per altra banda, es van
seqiienciar un 5 % dels productes positius de PCR seleccionats a 1’atzar i en tots ells les

seqiiéncies obtingudes van ser correctes.

Els ORFs inferiors a 3 Kb que no van poder ser amplificats a partir de la
biblioteca d’expressidé es van amplificar a partir de DNA genomic utilitzant els
oligonucleotids comercials GenePairs (Research Genetics). Dels 131 clons que van ser
amplificats seguint aquesta estratégia, es va obtenir un producte correcte de la primera
amplificacio de 83 ORFs (63 %), mentre que I’eficiéncia de les reamplificacions va ser
significativament major obtenint reamplificacions correctes de 121 ORFs (92 %), veure
figura 20. El fet que es recuperessin practicament un 30 % dels ORFs (38 d’un total de
131) es podria atribuir a que en la primera amplificacié obteniem una banda de
concentraci6 molt baixa que no visualitzavem per electroforesi en gel d’agarosa
utilitzant les condicions estandard (2,5 pl de mostra carregada i 0,1 de nivell
d’integracio en un equip Gel Doc 2000, Bio Rad), mentre que al ser sotmeses a una

segona ronda d’amplificacions passaven a donar una banda visible i satisfactoria.
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Figura 20. Representacio grafica dels resultats obtinguts de I'amplificacié a partir de
DNA genomic utilitzant els oligonucleotids GenePairs (ResearchGenetics). Resultats de
les primeres amplificacions: 63 % OK, 20 % R i 17 % N. Resultats de les reamplificacions: 92 %
OK,1%Ri7%N.

Com a conseqiiéncia de I’experiéncia negativa obtinguda al amplificar ORFs de
longitud superior a 3 Kb a partir de la biblioteca d’expressidé Yeast Exclones es van
generar oligonucleotids especifics per aquests gens amb una cua YGUF en I’extrem 5°,
de manera que el producte a amplificar, fent servir eéYGUR com a segon oligonucleotid,
presentés una longitud de 600 a 1200 parells de bases i pogués ser reamplificat amb els
oligonucleotids estandards YGUF 1 YGUR. Tal i com es mostra en la figura 21, el
percentatge aparent d’éxit obtingut en la primera amplificacié utilitzant aquesta nova
estratégia va ser molt baix (12 %), mentre que els productes obtinguts en la
reamplificacié ha estat d’un 67 % (103 d’un total de 153). Aquest fet podria ser degut a
que cadascun dels ORFs es va amplificar a partir d’un oligonucleotid Forward especific
diferent i en canvi, les condicions d’amplificaci6 van ser les mateixes per a tots ja que
es realitzaven conjuntament en plaques de 96 pous o bé, tal i com s’ha comentat

anteriorent, per I’abseéncia de I’insert en el plasmidi.
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Clons amplificats a partir de la biblioteca d'expressié amb un oligonucleotid
Forward intern i I'eYGUR
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Figura 21. Representacié grafica dels resultats obtinguts de I’amplificacié a partir de la
biblioteca d’expressié Yeast Exclones dels ORFs que presenten un tamany major de 3
Kb. Resultats de les primeres amplificacions: 12 % OK, 22 % R i 66 % N. Resultats de les
reamplificacions: 67 % OK, 2 % R i 31 % N.

Finalment, tots aquells ORFs de més de 3 Kb que no van poder ser amplificats a
partir de la biblioteca d’expressio utilitzant un oligonucleotid intern al gen i 'eYGUR
es van amplificar a partir de DNA genomic utilitzant el mateix oligonucleotid Forward i
un nou oligonucleotid Reverse de la regi6 3’ del gen. Els resultats en la primera ronda
d’amplificacions van ser 1’obtencié d’un producte satisfactori de 33 gens d’un total de
50 (66 %) 1 en la segona ronda d’amplificacions es va obtenir un producte correcte de

38 ORFs (76 %), veure figura 22.
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Figura 22. Representacié grafica dels resultats obtinguts de I’amplificacio dels ORFs
majors de 3 Kb a partir de DNA genomic utilitzant un oligonucleotid Forward intern al
gen i un Reverse de la regié 3’. Resultats de les primeres amplificacions: 66 % OK, 18 % R i
16 % N. Resultats de les reamplificacions: 76 % OK, 18% R i 6 % N.

El resultat final obtingut en els nostre laboratori utilitzant les diferents
estrategies mostrades ha estat que dels 1970 ORFs que ens haviem proposat amplificar
es va obtenir un producte correcte (OK) de 1948 (99 %), un producte suboptim (R) de 6
i un total de negatius (N) de 16 gens. Davant d’aquests resultats podem concloure que
les diferents estratégies creades com a conseqiiencia dels problemes observats al
amplificar els ORFs a partir de la biblioteca Yeast Exclones (Research Genetics) ens ha
permes amplificar 1/3 del genoma de llevat obtenint un percentatge d’éxit final del 99

%.

71



Resultats i Discussio

1.1.2. Amplificacid de tot el genoma de llevat en col-laboracid amb altres laboratoris

Els resultats obtinguts de 1’amplificacié dels aproximadament 6000 ORFs de
llevat amb la col-laboracié dels laboratoris de José Enrique Pérez-Ortin (UV) i el
laboratori de Javier Arroyo de la (UCM) es mostren en la figura 24. En aquesta figura
es mostra el percentatge d’¢xit obtingut utilitzant [’estratégia inicial en la qual
s’amplificaven els ORFs de llevat a partir de la biblioteca d’expressiéo Yeast Exclones
utilitzant els oligonucledtids eYGUF/eYGUR (estrategia A), I’amplificacié dels ORFs >
3 Kb utilitzant un oligonucleotid intern al gen (estratégia B), o bé amplificant els ORFs
a partir de DNA genomic mitjancant els oligonucleotids GenePairs (ResearchGenetics),

estrategia C.

Resultats globals obtinguts mitjancant les tres estratégies emprades
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Figura 23. Representacio grafica dels resultats obtinguts de I’amplificacié de 6073 ORFs
de llevat. A. Amplificacié utilitzant la biblioteca Yeast Exclones (Research Genetics). B.
Amplificacié dels ORFs > 3 Kb utilitzant oligonucleodtids interns a partir de la biblioteca Yeast
Exclones. C. Amplificacié a partir de DNA genomic utilitzant els oligonucledtids comercials
GenePairs (ResearchGenetics).
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Dels 6080 clons presents en la biblioteca d’expressié Yeast Exclones es van
amplificar satisfactoriament seguint la primera estrategia (A) 4563 ORFs (76 %).
Mitjangant la estratégia B es van amplificar satisfactoriament 452 ORFs d’un total de
466 (97 %). Finalment utiltizant la estratégia C es van amplificar 1029 gens d’un total
de 1080 (95 %) incloent I’amplificaciéo de 56 ORFs nous no presents en la biblioteca
descoberts per comparacions globals del genoma de Saccharomyces cerevisiae amb
altres espécies de llevat (Blandin et al., 2000). El resultat global en col-laboracié6 amb
els altres laboratoris va ser la obtencio de 6073 sondes (Alberola et al., 2004) les quals
van ser posteriorment utiltizades per generar microxips de DNA que contenien el

genoma sencer del llevat Saccharomyces cerevisiae.

Comparant els resultats globals amb els obtinguts en el nostre laboratori es pot
observar que el percentatge d’exit obtingut seguint la estratégia A va ser major en les
amplificacions realitzades en el nostre laboratori (86 % respecte a un 76 %). En canvi,
utilitzant 1’estrategia B es va obtenir un 97 % d’amplificacions correctes en els resultats
globals, mentre que en el nostre laboratori el percentatge d’¢xit va ser del 67 %.
Finalment, els percentatges d’exit obtinguts mitjancant la estratégia C van ser del 95 %
en els resultats globals i del 92 % en els resultats obtinguts en el nostre laboratori.
Aquest percentatge relativament baix obtingut en el nostre laboratori mitjancant
I’estratégia B (67 %) es va millorar fins a un 92 % dissenyant un nou oligonucleotid
Reverse per aquells ORFs que havien donat un resultat negatiu i amplificant-los a partir
de DNA genomic. Davant d’aquests resultats podem concloure que els percentatges
d’exit obtinguts en el nostre laboratori son molt similars als obtinguts en la resta de

grups col-laboradors.

1.2. Posada a punt de la tecnologia de microxips de DNA

Abans de generar microxips que continguessin tot el genoma de llevat es va
decidir crear un microxip amb una seleccio de 286 gens els quals, segons estudis previs
(Causton et al., 2001; Serrano et al., 2002), presentaven una augment dels nivells de
mRNA a temps relativament curts enfront a aquesta condici6 d’estres. Aquest xip també
contenia una serie de controls positius (tres copies del gens gen RPL28 que codifica una
proteina ribosomal) i negatius (tres copies del fragment dels promotors dels gens ENA1

i PHO84, tres cDNAs de ratoli i 28 mostres que només contenien DMSO al 50 %).
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L’objectiu de la creaci6 d’aquest microxip va ser posar a punt les técniques de deposicio

de les sondes, marcatge de les mostres, prehibridacid, hibridaci6 i rentats.

La tecnologia seleccionada per dipositar el DNA sonda va ser el microspotting
utilitzant el robot MicroGrid II (BioRobotics). En aquest estudi les sondes van ser
redistribuides en plaques de 384 pous i dipositades mitjancant les agulles Microspot
2500 (BioRobotics). Es va decidir resuspendre les sondes en DMSO a una concentracio
del 50 % degut a que ofereix una seérie d’avantatges respecte a les solucions d’elevada
concentracio salina, com son la desnaturalitzacié del DNA permetent una millor uni6 al
porta-objectes 1 la disminucidé de 1’evaporacid durant el procés de deposicio de les
sondes gracies a les seves propietats higroscopiques. Es van realitzar algunes proves
variant la concentracid6 de DMSO observant que ¢és un factor determinant en el tamany
de les microgotes: a una concertacid del 30 % de DMSO el diametre de les gotes
dipositades era menor a I’obtingut una concentracié del 50 %. Es va decidir utilitzar
DMSO a una concentraci6 del 50 % degut a que suposa una major proteccid enfront a
I’evaporaci6 i a que per a la deposici6é d’aproximadament 6000 gens no representava un
problema d’espai entre gotes. Es va comprovar que després de diversos cicles de

congelacid i descongelacio de les sondes no s’observava una evaporacié significativa.

Les sondes han de ser dipositades sobre un porta-objectes de vidre modificat,
principalment amb grups amina o aldehid. S’ha demostrat que la utilitzacié de porta-
objectes modificats amb grups amina donen com a resultat una major intensitat de
senyal (Hedge et al., 2000). Per aquest motiu es van fer diverses proves dipositant les
sondes en porta-objectes que presentessin aquest tipus de modificacions (SuperAmine,
Arraylt; Genorama SA-1, Asper Biotech; CMT-Ultragaps, Corning). Utilitzant els
porta-objectes SuperAmine (Arraylt) s’obtenia una imatge amb un bon fons, pero la
majoria de gotes presentaven forma de donut. En canvi, els CMT-Ultragaps (Corning) i
els Genorama SA-1 (Asper Biotech) presentaven una major uniformitat en la
morfologia de les gotes i també un bon fons. Per dipositar les sondes es van utilitzar 8
agulles amb una configuraci6é de 4x2 degut a que el nombre de sondes a dipositar era

relativament reduit i, a més, la zona impresa quedava més compactada.
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Un altra punt a tenir en compte a I’hora de realitzar experiments amb microxips
de DNA ¢s la eleccié del marcatge directe o indirecte de les mostres de RNA total. Per
aquest motiu es van realitzar proves amb un Kit de marcatge directe (RPN6200,
Amersham) i un d’indirecte (RPN5660, Amersham). Els resultats obtinguts utilitzant el
Kit de marcatge directe van ser que 245 gens dels 286 presentaven un augment dels
nivells transcripcionals de dues o més vegades després de 10 minuts d’exposicié a pH
alcali, mentre que utilitzant el marcatge indirecte el nombre de gens que van presentar
un increment dels nivells de mRNA de, com a minim, dues vegades va ser de 227 dels
quals 221 es trobaven en la llista anterior. Degut a que les diferéncies observades entre
aquests dos tipus de marcatge no eren significatives 1 que el protocol pel marcatge
directe de les mostres és més rapid es va decidir continuar aquest treball utilitzant el Kit

de marcatge directe.

Els protocols utilitzats per realitzar els processos de prehibridacid, hibridacio i
rentats van ser extrets dels protocols del TIGR (The Institute for Genomic Research),
(Hegde et al., 2000) amb lleugeres modificacions (veure apartat 5 de Materials i
Meétodes).

Un cop posada a punt la tecnologia de microxips de DNA es van generar els
microxips que contenien tot el genoma de llevat, a més d’aquests 286 gens els quals
estaven duplicats, un conjunt de 40 gens seleccionats a 1’atzar i una serie de controls

positius 1 negatius (veure figura 24).
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Figura 24. A. Resultat obtingut de la hibridacié del microxip generat en el nostre laboratori
mitjangant I'escaner ScanArray 4000 (Packard). Aquesta imatge correspon a una mostra de
RNA marcada amb el fluorocrom Cy5. B. Ampliacié d’'un dels blocs de la figura A. La
configuracioé de cadascun dels blocs és de 15 x 15 deposicions amb una distancia entre elles
de 0,285mm.
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2. ESTUDI DE LA RESPOSTA TRANSCRIPCIONAL DE S. cerevisiae A pH
ALCALI

El pH extracel-lular és una senyal ambiental clau que influeix en el creixement,
fisiologia i diferenciacio cel-lular. Saccharomyces cerevisiae creix bé en un rang de pH
relativament ampli, tot i que creix més rapidament a pH acid. Per tant, en aquest
organisme 1’exposicié a pH lleugerament alcali es pot considerar una situacio d’estres.
Quan es va iniciar aquest treball la resposta transcripcional a estrés per pH alcali en
aquest llevat estava molt poc estudiada. Per aquest motiu 1 aprofitant el
desenvolupament de la tecnologia de microxips de DNA en el nostre laboratori ens vam
proposar realitzar un analisi exhaustiu de la resposta transcripcional de S. cerevisiae a
pH alcali utilitzant aquesta tecnologia. Durant la realitzacié d’aquest treball altres
laboratoris també es van interessar en 1’estudi de la resposta a pH alcali, ampliant aixi
I’escassa informacid que es tenia fins al moment (Causton et al., 2001; Lamb et al.,

2001).

S’ha demostrat que les respostes transcripcionals presenten diferéncies
significatives en funcié del temps d’exposicio a la condicio d’estres (Posas et al., 2000;
Causton et al., 2001; Gash et al., 2000), per aquest motiu es va decidir realitzar un
analisi de la resposta transcripcional de S. cerevisiae a diferents temps enfront a
I’exposicio a pH alcali. Els temps analitzats van ser 10, 20 i 45 minuts, ja que en estudis
previs s’havia observat que la resposta transcripcional davant d’aquesta condicid era
relativament rapida (Serrano et al., 2002; Causton et al., 2001). Aquests analisis
mitjancant la tecnologia de microxips de DNA ens ha permes coneixer el conjunt de
gens del genoma de llevat que presenten canvis significatius en els nivells d’expressio i
estudiar com varia aquesta resposta al llarg del temps. A més, s’ha comparat la resposta
transcripcional obtinguda en c¢l-lules mutants cnbl i crzl respecte a 1’obtinguda en
cel-lules salvatges. Degut a I’elevada quantitat d’informacié generada, només els
aspectes més rellevants es presentaran en aquesta tesi. La totalitat de les dades es

presenten on line a la pagina web http://quiro.uab.es/jarino.
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2.1. Disseny experimental utilitzat per realitzar els experiments amb microxips de

DNA.

Tal 1 com s’ha comentat en 1’apartat 1.1 de la introduccid, abans de comengar
qualsevol experiment amb microxips de DNA ¢és necessari escollir un bon disseny
experimental. Aquest disseny dependra principalment de 1’objectiu del nostre estudi,
perd també del nombre d’experiments que es poden realitzar en funci6 de la
disponibilitat economica i de la quantitat de mostres que disposem. En aquest estudi
I’objectiu que voliem assolir era conéixer el nombre de gens que responien davant d’una
situacio d’alcalinitzacid intensa del medi extracel-lular, a més d’estudiar la variacio
d’aquesta resposta transcripcional al llarg del temps. Es va utilitzar un disseny que pren
una mostra com a referéncia (RNA extret a partir de cel-lules salvatges crescudes a pH
6,2) la qual s’utilitza com a control per comparar-la amb la resta de mostres que volem
analitzar (extraccions de RNA a partir cel-lules salvatges exposades a pH 8,0 durant 10,

20 1 45 minuts), veure figura 25 (Churchill, 2002;Yang and Speed, 2002).

wt NI

wt |1o wit |2o wt |45

Figura 25. Disseny experimental utilitzat per analitzar la resposta transcripcional a pH
alcali a diferents temps (10, 20 i 45 minuts). Aquest disseny pren com a referéncia la mostra
corresponent al RNA extret de la soca salvatge crescuda a pH 6,2 (indicat com a wt NI). La
mostra de referéncia es compara (indicat amb les fletxes) amb les mostres de RNA obtingudes
a partir d’aquesta mateixa soca exposada a pH 8,0 durant 10, 20 i 45 minuts respectivament
(indicat com a wt lyg, Wt 50 | Wt I4s).
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Per altra banda, un bon disseny experimental també inclou un nombre de
répliques técniques 1 biologiques, a més de la necessitat de realitzar el marcatge reciproc
per eliminar les diferéncies d’incorporacid observades entre els diferents fluorocroms
(Lee et al., 2000; Yang and Speed, 2002; Kerr and Churchill, 2001) . En aquest estudi
es van realitzar 5 experiments per a cadascun dels temps: tres corresponien a repliques
biologiques (mostres que provenen d’extraccions de RNA diferents), mentre que els
altres dos corresponien a repliques técniques (mostres que provenen de la mateixa

extraccio de RNA) en les quals s’havia realitzat el marcatge reciproc (figura 26).

Experiments

mstra control marcada amb Cy3 Mostra control marcada amb Cy5 \

1 | Wt NI 4 ta NI H——0 Wt, I
2 | Wty NI 5 tp NI ——p Wi, L1

Figura 26. Esquema de les cinc répliques realitzades als 10 minuts d’induccié per pH
alcali (indicades com 1, 2, 3, 4 i 5). Els subindexs a, b i ¢ ens mostren les diferents extraccions
de RNA. Els quadrats representen les diferents condicions analitzades en cadascun dels
experiments, wt NI (soca salvatge crescuda en condicions normals i wt Iy, (soca salvatge
sotmesa durant 10 minuts a pH alcali). En color verd s'indica la mostra marcada amb el
fluorocrom Cy3, mentre que en vermell s'indica la mostra marcada amb Cy5. Les fletxes
indiquen les dues mostres que es comparen en cadascun dels experiments. Els experiments 1,
2 i 3 serien répliques biologiques, mentre que 4 i 5 es correspondrien als marcatges reciprocs
de 1i 2 respectivament. Aquest mateix esquema es pot aplicar en la exposicié a 20 i 45 minuts
a pH alcali.
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A través d’aquest disseny experimental obtenim un valor d’expressido per a
cadascun dels gens corresponent a la relacio entre la mostra problema (induida durant
10, 20 i 45 minuts per pH alcali) i la mostra control que prenem com a referéncia (no
sotmesa a un estres per pH alcali). El fet d’utilitzar la mateixa mostra com a referéncia
en tots els experiments ens permet comparar directament els valor d’expressid obtinguts
en els diferents temps. Es va pensar que aquest podria ser un bon disseny experimental,
altres tipus de disseny (ex: loops) i, a més, s’incloien tant répliques técniques amb

biologiques.

2.2. Analisi del conjunt de gens que presenten un augment dels nivells de mRNA

com a resposta a I’exposicié a pH alcali.

2.2.1. Analisi global

Mitjangant un analisi estadistic (veure apartat 7 de material i metodes) dels cinc
experiments realitzats s’han identificat 266 gens que presenten un augment en la seva
expressio de, com a minim, dues vegades després de 1’exposicio a pH alcali durant 10,
20 i/0 45 minuts (Viladevall et al., 2004). D’aquests 266 gens, 159 presenten un pic
maxim d’expressié als 10 minuts (resposta primerenca), 86 als 20 minuts (resposta
intermedia) i només 21 presenten una resposta tardana (pic d’expressio als 45 minuts),
veure taula 5. Aquests 266 gens es van agrupar utilitzant el programa Cluster i mostrant
els resultats obtinguts a través del TreeView (Eisen et al., 1998), veure figura 27.
Utilitzant aquest sistema d’agrupacid es pot veure molt clarament el nivell d’induccid

dels diferents gens al llarg del temps.
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Taula 5. Gens induits com a minim dues vegades després de I'’exposicio a pH alcali. Els valors
d’expressid corresponen a la induccid6 maxima observada. La columna temps indica la cinetica de la
resposta. Els gens que presenten un pic maxim d'induccié als 10 minuts estan indicats amb la lletra
P (primerencs), | (intermedis) indica un pic a als 20 minuts, i T (tardans) correspon als gens que
presenten el pic maxim d'expressié després de 45 minuts d'exposicié a pH alcali. Les categories
funcionals es van assignar basant-nos en la informacié continguda en el MIPS (Mewes et al., 2002) i
el SGD (Issel-Tarver et al., 2002). Els gens amb negreta s’ha observat que també estan induits per
pH alcali en un treball anterior (Serrano et al., 2002).

ORF Gen _temps Inc. ORF Gen _temps Inc. ORF Gen _temps Inc.
Metabolisme carbohidrats/Energia Altres metabolismes Resposta a estrés
YALO60W BDH1 P 4.6 YALO44C GCV3 P 2.0 YBLO064C [3] PRX1 | 5.4
YALO61W [3] P 13.3 YARO015W ADE1 P 3.1 YBR001C NTH2 P 24
YBLO15W ACH1 P 2.1 YBLO42C FUIl T 3.7 YBROO6W UGA2 P 25
YBL045C COR1 P 3.2 YBR035C PDX3 T 2.1 YBRO72W [3] HSP26 | 2.4
YBR149W [3] ARAL P 3.2 YBR177C EHT1 P 3.1 YBR126C [3] TPS1 P 2.6
Y CLO40W [3] GLK1 P 7.4 YBR256C RIB5 | 2.9 YBR132C AGP2 P 6.0
YCR005C CIT2 | 7.0 YCLO30C HIS4 P 5.9 YBR244W GPX2 | 2.2
YDLO04W ATP16 | 2.1 YDLO80C THI3 P 2.6 YCLO35C [3] GRX1 | 2.1
YDL022W [1,3] GPD1 P 4.7 YDRO019C GCV1 P 2.1 YDRO74W [1,3] TPS2 P 3.2
YDR148C KGD2 P 24 YDR368W [3] YPR1 | 2.6 YDR171W [3] HSP42 P 4.5
YDR178W SDH4 P 2.7 YER026C CHO1 | 2.0 YDR258C [3] HSP78 P 7.8
YELO11W [3] GLC3 P 3.3 YERO081W SER3 P 2.1 YDR353W [3] TRR1 | 3.3
YELO71W DLD3 | 4.5 YER091C MET6 | 2.1 YER062C [1,3] HOR2 | 2.8
YFRO15C GSY1 P 3.6 YGR157W CHO2 P 2.3 YFLO14W [1,3] HSP12 | 13.4
YFRO53C [3] HXK1 P 10.7 YGR194C [3] XKS1 P 3.1 Y GR209C [3] TRX2 I 3.1
YGL062W PYC1 | 33 YGR204W ADE3 P 2.2 YHR104W [1,3] GRE3 P 33
YGL253W HXK2 P 4.1 YHR018C ARG4 | 3.9 YJL159W [1] HSP150 | 6.9
YGRO008C [1] STF2 P 2.4 YJLO60W BNA3 P 2.1 YJRO32W CPR7 T 3.2
YGRO32W [1] GSC2 | 2.7 YJL130C URA2 T 23 YKL150W [3] MCRL P 2.0
YGR043C | 7.1 YJRO73C OPI3 T 2.4 YKR066C CCP1 P 3.0
Y GR244C Lsc2 P 4.2 YKL001C[1,2] MET14 | 3.2 YLLO26W [3] HSP104 P 9.0
YHROO01W-A QCR10 | 2.1 YKL216W URA1 T 3.1 YLR109W AHP1 T 3.2
YKLO85W MDH1 P 3.0 YKRO67W GPT2 P 4.8 YMLO70W [3] DAK1 P 2.4
YKL152C GPM1 P 2.2 YLLO62C MHT1 P 2.2 YMR173W [1,3] DDR48 | 6.0
YKRO8OW MTD1 P 2.7 YLRO028C ADE16 P 2.0 Y MR250W GAD1 P 3.0
YLRO81W GAL2 P 4.4 YLR0O89C ALT1 P 3.7 YMR251W-A [3] HOR7 P 5.6
YLR174W IDP2 T 2.0 YLR142W [1] PUT1 P 2.6 YNL160W [1] YGP1 P 2.7
YLR258W [3] GSY2 P 25 YLR303W [2] MET17 | 5.4 YOL151W [1,3] GRE2 P 2.3
YMLO48W GSF2 | 4.7 YLR359W [1] ADE13 P 4.4 YPL240C HSP82 P 3.0
YMRO83W ADH3 P 2.2 YMLOO4C [3] GLO1 | 3.0
YMR105C [3] PGM2 P 4.2 YMRO96W [2] SNz1 | 33 Funcié desconeguda
YOLO59W GPD2 | 2.6 YMR120C ADE17 P 4.6 YBRO16W | 2.7
YOL126C MDH2 P 5.7 YMR300C ADE4 | 24 YBRO53C P 2.0
YOR120W GCY1 P 3.9 YNL104C LEU4 | 23 YBRO56W [3] P 2.6
YOR136W IDH2 | 3.8 YNL220W ADE12 P 2.3 YBR0O96W I 2.1
YOR374W [1,3] ALD4 P 8.1 YNL274C [3] P 4.4 YBR230C | 24
YPLO61W ALD6 P 75 YOLO58W ARG1 [ 7.8 YBR287W [2,3] P 3.8
YOR184W SER1 | 5.1 YCLO27C-a P 2.2
Transport YPLO57C [1,2] SUR1 P 3.2 YCRO030C SYP1 P 20
YARO02W NUP60 T 24 YPL135W ISU1l P 3.6 YDL023C SRF4 P 55
YBL0O30C PET9 P 2.0 YDL046W NPC2 I 2.2
YBLO99W ATP1 I 3.0 Degradacid/sintesi/mod. proteines YDT124W [3] E 4.0
YBR068C BAP2 P 2.2 YALOO5C SSA1 | 2.2 YDR251W PAM1 P 40
YBR296C [1,2] PHO89 P 49 YBLO41W PRE7 | 2.2 YDR372C VPS74 P 29
YDRO040C [2] ENAL P 5.0 YBLO78C [1] ATG8 P 2.2 YDR516C [3] EMI2 P 5.7
YDR342C HXT7 P 9.1 YBR139W [3] P 2.0 YELO44W IES6 P 21
YDR343C HXT6 P 7.8 YBR170C NPL4 | 2.0 YELO70W P 2.2
YEL065W SIT1 I 6.6 YDL147W RPN5 | 34 YERO67W P 24
YFLO11W HXT10 P 47 YDR041W RSM10 P 2.6 YER150W [1,3] SPI1 I 9.5
YFLO41W FET5 I 3.0 YDR394W RPT3 [ 3.6 YFLO15C P 45
YGRO55W [3] MUP1 P 25 YDR409W SIz1 T 24 YFRO17C P 2.2
YGR065C VHT1 I 2.2 YELO60C [1,2,3] PRB1 P 9.1 YGL088W T 3.7
YGR167W CLC1 I 25 YGL111W NSAl P 4.2 YGR086C PIL1 I 6.8
YHL040C ARN1 T 3.0 YHR110W ERP5 T 20 YGR115C | 23
YHR092C HXT4 P 3.1 YJL172W [2] CPS1 [ 25 YGR189C[1,2] CRH1 | 21
YHR096C [3] HXT5 P 25 YJR045C SSC1 | 3.1 YGR211W ZPR1 P 2.8
YJL094C [2,3] KHA1 P 2.8 YJR113C RSM7 P 25 YGR243W FMP43 P 2.6
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ORF Gen temps Inc. ORF Gen temps Inc. ORF Gen temps Inc.
YJL165C [1] HALS P 2.0 YKLO35W UGP1 | 5.7 YHL021C [3] FMP12 P 10.2
YJRO59W [3] PTK2 P 2.7 YKLO87C CYT2 | 25 YHRO87W [1,3] P 6.4
YJR121W ATP2 P 3.6 YKL145W RPT1 | 2.3 YIL136W OM45 | 3.1
YKR052C MRS4 P 2.8 YKL201C MNN4 P 5.3 YJL163C P 2.7
YLLO61W MMP1 P 7.1 YLR120C[1,2] YPS1 P 5.3 YJL217TW | 2.2
YML123C [1,2] PHO84 T 3.9 YLR163C MAS1 P 3.3 YJR115W P 2.6
YMRO11W HXT2 P 21.1 YLR178C [2] TFS1 P 6.6 YKLO71W | 4.8
YNLOO3C PET8 | 2.0 YLR248W RCK2 P 3.0 YKL100C | 4.0
YOL156W HXT11 P 2.8 YLR417W VPS36 P 2.1 YKRO16W FMP13 P 24
YOR049C RSB1 P 3.2 YMR101C SRT1 | 3.0 YLRO12C T 2.1
YOR382W FIT2 T 2.2 YNLOO7C SIS1 P 2.3 YLR350W [1] ORM2 P 3.3
YPLO78C ATP4 | 2.2 YNLO15W [3] PBI2 | 25 YLR356W P 2.2
YPL265W DIP5 | 2.7 YNLO29C KTR5 P 25 YLR414C [1,2] P 25
YPL274W | 29 YNRO26C SEC12 | 2.7 YLR424W | 131

YOLO82W[1] ATG19 P 3.3 YML131W [2,3] P 2.2
Altres YOR187W TUF1 | 29 YMROO02W | 4.3
YBR0O08C FLR1 P 2.2 YPLOO3W ULAL1 | 4.0 YMRO90W [3] P 2.3
YBR202W CcbC47r T 2.8 YPLO97W MSY1 | 2.1 YMR110C P 3.0
YCLO20W P 2.6 YPL154C[3] PEP4 | 3.9 YMR173W-a [3] P 3.0
YCRO009C [2] RVS161 | 25 YPR108W RPN7 | 4.4 YMR195W ICY1 P 3.0
YDL161W ENT1 P 2.0 YPR149W NCE102 P 29 YMR291W P 4.8
YDRO77W[1] SED1 P 2.7 YMR316W [2] DIAL P 95
YDR168W CDC37 | 23 Transcripcio i processament RNA YNTO36W [3] NCE103 L 22
YGL037C[1,3] PNC1 | 6.1 YBR142W MAKS5S T 25 YNL179C SRF6 | 3.6
YGR180C RNR4 | 29 YCR004C [3] YCP4 P 2.3 YNL208W [1,2,3] | 2.2
YHRO71W [2] PCL5 | 4.7 YDL014W NOP1 P 3.7 YOLO36W | 2.0
YJL141C [3] YAK1 P 2.2 YDR463W STP1 P 2.0 YOLO53W P 2.3
YJR028W P 7.5 YGR200C ELP2 P 3.3 YORO042W CUES | 24
YJR135C MCM22 P 2.2 YKL043W PHD1 P 6.2 YOR215C P 45
YKL193C [3] SDS22 T 2.8 YLR270W DCS1 P 3.0 YOR220W [2] P 2.3
YKRO76W [1] ECM4 P 2.2 YMRO64W AEP1 P 4.9 YPLOO4C LSP1 P 24
YMLO45W P 9.9 YMR153W NUP53 | 4.4 YPLO66W P 2.1
YMLO57W CMP2 P 21 YMR302C PRP12 P 2.2 YPL206C P 55
YML128C [3] MSC1 P 9.2 YNLO16W PUB1 | 24
YMR276W DSK2 P 2.1 YOL123W HRP1 P 2.1
YNR026C SEC12 | 2.7

[1] Aquest gen també esta induit per dany a la paret cel-lular (Lagorce et al., 2003; Garcia et al.,

2004).

[21 Aquest gen també esta induit al afegir calci en el medi (Yoshimoto et al., 2002).

[3] Aquest gen forma part de la resposta general a estrés (Gasch et al., 2000; Causton el al.,

2001).
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Figura 27. Vista general de I'’expressié génica en llevat després de I’exposicié a pH alcali
en la soca salvatges (wt). Els 266 gens que presenten un increment significatiu dels nivells
d’'expressio es van transformar logaritmicament en base 2 i van ser agrupats jerarquicament
mitjancant el programa Cluster en funcié de la similitud en els patrons d’expressid dels diferents
gens analitzats i mostrats a través del programaTreeView (Eisen et al., 1998). Cada columna
representa la mediana dels 5 experiments realitzats en cada temps (10, 20 i 45 minuts) i cada
fila representa els nivells d’expressié de cadascun dels gens en particular. El color vermell
indica un nivell d’expressié més elevat en la mostra sotmés a pH alcali respecte a la mostra
control i el color verd significa el cas invers, mentre que el color negre indica que no hi han
diferéncies significatives entre els nivells d'expressio.
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Durant el transcurs d’aquest treball va aparéixer una nova eina d’analisi de les
dades obtingudes a partir d’experiments realitzats amb microxips de DNA, el programa
estadistic GEPAS (Gene Expression Patern Analysis Suite) del Centro Nacional de
Investigaciones Oncolégicas (CNIO) el qual es pot trobar en la pagina web
http://gepas.bioinfo.cnio.es/tools.html. S’ha utilitzat aquest programa per agrupar
elsconjunt de gens induits com a minim dues vegades en funcié del patré d’expressio
que presenten al llarg del temps (figura 28). S’ observa que 173 gens presenten un una
expressié maxima als 10 minuts d’exposicié a pH alcali i una disminucié significativa
d’aquesta en temps posteriors, principalment als 45 minuts. Davant d’aquests resultats
podem arribar a la conclusié que la resposta enfront a una situacio d’estrés intens per

pH alcali és, en general, rapida i transitoria.
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Figura 28. Representacioé grafica mitjangant el programa estadistic GEPAS del CNIO dels
266 gens que presenten un augment dels nivells de mRNA de, com a minim, dues
vegades en els temps analitzats (10, 20 i 45 minuts). Els valors d'expressio han estat
transformats logaritmicament en base 2, agrupats mitjancant el programa SOTA (Self-
Organising Tree Algorithm) (Herrero et al., 2001) i visualitzats amb el programa SotaTree. S’ha
seleccionat visualment el conjunt de gens (linia negre) que presenten un pic maxim d’expressio
als 10 minuts i una disminucié de la induccié en temps posteriors.
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2.2.2. Analisi de les principals categories funcionals afectades

Aquest conjunt de gens que responent transcripcionalment a estres per pH alcali
pertanyen a diferents categories funcionals segons la classificacio obtinguda a partir del

SGD (Issel-Tarver et al., 2002), veure figura 29.

Transcripcié

SDeg/r',:;l\d.dPFo(w;.4 //) Processament RNA (4%}Esfr'és (11%).
int. odi %o
\

/Desconegu‘rs (22%)

Carbohid. Met./
| Energia (14%).

Altres Met. (15%).  Transport (12%).

Figura 29. Representacié grafica del conjunt de gens que presenten un augment en la
seva transcripcio dacord a la seva classificacié funcional (SGD).

Es important remarcar que 77 gens (un 29 % del nombre total de gens induits)
estan implicats en diferents vies metaboliques, 37 dels quals intervenen en el
metabolisme de carbohidrats o en vies generadores d’energia. Un nombre important de
gens relacionats amb la resposta a estrés també son activats com a resposta a pH alcali.
Entre aquest llistat de gens un nombre significatiu estan implicats en la resposta a estres

oxidatiu, com ara UGA2, GRX1, HSP12, TRX2, MCR1, GAD1, GREZ2 o PRX1 (taula 6).
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Taula 6. Gens induits com a minim dues vegades després de I’exposicié a pH alcali
implicats en la resposta a estrés oxidatiu. Es mostren els valors d’'induccié als 10, 20 i 45
minuts d’exposicié a pH alcali. La definicié de cadascun dels gens ha estat obtinguda de les
bases de dades MIPS (Mewes et al., 2002) i SGD (Issel-Tarver et al., 2002).

ORF Gen 10° 20’ 45’ Definicié

YBROO6W  UGA2 25 2,2 1,4 Implicat en la utilitzaci6 de GABA com a font de
nitrogen, succinat semialdehid deshidrogenasa.

YCLO35C GRX1 1,9 2,1 1,6 oxidoreductasa disulfide dependent de glutatio,
protegeix les cél-lules de dany oxidatiu.

YFLO14W  HSP12 4,3 13,4 9,5 Proteina de membrana induida per diferents tipus
d’estres, regulada per la via HOG i Ras-Pka.

YGR209C TRX2 1,8 3,1 2,8 Tioredoxina

YKL150wW  MCR1 2,0 1,7 1,2 NADH-citocrom b5 reductasa, implicada en la
biosintesi de ergosterol.

YMR250W GAD1 3,0 2,9 1,7 Glutamat descarboxilasa, converteix el glutamat en
acid gamma-aminobutiric (GABA), implicat en la
resposta a estrés oxidatiu.

YOL151W GRE2 2,3 2,3 1,1 D-lactaldehid deshidrogenasa dependent de NADH,
induida per diferents tipus d’estres (osmotic, ionic,
oxidatiu, per altes temperatures i metalls pesants);
regulat per la via HOG.

YBL064C PRX1 3,1 54 2,4 Peroredoxina mitocondrial amb activitat peroxidasa,
implicada en la reducci6é de hidroperoxids; induida
durant el creixement aerdbic en condicions d'estres
oxidatiu.

Una explicacio possible seria que I’exposicié a un medi alcali generés, d’alguna
manera, una situacidé d’estrés oxidatiu. En un estudi realitzat en el nostre laboratori,
utilitzant una biblioteca sistematica de mutants, s’ha observat que mutacions en enzims
claus per a la tolerancia a estrés oxidatiu (sodl, sod2 o ccsl/lys7) donen lloc a un
fenotip d’elevada sensibilitat a pH alcali (Serrano et al., 2004). També s’ha observat que
un percentatge important de cel-lules exposades a estrés per pH alcali produeixen una
senyal positiva (fluorescent) després de ser incubades amb dihydrorhodamine 123 (un
fluorocrom ampliament utilitzat en la deteccié d’espécies reactives de 1’oxigen), tot i
que la resposta no era tant intensa com la obtinguda utilitzant com a agent oxidant el

peroxid d’hidrogen a una concentracié de 2 mM (Viladevall et al., 2004). A més, es va
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estudiar la resposta a pH alcali del promotor del gen PRX1, el qual es coneix que respon
a estrés oxidatiu, 1 es va observar que la resposta transcripcional estava completament
anul-lada en cel-lules que no presentaven el gen YAP1, el qual codifica un factor de
transcripcid necessari en la tolerancia enfront a estrés oxidatiu (per una revisié veure
(Rodrigues-Pousada et al., 2004). Els resultats obtinguts mitjangant la tecnologia de
microxips de DNA, juntament la observaci6é de la incorporacié de dihydrorhodamine
123 1 I’anul-lacié de la resposta en cel-lules yapl del gen PRX1, recolzen la idea que
part dels efectes fenotipics deguts a la exposicié a un pH elevat (incloent part de la

resposta transcripcional) poden ser el resultat d’una situaci6 d’estrés oxidatiu.

Una altra conjunt de gens clarament afectats en condicions de pH alcali estan
involucrats en I’augment de la captaci6 dels ions ferro i coure: SITL/ARN3, ARN1, FET5
(transportadors d’alta afinitat de ferro i coure), FIT2 (mannoproteina implicada en la
retencio del siderofor) 1 MRS4 (transportador de ferro situat a la membrana dels
mitocondris), taula 7. Cal destacar que la majoria d’aquests gens presenten un pic

maxim en la seva resposta a temps més llargs, 20 i/0 45 minuts.

Taula 7. Gens induits com a minim dues vegades després de I’exposicié a pH alcali
implicats en el transport de ferro i/o coure. Es mostren els valors d’'inducci6 als 10, 20 i 45
minuts d’exposicié a pH alcali. La definicio de cadascun dels gens ha estat obtinguda de les
bases de dades MIPS (Mewes et al., 2002) i SGD (Issel-Tarver et al., 2002).

ORF Gen 10’ 20’ 45’ Definicié

YELO65W  SIT1 26 6,6 5,0 Ferrioxamina B, membre de la familia de transportadors
ARN que reconeix especificament els siderofors units a
ferro.

YHL040C ARN1 0,8 1,5 3,0 Membre de la familia de transportadors ARN que
reconeix especificament ferro unit a siderofors.

YFLO41W FET5 1,8 3,0 1,7 Oxidasa, proteina de membrana similar a Fet3, implicada
en el transport de ferro.

YOR382W  FIT2 1.8 14 2,2 Mannoproteina ancorada a la paret cellular via
glicosilfosfatidilinositol (GPI), implicada en la retencié del
complex siderofor-ferro a la paret cel-lular.

YKR052C MRS4 28 20 1,5 Transportador de la familia MCF (mitochondrial carrier
family), molt similar a Mrs3; induit per baixes
concentracions de ferro; pot transportat altres cations a
més del ferro.
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En altres estudis també s’han identificat un conjunt de gens mitjancant la
tecnologia de microxips de DNA implicats en el metabolisme del ferro i també del
coure en condicions de pH alcali com ara FRE1, FET3, CTR1, ARN1 i ARN3 entre
d’altres (Causton et al., 2001; Lamb et al., 2001; Serrano et al., 2002). Aquests fets
semblen indicar que I’estrés per pH alcali pot introduir fortes pertorbacions en el

metabolisme del coure i el ferro.

El ferro i el coure son metalls implicats en reaccions redox les quals son
essencials per a tots els organismes eucariotes, perd les seves concentracions
intracel-lulars han de ser molt controlades ja que son potencialment toxics (Askwith and
Kaplan, 1998). Hi han diferents mecanismes de captacid de ferro: el sistema d’alta
afinitat a través del transportador de membrana Ftrl i la oxidasa Fet3, a través de
reductases 1 mitjangant el sistema de baixa afinitat (per una revisi6 veure Kosman,
2003). Tots aquests sistemes estan regulats pels factors de transcripcid Rsc1/Aftl o Aft2
(Casas et al., 1997; Blaiseau et al., 2001; Rutherford et al., 2001). El factor de
transcripcio Resl actua sobre la familia de gens FIT1, FIT2 i FIT3 els quals codifiquen
mannoproteines implicades en la retencido dels siderofors units a ferro a la paret
cel-lular. Aquest ferro unit als siderofors pot ser capturat a ’interior de les cel-lules a
través de dos formes diferents. En el primer cas és necessari ’alliberacid del ferro del
siderofor a través dels membres de la familia Fre (metaloreductases de membrana) i un
cop alliberat és capturat a I’interior de la cel-lula pel sistema de captacidé de ferro
d’elevada afinitat. En el segon sistema un conjunt de transportadors, Arnl, Arn2/Tafl,
Arn3/Sitl 1 Arn4/Enbl reconeixen especificament el ferro unit als siderofors i son
captats a I’interior de la cél-lula. Es important remarcar que el sistema de captaci6 d’alta
afinitat de ferro requereix una captacié eficient de coure, ja que la maduracié de Fet3 en
I’aparell secretor implica la incorporacio de ions coure mediada per Ccc2 i la xaperona
de coure Atx1 (Yuan et al., 1995). Per altra banda s’ha trobat que mutacions en gens
necessaris per un transport eficient de ferro i coure confereixen una elevada sensibilitat
a pH alcali i que I’expressio dels gens FET4 (transportador de baixa afinitat de coure,
ferro 1 zinc) 1 CTR1 (transportador d’elevada afinitat de coure), continguts en un
plasmidi multicopia, incrementen la tolerancia a un pH elevat (Serrano et al., 2004).
Totes aquestes evidéncies ens indiquen que la exposicid de cél-lules de llevat a pH alcali
genera una resposta transcripcional similar a 1’observada en condicions limitants de

ferro 1 coure en el medi. El fet que augmenti I’expressid de gens implicats en
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I’homeostasi dels ions ferro i coure en aquestes condicions es pot interpretar si es
considera que aquests metalls presenten una disminuci6 de la seva solubilitat de manera

que deixen de ser accessibles per la c¢l-lula.

En la categoria funcional en la qual s’inclouen els gens implicats en diferents
tipus de transport cal destacar la preséncia d’'un nombre important de gens que formen
part de la familia de transportadors d’hexoses (HXT2, HXT4, HXT5, HXT6, HXT10 i
HXT11), els quals transporten glucosa a través de la membrana (Bisson et al., 1993;
Boles and Holleng, 1997; Kruckeberg, 1996; Ozcan and Johnston 1999). Aixi com
HXK1 i GLK1 els productes dels quals catalitzen el primer pas en [’aprofitament de
glucosa. L’expressio dels transportadors HXTL, 2, 3, 4, 6 i 7 esta regulada per la
concentraci¢ extracel-lular de glucosa (Ozcan and Johnston 1999). Quan s’esgota la
glucosa del medi les cel-lules utilitzen I’etanol acumulat com a nova font de carboni i
continuen creixent perd més lentament en el que anomenem fase diauxica. Un gran
nombre d’estudis han demostrat que en aquesta fase es produeix una canvi important en
el patr6 d’expressié geénica, observant-se una repressid dels gens que codifiquen
components de la via de la glicolisi i de la maquinaria de replicacio, i una desrepressio
dels gens implicats en el transport i en la sintesi de glucosa (Bataille et al., 1991;
Boucherie, 1987; Boy-Marcotte et al., 1987; DeRisi et al., 1997). En canvi, en un estudi
recent s’ha demostrat que 1’expressio de HXT5 esta regulada per la taxa de creixement
de les c¢l-lules i no per la concentracio extracel-lular de glucosa (Verwaal et al., 2002).
A més, s’ha demostrat que la regulacio de HXTS es produeix mitjancant la via de la
PKA 1 que els factors de transcripcié Msn2/4 s’uneixen a elements STRE del promotor
activant la seva transcripcio (Verwaal et al., 2004; Gash et al., 2000). Davant d’aquests
resultats podem concloure que en condicions de pH alcali es podria generar una situacio
de limitacio de glucosa la qual desreprimiria I’expressié dels transportadors d’hexoses
HXT2, 4, 6, 10 i 11. En canvi, I’expressio de HXT5 seria la conseqiiéncia d’una

disminuci6 del creixement degut a un estrés intens per pH alcali.

En aquesta mateixa categoria funcional també és important remarcar la
presencia dels gens PHO89 i PHO84 els quals codifiquen transportadors d’elevada
afinitat Na'/Pi i H'/Pi respectivament. Aquests dos gens també soén activats en
situacions limitants de fosfat. S’ha observat que en el cas de PHO84 la resposta

transcripcional a pH alcali 1 per limitacio de fosfat €s quantitativament similar, en canvi
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PHOB89 presenta una resposta enfront a baixes concentracions de fosfat quasi
insignificant respecte a 1’observada per 1’exposicio a pH alcali (Serrano et al., 2002). El
fosfat inorganic €s un nutrient essencial necessari en grans quantitats en la biosintesi
d’acids nucleics i fosfolipids. Els organismes presenten mecanismes de regulacid per
respondre 1 adaptar-se a canvis en la disponibilitat de fosfat. En llevat, la via de
transducci6 de la senyal de fosfat (via PHO) regula la expressio de diversos gens
implicats en la obtenci6 de fosfat mitjancant sistemes de captacid del fosfat lliure en el
medi 1 per I’excrecid de fosfatases que hidrolitzen els enllagos fosfoesters d’alguns
components organics. En situacions limitants de fosfat, Pho81 inhibeix el complex CDK
(cyclin-dependent Kinase) Pho80-Pho85. En aquestes condicions el factor de
transcripcid Pho4 és defosforilat activant la transcripci6 d’un conjunt de fosfatases a
més dels transportadors d’elevada afinitat Pho84 i Pho89 (per una revisio veure Persson
et al., 1999). Amb aquests resultats podem concloure que la exposicié6 a pH alcali
genera una situacioé de limitacido de fosfat la qual explicaria 1’activacié d’alguns gens
implicats en 1’obtencié de fosfat inorganic. A més, aquests resultats coincideixen amb
experiments realitzats en diferents condicions de pH alcali (Lamb et al., 2001; Serrano
et al., 2002), de manera que I’expressié de gens implicats en la captacié de fosfat en
condicions de pH alcali és una resposta general i que probablement es manté¢ al llarg del
temps ja que PHOB84 va ser identificat després de 2 hores d’exposicié a pH alcali (Lamb
etal., 2001).

Tal 1 com s’ha comentat en 1’apartat 3.1.1. de I’introducci6 en un estudi recent
(Garcia et al., 2004) s’ha avaluat la resposta transcripcional per dany a la paret cel-lular
identificant 178 gens que responen enfront a aquest tipus d’estrés produit per
I’exposicié a Congo Red o Zimoliasa. Al comparar aquests resultats amb els obtinguts
per la exposicio a pH alcali (taula 3), ens va cridar I’atencié que el solapament entre
aquests dos estudis fos de 28 gens, quan s’esperaria un solapament de tant sols 8 gens si
aquests dos aconteixaments no tinguessin cap tipus de relacio entre ells (figura 30).
Aquests gens comuns inclouen components importants de la paret cel-lular com GSC2
(component de la B-1,3-glucan sintasa), CRH1 (una glicosidasa de la paret cel-lular),
SED1 (una glicoproteina de la paret cel-lular que participa en la integritat de la paret
cel-lular 1 en la resisténcia a estres), o el seu homoleg estructural SPI1 (una proteina
d’anclatge a la paret cel-lular). Cal remarcar que aquests quatre gens també presenten un

augment dels seus nivells d’expressid per mutacions en determinats gens relacionats
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amb la construccio de la paret cel-lular (Lagorce et al., 2003) i, a més, SED1 s’ha
demostrat que també és necessari en la tolerancia a estrés oxidatiu. Aquests resultats
suggereixen que la exposicid a pH alcali podria generar, en més o menys grau, una
situacié de dany a la paret cel-lular. Aquesta hipotesi es veu reforcada amb 1’observacio
que mutacions d’elements claus del manteniment de la paret cel-lular com quinases que
formen part d’aquesta via de senyalitzacio (BCK1 i SLT2), o diversos components de la
paret cel-lular (SED1, KRE1, GAS1, entre d’altres) donen lloc a un fenotip d’elevada
sensibilitat a pH alcali (Giaever et al., 2002; Serrano et al., 2004).

Gens induits
per pH alcali

Gens induits per estres en
la paret cel-lular

Figura 30. Diagrama de Venn dels gens que presenten un augment dels nivells
transcripcionals després de 10, 20 i 45 minuts d’exposicié a pH alcali identificats en
aquest treball, i del conjunt de gens que s’indueixen per dany a la paret cel-lular

identificats per Garcia et al., 2004.

2.2.3. Comparacid dels resultats obtinguts amb altres estudis

En el treball de Serrano et al., 2002 també es va realitzar un analisi similar
mitjancant la tecnologia de microxips de DNA, encara que menys exhaustiu, amb
I’objectiu d’identificar el conjunt de gens que responien a una situacié d’estres lleuger
per pH alcali (pH 7,6). Utilitzant el mateix fons genetic de la soca salvatge, en aquest
experiment només 150 gens van presentar un increment en els nivells de mRNA de,
com a minim, dues vegades. La comparacié d’aquests resultats amb els obtinguts en
aquest treball revela que 46 gens (22 %) també presenten un augment dels nivells

d’expressié a pH 8,0. Aquest tant per cent relativament baix de correlacié entre aquests
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dos estudis suggereix que diferents intensitats d’estrés donen lloc a perfils de respostes
transcripcionals diferents. Al comparar les principals categories funcionals afectades per
la exposicio a pH alcali lleugera (pH 7,6) o intensa (pH 8,0), veure figura 31, s’observa
que el nombre de gens implicats en el metabolisme de carbohidrats i obtenci6é d’energia
¢és significativament menor a pH 7,6 (7 gens respecte als 37 identificats en aquest
treball). Una possible explicacid podria ser que enfront a un estrés lleuger no s’arribés a
produir una situacio de falta de nutrients. Per altra banda, el nombre de gens implicats
en el metabolisme i transport de fosfats €s major a pH 7,6, ja que a part del gens PHO84
1 PHOB89 identificats en aquest treball també hi son presents PHO12, una fosfatasa acida
i VTC1/PHM4, VTC3/PHM2 i VTC4/PHM3 els qual pertanyen a una familia de
xaperones implicades en la distribucié de la H'-ATPasa vacuolar (Cohen et al., 1999) i
possiblement son responsables de la sintesi de polifosfat a la vacuola (Ogawa et al.,
2000). Per tant, tot i que la inducci6 de gens implicats en la sintesi i captacié de fosfat
en condicions d’estrés per pH alcali €s una resposta general, el conjunt de gens activats

varia en funcio de la intensitat d’estres.
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Figura 31. Comparacid de les principals categories funcional afectades per un estrés a
pH alcali intens (pH 8,0) i moderat (pH 7,6). A. Representacié grafica corresponent als
resultats obtinguts en aquest treball (pH 8,0). B. Representacio grafica dels resultats obtinguts
en el treball de Serrano et al., 2002 (pH 7,6).
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Una situacié similar es pot observar en el conjunt de gens involucrats en
I’augment de la captacio dels ions ferro i coure. Dels cinc gens identificats en aquest
estudi implicats en la captacio de ferro i/o coure (SITI/ARN3, ARN1, FET5, FIT2 i
MRS4), tres també estan induits davant d’un estrés per pH alcali més lleuger
(SITL/ARN3, ARN1 i FIT2) a més de CST13, FRE1, ISU1, ARN2, FET3 i CTR1 que
només s’indueixen a pH 7,6. La comparacié del nombre de gens induits per un estres
lleuger (pH 7,6) que també estan activats per dany a la paret cel-lular (Lagorce et al.,
2003; Garcia et al., 2004) ens revela que la coincidéncia és de 26 gens. Anteriorment
s’ha comentat que en aquest treball realitzat a pH 8,0 el solapament és de 28 gens. Tot i
que el nombre de gens ¢s bastant similar entre els dos estudis realitzats a diferents
intensitats d’estrés, només son comuns 12 gens (ALD4, PHO89, PHO84, PNC1, YPS],
SPI1, YHRO87W, YLR414C, YML131W, DDR48, YNL208W i GRE2). Aquests resultats
suggereixen que a diferents intensitats de pH alcali és genera una situaci6 de dany a la
paret cel-lular, pero el conjunt de gens activats difereix en cadascuna de les condicions.
Analitzant les principals categories funcionals afectades per una condicié d’estres per
pH alcali lleugera (pH 7,6) i intensa (pH 8,0) podem concloure que la intensitat d’estres
¢s un factor clau que determina ’activacié de multiples vies de senyalitzacid les quals

actuen sobre la transcripci6 de diferents gens.

La intensitat d’estrés per pH utilitzada en aquest estudi és semblant a la
utilitzada per (Causton et al., 2001), en el qual es va analitzar la resposta transcripcional
de les cel-lules al passar de pH 6,0 a 7,9. Aquest canvi va donar lloc a 463 gens amb un
increment en la seva expressié de, com a minim, tres vegades dels 10 als 60 minuts.
S’han seleccionat els gens induits més de tres vegades degut als elevadissims valors
d’induccio6 obtinguts en aquest treball. Per exemple, el valor maxim d’induccié obtingut
¢és de 270 pel gen HSP12 als 10 minuts, mentre que per aquesta condicid en el nostre
estudi el valor d’induccio és de 13,2. Un altre exemple seria el gen PHO89 el qual
presenta un increment de la seva expressio de 59 als 10 minuts, mentre que el valor
obtingut en aquest treball és de 4,9. Comparant els nostres resultats amb aquest estudi
hem trobat que el solapament és de 113 gens (43 %), un tant per cent més elevat que
I’observat al sotmetre les cel-lules salvatges a pH 7,6 (22 %). Aquests resultats ens
corroboren que la resposta transcripcional depeén de la intensitat d’estrés al qual esta

sotmes la cel-lula.
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Independentment de la concordanca observada entre els diferents estudis
realitzats sobre la resposta transcripcional a pH alcali en S. cerevisiae es fa dificil
realitzar comparacions directes dels resultats, ja que en cadascun dels estudis s’han
utilitzat diferents plataformes, métodes de marcatge, protocols d’hibridacio, sistemes de
deteccio de la senyal, etc. (taula 8). Les plataformes utilitzades en els diferents estudis
analitzats han estat microxips fabricats en el propi laboratori amplificant els ORFs de
llevat per PCR (Lamb et al., 2001; Serrano et al., 2002; Viladevall et al., 2004) o bé
utilitzant la plataforma d’ Affymetrix a on les sondes son oligonucleotids (Causton et al.,
2001). S’ha demostrat que els resultats obtinguts partint de la mateixa mostra
divergeixen considerablement en funcio de la plataforma utilitzada (Tan et al., 2003) i,
per tant, no és d’estranyar que al comparar els resultats obtinguts a partir de diferents

plataformes la correlacid no sigui molt elevada.

Taula 8. Comparacié entre els principals estudis realitzats sobre la resposta
transcripcional de S. cerevisiae a pH alcali.

Estudi Microxips (plataforma) pH Temps (min.)

Lamb et al., 2001 Fabricats en el propi laboratori 4,0>8,0 120
sobre membranes de nilé
(macroxips).

Causton et al., 2001 Affymetrix 6,0>7,9 10a60

Serrano et al., 2002 Fabricats en el propi laboratori 6,4>7,6 5,25i45
sobre porta-objectes de vidre

modificats.

Viladevall et al., 2004 Fabricats en el propi laboratori 6,2->8,0 10,201 45
sobre porta-objectes de vidre
madificats.

Una qiiestio important és con¢ixer el nombre de gens induits en aquest estudi els
quals també estan activats per altres situacions d’estrés com son augment de la
temperatura, estrés sali, estrés oxidatiu, etc. (Rep et al., 2000; Posas et al., 2000; Gasch
et al., 2000; Causton et al., 2001). Aquests gens han estat definits en dos estudis
independents (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001) com a ESR (enviormental stress
response) o CER (common enviormental response). Hem trobat que 56 dels 266 (21 %)

gens induits a pH 8,0 formen part de la resposta general a estrés (marcats amb el
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subindex 3 en la taula 3). Aquests gens estan implicats en diferents funcions com ara el
metabolisme de carbohidrats, resposta a estres, degradacié 1 modificacioé de proteines i
transport de metabolits entre d’altres. Molts dels gens que formen part de la ESR o CER
ofereixen proteccio a la cel-lula enfront a una gran varietat de condicions d’estres. El fet
que el 21 % dels gens formin part de la ESR o CER no significa que la resta de gens
presentin una funci6 exclusiva en la resposta a pH alcali, ja que 1’expressi6 de molts
d’ells també es veu alterada per altres tipus d’estrés en particular. Per exemple, un 48 %
dels gens presents en la taula 3 també estan induits per estrés sali (Posas et al., 2000).
Tot 1 aquest relativament elevat grau de concordanga s’ha demostrat que aquestes dues
situacions d’estrés presenten vies independents a través de les quals actuen sobre
aquests gens (Serrano et al., 2002; Lamb and Mitchell 2003). Un exemple clar el trobem
en el gen ENAL el qual és activat per diversos tipus d’estrés com son elevades
concentracions de sodi i liti, estrés osmotic i per pH alcali (Garciadeblas et al., 1993;
Mendoza et al., 1994, Marquez and Serrano 1996; Serrano et al., 2002). La resposta
transcripcional enfront a una situacié d’estrés osmotic esta mediada per la MAPK Hogl
(Marquez and Serrano, 1996). S’ha demostrat, perd, que mentre en un mutant Hogl la
resposta a estres osmotic s’esvaeix, en condicions de pH alcali no s’observa una
reduccio de la resposta (Serrano et al., 2002). Aquest fet demostra que la via activada
per estrés osmotic no esta implicada en la inducci6 de ENAL per pH alcali, tot i
I’existéncia d’altres vies comuns com ¢s la via de senyalitzacié de la calcineurina

(Serrano et al., 2004).

2.3. Analisi del conjunt de gens que presenten una disminuciéo dels nivells de

mRNA com a resposta a I’exposicié a pH alcali

Els nombre de gens que presenten una disminucid en els nivells de mRNA de,
com a minim, dues vegades és de 159. Analitzant la resposta transcripcional al llarg del
temps d’aquests 159 gens trobem que un 42 % (67 gens) presenten un punt maxim de
repressio als 10 minuts d’exposicio a pH alcali i aquest nombre de gens disminueix a 59
(37 %) als 20 minuts 1 a 30 (19 %) després de 45 minuts d’exposicid. Per tant, tal i com
hem observat en el cas dels gens que augmenten la seva expressid, el conjunt de gens
que presenten una disminuci6 transcripcional de 2 o més vegades també¢ presenten una
resposta rapida pero que es manté durant més temps. Aquests gens han estat classificats

en diferents categories funcionals (taula 9).
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Taula 9. Classificacié en families funcionals d’aquells ORFs que presenten una
disminucié dels nivells de mRNA de, com a minim, dues vegades en qualsevol dels
temps analitzats.

Biosintesi/Modificacié de proteines

RPS10A, RPS7A, RPL42A, RPL14A, RPL25, RPS16B, VRG4, RPS22A, RPL20B,
RPL12B, RPS16A, RPS23B, RPL31A, RPL42B, RPL22A, RPL24A, RPS10B, RPL37B,
RPS23A, RPL29, RPS15, RPL27B, RPL14B, RPL33B, RPL32, RPS26A, RPS25B,
RPL19B, RPL19A, RPL17B, RPS2, RPS9A, YEF3, PPEL, TAF9, ERV2.

Biogénesi i ensemblament de ribosomes
NHP2, NSR1, NIP7, CBF5, SNU13, MTR4, NOG, GAR1, NOP10, RLP7, FPR1, POPA4.

Transport
PHOB84, KAP123, TPO2, PMP1, GOT1, PTR2, AVT2, CTP1, ACC1, MIM1, YGRO46W.

Transcripcio i/o processament del RNA
RPO26, POL2, YAP3, PRP18, NIP7, CBF5, SNU13, MTR4, GAR1, LHP, IMEA4.

Metabolisme
GLO4, SDH2, PRS3, HIS2, GLN1, GLT1, ARO9, MUM3, URA7, ERG3.

Metabolisme del DNA
POL1, HHF2, HHF1, HTA2, RNR3, POL12, HHT2, MUMZ2, HTB2.

Cicle cel-lular
MCD1, HOP2, CLB1, ECO1, MEI5.

Altres funcions
SPA2, YOL155C, TIP41, TAX4, BUD19, ALF1, PHOS5, ZEO1, YJL144W, PHO11,
PHO12, CTF19, HPT1, DAL2, ATG14, HEM2, MF(ALPHA)2.

Funcié desconeguda

YERO34W, YPLO80C, YJR038C, YMR130W, YLR413W, YJR157W, YKL107W,
YPL142C, YPR0O44C, YNL303W, YJL169W, YHLO010C, YAR047C, YKL161C, YBL028C,
YBL112C, YPRO39W, GAS2, YJR071W, YBL012C, YMR321C, YNLO13C, FIN1,
YLR352W, YGLOO7W, YHL018W, MPM1, YMR233W, YIL067C, YKL153W, YNROOSW,
YOR343C, YMR252C, YRO2, LEE1, YHR139C-A, YJL027C, YBR062C, YGLO79W,
YIRO35C, FYV1, YOR364W, YLR458W, YLF2, YBR025C, YOR385W, YOL166C,
YLR257W.
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Cal destacar que aproximadament un 30 % (48 gens) d’aquests gens codifiquen
proteines implicades en la biosintesi, modificacié de proteines o en la biogenesi i

ensemblament de ribosomes (figura 32).

Transcripcio
S'ng/;:d;frgb {,/) Processament RNA (7%)
int./Modi o : _ o
/C|cle cel-lular (3%)

Desconeguts (30 %)

——
\ Met./Energia
Altres (16%) Transport (7%)

Figura 32. Representacio grafica del conjunt de gens que presenten una disminuci6 dels
nivells transcripcionals. Aquests gens han estat agrupats en les categories funcionals segons
la classificacio del SGD (Saccharomyces Genome Database).

La repressio de gens que codifiquen proteines ribosomals també ha estat
observada en altres estudis com a conseqiiéncia de diferents tipus d’estrés (Gasch et al.,
2000, Causton et al., 2001, Warner, 1999). En la taula 9 també presenten una
disminuci6 en I’expressio les polimerases 11 II (POL1, POL2) i altres gens implicats en
la transcripcid i/o el processament del RNA. Aquesta disminuci6 en la transcripci6 de
gens que codifiquen proteines implicades en el procés de traducci6 té lloc perqué davant
d’una situacio d’estres les cel-lules han de reconduir la sintesi de proteines per potenciar
aquelles que estan implicades en la resposta a estrés. La durada de la repressid del
conjunt de gens que codifiquen proteines implicades en la traduccidé depén del tipus
d’estrés al qual esta sotmes la cél-lula (Causton et al., 2001). Analitzant els nostres
resultats s’ha observat que el 60 % dels gens d’aquest subgrup (29 d’un total de 48)
presenten una disminuci6 dels nivells transcripcionals després de 10 minuts d’exposicid
a pH alcali i que en temps posteriors, 20 i 45 minuts, el nombre es redueix

aproximadament fins al 30 % (13 gens als 20 minuts 1 15 als 45 minuts). Per tant, la
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repressid d’aquest conjunt de gens com a resposta a una situacié d’estres per pH alcali
es podria considerar relativament rapida i transitoria en comparacio6 a la majoria de tipus
d’estrés avaluats préviament. Una altra conjunt de gens clarament afectats estan
implicats en diferents vies metaboliques: metabolisme d’aminoacids (PRS3, HIS2,
GLN1, GTL1 i ARO9), metabolisme de lipids (MUM3, URA7 i ERG3) 1 metabolisme de
carbohidrats (GLO4 i SDH2). Tamb¢ cal destacar aquells gen implicats en la regulacio
del cicle cel-lular, ja que tal i com hem comentat en una situacid d’estrés per a les
cel-lules genera una disminucio del creixement degut a una parada de cicle en la fase G1
de manera transitoria (Rowley et al., 1993; Belli et al., 2001). Aquesta parada en el cicle
cel'lular també explicaria la disminuci6 en 1’expressié dels gens implicats en la
biosintesi d’aminoacids, ja que una disminucié del creixement va associada a una
reducci6 de la maquinaria biosintética de la cel-lula. La comparacio del gens que
presenten una disminucié dels nivells de mRNA en aquest estudi realitzat a pH 8,0
(taula 9) amb un altra realitzat a un pH més lleuger (7,6) (Serrano et al., 2002) ens
revela que el nombre de proteines ribosomals que presenten una disminucid en la seva
expressi6 a un pH més lleuger és practicament insignificant (4 respecte les 48
identificades a pH 8,0). Aquests resultats es podrien explicar pel fet que en condicions
d’estreés lleuger per pH alcali no s’observa una aturada del creixement, mentre que

enfront a una condicid d’estrés més severa es produiria una parada transitoria en G1.

24. La via de la calcineurina com a possible mediador de la resposta

transcripcional a pH alcali

Evidencies recents en el nostre laboratori ens han suggerit que la calcineurina
podria estar implicada en la tolerancia enfront a una situacié d’estreés per pH alcali en
Saccharomyces cerevisiae. S’ha demostrat que en casos especifics, com és el cas dels
gens ENAL o PHOS89 la via de senyalitzaci6 en la qual esta implicada la calcineurina i el
factor de transcripcid Crz1, activat per la calcineurina, és necessaria de manera parcial o
total, en la resposta transcripcional enfront a una situacio d’alcalinitzaci6 del medi
(Serrano et al., 2002). Per avaluar si la calcineurina és un component que participa de
manera general en la resposta transcripcional a pH alcali es van realitzar experiments
amb microxips de DNA comparant la resposta transcripcional de cél-lules salvatges amb
mutants deficients en la subunitat reguladora de la calcineurina (cnbl), i amb c¢l-lules

que no presenten el factor de transcripcio Crzl (crzl) al ser sotmeses a pH alcali (8,0)
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durant diferents periodes de temps (10, 20 i 45 minuts) (Viladevall et al., 2004). Es va
reproduir el patré d’experiments realitzats amb una soca salvatge (veure figura 26)
utilitzant cél-lules deficients en la subunitat reguladora de la calcineurina (cnbl) i es va
comparar de manera directe la resposta transcripcional obtinguda a partir de les cél-lules
mutants cnbl amb la obtinguda en cél-lules salvatges per exposicio a pH alcali al llarg
del temps. Finalment, per examinar la implicacié del factor de transcripcio Crzl en la
via de senyalitzacio de la calcineurina, es va comparar la resposta transcripcional d’una
soca crzl després de 1’exposici6é a pH alcali durant 10, 20 1 45 minuts amb la de la soca
salvatge (figura 33). En el disseny experimental utilitzat en aquest Gltim cas es van
realitzar tres experiments dels quals dos corresponien a répliques biologiques, mentre

que I’experiment restant era una replica técnica.

Soca salvatge Socacnbl Socacrzl

Wt, Iio cnbl, Iy
Wt, NI *—> cnbl, NI

Wiy, I1o cnbly, I crzly, Lig
Wi, NI <+  cnbl, NI <+« crzl, NI

Wt. I cnbl, Ijp crzl. Iy
Wt NI >  cnbl. NI > <7y

Figura 33. Esquema per avaluar la resposta transcripcional a pH alcali mediada per la via
de senyalitzacié de la calcineurina. Els subindexs a, b i ¢ indiquen les diferents extraccions
de RNA (répliques biologiques). Els quadrats representen els valors d’expressio corresponents
al quocient entre la soca (wt, cnbl o crzl) exposada a pH alcali (I;y) i la mateixa soca no
exposada a la condicio d'estres (NI). Les fletxes simbolitzen la comparacié dels valors
d’'expressio entre experiments diferents. En les extraccions de RNA a i b es va realitzar el
marcatge reciproc per a cadascun dels experiments, mentre que en el cas de les extraccions
de RNA indicades amb el subindex ¢ es va marcar sempre la soca NI amb el fluorocrom Cy3 i
la l4p amb Cy5. Aquest mateix esquema es pot aplicar en la exposicié a 20 i 45 minuts a pH
alcali.
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Es van definir diferents nivells de dependéncia a la calcineurina a partir de la
relacidé entre els resultats obtinguts amb cél-lules mutants cnbl (cnbl I/cnbl NI) i
c¢llules salvatges (wt I/wt NI). Una relacié cnbl/wt < 0,67 es va considerar el valor
llindar per definir que un gen presentava, en la seva resposta transcripcional,
dependéncia a la calcineurina. Els gens que presentaven una relacié 0,67 > X > 0,50 es
van classificar com a “parcialment dependents”, amb una relaci6 0,50> X > 0,25 es van
considerar “fortament dependents”, mentre que aquells gens amb una relacié < 0,25 es
van definir com a “totalment dependents”. Aquells gens que presentaven un nivell
d’inducci6 superior a 2,5 vegades en cel-lules salvatges 1 no estaven induits en c¢l-lules
cnbl (relacié pH8,0/pH6,2< 1,3) també van ser considerats com a totalment dependents.
Aplicant aquests criteris vam obtenir que 27 gens presentaven, en major 0 menor grau,
dependéncia a la calcineurina en el seu pic maxim d’expressio (taula 10). Aquest
conjunt de gens regulats per la calcineurina estan implicats en les segiients funcions:
transport (PHO89, VPS74, HXT2 i RSB1), la resposta a estrés (YGP1, CP7R i HOR2)
metabolisme de carbohidrats (HXK2, GSC2, ADH3 i GPM1), altres metabolismes
(CHOZ2, ALT1, PUT1 1 SUR1), degradacio sintesi 1 modificacidé de proteines (SSA1L,
PRB1 i PEP4), altres funcions (YCL0O20W, SED1 i PHD1) i gens de funcié desconeguda
(YBRO16W, YBR287W, ZPR1, YNL208W, YLR012C i YOR220W).

La resposta transcripcional de 21 d’aquests gens (78 %) és total o fortament
dependent a la calcineurina, indicant que la via de senyalitzaci6 de la calcineurina és un
component essencial en la seva resposta transcripcional enfront a una situacio d’estrés
per pH alcali. La majoria de gens dependents de la calcineurina (81 %) presenten una
resposta primerenca i tres d’aquests gens mostren un nivell d’induccié similar després
de 10 1 20 minuts d’exposicid. Si comparem aquest tant per cent (81 %) amb el nombre
de gens que presenten un augment transcripcional als 10 minuts d’exposicio (60 %)
podem concloure que la resposta transcripcional a través de la via de senyalitzacio de la

calcineurina enfront a un estrés per pH alcali és una resposta comparativament rapida.
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Taula 10. Conjunt de gens que en abséncia de calcineurina presenten disminuida la
resposta transcripcional respecte a una soca salvatge en condicions de pH alcali. La
resposta transcripcional que presenten aquests gens al llarg del temps esta indicat com a
resposta primerenca (P), intermeédia (I) o tardana (T) segons presenten el pic maxim
d’expressio als 10, 20 o 45 minuts respectivament. Els valors ens indiquen el nivell d'induccié
per a cadascuna de les soques al/s temps indicat/s. ND, no dependent, PD, parcialment
dependent, FD, fortament dependent, TD, totalment dependents. Veure els text per més detall.

Dependéncia Dependéncia Motiu
ORF Temps  wt cnbl calcineurina crzl Crzl CDRE
YALOO5C (SSA1) P/l 2.2/2.2 1.1/0.8 FD/FD 1.6/1.7 FD/FD 0
YBRO16W P/l 27/27 15/1.8 PD/PD 1.0/1.1 PD/PD 0
YBR287W P 3.8 1.9 FD 2.0 FD 1
YBR296C (PHO89) P 4.9 0.7 TD 1.0 TD 2
YCLO20W P 2.6 11 D 0.9 TD 0
YDRO77W (SED1) P 2.7 14 PD 1.7 PD 0
YDR372C (VPS74) P 2.9 1.2 FD 1.3 FD 1
YELO60C (PRB1) P 9.1 3.8 FD 4.1 FD 2
YER062C (HOR2) P/l 2.8/2.8 1.0/1.3 TD/TD 2.5/1.5 ND/PD 0
YGL253W (HXK2) P 4.1 1.3 FD 1.9 FD 0
YGR032W (GSC2) I 25 0.8 TD 0.9 TD 2
YGR157W (CHO2) P 2.9 1.3 TD 11 D 0
YGR211W (ZPR1) P 2.8 1.3 TD 2.0 ND 0
YJR032W (CPR7) T 3.2 1.3 FD 1.2 TD 0
YKLO43W (PHD1) P 4.1 2.2 PD 24 PD 0
YKL152C (GPM1) P 2.2 11 FD 1.0 FD 1
YLRO12C T 2.1 1.0 FD 1.0 FD 0
YLR089C (ALT1) P 3.7 2.0 PD 25 ND 0
YLR142W (PUT1) P 2.6 1.2 D 2.4 ND 1
YMRO11W (HXT2) P 211 9.7 FD 15.3 ND 0
YMRO083W (ADH3) P 2.2 11 FD 0.9 FD 0
YNL160W (YGP1) P 2.7 15 PD 1.1 TD 1
YNL208W P 3.1 1.8 PD 2.7 ND 0
YORO049C (RSB1) P 3.3 1.2 TD 25 ND 0
YOR220W P 4.5 1.9 FD 3.0 PD 2
YPLO57C (SUR1) P 3.2 14 FD 1.9 PD 2
YPL154C (PEP4) I 3.9 1.6 FD 2.2 PD 1
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S’ha realitzat un analisi dels 266 gens induits més de dues vegades mitjancant el
programa GEPAS (Gene Expression Pattern Analysis Suite) del CNIO (Centro
Nacional de Investigaciones Oncoldgicas) per identificar el conjunt de gens que
presenten una disminucié de 1’expressiéo en mutants cnbl i crzl respecte a una soca
salvatge en cada temps analitzat. S’ha calculat la mediana dels cinc valors d’expressio
obtinguts per una soca salvatge (wt I/wt NI), en un mutant cnbl (cnbl I/cnbl NI) i els
tres corresponents a cél-lules crzl (crzl I/crzl NI). Els valors obtinguts han estat
transformats logaritmicament en base 2, agrupats mitjancant el programa SOTA (Self-
Organising Tree Algorithm) (Herrero et al., 2001) i visualitzats mitjangant el programa
SotaTree. S’ha realitzat una seleccio dels clusters que presenten una disminucio de
I’expressio en mutants cnbl als 10, 20 i/o 45 minuts d’exposici6 a pH alcali i s’observa
la preséncia de 25 gens d’un total de 27 identificats en la taula 10 com a dependents de
la calcineurina (figura 34). Als 10 minuts d’exposicié a pH alcali hi trobem 19 dels 23
gens identificats en la taula 10 com a gens de resposta primerenca (figura 34 A), als 20
minuts hi trobem tots els gens de resposta intermedia (figura 34 B) i als 45 minuts
apareixen els 2 gens que presenten una resposta a pH alcali tardana (figura 34 C). Cal
destacar la preséncia de ENAL en ’analisi corresponent als 10 minuts d’exposicio a pH
alcali (figura 26 A), ja que aquest gen juntament amb PHOR89 van ser els primers en que
es va observar una disminuci6 de la seva resposta transcripcional en abséncia de Cnb1 o
Crzl (Serrano et al., 2002). En aquest treball es va demostrar que la resposta
transcripcional de PHO89 enfront a un estrés per pH alcali era totalment dependent de
la calcineurina, mentre que en el cas del gen ENA1 només un 60 % de la resposta tenia
lloc mitjangant aquesta via de senyalitzaci6. El fet que ENA1 presenti una resposta
transcripcional a pH alcali a on la via de senyalitzaci6o de la calcineurina no és el
component prioritari explicaria que aquest gen no hagi estat identificat com a dependent

a la calcineurina amb els criteris estadistics aplicats (relacio cnbl/wt < 0,67).
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PHO89
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Figura 34. Representacio grafica mitjangant el programa estadistic GEPAS del CNIO del
conjunt de gens que presenten un augment dels nivells de mRNA de, com a minim, dues
vegades en cadascun dels temps (10, 20 i 45 minuts). Es representen els valors d’expressio
per a cadascun dels gens en una soca salvatge, un mutant cnbl i un mutant crzl
respectivament. S’ha seleccionat visualment el cluster de gens (linia negre) que presenten una
disminucié dels nivells de mRNA en una soca cnbl respecte a la soca salvatge i aquest conjunt
de gens han estat ampliats a la dreta de cadascuna de les figures. En negreta s’han marcat els
gens que també estan presents en la taula 5.
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L’exposicié a elevades concentracions de calci dona lloc a una resposta
transcripcional mediada per la calcineurina que suposa I’augment de I’expressio de 153
gens (Yoshimoto et al., 2002). S’ha observat que 22 gens que presenten un augment
transcripcional enfront a una situacié d’estrés per pH alcali (taula 5) també mostren un
increment dels nivells de mRNA per elevades concentracions de calci en el medi. Set
d’aquests gens (YBR287W, PHO89, PRB1, PUT1, YNL208W, YOR220W i SUR1) també
han estat definits com a sensibles a 1’abséncia de calcineurina per Yoshimoto et al.,
2002. El fet que el tant per cent de coincidéncia en la resposta transcripcional en
condicions d’estrés per elevades concentracions de calci i per pH alcali sigui
relativament baix (14 %) es podria explicar per la presencia d’altres vies, a part de la via
de senyalitzaci6 de la calcineurina, que actuen en condicions de pH alcali com la via
Rim101/Nrgl i altres que encara han de ser identificades (Lamb et al., 2001; Lamb and
Mitchell 2003; Serrano et al., 2002; Viladevall et al., 2004). L’estudi de la resposta
transcripcional mediada per la calcineurina com a resposta a 1’exposicié a elevades
concentracions de calci extracel-lular es va realitzar mitjangant un disseny experimental
en el qual es comparava directament la resposta transcripcional d’un mutant cnbl i crzl
amb la soca salvatge (wt) exposades a la condici6 d’estrés (Yoshimoto et al., 2002). Per
aquest motiu es va decidir utilitzar aquest altre disseny experimental per identificar el
conjunt de gens que presenten una disminucié de la seva expressio en mutants cnbl i

crzl als 10 minuts d’exposici6 a pH alcali (veure figura 35).

Wi —

] —

Figura 35. Esquema per identificar el conjunt de gens dependents a la calcineurina i a Crzl
enfront a una situacié d’'estrés per pH alcali mitjancant el mateix disseny experimental emprat
per elevades concentracions de calci i/o sodi en el medi (Yoshimoto et al., 2002). Els quadrats
representen les diferents condicions analitzades en cadascun dels experiments, wt li, (soca
salvatge sotmesa durant 10 minuts a pH alcali), cnbl lyo i crzl |1, (SOques mutants sotmeses
durant 10 minuts a pH alcali). En color verd s’indica la mostra control la qual ha estat marcada
amb el fluorocrom Cy3, mentre que en vermell s'indica la mostra problema marcada amb Cy5.
Les fletxes indiquen les dues mostres que es comparen en cadascun dels experiments.
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La comparacio dels resultats obtinguts als 10 minuts d’exposicido a pH alcali
mitjancant aquest disseny experimental amb els obtinguts anteriorment a on es definien
com a dependents de la calcineurina el conjunt de gens que presentaven una relacio
cnbl/wt < 0,67 (taula 5), ens revela que el 76 % (19 gens d’un total de 25 identificats
com a primerencs) tamb¢ presenten, com a minim, aquest grau de dependéncia definit

com un valor d’expressio cnbll;o/ wtl;p< 0,67.

Taula 11. Comparacio dels valors d’expressio dels gens identificats com a dependents a
la calcineurina obtinguts mitjangant dos tipus diferents de disseny experimental. En la
primera columna (ORF) es mostren els 27 gens identificats com a dependents a la calcinaria
utilitzant el primer disseny experimental (figura 33) indicant els temps a on apareix aquesta
dependéncia (per més informacié veure taula 5). En la tercera i quarta columna es mostren els
valors d’expressio obtinguts amb el nou disseny experimental emprat en el treball de Yoshimoto
et al., 2002 (figura 35).

Dependéncia

ORF Temps calcineurina  cnb1lyg/ wtlyg crzllyy [ wtlyg
YALOO5C (SSA1) P/ FD/FD 0,64 -
YBRO16W P/ PD/PD 0,32 0,44
YBR287W P FD 0,47 0,45
YBR296C (PHO89) P TD 0,09 0,06
YCLO20W P TD 0,25 0,12
YDRO77W (SED1) P PD 1,06 0,92
YDR372C (VPS74) P FD 0,40 0,63
YELO60C (PRB1) P FD 0,22 0,24
YER062C (HOR2) P/l TD/TD 0,74 1,49
YGL253W (HXK2) P FD 0,57 0,83
YGRO0O32W (GSC2) I TD 0,31 0,38
YGR157W (CHO2) P TD 0,33 0,38
YGR211W (ZPR1) P TD 0,56 1,29
YJR032W (CPR7) T FD 1,16 0,68
YKL043W (PHD1) P PD 0,52 0,72
YKL152C (GPM1) P FD 1,07 1.69
YLRO12C T FD 1,61 0,69
YLRO89C (ALT1) P PD 0,56 0,81
YLR142W (PUT1) P TD 0,48 0,49
YMRO11W (HXT2) P FD 0,94 0,81
YMRO83W (ADH3) P FD 0,84 1,53
YNL160W (YGP1) P PD 0,66 0,73
YNL208W P PD 0,43 0,68
YORO049C (RSB1) P TD 0,59 0,95
YOR220W P FD 0,26 0,39
YPLO57C (SUR1) P FD 0,43 0,52
YPL154C (PEP4) I FD 0,73 0,91
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En el treball realitzat per Yoshimoto et al., 2002 van identificar un conjunt de
gens que s’activaven per elevades concentracions de calci i/0 sodi en el medi. A més,
van observar que un subgrup de gens presentaven una disminucié dels nivells
d’expressié en mutants cnbl. La gran majoria d’aquests gens tenien marcadament
disminuida la seva induccié en mutants crzl. Aquests resultats ens demostren que en
condicions d’estrés per elevades concentracions de calci i/0 sodi, Crzl és el principal
mediador de la resposta transcripcional que es produeix per la via de la calcineurina.
Davant d’aquests resultats ens varem plantejar realitzar experiments utilitzant la
tecnologia de microxips de DNA, per comprovar si aquest paral-lelisme es mantenia en
condicions d’estres per pH alcali. Es van realitzar tres experiments per a cadascun dels
temps analitzats utilitzant cel-lules crzl i es van identificar 21 gens dependents de Crz1
(veure apartat 7 de Materials 1 M¢todes). La comparacid de la resposta transcripcional
davant d’una situacio d’estrés per pH alcali en mutants cnbl i crzl ens indica que, en la
majoria dels casos, I’abséncia de CRZ1 dona lloc a una disminuci6 de la resposta similar
a ’observada en una soca cnbl (taula 10). Els resultats per un estrés a pH alcali
concorden amb els obtinguts per elevades concentracions de calci i/o sodi en el medi,
per tant, es corrobora que el factor de transcripcidé Crzl és el principal mediador de la

resposta transcripcional que té lloc a través de la via de la calcineurina.

Si aquest conjunt de gens identificats en la taula 10 estan regulats directament
per Crzl, haurien de presentar en els seus promotors una seqiiéncia d’uni6 a aquest
factor de transcripcio. Aquesta seqiiencia ha estat identificada experimentalment com a
GAGGCT amb algunes variants com son les seqiiencies GNGGCKCA 1 GWGGCTG
(Yoshimoto et al., 2002; Lagorce et al., 2003). L’analisi dels promotors d’aquests gens
s’ha realitzat en les dues cadenes de la regio -800/-1 utilitzant un algoritme que ens
permet identificar patrons de DNA 1 esta disponible en la pagina web
http://rsat.ulb.ac.be/rsat/ (Regulatory Sequence Analysis Tools). Hem trobat 16
seqiiencies CDRE en 11 dels gens sensibles a la calcineurina (41 %), veure taula 10.
Per altra banda, s’ha realitzat el mateix analisi pel conjunt de gens identificats com a
dependents a la calcineurina en preséncia d’elevades concentracions de calci i/o sodi en
el medi (Yoshimoto et al., 2002) obtenint que, el 61 % presentaven, com a minim, una
de les seqiiencies d’uni6 a Crzl. L’analisi a nivell de tot el genoma de llevat ens revela
que només el 25 % dels gens contenen una o més copies de les seqiiencies qiiestionades

(taula 12). Davant d’aquests resultats podem concloure que, tot i que els gens
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identificats com a dependents a la calcineurina presenten un excés d’elements CDRE,
caldria un analisi més exhaustiu per determinar la seqiiencia consens d’unié a Crzl.
Partint de 1’observacié que aquest conjunt de gens estan co-regulats varem pensar que
podrien existir elements comuns en els seus promotors i per aquest motiu es va decidir
realitzar un analisi computacional per extreure aquests possibles elements. El programa
d’analisi utilitzat, Pattern Discovery Oligo-analysis (words), es basa en la deteccio
d’oligonucleotids sobrerepresentats en la regié promotora d’aquests gens (van Helden et
al., 1998) i esta disponible en la pagina web http://rsat.ulb.ac.be/rsat/ (Regulatory
Sequence Analysis Tools). S’ha analitzat la regi6 -800/-1 obtenint que un 70 % dels gens
identificats com a dependents a la calcineurina en la seva resposta a pH alcali presenten
la seqiiencia consens WGGCTS amb un valor de p de 0,00145. Aquest percentatge és
del 63 % quan analitzem el conjunt de gens dependents de la calcineurina en la seva
resposta a elevades concentracions de calci i/0 sodi. S ha realitzat un analisi similar a
nivell de tot el genoma de llevat identificant la seqiiencia WGGCTS en un 36 % dels
gens (taula 12). Aquests resultats suggereixen que tot 1 que el consens WGGCTS
definit en aquest treball ¢és forga satisfactori, el conjunt de seqiiéncies consens

conegudes actualment no representen tots els possibles llocs d’uni6 a Crzl.

Taula 12. Analisi dels promotors dels gens identificats com dependents a la calcineurina
en la resposta a pH alcali i per la preséncia d’elevades concentracions de calci i/o sodi
en el medi (Yoshimoto et al., 2002). A: Percentatge de gens que presenten una o més de les
seqliéncies d'uni6 a Crzl identificades en aquest moment (GAGGCT, GNGGCKCA i
GWGGCT). B: Analisi de la preséncia de la seqiiéncia WGGCTS identificada en aquest treball.
Per a cadascuna de les condicions analitzades s’han proposat dues situacions: en la primera
s’ha permeés el solapament amb els ORFs contigus, mentre que en la segona no. Per avaluar si
els resultats obtinguts son significatius s’ha realitzat una cerca a nivell de tot el genoma de
llevat per a cadascuna de les condicions analitzades.

A: GAGGCT/ GNGGCKCA/ GWGGCT

Treball Yoshimomto | Tot el genoma de
present et al., 2002 S. cerevisiae

No solapament | 33 % 52 % 15 %

Solapament 41 % 61 % 25 %

B: WGGCTS
Treball Yoshimomto | Tot el genoma de
present et al., 2002 S. cerevisiae

No solapament | 70 % 63 % 36 %

Solapament 81 % 73 % 61 %
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La relaci6 entre I’efecte de les mutacions cnbl i crzl en la resposta a pH alcali
es pot deduir de la figura 36. En aquesta figura, la relaci6 entre el nivell d’inducci6 en
un mutant cnbl o crzl i les cel-lules salvatge ha estat calculada i s’han representat la

transformacio logaritmica d’aquests valors.
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Figura 36. Relacié entre la dependéncia a la calcineurina i la dependéncia a Crzl en la
resposta transcripcional a estrés per pH alcali. En aquesta grafica hi ha representat el log,
del grau de dependencia de la resposta a pH alcali en mutants deficients en la subunitat
reguladora de la calcineurina (cnbl/wt) i mutants crzl (crzl/wt) per aquells gens que estan
afectat de manera significativa com a minim en una d’aquestes soques mutants després de 10
(cercles), 20 (quadrats) o 45 minuts (triangles) d’exposicid a la condicié d'estres. L’elipse
dibuixada inclou els gens sensibles a I'abséncia de Crz1 pero no afectats en el mutant cnbl. A
baix i a la dreta de la figura es presenta I'analisi per Northern blot d'un d’aquests gens (PNC1).
La tincié del rRNA amb blau de metilé s’inclou com a referéncia per comprovar que la quantitat
carregada i I'eficiéncia de la transferéncia és aproximadament la mateixa en cadascuna de les
condicions estudiades. NI, no induit en cél-lules salvatges.
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L’analisi de les dades ens indica que en la majoria dels casos la correlacio és
bona (r = 0,81). Cal destacar I’existéncia de quatre gens (YALO61W, PNC1, SPI1 i
PRB1) els quals es desmarquen clarament de la majoria de casos i apareixen com a
dependents del factor de transcripcid Crzl pero no de la calcineurina. Aquesta situacid
es presenta als 20 minuts d’inducci6 en els gens PNC1, SPI1 i PRB1, mentre que en el
cas de YALO61W [D’efecte s’observa als 10 minuts d’exposicié a la condicio d’estres.
PRB1 també presentava un increment en el nivells de mRNA als 10 minuts d’exposicid
a pH alcali i en aquest temps la relacié entre el nivell d’inducci6é en un mutant cnbl o
crzl i les cel-lules salvatges era molt similar (veure figura 26). L’analisi per Northern
blot d’un d’aquests gens, PNC1 (veure figura 26 el requadre de baix a la dreta) i
I’analisi per PCR quantitativa a temps real de tres d’ells (PNC1, PRB1 i SPI1)
confirmen els resultats obtinguts mitjancant la tecnologia de microxips de DNA (taula
13). L’analisi computacional de la regié promotora -800/-1 ens indica que tots quatre
gens contenen una (YALO61W i SPI1) o dues (PNC1 i PRB1) de les seqiiencies d’uni6 a

Crzl1 definides anteriorment.

Taula 13. Avaluacié utilitzant la tecnologia de microxips de DNA i per PCR quantitativa a
temps real de I'augment transcripcional per pH alcali dels gens PNC1, PRB1 i SPI1. Els
nameros indiquen l'increment dels nivells de mRNA en les soques DBY746 (salvatge), RSC21
(cnbl) i EDN92 (crzl) i s'inclou la relacié entre aquests valors d'expressio obtinguts entre una
soca crzl i una soca cnbl (crzl/cnbl). Els resultats obtinguts dels microxips corresponen a la
mitjana de 3 experiments diferents (procedent de dues mostres de RNA independents) i els
resultats a partir de la PCR a temps real (RT-PCR) sén la mitjana d’aquestes dues extraccions
de RNA, determinades per duplicat. Cal comentar que els resultats dels microxips per la soca
salvatge poden ser diferents dels presentats en la taula 3, els quals sén el producte de la
integracié de 5 experiments de microxips.

Gen Salvatge chbl crzl crzl/cnbl
Xips RT-PCR Xips RT-PCR Xips RT-PCR Xips RT-PCR

PNC1 4.8 7,6 53 111 2,8 4,0 0,48 0,36

PRB1 5,7 7,1 7,0 15,0 1,5 2,8 0,21 0,19

SPI1 7,8 13,3 7,7 21,0 2,8 9,3 0,36 0,44
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Els valors d’induccid obtinguts per PCR quantitativa a temps reals son, en tots
els casos, superiors als obtingut mitjancant la tecnologia de microxips de DNA. Tot i
aixo les relacions obtingudes entre les soques €rz1 i cnbl sén semblants (taula 13) i ens
confirmen que els gens PNC1, PRB1 i SPI1 presenten una disminuci6é en mutants crzl i
que aquesta disminucié no s’observa en mutants cnbl. Una possible explicacio del
sistema de regulacid per aquests quatre gens seria que aquest factor de transcripcid
pogués esta regulat per una via de senyalitzacio independent de la calcineurina i que,
per tant, una altra fosfatasa podria defosforilar Crz1l produint la seva translocaci6 al
nucli a on actuaria activant un conjunt de gens entre els quals hi trobariem YALO61W,
PNC1, SPI1 i PRB1. La confirmaci6 d’aquests resultats podria suposar un canvi
important en el concepte actual sobre la funcidé de Crzl, ja que a part de mediar la
resposta transcripcional de la via de senyalitzaci6 de la calcineurina podria participar en

altres vies de senyalitzacio.

2.5. Translocacié del factor de transcripcio Crzl al nucli en condicions d’estrés per

pH alcali

S’ha demostrat que 1’exposicio de cel-lules de llevat a elevades concentracions
de calci en el medi activa la calcineurina la qual actua fosforilant el factor de
transcripcid Crzl 1 com a conseqliencia aquest és translocat cap al nucli de la cel-lula
(Stathopoulos-Gerontides et al., 1999) per regular la transcripciéo d’un conjunt de gens.
Per aquest motiu vam decidir examinar la localitzacié de Crzl en resposta a pH alcali
utilitzant la proteina GFP fusionada amb Crzl en cél-lules salvatges i mutants cnbl
(figura 37). Tant en les cél-lules salvatges com en les cél-lules mutants cnbl crescudes
en condicions estandards, la proteina GFP-Crzl es trobava en el citosol. En canvi, quan
les cél-lules salvatges eren incubades a un pH de 7,9-8,1, la proteina GFP-Crzl era
translocada al nucli. Com a control positiu es van utilitzar ce¢l-lules salvatges tractades
amb CaCl, i com a control negatiu les cel-lules de llevat es van incubar amb KCI.
Aquests experiments es van repetir tres vegades 1 els resultats obtinguts mostraven que,
igual que per elevades concentracions de calci, en condicions de pH alcali es produeix
una translocaci6 de Crzl al nucli. Per tant, podem concloure que les cél-lules de llevat
exposades a pH alcali presenten un augment del calci intracel-lular (Viladevall et al.,

2004) que produeix ’activacid de la calcineurina la qual defosforila Crzl i com a
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conseqiiencia aquest és translocat el nucli (Viladevall et al., 2004) a on reconeix

elements CDRE dels promotors dels gens 1 actua activant la seva transcripcio.

Kcl CaCl, KOH

Figura 37. Translocacié de Crz1 al nucli en condicions d’estrés per pH alcali. Les cél-lules
de llevat wt i cnbl les qual expressen 3xGFP-Crz1 (LMB127) es van créixer a 21 °C fins a
arribar a la fase exponencial. Les cél-lules van ser tractades durant 30 minuts amb 200 mM de
CacCl,, 16 mM de KOH (pH 8,0) o 16 mM de KCI i van ser visualitzades utilitzant un microscopi
de fluorescéncia amb un augment de 1000 vegades.
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Conclusions

1. S’han amplificat aproximadament 6000 gens de Saccharomyces cerevisiae en
col-laboraci6 amb els laboratoris de la Universitat de Valéncia 1 la Universitat

Complutense de Madrid mitjancant tres estratégies diferents:

e Utilitzant la primera estratégia es van amplificar els ORFs de S. cerevisiae a partir
de la biblioteca Yeast Exclones obtenint un producte satisfactori de 5563 gens (76

%).

e Per a I’amplificacié dels ORFs que presentaven una longitud superior a 3 Kb es
van dissenyar oligonucleotids interns obtenint un percentatge d’exit del 96,8 %.

e Els ORFs que havien donat un resultat negatiu utilitzant aquestes dues estratégies,
més 56 ORFs nous descoberts van ser amplificats a partir de DNA genomic
mitjancant els oligonucleotids GenePairs (Research Genetics) amplificant el 95,2 %
d’aquests.

2. Amb el material amplificat s’han generat microxips de DNA que contenen 6073
ORFs de llevat, 286 gens duplicats que segons estudis previs presenten un augment
transcripcional en condicions de pH alcali, 40 gens seleccionats a 1’atzar 1 una série de

controls positius i negatius donant lloc a un total de 6720 deposicions.

3. Dels 6073 ORFs representats en el microxip 266 presenten un increment dels nivells
de mRNA de, com a minim, dues vegades després de 1’exposicio a pH alcali durant 10,

20 i/0 45 minuts.

4. D’aquests 266 gens, 159 presenten un pic maxim d’expressié als 10 minuts (resposta
primerenca), 86 als 20 minuts (resposta intermedia) i només 21 presenten una resposta
tardana (pic d’expressido als 45 minuts). La majoria dels gens induits de manera
primerenca retornen als nivells basals rapidament. Podem concloure que la resposta

enfront a una situacié d’estres per pH alcali és, en general, rapida i transitoria.

5. La divisio en categories funcionals d’aquests 266 gens ens revela que:

e Un nombre important de gens relacionats amb la resposta a estrés oxidatiu també
son activats com a resposta a pH alcali. Part la de resposta transcripcional deguda a
I’exposicid a un pH elevat podria ser el resultat d’una situacio d’estrés oxidatiu.

e En condicions de pH alcali s’activen un conjunt de gens involucrats en la captacid

de ferro i coure del medi observant-se una resposta similar a 1’obtinguda en
condicions limitants d’aquests ions.
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e En la categoria funcional on s’inclouen gens relacionats amb el transport cal
destacar la preséncia de transportadors d’hexoses i de fosfat. L’exposicio a pH alcali
podria generar una situaci6 limitant de glucosa i fosfat inorganic.

e Un nombre significatiu de gens identificats en la resposta enfront a una situacié de
dany a la paret cel-lular també son activats per 1’exposicio a pH alcali. La exposicio
a pH alcali podria generar, en més o menys grau, una situacié de dany a la paret
cel-lular.

6. 159 gens presenten una disminucid en els nivells de mRNA després de 1’exposicio a
pH alcali de com a minim dues vegades. Aproximadament un 30 % d’aquests gens
codifiquen proteines implicades en la biosintesi, modificacié de proteines o en la

biogenesi i ensemblament de ribosomes.

7. S’han identificat 27 gens regulats per la via de senyalitzacid de la calcineurina en
condicions de pH alcali. D’aquests, 21 van ser identificats com a dependents de Crzl1.
S’ha comprovat que es produeix una translocacié de Crzl al nucli en condicions de pH
alcali. Per tant, es corrobora que el factor de transcripcid Crzl és el mediador principal

de la resposta transcripcional que té lloc a través de la via de la calcineurina.

8. Només un 41 % dels gens dependents de la calcineurina presenten seqiiéncies CDRE
identificades actualment. Aquests resultats suggereixen que aquestes no representen tots
els possibles llocs d’uni6 a Crzl. Hem definit un nou consens d’uni6 a Crzl, WGGCTS,

el qual esta present en un 70 % dels gens identificats com dependents a la calcineurina.

9. Cal destacar I’existéncia de quatre gens (YAL0O61W, PNCI, SPII i PRBI) que
apareixen com a dependents del factor de transcripcié Crzl perd no de la calcineurina.
Aquests resultats suggereixen que el factor de transcripcido Crzl podria estar regulat per

una via de senyalitzaci6 independent de la calcineurina.
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