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Introduccion

La levadura S. cerevisiae como organismo
modelo

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo ampliamente
utilizado por el hombre desde la antigliedad. Es el organismo responsable
de la fermentacion de las bebidas alcoholicas como la cerveza y el vino,
asi como el utilizado para la fabricacion del pan. S. cerevisiae es una
levadura de vida libre que pertenece a la clase de los hongos
hemiascomicetos y que puede alternar entre ciclos de vida haploide y
diploide. §. cerevisiae también es el eucariota unicelular mas utilizado
como organismo modelo debido a su facilidad de cultivo y manipulacion
genética. Ademas, a pesar de la gran distancia evolutiva que la separa de
los eucariotas superiores, sus procesos celulares bdsicos estan muy
conservados. Todo esto hace que exista una extensa comunidad cientifica
que la usa como modelo de estudio, no s6lo por sus aplicaciones
biotecnoldgicas sino también para comprender mejor el funcionamiento
de procesos celulares basicos.

S. cerevisiae en la forma haploide tiene un tamafio de 4 um de diametro y
un genoma con una secuencia completa de unas 12 Mb en las que hay
unos 6000 genes. Por su importancia como organismo modelo, asi como
por el pequeno tamafio de su genoma, fue el primer organismo eucariota
en ser secuenciado (Goffeau A. et al 1996). Ademas, desde la aparicion
de las técnicas gendmicas que permiten un abordaje global de los
procesos celulares S. cerevisiae se ha convertido en el principal
organismo utilizado en el desarrollo de estas técnicas.

Estudio globales y tecnologias dmicas

En los ultimos afios se han desarrollado un gran nimero de técnicas para
el estudio de los problemas bioldgicos que se caracterizan por la
obtencion de una gran cantidad de datos a partir de un inico experimento
y el uso de herramientas bioinformaticas para el estudio posterior de los
resultados. Estas estrategias, llamadas “omicas™, se diferencian de las
técnicas clasicas de biologia molecular en que, en vez de estudiar con
detalle un tUnico proceso (gen, proteina,...), permiten un abordaje
“global” del problema. Entre las diferentes 6micas podemos destacar la
gendmica (estudia los genes o secuencias de DNA en general), la
proteomica (estudia las proteinas) o la metaboldmica (estudia los
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Introduccidn

metabolitos), aunque cada vez hay mas campos de la biologia que usan
este tipo de aproximaciones globales.

La principal ventaja de las tecnologias émicas es que permiten realizar
simultaneamente una gran cantidad de medidas. Sin embargo, la
desventaja intrinseca asociada a este tipo de técnicas es que, aunque el
error experimental asociado a cada una de las medidas individuales sea
pequeiio, debido al gran numero de medidas, un significativo nimero de
los resultados seran erroneos. Para disminuir este error es necesario
realizar réplicas experimentales de cada experimento y usar herramientas
estadisticas para analizar los resultados. Ademas, la gran cantidad de
datos que se obtienen con cada experimento hace imprescindible el uso
de herramientas bioinformaticas para la interpretacion de los resultados.
De esta manera, el andlisis de los resultados y la integracion de la ingente
cantidad de datos “Omicos” se ha convertido por si misma en una
importante disciplina dentro del campo de la bioinformatica.

Técnicas gendmicas. Los chips de DNA.

Las técnicas genomicas son aquellas que permiten analizar de forma
simultdnea una gran cantidad de genes u otras secuencias de DNA en un
unico experimento. Y dentro de este campo, una de las tecnologias mas
importante y ampliamente utilizada es la de los chips de DNA (también
llamados micromatrices o “microarrays’).

Los chips de DNA consisten en un soporte solido sobre el que, por
métodos automatizados, se fijan secuencias de DNA conocidas (sondas)
organizadas sobre la superficie. Posteriormente, gracias a la hibridacion
por complementariedad de los acidos nucleicos, las moléculas de una
muestra problema se unen preferentemente a la region que contiene
sondas con secuencia complementaria. De esta forma se puede
determinar que moléculas y en qué cantidad estaban presentes en una
muestra.

Existe una gran variedad de chips de DNA diferentes atendiendo a su
fabricacion. Asi, se pueden fabricar sobre diferentes soportes, siendo el
mas comun las laminas de vidrio recubiertas con grupos reactivos,
aunque también se pueden usar membranas de nylon (los Ilamados
“macroarrays”). Por lo que respecta al tipo de sondas que se depositan
sobre el chip pueden ser fragmentos de diferente longitud de DNA de
doble o simple cadena. Ademas, dependiendo de la tecnologia usada, las
sondas se pueden sintetizar “in vitro” y ser depositadas posteriormente
sobre el soporte o sintetizarse directamente “in sifu” sobre el soporte.
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Introduccidon

Con esta gran variedad de tecnologias diferentes los chips de DNA
pueden poseer desde unos pocos cientos a millones de sondas.

Seglin el disefio y el nimero de sondas en los chips de DNA se pueden
encontrar desde chips con BACs como sondas que cubren grandes
regiones de los cromosomas y cuya principal aplicacion es la hibridacion
gendmica comparada (ArrayCGH) para el estudio de anormalidades
cromosOmicas, hasta los chips con oligos de embaldosado que han
surgido en los tultimos afios y que cubren la totalidad del genoma
solapando las sondas entre ellas y ofreciendo una resolucion de hasta
unos pocos pares de bases (fig 1). Sin embargo, los chips mas
comunmente utilizados actualmente son los chips de cDNAs (con sondas
que cubren completamente los genes del organismo) o aquellos que
poseen uno o varios oligos dispuestos en el interior de cada gen. En
cuanto al disefio también se puede diferenciar entre chips con sondas
especificas para cada una de las hebras o con sondas de doble cadena que
no permiten distinguir entre hebras.

BACs
) — < I —
cDNA
) — < I —
Oligos _ e =
) — < I —
Oligos de embaldosado _ __ _ _ _ __ ___________
IS 1 X =00

Figura 1. Clasificacion de los chips de DNA seqgun el disefio de las
sondas y su disposicién respecto a la anotacion del genoma de
estudio. En rojo se esquematizan las sondas presentes en el chip, y
en blanco los genes anotados en el genoma.

Por lo que respecta a las aplicaciones de los chips de DNA éstas son
multiples y aumentan continuamente a medida que se aplican estas
tecnologias en diferentes campos de investigacion. Sin embargo, la
aplicacion mas usual es la evaluacion de los mRNAs presentes en una
condicion determinada (transcriptoma), aunque otros usos comunes van
desde el estudio de anormalidades cromosomicas con la hibridacion
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cromosOmica comparada o la deteccion de SNPs, hasta la localizacion
fisica de proteinas en regiones concretas del genoma (ChIP-on-chip) o la
deteccion de patogenos.

El proceso de la transcripcion

La transcripcion es el proceso por el que las células sintetizan RNA
usando como molde el DNA. Este es un proceso complejo y altamente
regulado y en ¢l intervienen multiples factores, tanto factores generales
de la transcripcion como factores transcripcionales especificos. En S.
cerevisiae existen 3 polimerasas nucleares encargadas de producir los
diferentes tipos de RNA. Por una parte, la RNA pol I es la encargada de
la transcripcion de los rRNAs y su actividad corresponde a un total del
60% de la actividad transcripcional de la célula (Warner J.R. 1999). Por
otra parte la RNA pol II se encarga de transcribir los mRNAs y algunos
ncRNAs, representando la actividad de esta polimerasa un 30% de la
actividad total. Finalmente la RNA pol III es la que transcribe los tRNAs,
el rRNA 5S y otros ncRNAs.

Transcripcion por la RNA polimerasa |l

La RNA pol II es la encargada de producir los mRNAs que daran lugar a
las proteinas. Aunque su actividad transcripcional represente solo un
pequeio porcentaje de la actividad total, la gran diversidad de moldes de
DNA que debe ser capaz de reconocer (todos los genes codificantes de
proteinas) y la regulacion a la que se ve sujeta la convierten en la mas
estudiada. La RNA pol II presenta una alta conservacion estructural entre
todos los eucariotas, y en levadura esta formada por 12 subunidades.
Rpb1 es la subunidad mayor, con unos 200 kDa. Esta subunidad presenta
un dominio carboxiterminal (CTD) caracteristico, formado por la
repeticion de un heptapéptido (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser). El nimero
de repeticiones de este heptapéptido varia entre los diferentes eucariotas,
siendo de 26 repeticiones en S. cerevisiae, 34 en C. elegans, 43 en D.
melanogaster y 52 en humanos, lo que sugiere que el nimero de
repeticiones puede estar relacionado con el incremento de la complejidad
del genoma (Hampsey M. 1998). Ademas este dominio actlia como punto
de anclaje para diferentes proteinas durante el proceso de la
transcripcion.

Durante el proceso de la transcripcion por la RNA pol II podemos
distinguir diferentes etapas: el reclutamiento de la polimerasa al
promotor, el ensamblaje de la maquinaria general de transcripcion
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(GTFs), la iniciacidon de la transcripcidon [compuesta por el ensamblaje
del complejo de preiniciacion (PIC), formacion del complejo abierto e
iniciacidon], elongacidon transcripcional y terminacion. Durante este
proceso se asocia a multitud de otros complejos tanto generales como
especificos de genes concretos. Ademas, durante las diferentes etapas el
dominio CTD de la RNA pol II sufre un ciclo de fosforilaciones
caracteristico (fig 2). Estas fosforilaciones no son s6lo necesarias para
una correcta transcripcion, sino que tambi€én son necesarias para la
remodelacion de la cromatina después del inicio de la transcripcion y
para el procesado de los RNAs nacientes. E1 CTD se encuentra en forma
no fosforilada durante la formacion del complejo de preiniciacion. Sin
embargo, cuando se inicia la transcripcion el CTD es fosforilado en la
Serina 5 por Kin28p (que forma parte de TFIIH). La fosforilacion en
Ser5 permite iniciar la transcripcion y reclutar la maquinaria necesaria
para anadir la caperuza al RNA naciente. Posteriormente es necesaria la
accion de la fosfatasa Fcplp para eliminar esta fosforilacion y liberar asi
la maquinaria de adicion de caperuza de la maquinaria transcripcional.
De esta forma la fosforilacion en SerS va disminuyendo a medida que
transcurre la elongacion. Posteriormente se da una fosforilacion en la Ser
2 por parte de Ctklp y Burlp. Esta fosforilacion es necesaria para
producir una transicion entre una etapa de transcripcion temprana y la
elongacion. La fosforilacion en la Ser2 va aumentando durante la
elongacion y es necesaria para una correcta terminacion, permitiendo el
reclutamiento de la maquinaria para el procesado 3’ del mRNA naciente.
Finalmente, al producirse la terminacion, las fosfatasas Fcplp y Ssu72p
(entre otras) reciclan las polimerasas a su estado hipofosforilado inicial
(Hirose Y. y Ohkuma,Y. 2007; Svejstrup J.Q. 2004).

Sin embargo, el punto de vista clasico de la transcripcion en el que las
polimerasas se encuentran exclusivamente en los promotores o dentro de
los genes esta cambiando en los ultimos afios (Koch F. et al 2008).
Estudios de chips de DNA de embaldosado realizados en S. cerevisiae
han permitido determinar que el 85% de su genoma se transcribe durante
el crecimiento en medio rico, correspondiendo una parte importante de
esas regiones a transcritos antisentido (David L. ef al 2006; Xu Z. et al
2009). Ademas, se ha encontrado que las polimerasas no se distribuyen
de forma homogeénea por las regiones codificantes, sino que pueden
acumularse en zonas concretas como el principio de los intrones en
metazoos (Brodsky A.S. ef al 2005). Con respecto a la localizacion de las
polimerasas, recientemente se ha demostrado que estas pueden estar
prereclutadas en multitud de genes a la espera de ordenes para entrar en
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transcripcion activa. Esto se ha descrito tanto en levaduras (Radonjic M.
et al 2005) como en metazoos (Muse G.W. et al 2007; Radonjic M. et al
2005; Zeitlinger J. et al 2007). Sin embargo la situacion no es idéntica en
ambos casos. En el caso de los metazoos se ha descrito que las
polimerasas pueden haber iniciado la transcripcidbn y permanecer
pausadas dentro de los 50 primeros nucleétidos en lo que se llama pausa
proxima al promotor (PrPP, promoter proximal pausing) (Core L.J. y
Lis,J.T. 2008; Margaritis T. y Holstege,F.C. 2008; Price D.H. 2008;
Tamkun J.W. 2007). Siendo este mecanismo de regulacion
transcripcional una generalizacion de lo que ya se habia descrito
previamente para metazos como c-Myc en mamiferos o el gen HSP70 en
Drosophila (Bentley D.L. y Groudine,M. 1986; Rougvie A.E. y Lis,J.T.
1988). Sin embargo esta pausa proxima al promotor no se ha encontrado
en levadura.

[Ciclo de transcripcion ]

[ >
Fosforilacién{ T i
del CTD e - ST >
Ser5-P
RNApol II
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MRNA
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Figura 2. Ciclo de fosforilaciones del CTD a lo largo del proceso de
transcripcion. EI dominio carboxiterminal de la RNA pol Il (CTD) se
fosforila en las Serinas 2 y 5 del heptapéptido (YSPTSPS) durante el
proceso de la transcripcion. La polimerasa se recluta en forma
hipofosforilada, durante la iniciacion se fosforila en Ser5 vy
gradualmente va perdiendo esa fosforilacion. La fosforilacion en
Ser2 va aumentando durante la elongacion del mRNA y en la
terminacién el CTD vuelve al estado hipofosforilado.
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También hay que tener en cuenta que la vision de la transcripcion en la
que la maquinaria transcripcional es reclutada a los genes para ejercer su
funcién es solo una simplificacion. De hecho cada vez hay mas
evidencias de la importancia de la localizacidén espacial de los diferentes
genes dentro del nucleo (Dekker J. 2008; Sexton T. et al 2007), con
respecto a las llamadas factorias transcripcionales (Marenduzzo D. et al
2007) (que son acumulaciones de RNA polimerasas donde se reclutan los
genes para ser transcritos) o al poro nuclear (Komili S. y Silver,P.A.
2008).

Técnicas genomicas para el estudio de la
transcripcion

GRO: Genomic Run-on

La inmensa mayoria de trabajos utilizando chips de DNA estudian la
cantidad de mRNA de una muestra y como cambia esta en diferentes
condiciones o tratamientos (Sambrook J. y Russell,D.W. 2001). Sin
embargo la cantidad de mRNA de la célula en una condicion determinada
depende de dos factores, la transcripcion (produccion de nuevo mRNA) y
la degradacion del mRNA existente (relacionado con la estabilidad del
mRNA). Para comprender mejor el proceso por el que la celula responde
a diferentes condiciones y poder diseccionar los dos procesos anteriores
es muy util disponer de una herramienta gendmica que estudie
especificamente el proceso de la trascripcion.

El “Genomic Run-on” (GRO) es una técnica desarrollada en nuestro
grupo de investigacion (Garcia-Martinez J. et al 2004) que permite el
calculo de las tasas de transcripcion de los genes de levadura. Esta
técnica es un escalado genomico del “Trasncription Run-on” (TRO)
(Hirayoshi K. y Lis,J.T. 1999). Basicamente consiste en tres pasos:

1. Permeabilizacion de las celulas mediante el uso de un detergente
(Sarkosil) que desorganiza parcialmente la cromatina pero deja
unida las polimerasas en transcripcion activa. Sin embargo, la
transcripcion se detiene porque los NTPs escapan de la célula
debido a la permeabilizacion.

2. Un pulso de elongacion de los mRNAs nacientes por parte de las
propias polimerasas de las células al afadir una elevada
concentracion de NTPs incluyendo un nucleétido radiactivo (*°P-
UTP).
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3. Purificacion de los RNAs marcados e hibridacion de los mismos
con un macroarray de nylon.

RNApol Il RNApol Il RNApol Il

Figura 3. Modelo del marcaje de mRNASs nacientes mediante run-on.
Aquellas polimerasas que estan en transcripcion activa (azules) en
el momento de someter a las células a un experimento de run-on
elongan su mMRNA naciente marcandolo con el precursor radiactivo,
pero aquellas que no estén en transcripcion activa (aunque estén en
contacto con el gen) no daran sefial de GRO.

Mediante este protocolo, las RNA polimerasas que estan en transcripcion
activa en la célula producen un fragmento de RNA naciente marcado
radiactivamente (fig 3). La sefial obtenida de la hibridacion del RNA
naciente, normalizada por una sefial obtenida con la hibridaciéon de DNA
gendmico, permite obtener una medida de la densidad de polimerasas
transcripcionalmente activas por gen. Posteriormente, asumiendo una
velocidad de transcripcion constante a lo largo del gen, se puede calcular
la tasa de transcripcion para cada uno de los genes de levadura para un
momento determinado.

Recientemente ha sido publicado un estudio en el que se aplica este
mismo concepto para, mediante el uso de secuenciacidon masiva, realizar
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un estudio a nivel gendmico de la transcripcion en humanos (Core L.J. et
al 2008).

ChIP-on-chip: estudio gendmico de la localizacion
de proteinas

Otra técnica genomica utilizada para el estudio de la transcripcion es la
inmunoprecipitacion de cromatina. Esta técnica permite estudiar si una
proteina se une especificamente a una secuencia concreta del DNA (Kuo
M.H. y Allis,C.D. 1999). Su aplicacion mas comun es la determinacion
de la union de factores transcripcionales a los genes que regulan. Esta
técnica consiste basicamente en entrecruzar las proteinas con el DNA
usando un reactivo bifuncional como el formaldehido. Una vez unidas las
proteinas entre si y con el DNA se rompen las células y se fragmenta la
cromatina mediante ultrasonidos. Posteriormente, se incuba la cromatina
fragmentada con un anticuerpo especifico para la proteina de interés y se
obtiene una fraccion enriquecida en fragmentos de DNA que estaban
entrecruzados con la proteina de interés. Una vez enriquecida la muestra
en cromatina se revierte el entrecruzamiento entre DNA y proteinas, y se
purifican los fragmentos de DNA. En la inmunoprecipitacion de
cromatina “clasica”, o ChIP (Chromatin Inmuno Precipitation™), esta
muestra de DNA se analiza mediante PCR para determinar si la proteina
de interés se une a regiones concretas del genoma.

El ChIP-on-chip es un escalado genomico del ChIP. Pero, en vez de
analizar la union de la proteina de interés a secuencias concretas del
DNA mediante PCR, sirve para estudiar simultaneamente todos los sitios
de union de una proteina sin necesidad de tener un conocimiento “a
priori” de las zonas donde se uniria. Para ello es necesario marcar la
muestra de DNA inmunoprecipitado y analizarlo usando chips de DNA
(Iyer V.R. et al 2001; Ren B. et al 2000).

Degradacion de los mRNAs en eucariotas

La cantidad de mRNAs presentes en la célula es el producto de dos
procesos opuestos. Por una parte la sintesis de nuevos RNAs
(transcripcién) y por otra la degradacion de los mismos. Aunque
tradicionalmente se ha estudiado mas intensamente el proceso de la
transcripcion como el proceso mas importante para la regulacion de la
cantidad de mRNAs, la degradacion de los mRNAs es también un
proceso importante para esta regulacion en la célula. De hecho, cada vez
se esta dando mas importancia a la etapa postranscripcional como un
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factor decisivo en la regulacion de la expresion génica en eucariotas
(Mata J. et al 2005; Pérez-Ortin J.E. 2007; Pérez-Ortin J.E. et al 2007,
Sunnerhagen P. 2007) y, por lo tanto, el estudio de la estabilidad de los
mRNAs esta siendo cada vez el objeto de mas esfuerzos por parte de la
comunidad cientifica.

Rutas de degradacion de mRNAs en eucariotas

En eucariotas existen principalmente dos grandes rutas por las que la
mayoria de los mRNAs son degradados (Meyer S. ef al 2004; Parker R. y
Song,H. 2004). Estas dos vias se diferencian por tener una degradacion
5’—3’ 0 3°’—>5’, siendo la desadenilacion o recorte de la cola poli (A) el
primer paso comun de ambas rutas (fig 4).

Las sucesivas etapas en la degradacion de los mRNAs estan altamente
reguladas y las células poseen enzimas encargados de realizar las
diferentes etapas. En levadura, el principal complejo enzimatico con
actividad deadenilasa es el complejo Ccr4-Not, aunque existen otros
complejos con actividad deadenilasa como los complejos PAN y PARN.
Ademas, cada tipo de complejo deadenilasa presenta una preferencia por
un tipo de mRNPs y por lo tanto, la alteracion de la funcion de alguno de
estos complejos afecta preferentemente a una determinada poblacion de
mRNAS. EI recorte de la cola poli (A) es un paso limitante en la
degradacion de los mRNAs, y solo cuando ésta se ha recortado por
debajo de un determinado tamafio (unos 10 nucleodtidos en levadura o
unos 30-60 en mamiferos) puede seguir la degradacién de los mRNAs.
Después del recorte de la cola poli (A), los mRNAs pueden seguir dos
vias diferentes para continuar su degradacion.

En la via de degradacion 5°—3°, el primer paso consiste en la
eliminacion de la caperuza 5° de los mRNA por parte del complejo
Dcplp-Dep2p y posteriormente los mRNAs son degradados por la
nucleasa 5°—3’° Xrnlp.

Alternativamente, los mRNAs pueden ser degradados por la via 3°—5’.
En este caso es el exosoma citoplasmatico el encargado de degradar los
mRNAs. Todos estos procesos estan altamente regulados y los mRNAs
pueden ser degradados preferentemente por algunas de estas vias
pudiendo darse una regulacioén diferencial de los mRNAs en funcién de
su via de degradacion (Benard L. 2004; He F. et al 2003). Ademas
también existen mecanismos especificos que pueden controlar
especificamente la estabilidad de unos pocos mRNAs mediante cortes
endonucleoliticos (Puig S. et al 2005).
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AAA (55-75)

@ @ [Desadenilaci()n ]

AAA (10-12)
Eliminacion de la
caperuza 5’
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@ AAA (1.1 [ Degradacién 3' —%' ]

Xrnl [ Degradacion 5° —3’ ]

Figura 4. Principales vias de degradacién de mRNAs en eucariotas.
Los mMRNAs después de un paso inicial de desadenilacion, pueden
degradarse por la via 5’—3’ después de eliminarse la caperuza 5', o
por una degradacion 3'—5 mediada por el exosoma citosolico.
Adaptado de Parker R. y Song, H. (2004).

La degradacion de los mRNAs, ademds de en el citoplasma, también
puede darse en el nlcleo. En el nucleo las vias de degradacion son
similares a las descritas para el citoplasma. Asi, se puede encontrar una
ruta de degradacion 5°—3’°, que lleva a cabo la exonucleasa Ratlp
(homologa de la citoplasmica Xrnlp), y una ruta 3’—5’, en la que el
exosoma nuclear es el encargado de la degradacion (Saguez C. et al
2005). Estas rutas eliminan principalmente mRNAs defectuosos (con
intrones o truncados) o carentes del adecuado complemento proteico.

Ademas de estas rutas de degradacion generales, las cé€lulas poseen
mecanismos altamente especializados para reconocer y degradar mRNAs
anomalos (Parker R. y Song,H. 2004). De esta manera, existen multiples
mecanismos especializados que detectan pre-mRNAs con defectos en su
procesado y los degradan. También hay mecanismos que eliminan
especificamente mRNAs que contienen codones de parada prematuros
(Non-sense Mediated Decay, NMD) o que incluso no contienen codones
de parada (Non Stop Decay, NSD).
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Equilibrio entre p-bodies y traduccion.

Un factor importante para la degradacion de los mRNAs es su
localizacion subcelular. Dependiendo de su localizacion los mRNAs
pueden estar en transcripcion activa formando parte de los poliribosomas
o en lugares de almacenamiento o degradacion.

Recientemente se ha descubierto que existen en eucariotas agregados
discretos en el citoplasma formados por acumulaciones de mRNAs que
no se encuentran en transcripcion, los llamados “cuerpos de procesado” o
p-bodies (Sheth U. y Parker,R. 2003). Los p-bodies estan formados
basicamente por proteinas implicadas en la eliminacién de la caperuza 5’
de los mRNAs, la degradacidén 5°—3’ y la represion de la transcripcion.
Ademas, existe un equilibrio entre el ensamblaje de los mRNAs en la
maquinaria de traduccion o en p-bodies, de forma que segun las
necesidades celulares los mRNAs se pueden dirigir hacia uno u otro
complejo. Ademas, los mRNAs que se han dirigido hacia los p-bodies no
estan exclusivamente destinados a la degradacion, sino que pueden
volver a salir para retornar a la maquinaria de traduccion. Por lo tanto, el
envio de los mRNAs hacia los p-bodies para su degradacion no es un
proceso irreversible, sino que existe un equilibrio dindmico y altamente
regulado de los mRNAs entre traduccion, degradacion y almacenamiento
(Eulalio A. et al 2007; Parker R. y Sheth,U. 2007).

Es importante destacar que, ademas de los p-bodies, existen otros tipos
de granulos de RNA en levadura o en otros eucariotas. Asi se pueden
destacar los granulos presentes en células embrionarias que almacenan
RNAs maternos, los granulos neuronales que transportan mRNAs en las
neuronas para ser traducido cerca de las sinapsis o los granulos de estrés
que almacenan mRNAs que la c¢€lula no traduce durante un estrés
(Anderson P. y Kedersha,N. 2006). Ademas, la separacion entre los
diferentes tipos de granulo no es estanca y se estan descubriendo nuevas
clases (Gaillard H. y Aguilera,A. 2008).

Técnicas clasicas para el estudio de la estabilidad de
los MRNAs

Para estudiar la estabilidad de los mRNAs en S. cerevisiae existen
diferentes aproximaciones (Parker R. ef al 1991). Basicamente se pueden
clasificar estas técnicas en dos grandes grupos:
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* Las basadas en técnicas de pulso y caza donde se marcan los
RNAs y posteriormente se observa como desaparece la molécula
marcada

e Las basadas en una parada de la transcripcidbn y una
cuantificacion posterior de la cantidad de mRNA a diferentes
tiempos para cuantificar la desaparicion de las moléculas.

La aproximacion mas directa es realizar un pulso y caza usando
precursores del RNA radiactivos. El problema de esta aproximacién es
que es necesario trabajar con una gran cantidad de radiactividad con la
dificultad técnica que ello supone y solo permite detectar aquellos RNAs
mas abundantes. Por esto, este tipo de experimentos no son muy
habituales y son dificilmente utilizables a escala genomica.
Consecuentemente, las técnicas mas habitualmente usadas son las
basadas en una parada de transcripcion seguida de una determinacion de
la cantidad de mRNAs.

Para estudiar la estabilidad de un mRNA concreto se puede construir una
cepa con el gen de interés bajo el control de un promotor regulable que
pueda ser apagado, como un promotor GAL (Nam H.G. y Fried,H.M.
1986) o un promotor TetO (Belli G. et al 1998; Gari E. et al 1997). Sin
embargo, esta técnica solo permite calcular la estabilidad para el mRNAs
concreto para el que se haya construido la cepa con el gen de interés bajo
el control del promotor regulable. Ademas, en estos casos los genes se
expresan a partir de un promotor diferente al suyo, y por lo tanto tienen
alterada su transcripcion.

Otra posibilidad es producir una parada general de la transcripcion y
después medir la desaparicion de los mRNAs de interés. El problema
general de este tipo de técnicas es que una parada general de la
transcripcion es un evento muy estresante para las células, y por lo tanto
desencadenan una serie de respuestas celulares que puede interferir con
las medidas de estabilidad de mRNAs. Por otra parte las diferentes
drogas o estreses necesarios para producir una parada transcripcional
pueden a su vez tener efectos secundarios sobre otros procesos
metabolicos pudiendo afectar a los resultados. Ademads, al ser necesaria
la medida de las estabilidad de los mRNAs durante un periodo
prolongado tras la inhibicion general de la transcripcion, la propia
inhibicion de la transcripcion puede afectar a la presencia de factores
implicados en la degradacion de mRNAs.
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Una de las posibilidades para producir una parada general de la
transcripcion es usar una cepa mutante con una alelo termosensible de la
RNA pol II (rpbI-1) para el cual la transcripcion se reduce a menos del
10% a los dos minutos del cambio de 24°C a 36°C (Nonet M. ef al 1987).
Esta alternativa obliga a usar esta cepa mutante evitando asi la necesidad
de construir una cepa diferente para cada gen de interés. La contrapartida
de este método es que, para producir la parada de la transcripcion, es
necesario realizar un choque térmico (con el estrés que esto produce a las
células) y realizar las medidas de estabilidades de los mRNAs a 37°C,
que no es la temperatura habitual de crecimiento.

Otra de las posibilidades para producir una parada general de la
transcripcion es usar drogas inhibidoras de la transcripcién como la
tiolutina (Herrick D. et al 1990; Jiménez A. et al 1973) o la 1,10-
fenantrolina (Santiago T.C. et al 1986; Scrutton M.C. et al 1971) que
inhiben la transcripcion hasta el 5% o el 10%, usando 3 pg/mL o 100
ug/mL respectivamente (Parker R. ef al 1991). Esta aproximacion tiene la
ventaja de poder usarse con cualquier cepa de interés y ser técnicamente
sencilla (solo es necesario anadir la droga a la concentracidon adecuada).
Sin embargo el uso de estas drogas también desencadenan en célula la
respuesta al estrés (Adams C.C. y Gross,D.S. 1991; Grigull J. et al 2004).

Las técnicas basadas en una parada general de la transcripcion son
facilmente adaptables a escala gendmica. De hecho, el uso de un mutante
termosensible de la polimerasa ha sido usado previamente con éxito para
el calculo gendmico de la estabilidad de los mRNAs (Wang Y. et al
2002). Ademas, durante el desarrollo de este trabajo ha surgido un
estudio gendomico en el que comparaban diferentes técnicas de medida de
estabilidad a escala gendmica wusando diferentes inhibidores
transcripcionales (Grigull J. ef al 2004). Sin embargo, ninguna de estas
técnicas ha permitido determinar con €xito las estabilidades para mRNAs
cuya transcripcion se induce como respuesta al estrés, dado que las
propia técnica induce la transcripcion de estos genes.

Cinética de la degradacion de los mRNAs

Todas las técnicas anteriormente citadas permiten medir la desaparicion
de los mRNAs. Sin embargo, para poder expresar sus estabilidades de
forma cuantitativa es necesario asumir un modelo cinético para su
degradacion. La degradacion de los mRNAs no es un proceso sencillo,
sino que consta de diferentes etapas con diferentes parametros cinéticos
(Cao D. y Parker,R. 2001). Sin embargo, se suele realizar una
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simplificacidén de estos procesos asumiendo que siguen una cinética de
primer orden.

De esta manera, se puede realizar un andlisis simple de la variacion de su
concentracion en funcion del tiempo en ausencia de sintesis de mRNA
[1]. En esta ecuacion k;, que tendra signo negativo, representa la
constante de degradacion para el mRNA vy ¢ el tiempo. Posteriormente,
conociendo la cantidad de mRNAs a diferentes tiempos tras la inhibicion
se puede calcular el valor de la constante de degradacion. Para ello solo
es necesario representar la relacion en escala logaritmica entre la
concentracion de mRNA a un tiempo determinado respecto a la
concentracion inicial frente al tiempo. Si se ajustan esos puntos a una
linea recta, la pendiente de esta sera la constante de degradacién (ky) [2].
Una vez obtenida la constante de degradacion se puede calcular
directamente la vida media (t;,) de los mRNAs [3].

(1]  d[mRNAVdt=k[mRNA]
2]  In([mRNAJ/[mRNAJ)=kt
[3] t1/2=(ln 2)/kd

Sin embargo, hay que recordar que estos calculos son so6lo una
simplificacion Util de la cinética de la degradacion de los mRNAs, y en el
calculo de vidas medias a partir de la disminucion de la cantidad total de
los mRNASs se puede infraestimar la vida media real de los mRNAs (Cao
D. y Parker,R. 2001). Ademas, existen descripciones de curvas de
degradaciones bifasicas (Brendolise C. et al 2002) que ponen de
manifiesto que en algunos casos puede no ser correcto simplificar la
degradacion de los mRNAs a un proceso estocastico de primer orden.

Estrategias de expresion géenica

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacion
contenida en un gen da lugar a un producto génico con actividad
biologica (proteinas o RNAs). La expresiéon génica es un proceso
altamente regulado, y esta regulacidon se puede dar a lo largo de todas las
etapas necesarias para producir una actividad bioldgica determinada de
una proteina. Asi por ejemplo, la regulacion puede darse tanto al nivel de
sintesis o degradacion de mRNAs y proteinas, como modificando su
actividad o localizacion subcelular.

Las células pueden conseguir una determinada concentracion final de
proteina usando diferentes estrategias de regulacion génica, entendiendo
por estrategias tanto la relacion entre los diferentes parametros cinéticos
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(velocidades de sintesis de mRNAs y proteinas, velocidades de
degradacion,...) como la regulacion de cada una de estas etapas.
Dependiendo de la estrategia utilizada, la célula puede elegir entre
diferentes alternativas para optimizar diferentes pardmetros de interés
como el ahorro energético, la velocidad de respuesta o el ruido biologico.
Ademas, en general, las células usan estrategias de expresion génica
comunes para los genes involucrados en las mismas rutas fisiologicas
(Garcia-Martinez J. et al 2007).

Diferentes estrategias respecto a las tasas de
sintesis y degradacion.

Por lo que respecta a las tasas de sintesis y degradacion de las moléculas,
si la célula usa estrategias con elevadas tasas de sintesis y degradacion,
puede adaptar la concentracion de la molécula muy rapidamente a nuevas
condiciones fisioldgicas. Sin embargo, este alto recambio de moléculas
lleva asociado a su vez un gran consumo energético. Por el contrario, se
puede conseguir la misma concentracion final de moléculas usando tasas
de sintesis mas bajas y disminuyendo también su velocidad de
degradacion (aumentando la estabilidad de las moléculas). Sin embargo,
de esta manera se sacrifica la capacidad de producir cambios rapidos para
adaptarse a nuevas situaciones a cambio de una reduccion en el consumo
energetico (Garcia-Martinez J. ef al 2007; Pérez-Ortin J.E. et al 2007).

Ademds, aunque en general la concentracion de un mRNA es
directamente proporcional a la concentracion de la proteina que codifica
(Greenbaum D. et al 2003; Lu P. et al 2007), en algunos casos esto no es
cierto lo que confirma la importancia de los mecanismos de control
postranscripcionales (Pradet-Balade B. ef a/ 2001).

El hecho de que las células puedan usar diferentes estrategias de
expresion genica para obtener las mismas concentraciones finales de
proteina y mRNAs, y la importancia que éstas tienen en cuanto a la
regulacion de los diferentes procesos biologicos hace que cada vez se
estén realizando mas estudios encaminados a estudiar conjuntamente los
diferentes parametros cinéticos que contribuyen a producir una
determinada concentracion de proteina (Pérez-Ortin J.E. 2007;
Sunnerhagen P. 2007).

Estado estacionario para la expresion génica

Una de las asunciones mas habitualmente utilizadas para estudiar la
cantidad de mRNAs y proteinas es la del estado estacionario para su
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sintesis y degradacion. En este caso, se asume que la concentracion de un
determinado producto es constante a lo largo del tiempo, de forma que
sus tasas de sintesis y degradacion estan en equilibrio. Esto permite
relacionar directamente las tasas de sintesis y degradacion de una
molécula para una determinada concentracion. Esta asuncion se puede
aplicar a una poblacion de células que se encuentren en una situacion
fisiologica estable (Garcia-Martinez J. et al 2004). Sin embargo, no
puede aplicarse, al menos para todos los genes, en aquellos casos en los
que las células cambien de situacion fisioldgica (Pérez-Ortin J.E. et al
2007).

Ruido biologico para la expresion génica

Otro factor importante para la eleccion de una determinada estrategia de
expresion geénica es el ruido biologico. El ruido bioldgico para la
expresion génica hace referencia a las fluctuaciones aleatorias que
producen variaciones en la cantidad final de proteina (0 mRNA) para un
gen determinado. Mateméaticamente se define como la desviacion
estandar del numero de moléculas (Maheshri N. y O'Shea,E.K. 2007).
Esas variaciones se deben a los procesos estocasticos que ocurren a lo
largo de todo el proceso de expresion génica (transcripcion,
traduccidn,...) y su frecuencia y magnitud pueden afectar a la eficacia
biologica. De esta manera se puede diferenciar entre ruido
transcripcional, que mide la variabilidad de mRNAs y el ruido
traduccional, que parte del ruido transcripcional y lo amplifica debido al
ruido que se produce durante la traduccion. Por todo esto, el ruido
biologico es también un parametro sometido a presiones evolutivas para
el que los seres vivos han adoptado diferentes soluciones. Asi, por
ejemplo, los genes cuyas proteinas forman parte de complejos
macromoleculares deben de ser poco ruidosos, de manera que las
concentraciones finales de las diferentes proteinas se encuentren en la
proporcion adecuada. Por otra parte, el ruido también puede ser
beneficioso dado que la existencia de variaciones en la cantidad de
productos génicos puede ser importante en la diferenciacion de los seres
pluricelulares y en facilitar la supervivencia en ambientes con
fluctuaciones ambientales (Raser J.M. y O'Shea,E.K. 2005).

Una de las causas del ruido biologico es que el proceso de activacion de
los promotores (apertura de la cromatina, reclutamiento de factores
transcripcionales y maquinaria de transcripcion,...) €s un paso lento en la
produccion de mRNA, de forma que la transcripcion ocurre mediante
pulsos o “fogonazos” de transcripcion (Chubb J.R. et al/ 2006). Ademas,
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se considera que hasta un 90% de los eventos de iniciacion
transcripcional son abortivos y no producen, por lo tanto, un mRNA
completo (Struhl K. 2007). Por lo tanto, la propia estructura de los
promotores y la forma en que se produce la transcripciéon de los
diferentes genes puede influir en su ruido. Por ejemplo, los genes cuyos
promotores sufren procesos de activacion frecuentes seguidos de una
transcripcion menos eficiente son menos sensibles a los pulsos de
transcripcion y por tanto son genes menos ruidosos. En el otro extremo
estarian genes muy ruidosos cuyo promotor se activa menos
frecuentemente, pero una vez activos producen eficientemente mRNAs
mediante pulsos de transcripcion (Hofer T. y Rasch,M.J. 2005; Raser
JM. y O'Shea,E.K. 2004). Dentro de este tipo de genes, los mas
caracteristicos suelen se aquellos que poseen caja TATA en su promotor.

Genes RP vy regulon RIiBi como genes
altamente regulados

La sintesis de los ribosomas es uno de los procesos que requieren un
mayor consumo energético por parte de la célula (Warner J.R. 1999) vy,
en consecuencia, es también un proceso altamente regulado. Es un
proceso complejo que requiere la participacion tanto de los rRNAs como
proteinas que deben de estar presentes en unas relaciones
estequiométricas determinadas. Los ribosomas, ademas, sufren un
complejo proceso de maduracién. Por lo que hace referencia a la
transcripcion, los ribosomas necesitan productos de las tres RNA pol
nucleares, la RNA pol I (transcribe el rRNA precursor 35S), la RNA pol
IT (transcribe los mRNAs de los genes de las proteinas ribosomicas (RP)
y de las proteinas del regulon RiBi, que son necesarias para la sintesis
maduracion y exporte de los ribosomas, asi como factores de traducciéon
y proteinas relacionadas con las polimerasas [ y III) y la RNA pol III
(que transcribe el rRNA precursor 5S).

La sintesis de los ribosomas estd regulada principalmente por la
disponibilidad de nutrientes en el medio y la velocidad de crecimiento de
las células, dado que la capacidad de crecimiento celular esta
directamente relacionada con la produccion de nuevos ribosomas
(Jorgensen P. et al 2004; Regenberg B. et al 2006). Hay dos grandes
rutas de sefializacion, la ruta TOR y la ruta Ras/PKA, que estan
implicadas en la deteccién de nutrientes en el medio y que regulan la
sintesis de ribosomas afectando de forma coordinada a la transcripcion de
las tres polimerasas. Ademads, los genes RP y RiBi suelen presentar
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respuestas transcripcionales a las variaciones ambientales muy similares
(Gasch A.P. et al 2000; Miyoshi K. et al 2003).

La transcripcion de los genes RP esta altamente regulada y se conocen
multitud de factores implicados en esta regulacion (fig 5). Estos genes
suelen tener promotores con uno o dos sitios de union para las proteinas
bifuncionales Rapl y/o Abfl (que también tienen funciones en el
silenciamiento transcripcional). Cuando hay transcripcidon de los genes
RP, la proteina Sfpl se localiza en el interior del nucleo. En esa
situacion, interacciona con la proteina Fhll y su coactivador Ithl para
activar la transcripcion de los genes RP. Esta activacion se da
probablemente cambiando la funcién de Raplp (o de Abflp) de represor
a activador. Ademas de estas vias de regulacion deben existir otras, como
por ejemplo un efecto de Sch9 sobre transcripcion, probablemente
fosforilando a Raplp (Jorgensen P. et al 2004).

Ras/PKA TOR

\ stress
J‘ — Déficit de
l Sfpl Ribosomas
v ‘\ /

Fhil |[Rgml| > Genes RP
] . |

I -
Rapl1/Abfl

Sch9

Figura 5. Modelo de regulacién de la transcripcién para los genes de
las proteinas ribosomales. Los genes RP suelen tener uno o dos
sitios de union para Rapl (o Abfl). Por otra parte, la localizacion
subcelular de Sfpl esta regulada por diferentes sefiales, y a su vez
regula la localizacién de Ifh1/Fhll. Las proteinas Fhll/Ifhl pueden
activar la transcripcion cambiando el estado de las proteinas Rapl
(o Abfl) de un estado represor a uno activador. Adaptado de
Jorgensen P. et al. (2004).

El alto grado de regulacion que poseen estos genes les aporta otras
caracteristicas. De hecho, en un estudio gendmico para determinar el
ruido biologico asociado a cada gen, realizado midiendo la cantidad de
miles de proteinas en células individuales, se determind que estos genes
poseen un bajo nivel de ruido biologico (Newman J.R. ef al 2006). Este
bajo nivel de ruido biologico se debe en parte a la capacidad de Raplp y
Abflp de desplazar a los nucleosomas y dejar los promotores mas
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accesibles de forma que se minimizan los pulsos de transcripcion asi
como la rdpida degradacion de proteinas ribosdmicas libres, dado que
pueden ser toxicas para las células (Sun X.X. et al 2008). Por otra parte,
este menor ruido es necesario para la perfecta coordinacion entre la
cantidad de ribosomas y el crecimiento celular.

Silenciamiento transcripcional

El silenciamiento génico transcripcional es el proceso epigenético por el
que se apaga la expresion de los genes de manera prolongada mediante
cambios en la organizacion de la cromatina, como la modificacion de
histonas. Es importante diferenciar el silenciamiento producido por la
modificacion de proteina que impide la transcripcion (transcripcional) del
llamado silenciamiento postranscripcional producido por RNA de
interferencia y otros RNAs pequefios que destruyen los mRNAs ya
transcritos. Este Gltimo tipo no existe en S. cerevisiae.

Maquinaria de silenciamiento transcripcional en
levadura

En levadura, las proteinas de la familia Sir son las responsables de
silenciar determinadas zonas del genoma formando una estructura
cromatinica especial andloga a la heterocromatina que se forma en
organismos superiores. Estas proteinas estdn implicadas en regular la
estabilidad de la cromatina reprimiendo tanto la transcripcion como la
recombinacidén, y también han sido relacionadas con la longevidad
(Gross D.S. 2001). Las proteinas Sir se asocian basicamente a tres tipos
de regiones genomicas en levadura: a los telomeros, a los loci de
apareamiento inactivos (HMR y HML) y a copias silenciadas de rDNA.

Las proteinas Sir no se unen directamente al DNA, sino que son
reclutadas por otras proteinas. En los telomeros, es la proteina Raplp
(que también es un factor transcripcional asociado a los genes de las
proteinas ribosomicas) la que recluta a Sir3p y Sirdp, que posteriormente
reclutan a Sir2p. En el caso de los loci de apareamiento se reclutan a unas
regiones llamadas silenciadores situadas en los flancos del locus a
silenciar las proteinas Raplp, Abflp (que también se asocia con los
promotores de los genes de las proteinas ribosomicas) y ORC (el
complejo de reconocimiento de inicio de replicacion). Estas proteinas
junto con Sirlp reclutan al complejo Sir2/3/4 que se extiende por la
cromatina entre los dos silenciadores. Por otra parte, en el caso del rtDNA
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Sir2p se recluta via Netlp para suprimir la recombinacion en esas
regiones.

Sir3p y Sirdp tienen funciones estructurales que permiten que se una
Sir2p, que es una histona desacetilasa encargada principalmente de
desacetilar las lisinas 9 y 14 de la histona H3, y la lisina 12 de la H4.
Ademas, la desacetilacion de estos residuos se asocia con la ausencia de
transcripcion. Por otra parte, Sir3p y Sirdp son también necesarias para
formar estructuras cromatinicas de orden superior y para anclar las zonas
silenciadas a la periferia nuclear.

Clasicamente se creia que la inhibicion de la transcripcion durante el
silenciamiento se debia basicamente a un impedimento estérico que
impedia que la maquinaria de transcripcion se asociara a los promotores
de los genes silenciados. Sin embargo, recientemente se ha demostrado
que la cromatina silenciada no estd por ello libre de maquinaria
transcripcional (Gao L. y Gross,D.S. 2008; Sekinger E.A. y Gross,D.S.
2001). Por lo tanto, la represion transcripcional en la cromatina
silenciada se debe a una inhibicion de la transcripcion tras el
reclutamiento de la maquinaria (Gao L. y Gross,D.S. 2006). Es decir, que
la cromatina silenciada mediante Sir permite la uniéon de factores
transcripcionales especificos y de componentes del PIC (como la TBP y
la RNA pol II), pero impide su actividad transcripcional. El modo de
accion de la maquinaria de silenciamiento que existe en levaduras es muy
similar al que ocurre en organismos superiores, aunque las proteinas
implicadas no estén relacionadas. Por ejemplo, en Drosphila las proteinas
implicadas en el silenciamiento transcripcional son las proteinas del
grupo Polycomb (PcG), y a pesar de ser una forma evolutivamente
diferente de silenciamiento, parece actuar de manera similar a como lo
hacen las proteinas Sir en levaduras, permitiendo también el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional pero impidiendo su
actividad (Pirrotta V. y Gross,D.S. 2005).

El silenciamiento transcripcional como mecanismo

de regulacion génica.

Recientemente, estudios genomicos han permitido descubrir la
importancia de la regulacion del silenciamiento de genes implicados en el
desarrollo celular tanto en Drosophila como en células madre humanas
(Bernstein B.E. et al 2006; Lee T.I. et al 2006; Tolhuis B. et al 2006).
Ademas, otros estudios demuestran que puede existir un reclutamiento de
PcG a ciertos genes aunque estos estén transcripcionalmente activos
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(Bracken A.P. et al 2006). Todo esto refuerza la idea de que el
silenciamiento transcripcional es un proceso mucho mas dindmico de lo
que originalmente se pensaba, lo que esta haciendo que se empiecen a

estudiar sus posibles implicaciones con la regulacion transcripcional
(Ringrose L. 2007).

23



24

Objetivos




Objetivos

El objetivo general de este trabajo consiste en desarrollar y aplicar
nuevas técnicas gendmicas para el estudio del recambio de los mRNAs
en S. cerevisiae. Concretamente, se ha estudiado a escala genomica tanto
la degradacion como la sintesis de los mRNAs. Todo ello con el fin de
mejorar la vision conjunta de estos dos fendmenos que determinan la
cantidad del mRNA y la velocidad a la que ésta cambia en respuesta a los
cambios ambientales. Para ello se proponen los siguientes objetivos
especificos:

Estudiar la validez de la asuncidon de un estado estacionario para
la sintesis y degradacion de los mRNAs durante el crecimiento
exponencial de S. cerevisiae.

Desarrollar un método para el calculo de vidas medias de mRNAs
a escala gendmica basado en la hipotesis de estado estacionario y
en la técnica del Genomic Run-on (GRO) y contrastarlo con otros
disponibles en la bibliografia.

Desarrollar un nuevo método para calcular las tasas de
transcripcion a escala gendmica basado en la deteccion de
polimerasas unidas a los genes que permita contrastar los datos
obtenidos mediante GRO.

Estudiar las posibles diferencias bioldgicas entre la cantidad de
RNA polimerasas presentes en los genes y su actividad, para
extraer conclusiones sobre los mecanismos de transcripcion.

Adaptar la técnica del Genomic Run-on al marcaje fluorescente
para poder ser usada en chips de DNA de alta resolucion que
permitan un estudio mas detallado de la transcripcion.
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Materiales v métodos

Materiales y métodos

Técnicas microbiologicas

Cepas de levadura
En este trabajo se han utilizado las siguientes cepas de S. cerevisiae:

Tabla 1. Cepas de S. cerevisiae usadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Procedencia

Susana Rodriguez Navarro,

BQS252 Mat a, ura3-52, procede de FY 1679 (fondo genético S288c) tesis doctoral

Mat a, his3, leu2-3, ura3-52, rpb1::HIS3 con plasmido (Thompson C.M. y

s ra
7676 RY2522 (rpb1-1*, URA3, CEN, AMP) (fondo genético Young,R.A. 1995)
$288¢)
ARG3 BY4741, Mat a; RPBI1:Mycs-TRPI - (fondo genético (Vanti M. et al 2009)

S288¢)

Mat o, ade2, his2, leu2, ura3, trpl, rapl:URA3:UASg;-

Sl(iill)(l)l rpl25-RAPI con plasmido pRS415-RAPI (fondo genético (Graham LR. et al 1999)
P SCR101)
SCR101 Mat a, ade?2, his2, leu2, ura3, tipl, rapl:URA3:UASg.-

RAPIASI rpl25-RAPI con plasmido pRS415-RAPIASil(fondo (Graham L.R. et al 1999)
P genético SCR101)
Y01089 BY4741, Mat a, his3, leu2, metl5, ura3, tpk2::kanMX4 EUROSCARF

(fondo genético S288c)

Medios y condiciones de cultivo

Para crecer todas las levaduras en general se us6 el medio rico YPD. Este
medio contiene extracto de levadura 1%, peptona bacteriologica 2% y
glucosa 2%. Para los experimentos de cambio de fuente de carbono se
usé YPGal (extracto de levadura 1%, peptona bacterioldgica 2% vy
galactosa 2%). Todos los medios se esterilizaron autoclavandolos durante
20 minutos a 121°C.

Los cultivos se crecieron en matraces con una agitaciéon de 190 rpm y a
28°C, excepto el caso de la cepa termosensible Z676 que se crecid a
25°C.
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Técnicas de Biologia Molecular

Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de acidos nucleicos se rompieron las células en
presencia de fenol y se recuperd el DNA o RNA de la fase acuosa. Para
optimizar la recuperacion de acidos nucleicos se usé un Fenol a pH 4.5
en las extracciones de RNA y otro tamponado a pH 7.9 para las de DNA.

Extraccion de RNA

Para extraer RNA se parti6 de 50 mL de cultivo crecido a DOggo 0.5. Las
células se resuspendieron en 500uL de LETS (0.1M LiCl, 10 mM EDTA,
0.2% SDS y 10 mM Tris-HCI pH 7.4) y se afadieron a un tubo con 500
uL de perlas de vidrio y 500 pL de Fenol:Cloroformo: Alcohol Isoamilico
(125:24:1). Las células se rompieron usando un agitador FastPrep (MP)
con 4 pulsos de 30 s a 5.5 m/s. Se separaron las fases por centrifugacion
y se recuperoé la fase acuosa. Posteriormente se afiadid a esta fase 500 puL
mas de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (125:24:1) y se volvio a
recuperar la fase acuosa. A continuacion, para eliminar los restos de
fenol, se mezcld la fase acuosa con 500 uL de Cloroformo:Alcohol
Isoamilico (24:1) y se volvieron a separar las fases por centrifugacion.
Finalmente se precipitdo la fase acuosa con 1 volumen de LiCl 5 M
durante al menos 3 h a -20°C. Para eliminar los restos de litio se realiz6
una segunda precipitacion con 1/10 de acetato sédico 3 M y 2.5
volimenes de etanol 96°. La cantidad de RNA se cuantifico
espectrofotométricamente y se comprobd su integridad realizando una
electroforesis en gel de TAE (1 mM EDTA, 40 mM Tris-Acético pH 8)
agarosa al 1% o usando el sistema de electroforesis capilar Experion
(Bio-Rad). En los casos en que resultd necesario eliminar los restos de
DNA se realizdé una incubacion adicional del RNA con DNAsa I y
posteriormente se elimind la DNAsa mediante fenolizacion (proceso
descrito en detalle en el apartado de marcaje de cDNA usando cebadores
aleatorios).

Extraccion de DNA.

Para extraer DNA se partio también de 50 mL de cultivo crecido a DOggo
0.5. Las células se resuspendieron en 500 pL de 10’prep (2% TritonX-
100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA y 10 mMTris-HCI pH 8) y se
anadieron a un tubo con 500 puL de perlas de vidrio y 500 pL de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1). Las células se
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rompieron con un agitador FastPrep (MP) con 4 pulsos de 30 s a 5.5 m/s.
Se separaron las fases por centrifugacion y se recuperd la fase acuosa.
Posteriormente se afiadi6 a esta fase 500 uL més de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1) y se volvieron a separar
las fases. A continuacidn, para eliminar los restos de fenol, se mezclo la
fase acuosa con 500 puL. de Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1) y se
volvieron a separar las fases por centrifugacion. Seguidamente se
precipito la fase acuosa con 1/10 de acetato sdédico 3 M y 2 volumenes de
EtOH durante 3 h a -20°C. El DNA se resuspendio en 400 uLL TE (1 mM
EDTA, 10 mM Tris HCI pH 8) y se incub6 durante 30 minutos a 37°C
con 3 L RNAsa A libre de DNAsas (10 mg/mL, Roche). Posteriormente
se anadieron 10 uL Proteinasa K (20 mg/mL, Novagen) y se incub0
durante 1 h a 65°C. Finalmente, se volvido a fenolizar el DNA y se
precipitd con acetato sdédico y EtOH para, a continuacion, resuspenderlo
otra vez en TE.

PCR

Las condiciones habituales de amplificacion de DNA mediante PCR
consistieron en una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 94°C
seguidas de 30 ciclos de amplificacion (30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 52°C y 1 minuto a 72°C) y una extension final de 5 minutos a 72°C. La
temperatura de apareamiento se modifico en funcion de la 7m de los
cebadores empleados, y el tiempo de extension se aumenté dependiendo
del tamafo final del fragmento amplificado. Para las amplificaciones se
usaron, indistintamente, los termocicladores Mastercycler Personal
(Eppendorf) y GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Para cada reaccion de 25 PL totales se usé: 1 pL MgCl, (50 mM), 2.5 uL
Tampon 10x, 0.5 UL ANTPs (10 mM), 5 UL del cebador directo y 5 pL
del reverso (ambos a 2.5 puM), 9.75 pL H,O, 0.5 pL molde
(habitualmente DNA gendmico a 50 ng/uL) y 0.25 UL Taq DNA pol (5
u/uL ) de Biotools.

PCR cuantitativa

Todos los experimentos de qPCR se realizaron con el termociclador
DNAEngine acoplado al detector Chromo4 (Bio-Rad) y se analizaron
usando el programa Opticon Monitor (Bio-Rad). Para las amplificaciones
se uso la mezcla de qPCR Quantimix Easy SYG con Rox (Biotools)
basada en la deteccidon del producto amplificado por SYBR Green.

El programa consistié en una desnaturalizacion inicial de 1 minuto a
95°C seguidos por un total de 45 ciclos consistentes en: 30 s
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desnaturalizando a 95°C, 30 s de apareamiento de oligos a 50°C y 30 s de
elongacion a 72°C. En cada ciclo se midio la fluorescencia después de la
elongacion a 75°C, 80°C y 82°C, dependiendo de la temperatura de fusion
del producto amplificado. Finalmente se realizO una curva de
desnaturalizacion de los productos de PCR y se descartaron aquellos
amplificados que produjeron mas de un producto. Para cada reacciéon de
PCR se utilizaron los datos de fluorescencia obtenidos a la mayor
temperatura que no desnaturalizara el producto de PCR.

Para el andlisis de los resultados se utilizé el método AACT (Livak K.J. y
Schmittgen,T.D. 2001), comparando los resultados del amplificado de la
muestra inmunoprecipitada con el del extracto celular completo. Como
normalizador se us6 una region intergénica (Intg-V) (Komarnitsky P. et
al 2000).

Northern blot

Los RNAs se separaron por tamafios usando geles desnaturalizantes con
1% de agarosa, MOPS 1x (20 mM MOPS, 4 mM acetato sdédico, | mM
EDTA, pH 7) y 0.064% de formaldehido. En cada pocillo se cargaron
entre 15 y 20 pg de RNA resuspendidos en un volumen de 2 YL totales.
A esa cantidad de RNA se le afiadié 9.75 UL de una mezcla consistente
en: 14 uL MOPS 1x, 24.5 pL formaldehido 36%,70 PL formamida, 24
ML tampdén de carga de electroforesis (30% glicerol y 0,25% azul de
bromofenol) y 1 L BrEt 500 ng/pL. Posteriormente, se desnaturalizaron
las muestras calentandolas durante 10 minutos a 65°C y enfriandolas en
hielo. Una vez cargadas las muestras, se dejaron correr durante 2 a 3
horas a 50 V. Para cuantificar el rRNA y comprobar la carga de cada
carrera se realizaron lecturas del gel con un lector FLA3000
Phosphorimager (FujiFilm) usando el laser de 473 nm vy el filtro O580.
Los geles se transfirieron a membranas de nylon Hybond N (GE-
healthcare) por capilaridad usando SSC 6x (0.9 M NaCl y 90 mM citrato
sodico) durante toda la noche. Al dia siguiente se fijaron las muestras a la
membrana seca entrecruzandolas con 50 mJ de luz ultravioleta (GS Gene
Linker de Bio-Rad).

Para detectar mRNAs concretos se usaron como sondas fragmentos de
DNA obtenidos por PCR que cubrian toda la ORF. Estas sondas se
marcaron con o P-dCTP (3000 Ci/mmol y 10 mCi/mL) y el kit Ready-
to-Go (-dCTP) (GE-healthcare).

Las membranas se prehibridaron durante 1 hora a 42°C y después se
hibridaron con la sonda marcada durante 16 horas mas. En ambos casos

30



Materiales v métodos

se uso una solucion de hibridacion con 50% formamida desionizada, 5x
SSPE (0.9 M NaCl, 50 mM NaH,PO4, 5 mM EDTA, pH 7.7), 10%
sulfato de dextrano (500000 MW), 1% SDS, 5x Denhardt’s (0.5% BSA,
0.5% Ficoll, 0.5% PVP) y 0.2 mg/mL DNA de esperma de salmén). Para
eliminar las uniones no especificas de la sonda se hicieron 2 lavados de
10 minutos a 42°C con 2x SSPE y 0.1% SDS, y un lavado de 15 minutos
a 65°C con 1x SSPE y 0.1% SDS. Finalmente se sellaron las membranas
con film pléstico alimentario (cloruro de polivinilideno), se expusieron
en una pantalla IP (BAS-MP de FujiFilm) para obtener las imagenes con
un lector FLA3000 Phosphorimager (FujiFilm).

Calculo de vidas medias de mRNAs

Los experimentos para calcular vidas medias individuales se realizaron
parando la transcripcion de las células y extrayendo RNA a diferentes
tiempos tras la inhibicion de la transcripcion (Parker R. et al 1991).
Posteriormente se determind la variacion en la cantidad de los
mensajeros individuales por northern blot y se calculo su vida media.

Para inhibir la transcripcion se uso tanto el antibidtico tiolutina (Tipper
D.J. 1973) como la cepa Z676 (cuya RNA Pol II es termosensible
(Thompson C.M. y Young,R.A. 1995)). En el caso de la tiolutina se
afadié la droga a una concentracion final de 3 pg/mL a un cultivo en
crecimiento exponencial. En el caso de la cepa con la polimerasa
termosensible se afiladio al cultivo crecido a 25°C, YPD caliente a 65°C.
De esta manera la temperatura del cultivo se incremento
instantadneamente a 37°C y se mantuvo a esa temperatura durante el resto
del experimento. Una vez parada la transcripcion se recogieron muestras
a diferentes tiempos y se congelaron las células en N, liquido.
Posteriormente, se extrajo en RNA y se analizd el resultado mediante
northern blot usando sondas especificas para los mRNAs de interés.

Para normalizar los diferentes tiempos entre si, se us6 como control de
carga el rRNA. Para realizar los calculos se asumid que el rRNA es
mucho mas estable que los mRNAs y que su degradacion durante el
experimento es por tanto despreciable. De esta manera, y asumiendo una
cinética de degradacion de primer orden, se calculo la vida media de los
mensajeros de interés. Concretamente, para realizar este céalculo se
represent6 el log, de la concentracion de mRNA en funcion del tiempo y
se ajustaron los puntos a una recta. Finalmente la vida media se calcul6
directamente de esta recta, dado que corresponde al inverso de la
pendiente cambiada de signo (t;,=1/-pte).
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Cuantificacion de RNA poliadenilado

Para cuantificar la cantidad de RNA poliadenilado en diferentes muestras
de RNA total se depositaron sobre una membrana de nylon Hybond N*
(GE-healthcare) diferentes concentraciones conocidas de las muestras
usando el robot BioGRID (BioRobotics).

Para la deteccion de las colas poli (A) se marcod terminalmente una sonda
poli (dT) con *°P. Para ello, afadieron a 5 puL de poli (dT) (Sigma
P6905), 5 uL tampdén quinasa directo 10x (Roche), 2 pL polinucleotido
quinasa (10 u/uL Roche), 33 pL de H,O y 5 uL y’P-ATP (3000
Ci/mmol, 10 mCi/mL). Esta mezcla se incub6 a 37°C durante 30 minutos
y posteriormente se inactivo la quinasa con una incubacion de 10 minutos
a 70°C. Finalmente se purificé la sonda usando columnas de exclusion
molecular (ProbeQuant G-50 Micro Columns de GE-healthcare) para
eliminar la radiactividad no incorporada.

Para realizar la hibridacion, inicialmente se prehibrid6 la membrana de
nylon con 5 mL de solucion de hibridacion (SCC 5x, Denhart’s 5x (0.5%
BSA, 0.5% Ficoll, 0.5% PVP), SDS 0.5%, DNA esperma de salmon 100
ug/mL) a 40°C durante 1 hora. A continuacidon se reemplazé la solucion
de hibridacion por una nueva y se afiadio la sonda poli (dT) marcada
radiactivamente. La hibridacion se incubd a 40°C durante 16 horas en
rotacion. Para eliminar las sefiales no especificas se lavo la membrana
durante 20 minutos con una solucion de lavado I (2x SSC y 0.1% SDS) y
dos veces durante 30 minutos con una solucion de lavado II (0.2x SSC y
0.1% SDS). Finalmente se sellaron las membranas con film plastico
alimentario (cloruro de polivinilideno) y se expusieron en una pantalla
IP. Las imagenes fueron obtenidas usando un lector Phosphorimager
(FujiFilm).

Para determinar el cambio en la proporcion de RNA poliadenilado se
calculdé la relacién entre la sefial radiactiva y la cantidad de RNA
depositada en cada punto. Posteriormente se refirieron todos los valores a
la condicidén inicial para calcular la variacion en la proporcion de RNA
poliadenilado en funcion del tiempo o el tratamiento.
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Oligonucleotidos utilizados en este trabajo
Tabla 2. Oligonucleoétidos usados en este trabajo.

Nombre

Secuencia

Intg V-1

GGG TGT CAG AAT ATG GGG CGG TAG TA

Intg V-2

CAC CCC GAA GCTGCTTTC ACA ATAC

oJW102

GCG GTG ACC CGG GAG ATCTGA ATT C

0JW103

GAATTC AGATC

Oligo dT

TTT TTT TTT TTT TTT (ACG)(AGCT)

PMA12012

CTATTATTG ATG CTT TGA AGA CCT CCA G

PMA12290

TGC CCA AAATAATAGACATACCCC ATA A

RPL25-1D

AGA TGA GGA GGC ATG GGT C

RPL25-1R

GGC AAG CCG AAG GTA GAA AG

RPL25-2D

CTA CCT TCG GCT TGC CTC AC

RPL25-2R

CCC GAT AATTAC GTT GCT CAC C

RPL25-3D

TCC GAC GAC AAG AAT AGT GC

RPL25-3R

TTT CTT AGC GGC AGT AGC C

RPL25-4D

GCC GCT AAG AAA GCT GTC G

RPL25-4R

CTT GGT ACCGTT TGG TCT AACC

RPL25-5D

AGG CCG TCA AGG AAT TAT ACG

RPL25-5R

TTT GTA AGG CAC AGG AAA CCC

RPS3-1D

AAA GGT CCA CGT CAG TTC CAC

RPS3-1R

CAG GAA AGG TAT GGA TGT TAC GG

RPS3-2D

TCC GTA ACATCC ATACCTTTC C

RPS3-2R

AAG ACA CCG TCA GCG ACT AGC

RPS3-3D

GCT GAC GGT GTCTTCTAC GC

RPS3-3R

TCT TCT GAT AGC CAA ACCGIT C

RPS3-4D

GCT GCT TAC GGT GTC GTC AG

RPS3-4R

GGT GAC AGC ATC TGG CAA AG

RPS3-5D

AGA ACT GGT CCA AAG GCT TTG

RPS3-5R

CACTGCTTC AACGTG CACC

CYTI-1D

TGA GCC AAT CCC AAATGT TTG

CYTI-IR

AAA GAA AGATTG TGA AAC CGA TG

CYTI-2D

ATC GGT TTC ACA ATCTTT CTT TG

CYT1-2R

TCCTTT GAG CCC AAC GTT TAG

CYT1-3D

TCT AAA CGT TGG GCT CAA AGG

CYT1-3R

CAC CAA CCA AAGTTCTCC AAGC

CYT1-4D

GAG CTG CCA ATC AAG GTG C

CYT1-4R

TGT TCA GGT TCG GCA CACC

CYT1-5D

GGG TGA AGA AGT TCA AAT GGG

CYT1-5R

TCG CTT GCA GCA GTA TCT CAG

Técnicas genomicas

Hibridacion de Chips de DNA

En este trabajo se han utilizado los chips de DNA de S. cerevisiae
realizados por el servicio de chips de DNA (SCSIE) de la Universitat de
Valencia. Estos chips estan realizados sobre una membrana de nylon de 7
x 11 cm y poseen 6144 puntos donde se distribuyen las sondas que
cubren la zona codificante de la mayoria de los genes de levadura
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(Alberola T.M. et al 2004). Concretamente se han usado chips de las
versiones v3, v4, v5 y v6. En todas las aproximaciones gendémicas se han
usado las mismas condiciones de hibridacion lavado y lectura.

La radiactividad incorporada en cada marcaje fue cuantificada mediante
un contador de centelleo (Wallac 1409), usando 5 mL de soluciéon de
centelleo (Cocktail 22 Normascint (CO0135) de Scharlau) y un programa
de contaje para P de 10 minutos. Previamente a la hibridacion, las
muestras de DNA fueron desnaturalizadas incubdndolas 5 minutos a
95°C y enfridndolas en hielo.

Los chips se prehibridaron con 5 mL de solucidn de hibridacion (SCC 5x,
Denhart’s 5x (0.5% BSA, 0.5% Ficoll, 0.5% PVP), SDS 0.5% y 100
ug/mL DNA de esperma de salmon) a 65°C durante 1 hora. A
continuacion, se decantd la solucion y se afiadieron de 3 a 5 mL de
solucién de hibridacion con la muestra marcada radiactivamente (de 3 a 5
millones de dpm por mL de solucidén de hibridacion, dependiendo del
tipo de muestra). Las hibridaciones de dejaron en una estufa con
agitacion rotatoria a 65°C durante 40-42 horas. Finalmente, para eliminar
la sefial inespecifica se realizd un lavado de 20 minutos con la solucion
de lavado I (2x SSC, 0.1% SDS) y dos de 30 minutos con la solucion de
lavado II (0.2x SSC, 0.1% SDS). Para evitar que los chips se secaran se
sellaron con film plastico alimentario (cloruro de polivinilideno) y se
expusieron en pantallas I[P Phosforimager (BAS-MP de FujiFilm).

Para eliminar la sefial radiactiva de los chips y poder reutilizarlos se
elimind la muestra hibridada con tres lavados de 15 minutos con una
solucién en ebullicion con 0.1% de SDS y 5 mM tampén fosfato sodico
pH 7.

Calculo gendmico de la cantidad de los mMRNAs

Para realizar un anélisis de la cantidad de mRNAs a escala gendmica se
usaron dos aproximaciones diferentes. O un marcaje de los mRNAs
poliadenilados usando un cebador oligo dT o un marcaje del RNA total
usando hexameros aleatorios.

Marcaje de cDNA usando oligo dT

Para el marcaje de mRNAs poliadenilados se partié de 40-50 pg de RNA
total, al que se le afiadieron 1 pL de oligo dT (500 ng/uL) y 1 uL de
inhibidor de RNasas (RNase OUT de Invitrogen). Seguidamente se
aument6 el volumen hasta 14.5 uL y se calent6 la muestra a 70°C durante
10 minutos, dejandola a continuacion enfriar a temperatura ambiente.
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Posteriormente se anadieron 6 uL de 5x First Strand Buffer, 3 uL de
DTT 0.1 M, 1.5 uL de dNTPs (16 mM de ACG y 0.1 mM de C), 1 uL de
Retrotranscriptasa SuperScript II (200 u/uL Invitrogen) y 4 uL de oP-
dCTP (3000 Ci/mmol y 10 mCi/mL). Para realizar la retrotranscripcion
se incubd la muestra durante 1 hora a 42°C y se pard el marcaje
anadiendo 1 pL. de EDTA 0.5 M. Para eliminar el exceso de nucledtidos
no incorporados se aumento el volumen de las muestra hasta 100 uL y se
purificoé usando una columna de exclusién molecular (S-300 HR de GE-
healthcare).

Se cuantifico la incorporacién de la muestra y se usaron 3-10° dpm/mL
en la solucidn de hibridacion.

Marcaje de cDNA usando cebadores aleatorios

En el caso del marcaje de RNA total con cebadores aleatorios fue
necesario eliminar previamente los restos de DNA contaminante
mediante un tratamiento con DNasa I. Se parti6 de 50 ug de RNA al que
se le afiadieron 2 puL de 5x First Strand Buffer, 1 pL de inhibidor de
RNasas (RNase OUT de Invitrogen) y 0.6 pL de DNasa I libre de
RNasas (10 u/uL Roche), se aumentd el volumen hasta 20 puL y se
incubd durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se anadieron 0.6 uL
mas de DNasa I libre de RNasas y se incubd durante 30 minutos mas.
Para eliminar la DNasa se extrajo el RNA con un primer pase de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (125:24:1) y un segundo pase de
Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1). Seguidamente se precipitaron las
muestras durante 3 horas a -20°C el RNA con 1/10 de volumen de acetato
sodico 3M y 2.5 volimenes de EtOH 96° frio.

Para marcar la muestra, ya libre de DNA, se utiliz6 el mismo protocolo
previamente descrito para el marcaje de cDNA. Pero sustituyendo el
oligo dT por 1.2 uLL de hexameros aleatorios (3 ug/uL de Invitrogen) y
purificando la muestra con una columna de exclusion molecular
(ProbeQuant G-50 de GE-healthcare).

Se cuantifico la incorporacién de la muestra y se usaron 5-10° dpm/mL
en la solucidn de hibridacion.

Marcaje de DNA gendmico

Para poder calcular valores absolutos de cantidad de mRNA o tasa de
transcripcion para los diferentes genes, es necesario realizar una
normalizacion de la cantidad de sonda depositada en cada punto del chip
usando un marcaje de DNA gendémico. Para ello, se partio de 1 pug de
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DNA genomico disuelto en un volumen total de 46 puL y se desnaturalizo
incubandolo 5 minutos a 95°C y pasandolo a hielo. El marcaje de la
muestra se realizé con 4 uL de o”*P-dCTP (3000 Ci/mmol y 10 mCi/mL)
y usando el kit Ready-to-Go (-dCTP) (GE-healthcare). La reaccion se
incubd durante 2 horas a 37°C. Seguidamente se par6 la reaccion con 1
uL. de EDTA 0.5 M y se eliminaron los nucle6tidos no incorporados con
una columna de exclusion molecular (ProbeQuant G-50 de GE-
healthcare). Finalmente se cuantifico la incorporacion, se desnaturaliz6 la
muestra y se hibrid6 con los chips de DNA usando una concentracion de
5-10° dpm/mL de solucién de hibridacion.

RNA Pol Il ChlP-on-Chip (RPCC)

Este método se basa en ChIP-on-chip y permite detectar la densidad de
polimerasas unidas a los genes combinando el método de

inmunoprecipitacion de cromatina y la hibridacion de chips de DNA (fig
0).

Para cada experimento se tomaron 100 mL de células crecidas a DOggg
0.5 y se entrecruzaron afadiendo formaldehido a una concentracion final
del 1% durante 15 minutos en agitaciéon. A continuacién se pard el
entrecruzamiento con 5.4 mL de glicina 2.5 M y se pasaron las células a
hielo. Finalmente se lavaron las células con 4 lavados de TBS frio (20
mM Tris-HCI pH 7.5 y 146 mM NaCl) y se guardaron a -20°C.

Para preparar la cromatina se resuspendieron las células en 300 puL de
Tampoén de lisis (50 mM HEPES, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%
Triton X-100, 0.1% Desoxicolato sodico, 1 mM PMSF, 1mM
Benzamidina e inhibidor de proteasas Complete™ (1 pastilla para 50 mL
totales)) y afiadiéndolas a un tubo cénico con 300 uL de perlas de vidrio.
A continuacion, se rompieron las células a 4°C usando un Vortex2-Genie
a maxima potencia durante 12 minutos. Para separar la cromatina de las
perlas de vidrio se afiadieron 300 uL mas de tampon de lisis vy,
perforando el tubo conico con una aguja caliente, se paso la cromatina a
un tubo eppendorf. La cromatina se fragmentd hasta un tamafio adecuado
para la inmunoprecipitacion (alrededor de 400-600 pb) mediante
sonicacion usando un BioRuptor (Diagenode) con 5 pulsos de 30
segundos a alta potencia con una eficiencia de 0.5. Posteriormente se
centrifugd la muestra para eliminar los restos celulares y se recupero el
sobrenadante. De ese sobrenadante se reservaron 10 pL como control
positivo (extracto celular completo).
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Figura 6. Disefio experimental del RPCC. Se afadi6 formaldehido a
un cultivo para entrecruzar el DNA y las proteinas. Seguidamente se
rompieron las células y se fragmenté la cromatina. Una parte de la
cromatina total se conservdé como control positivo (extracto celular
completo), el resto se sometidé a un proceso de inmunoprecipitacion
especifico (IP) o un control negativo (Sin Anticuerpo).
Posteriormente se amplificaron las muestras inmunoprecipitadas
mediante PCR ligada y se hibridaron de forma sucesiva con los
chips de DNA.
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Para la inmunoprecipitacion se usaron 50 uLL de Dynabeads por muestra.
Dependiendo del anticuerpo utilizado en la inmunoprecipitacion se
usaron Dynabeads recubiertas con anticuerpos anti IgG de raton (para el
Ac 8WGI16 y el anti-MYC), anti IgM de raton (para el Ac HS) o con
Proteina G (para los anticuerpos policlonales de conejo contra el CTD
fosforilado en Ser5 o en Ser2). En todos los casos se lavaron dos veces
las Dynabeads con 600 uL. de PBS/BSA (140 mM NacCl, 2.7 mM KCl,
10 mM Na,HPO4, 1.8 mM KH,PO4, 5 mg/mL BSA, pH 74) y se
incubaron en un agitador orbital durante 16 horas a 4°C con el
Anticuerpo de interés y 1 uL de tRNA de levadura (10 mg/mL).
Paralelamente se prepard un control negativo (Sin Anticuerpo) donde se
resuspendieron las bolas magnéticas unicamente con PBS/BSA en vez
del anticuerpo especifico contra la proteina de interés. Después de la
incubacion se lavo el exceso de Ac no unido con 4 lavados de PBS/BSA
y se resuspendieron las bolas magnéticas con 30 pulL de PBS/BSA.
Seguidamente se afiadi® la cromatina sonicada a las esferas y se
incubaron en el agitador orbital a 4°C durante 90-180 minutos. Para
limpiar la muestras de la cromatina no unida especificamente se
realizaron 2 lavados de 1 mL con tampon de lisis, 2 con tampon de lisis
con 360 mM NacCl, 2 con tampo6n de lavado (10 mM Tris pH 8, 250 mM
LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% Desoxicolato sddico y 1 mM EDTA) y uno con
TE (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA). Seguidamente, se eluyo la muestra
inmunoprecipitada con 2 incubaciones consecutivas de 10 minutos con
tampon de elucion (50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA y 1 % SDS) a 65°C
y en agitacion. Finalmente se desentrecuzaron las muestras incubandolas
durante 16 horas a 65°C y aumentando el volumen a 300 pL. con tampon
de elucion. Para eliminar las proteinas se incubaron las muestras durante
90 minutos a 37°C con 7.5 UL Proteinasa K (20 mg/mL) y se aislo el
DNA con una microcolumna de purificacion de DNA (QIAquick de
QIAGEN). Para comprobar la correcta inmunoprecipitacion de la
polimerasa se realizo una PCR con oligonucleotidos especificos para una
zona intergénica (Intg V) y una zona dentro de un gen altamente
expresado (PMAI).

Una vez realizada la inmunoprecipitacion, para conseguir suficiente
DNA para hibridar un chip de DNA, fue necesario amplificar el DNA
inmunoprecipitado. Para ello se us6 una amplificacion por PCR ligada
(Ren B. et al 2000). Inicialmente se rellenaron los fragmentos de DNA
con la DNA pol del fago T4 en una incubacién de 20 minutos a 12°C
para generar extremos romos. Concretamente, a 100 uL de muestra se le
anadieron 0.6 unidades de polimerasa de fago T4 (Roche), 22 YL de
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tampon DNA pol 5x, 0.5 UL de BSA (10 mg/mL) y 1 pL dNTPs (10
mM). Posteriormente se fenolizo la muestra y se precipitd con acetato
sodico y EtOH a -20°C. Una vez resuspendida la muestra en 25 L, se le
ligaron adaptadores unidireccionales. Para ello se incubo la muestra
durante 16 h a 16°C con 0.5 unidades de ligasa de T4 (Invitrogen), 10 pL
de tampdn 5x de ligasa, 0.5 pL ATP (20 mM) y 6.7 UL de adaptador
unidireccional LE59 (15 pM de oJW102 y 0JW103, 250 mM Tris-HCl
pH 8). A continuacion se volvio a precipitar el DNA con acetato sodico y
EtOH a -20°C. Finalmente, para amplificar la muestra, se realizd una
PCR con cebadores que reconocen los adaptadores unidireccionales que
se habian afiadido. Para ello se anadieron a 32.15 PUL de muestra con
adaptadores ligados, 4 UL de tampon Taq DNA pol 10x, 1.6 pL MgCl,
50 mM, 1 JL dNTPs 10 mM y 1.25 PL oligo 0JW102 40 puM. Se calento
la muestra durante 2 minutos a 55°C y a continuacion se le afiadieron 8
ML de agua, 1 pL tampon Taq DNA pol 10x, 0.4 uL MgCl, 50 mM y 1
MLTag DNA pol (Biotools) a cada muestra. Para la PCR se uso el
siguiente programa: 5 min a 72 °C, 2 min 95°C, 34 ciclos (30 s a 95°C, 30
s a 55°C y 2 min a 72°C) y una elongacion final de 4 min a 72°C. El
producto de PCR se precipitd con acetato sodico y etanol. Para
comprobar la eficiencia y el tamafio de la amplificacion se resuspendid
en 50 pL de H,O y se corrieron 5 UL en una electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% en TBE 0.5X (1 mM EDTA, 45 mM Tris-Borato pH 8).

Para marcar las muestras se usé un tnico ciclo de PCR en presencia de
3P-dCTP a partir de 5-15 pL del producto amplificado. A los 5-15 pL de
DNA amplificado se le afiadieron 5 pL tampén 10X, 2 uL. de MgCl, 50
mM, 2 UL de dNTPmix (5 mM de AGT), 2.5 uL dCTP 0.5 mM, 1.25
oligo 0JW102 40 pM, 5 pL de o*P-dCTP (3000 Ci/mmol y 10 mCi/mL),
1 UL DNA pol Taq (Biotools) y agua hasta 50 pL. Se incub¢ la muestra 5
min a 95°C, 5 min a 50°C y 30 min a 72°C. Seguidamente el DNA
marcado se purifico en columna de exclusion molecular (ProbeQuant G-
50 Micro Columns de GE-healthcare) para eliminar los nucledtidos no
incorporados. Posteriormente, se cuantific6 la incorporacion, se
desnaturaliz6 la muestra y se hibridé con los chips usando 5-10° dpm por
mililitro de solucidn de hibridacion.

Genomic run-on

El Genomic Run-on (GRO) es una técnica que permite medir la densidad
de polimerasas en transcripcion activa basandose en la elongacion de
RNAs nacientes en presencia de un precursor radiactivo (Garcia-

39



Materiales v métodos

Martinez J. et al 2004). Ademas, combinando los datos de tasa de
transcripcion con la cuantificacion de la cantidad de mRNAs, permite
calcular datos indirectos de estabilidades de mRNAs (fig 7).

]
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[ Extraccion de RNA total} e
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N\
Marcaje del cDNA con @
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- Transcripcién
Canudad :f‘,:i:' Asumiendo
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Datos indirectos de estabilidad de mRNAs

Figura 7. Disefio experimental del Genomic run-on (GRO). Partiendo
de un mismo cultivo se separon dos alicuotas. A una de ellas se la
sometié a un marcaje de los RNAs nacientes usando a**P-UTP y se
hibrid6 ese RNA marcado con un chip de DNA (datos de
transcripcion). A partir de la otra alicuota se obtuvo RNA total que se
marco e hibridd sobre el mismo chip (una vez eliminada la sefial de
transcripcion) para obtener datos de la cantidad de mRNAS. La
combinacion de ambos datos, asumiendo un estado estacionario
para la cantidad de mRNAs, permitid calcular la estabilidad para
todos los MRNAs.
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Para cada experimento se usaron 100 mL de células a una DOgg cercana
a 0.5. Se recogieron las células por centrifugacion y se lavaron con 5 mL
sarkosil 0.5% frio. Se congelaron las células procedentes de 50 mL de
células para el estudio de la cantidad de mRNAs y se continué el GRO
con la otra alicuota.

Se resuspendieron las células de la alicuota de GRO con 0.5% sarkosil y
se incubaron durante 20 minutos en hielo para permeabilizarlas.
Seguidamente se recogieron las células por centrifugacion y se
resuspendieron con 120 uL de agua. A las células resuspendidas de le
anadieron 120 pL tampodn de transcripcion 2.5x (50 mM Tris-HC1 pH
7.7; 500 mM KCI; 80 mM MgCl,), 16 uL. de NTPs (ATP, CTP y GTP 10
mM de cada), 6 pL DTT 0.1 M y 16 pL o-P-UTP (10uCi/uL). Para
realizar el pulso de transcripcion se incubaron las células a 30°C durante
5 minutos. La transcripcion se par6d afiadiendo 1 mL de agua a 4°C.
Seguidamente se centrifugaron las células y se elimind el sobrenadante
con el exceso de radiactividad. Posteriormente se extrajo el RNA como
ha sido descrito previamente, pero realizando Unicamente una
precipitacion con 0.1 volimenes de LiCl 5 M y 2.5 volimenes de EtOH
96% durante 3 horas a -20°C. EI RNA se resuspendié en 300 uL de agua
y se cuantifico la cantidad de RNA espectrofotométricamente. La
incorporacion radiactiva se cuantificd usando un contador de centelleo, y
la muestra de RNA marcado se hibrido siguiendo el procedimiento
general. El rendimiento del marcaje generalmente fue del orden de 3 -
10" dpm/ug RNA total.

Para calcular la cantidad de mRNAs de cada una de las muestras se
realizé un marcaje del RNA usando cebadores aleatorios siguiendo el
protocolo que ha sido descrito previamente.

Genomic run-on fluorescente de alta densidad

Esta técnica permite incorporar in vivo un nucledtido modificado al RNA
naciente para permitir su posterior purificacion. De esta manera es
posible usar chips de DNA basados en tecnologia fluorescente, lo que
permite usar chips comerciales de alta densidad (p.ej. chips de
embaldosado). En esta técnica se han usado dos aproximaciones
diferentes usando dos nucledtidos modificados: el 4-tio-UTP (Trilink) y
Biotina-11-UTP (Ambion). En ambas aproximaciones se han usado los
chips GeneChip® S. cerevisiae Tiling 1.0R Array (Affymetrix) (Gresham
D. et al 2006) que cubren una hebra del genoma a una resolucién media
de 5 pb.
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GRO fluorescente usando 4-tio-UTP

Para cada experimento se usaron 200 mL de células a una DOgg cercana
a 0.5. Se recogieron las células por centrifugacidén en cuatro tubos de 50
mL y se lavaron con 5 mL sarkosil 0.5%. Cada alicuota se resuspendid en
I mL de sarkosil 0.5% y fueron incubadas durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se recogieron las células por
centrifugacion y se resuspendieron en 116 uL de agua. A las células se
les afiadieron 120 pL tampodn de transcripcion 2.5x (50 mM Tris-HCI pH
7.7, 500 mM KCI, 80 mM MgCl,), 16 uL de NTPs (ACG 10 mM de
cada), 6 uL DTT 0.1 M y 20 uL 4-tio-UTP (0.5mM). Para realizar el
pulso de transcripcion se incubaron las células 30°C durante 5 minutos.
La transcripcion se pard afiadiendo 1 mL de agua a 4°C. Seguidamente se
centrifugaron las células y se elimin6 el sobrenadante. Posteriormente se
extrajo el RNA con fenol de la misma manera que en el experimento de
GRO convencional (descrito en el apartado anterior).

Seguidamente se uni6 biotina al RNA total purificado a través del azufre
del 4-tio-UTP. Para ello se afadieron 2 pL de EzLink Biotin-HPDP (1
mg/mL de Pierce resuspendido en DMF) a cada 5 ug de RNA total y se
incubd durante 90 minutos a 22°C y en oscuridad con 10 mM Tris-HCI
pH 7.4 y 1 mM EDTA en un volumen final de cinco veces la cantidad de
Biotin-HPDP usado. El RNA se precipitéd afiadiendo 1/10 de NaCl 5 M y
un volumen de isopropanol, y centrifugando a maxima velocidad durante
20 minutos. Seguidamente se lavdo el RNA con etanol 70% y se
resuspendid en agua.

Para enriquecer la muestra en RNA naciente se incubd el RNA total
biotinilado en un volumen final de 500 uL con 50 uL de esferas
magnéticas recubiertas de estreptoavidina (RiboMinus de Invitrogen) y se
incubaron durante 10 minutos en un rotor a temperatura ambiente. Para
eliminar el RNA no biotinilado se hicieron dos lavados a 65°C y tres a
temperatura ambiente con 1 ml de una solucion 1 M NaCl, 10 mM
EDTA y 10 mM TrisHCI pH 7.3. Seguidamente, para liberar el RNA
biotinilado, se rompid el puente disulfuro del RNA con la biotina
mediante 2 incubaciones de 5 minutos con 200 uL de DTT 0.1 M.
Finalmente, se volvio a precipitar el RNA purificado con afiadiendo 1/10
de NaCl 5 M y un volumen de isopropanol.

GRO fluorescente usando Biotina-11-UTP
Se usé el mismo protocolo que para el caso anterior pero usando 1 uL de
Biotina-11-UTP (75mM) por reaccion en vez del 4-tio-UTP. Sin
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embargo, dado que la biotina puede arrastrar al RNA naciente a la fase
organica durante una purificacion con fenol, fue necesario realizar una
extraccion de RNA sin fenol. Para ello, se usé un kit de extraccion sin
fenol (MasterPure Yeast RNA Purification Kit de Epicentre) separando
las células provenientes de 200 mL de cultivo a DOgyp 0.5 en 10
extracciones diferentes.

Una vez obtenido el RNA, y cuantificado espectrofotométricamente,
resultd necesario realizar una fragmentacion previa a la purificacion del
RNA biotinilado. Para ello, se dividié el RNA total en tubos eppendorfs
con 200 pg de RNA cada uno resuspendido en un volumen total de 320
uL. A cada tubo se le afiadieron 80 uLL de tampon de fragmentacion (200
mM Tris-Acetato pH 8.1, 500 mM Acetato Potasico y 150 mM Acetato
Sodico), y para fragmentar el RNA se incubaron durante 3 minutos a
94°C. El RNA fragmentado fue precipitado por centrifugacion con 40 pL
acetato sodico 3 M y 400 uL de isopropanol. Seguidamente se realizé un
lavado con etanol 70% y se resuspendié el RNA fragmentado en agua.

Para purificar el RNA biotinilado se usaron bolas de agarosa recubiertas
de avidina monomérica (Pierce). Se us6 un tubo con 300 uL de avidina
monomérica por muestra. Para bloquear las bolas se le afiadieron 200 mL
de tampon D (2 mM TrisHCI pH 7.3 y 0.5 mM EDTA) y 1 uL de DNA
de salmoén (10 mg/mL, fenolizado y sonicado) a cada tubo. Las bolas de
agarosa se incubaron en un rotor a temperatura ambiente durante 15
minutos. Seguidamente, se pasaron a una columna vacia y se realizaron 6
lavados con 600 uL de glicina 0.1 M pH 2 y 6 lavados con 600 uL de
tampon D. Una vez eliminado el exceso de DNA de salmén se
resuspendieron las bolas en 300 uL de tampdén D y se pasaron a un
eppendorf con el RNA total fragmentado (resuspendido en otros 300 pL).
Se incubd la muestra durante 20 minutos a 4°C en un rotor para permitir
la union del RNA biotinilado a las bolas. Para eliminar el RNA no
biotinilado contaminante se pasaron las bolas a una columna y se
realizaron 10 lavados con 600 puL de tampon A (1 M NacCl, 0.1% NP-40,
5 mM EDTA y 20 mM Tris-HCI pH 7.3) y 8 lavados con 600 uL de
tampon D. Para liberar el RNA biotinilado se resuspendieron las bolas en
300 uL de tampdn D y se pasaron a un tubo eppendorf con 300 uL de
reactivo 2-ME (2 M Mercaptoetano, 50 mM MOPS, 1 M NaCl, 2.5 mM
EDTA y 2 mM D-Biotina) donde se incubaron durante 5 minutos a 95°C.
Para recuperar el RNA biotinilado se centrifugaron las bolas y se
recuperd el sobrenadante. Este proceso se repitid una segunda vez.
Finalmente, se anadieron 2 pL. de glucogeno para Biologia Molecular (20
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mg/mL de Roche) al RNA biotinilado y se precipitd con acetato sédico y
etanol.

Comprobacion de la incorporacion de Biotina al RNA

Para comprobar la incorporacion de biotina al RNA se corrieron geles de
agarosa al 1% en tampon TAE 1x (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA,
pH 8) y se transfirieron a una membrana de nylon Hybond N* (GE-
healthcare) por capilaridad usando SSC 6x (0.9 M NaCl y 90 mM citrato
sodico) durante toda la noche. Al dia siguiente se fijaron las muestras a la
membrana entrecruzdndolo con 50 mJ de luz UV de 254 nm (GS Gene
Linker de Bio-Rad). Las membranas se incubaron en agitaciéon durante
20 minutos con tampon de bloqueo (125 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 7
mM NaH,PO4, 10% SDS) y posteriormente se incubaron durante 5
minutos con Immunopure Streptavidin-HRP (Pierce) 1 pg/mL en tampdn
de bloqueo. Se hicieron 2 lavados de 10 minutos con tampon de bloqueo
y 2 lavados de 5 minutos con tampdn de lavado (100 mM TrisHCI, 100
mM NaCl, 10.5 mM MgCl,, pH 9.5). Posteriormente se incubd la
membrana con ECL (GE-healthcare) durante 1 min y se reveld usando
una pantalla fotografica Super RX (Fuji).

Amplificacion del RNA biotinilado

Con el objeto de amplificar el RNA purificado, para tener suficiente
cantidad para hibridar un chip primero fue necesario eliminar cualquier
resto de DNA contaminante. Para ello se resuspendié el RNA purificado
en 169 uL de agua y se le afiadieron 20 uL de tampon 5x de DNasa, 1 uL
inhibidor de RNasas ScriptGuard 40 u/uL, y 10 uL DNasa libre de
RNasas 1 u/uL (todo ello del kit MasterPure Yeast RNA Purification de
Epicentre). Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C, se
inactivé la DNasa con una incubacion de 15 minutos a 65°C y se elimino
siguiendo el protocolo del kit MasterPure Yeast RNA Purification Kit
(Epicentre).

Ademas, para limpiar la muestra de RNA de cualquier contaminante que
pudiera arrastrar, se usé el kit RNeasy (Qiagen) con las siguientes
modificaciones. Se anadié al RNA resuspendido en 35 uL de agua 350
uL de tampdén RLT y 600 uL de etanol 96°, se agitd y se pasd por una
microcolumna de purificacion de RNA. Seguidamente, se realizaron dos
lavados con 500 uL de tampdén RPE y se eluyd la muestra en 30 ul de
agua. Finalmente se concentr6 la muestra hasta un volumen de 5 pL. por
evaporacion.
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Para confirmar la calidad y cantidad del RNA purificado se us6é un
sistema de electroforesis capilar (Experion RNA StdSens de Bio-Rad) y
para amplificar la muestra se us6 el protocolo estandar de Affymetrix
GeneChip® WT Double-Stranded Target Assay.

Hibridacion de los Chips de Affymetrix

Las hibridaciones se llevaron a cabo en el servicio de andlisis
multigénico de la unidad central de investigaciones médicas (UCIM) de
la Universidad de Valencia. Para todas las hibridaciones se siguio el
protocolo estandar de Affymetrix WT GeneChip® Double-Stranded
Target Assay, usando el GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit
(P/N 900720).

Técnicas Bioinformaticas
Analisis de imagen y normalizacion

Analisis genérico para los macroarrays de Nylon

Todas las imagenes de hibridaciones de los chips fueron obtenidas
usando un lector FLA3000 Phosphorimager (FujiFilm) con 16 bits de
profundidad y una resolucion de 50 um. Las imagenes fueron analizadas
usando el programa de analisis de imagen ArrayVision (Imaging
Research). Se excluyeron del andlisis todos los puntos cuya sefial no
fuera al menos 1.35 veces mas intensa que el fondo. Posteriormente se
calcul6 para cada punto el SARM (Artifact Removed Median), siendo este
el valor de la mediana de la intensidad de los pixels cada punto al que se
le han eliminado las posibles manchas artefactuales y se le ha restado la
intensidad del fondo.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado barajando los
chips entre réplicas. Para fusionar entre si las diferentes replicas se uso el
programa ArrayStat (Imaging Research). Se usé un modelo proporcional
(dado que existe una relacion entre la desviacion estandar y la media) en
escala logaritmica. Se normalizaron los datos a lo largo de las réplicas,
asumiendo condiciones independientes y exigiendo un minimo de 2
réplicas validas (dentro de las 3 réplicas) para cada gen. Para calcular el
error asociado a cada medida se us6 una estimacion del error conjunta
para el ajuste de una curva. Finalmente, se eliminaron los valores
anomalos.
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Los datos obtenidos en este trabajo estdn depositados en las bases de
datos VYdBase (http://vydbase.uv.es/) y GEO (Barrett T. et al 2007)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/). Las referencias son las
siguientes:

* GSE11521 para el estudio cinético de la expresion génica durante
el estado estacionario.

* GSE7261 para los célculos de vida media usando 3 pug/mL de
tiolulina. GSE8629 para la comparacion entre el efecto de 3 y 10
ug/mL de tiolulina. Informacién adicional en el material
suplementario de (Pelechano V. y Perez-Ortin,J.E. 2008).

* GSE14060 para los datos de RNA pol II ChIP on chip (RPCC)
usando diferentes anticuerpos y en diferentes situaciones
fisiologicas.

 GSE14077 y GSE14080 para los analisis de los mutantes rap-sil
y tpk2 usando respectivamente RPCC o GRO.

Normalizacion de la sefal de transcripcion obtenida
mediante GRO

Se us6 el mismo protocolo anteriormente descrito con las siguientes
modificaciones: Inicialmente, se analizaron las réplicas de hibridaciones
de GRO y de DNA genomico usando el programa ArrayVision como ha
sido descrito. Posteriormente, se calculo la relacion GRO/gDNA usando
el programa ArrayStat. Como en el caso del GRO se incorpora UTP al
RNA de una sola hebra, y en el del DNA genomico se incorpora dCTP en
las dos hebras, resultd necesario realizar una correccion de la senal
teniendo en cuenta la diferente proporcion de nucledtidos para cada
sonda.

Para comparar la transcripcion entre diferentes puntos experimentales se
trataron todas las muestras en paralelo, partiendo del mismo nimero de
c¢lulas y exponiendo los chips en la misma pantalla IP. La capacidad de
hibridacion de cada chip se normalizé usando un marcaje comin de DNA
gendmico que se hibridd simultineamente con todos los chips del
estudio.
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Normalizacion de la sefial de transcripcion obtenida
mediante RPCC

Para calcular el enriquecimiento en polimerasas se compararon los datos
de la muestra inmunoprecipitada con el control positivo (extracto celular
completo) usando el programa ArrayStat. No se normalizaron los datos
respecto a los controles negativos debido a la alta variabilidad
experimental que presentan las PCRs ligadas cuando se parte de tan poco
material.

Analisis de los chips de embaldosado de Affymetrix

Para analizar las imagenes de los chips GeneChip® S. cerevisiae Tiling
1.0R Array (Affymetrix) se utilizé el programa Tiling Array Software
(Affymetix). Se partiod de los ficheros .cel fijandose un ancho de ventana
de 30 nucledtidos, por lo que cada dato se obtiene a partir de 5-6 sondas
diferentes. Para la identificacion de transcritos se utilizaron los
parametros por defecto, que exigen un significacion de al menos 107 y
fijan un minimo de longitud de los fragmentos de 40 pares de bases con
un intervalo maximo de 80 pb sin sefal.

Para visualizar los resultados se utilizo el programa Integrated Genome
Browser (Affymetrix).

Para analizar conjuntamente los resultados, asi como para realizar
comparaciones con otros disponibles en la bibliografia, se uso
programacion a medida usando el lenguaje R (http://www.r-project.org/).

Analisis bioinformatico de los resultados.

Para el analisis de los resultados e interpretacion bioldgica de los
resultados se han utilizado multiples herramientas y bases de datos. Entre
estas herramientas se pueden destacar las siguientes:

Bases de datos de para obtener informacion biologica:

* Base de datos SGD. "Saccharomyces Genome Database"
(http://www.yeastgenome.org/).

» El programa para busqueda bibliografica de funciones /HOP.
Information Hyperlinked over Proteins
(http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/) (Hoffmann R. y
Valencia,A. 2005).
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* La herramienta de mineria de informacién bibliografica
Textpresso for yeast (http://textpresso.yeastgenome.org/) (Muller
H.M. et al 2004).

Programas de anélisis estadistico de datos:

* La suite para el analisis de datos online GEPAS. Gene Expression
Pattern Analysis Suite (http://gepas.bioinfo.cipf.es/) (Montaner D.
et al 20006).

» El programa para realizar calculos masivos de diferencias por
test-t: T-profiler (http://www.t-profiler.org/) (Boorsma A. et al
2005)

* El programa para analis de series temporales STEM. Short Time-
series Expression Miner (http://www.cs.cmu.edu/~jernst/stem/)
(Ernst J. y Bar-Joseph,Z. 2006)

Programas para la anotacion funcional:

* La suite para la anotacion gendmica de resultados gendmicos
Babelomics (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/) (Al-Shahrour F. et
al 2000).

* La herramienta para el calculo de enriquecimiento en categorias
funcionales: FuncAssociate.

(http://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassociate) (Berriz
G.F. et al 2003).

* La herramienta para el calculo de enriquecimiento en categorias
funcionales: Funcspec. (http://funspec.med.utoronto.ca/)
(Robinson M.D. et al 2002)

Ademas de estos servicios on-line se utilizaron las herramientas
informaticas Microsoft Office Excel, Matlab (MathWorks) y el lenguaje
estadistico R (http://www.r-project.org/).
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Resultados y discusion

En este trabajo se ha pretendido realizar un estudio exhaustivo sobre el
recambio de los mRNAs a escala genomica en S. cerevisiae.

Inicialmente se ha tratado de confirmar la asuncidén de estado estacionario
para la expresion génica en condiciones de crecimiento exponencial. De
ser correcta esta asuncion, siempre que las condiciones fisioldgicas no
sufran cambios bruscos, las tasas de transcripcion se compensan con las
tasas de degradacion para mantener una concentracion de mRNAs
constante y, por lo tanto, sera valido calcular indirectamente valores de
estabilidad a partir de datos de tasa de transcripciéon y de cantidad de
mRNA.

Una vez comprobada la validez del estado estacionario para la expresion
génica en las condiciones estudiadas, se ha realizado un célculo alternativo
de estabilidades de mRNAs usando un método directo. Concretamente se
ha realizado una parada general de la transcripcion usando tiolutina y se ha
cuantificado la desaparicién de los mRNAs. Los datos obtenidos por cada
procedimiento, directo e indirecto, se han comparado.

Por otra parte, se ha desarrollado un método para medir la tasa de
transcripcion a escala gendmica basado en la inmunoprecipitacion de
cromatina (RPCC). Este método ha permitido descubrir y corregir alguno
de los sesgos técnicos presentes en el GRO contribuyendo a generar unos
datos genomicos de transcripcion en levadura mas robustos y fiables.
Ademas, la comparacion de estas dos técnicas también ha permitido
descubrir diferencias bioldgicas en la forma que tiene la célula de
transcribir los genes pertenecientes a diferentes grupos funcionales. Se ha
profundizado en el estudio de la regulacién de estas diferencias y se ha
descrito un posible mecanismo de accion para el caso de los genes de las
proteinas ribosdmicas.

Finalmente se ha puesto a punto una variante del GRO basada en la
purificacion selectiva de mRNAs nacientes. Esta alternativa permitird en
un futuro el estudio de la transcripcidén a una mayor resolucion usando
chips de DNA de embaldosado u otras técnicas genomicas de nueva
generacion.
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1. Estudio del estado estacionario de la
expresion génica

La utilizacion de datos de transcripcidén y de cantidad de mRNA para el
célculo indirecto de las estabilidades de los mRNAs requiere asumir que
estos dos procesos estan equilibrados para mantener una concentracion de
mRNA constante en el tiempo. Si asumimos un volumen promedio
constante para la célula de levadura, se puede hablar de cantidad de mRNA
como equivalente a la concentracion de mRNA ([mRNA]). Este tipo de
calculo permite una determinacion instantinea de las estabilidades de
mRNA utilizando los resultados del GRO sin necesidad de estudiar la
desaparicion de los mRNA durante un tiempo prolongado. Sin embargo, es
importante confirmar la validez de esta asuncion. Por lo tanto, decidimos
realizar un estudio detallado de la validez de esta asuncion durante la
condicion mas habitual de trabajo con levadura.

1.1 Estado estacionario de la expresion geénica
durante el crecimiento exponencial

La condicion mas habitual de trabajo en levadura, y por tanto para la que
se poseen mas datos, es un cultivo asincronico de levaduras en crecimiento
exponencial en medio rico (YPD) en un matraz con agitaciéon a 28°C. Esa
es la condicion Optima para el crecimiento donde la levadura crece a
méxima velocidad y de forma continuada y estable durante un periodo
prolongado de tiempo.

En esta situacion, donde las células permanecen en una situacion de
crecimiento Optimo durante varias generaciones y estdn completamente
adaptadas a las condiciones del medio que mantiene concentraciones no
limitantes de todos los requerimientos nutricionales, es 16gico asumir que
no hay variaciones importantes para la cantidad de mRNAs al nivel
poblacional. Como la cantidad de mRNA es el producto directo de dos
procesos opuestos, la sintesis de mRNA (transcripcion) y su degradacion,
si no hay variaciones en la cantidad de RNA con el tiempo es por que las
tasas de estos dos procesos son iguales. Esa situacion, donde la cantidad de
los mRNAs permanece estable es lo que podemos denominar estado
estacionario para la expresion génica. Ademads, si se cumple esta hipotesis,
se puede calcular para un instante determinado una variable (ej. la tasa de
degradacion), conociendo las otras dos variables (ej. cantidad de mRNA y
tasa de transcripcion). Este calculo se puede realizar facilmente si se
considera que la degradacion de los mRNAs es un proceso de primer orden
que solo depende de la cantidad de mRNAs presente y de la constante de
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degradacion (k) [4], y a la transcripcidn como un proceso de orden cero
que solo depende de la tasa de transcripcion (TR) [5]. Durante el estado
estacionario, por definicion, se pueden igualar estas dos tasas relacionando
las tres magnitudes [6].

[4] d[mRNAY/dt = k; - [mNRNA]
5] d[mRNA]/dt = TR
[6] TR = k;- [NRNA]

Para comprobar si es correcto asumir una situacion de estado estacionario
respecto a la sintesis y degradacion de mRNA en condiciones de
crecimiento exponencial en YPD vy, por lo tanto, si se pueden usar datos de
tasa de transcripcion y cantidad de mRNA obtenidos mediante
experimentos de GRO para calcular indirectamente las estabilidades de los
mRNAs, se decidid realizar un estudio detallado de la variacion de la
cantidad de mRNA durante el crecimiento exponencial.

1.2 Reanalisis de datos genomicos de variacion de
MRNAs durante el crecimiento exponencial

En la bibliografia no existen muchos estudios que analicen la expresion
génica global durante un intervalo amplio de tiempo del crecimiento
exponencial. Solo el estudio de Radonjic M. et al. 2005 contiene datos de
tiempos diversos durante este periodo de crecimiento celular. En ese
trabajo se estudia con detalle un ciclo de 9 dias desde la dilucion de un
cultivo en fase estacionaria hasta que el cultivo vuelve a alcanzar la
saturacion con un total de 39 puntos experimentales diferentes, situados
mayoritariamente en las fases iniciales de experimento (fig 8) (Radonjic
M. et al 2005).

En el trabajo citado, las células fueron crecidas durante 9 dias, hasta una
DOgo de 12 y, en el tiempo 0 del experimento, se diluyeron a DOggo 0.5 en
medio YPD fresco. Los autores de este estudio delimitan la fase de
crecimiento exponencial durante el intervalo entre 4 y 9 horas, cuando las
cé¢lulas ya han superado la fase de latencia posterior a la dilucidén, pero
antes de que la velocidad de crecimiento se vea afectada por el consumo de
nutrientes del medio de cultivo. Esta fase comprende 9 puntos
experimentales (3.9 h, 4 h, 425 h,4.75h, 525 h, 5.75h, 6.5h, 725hy 9
h) marcados en azul en la figura 8.

52



Resultados v discusion
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Figura 8. Cambio de la densidad éptica de un cultivo desde su dilucién
en medio fresco hasta la fase estacionaria. Cada circulo representa un
tiempo para el que se disponen de datos genémicos de cambio en la
cantidad de mRNA. Todos los cambios de cantidad de mRNA se
calculan frente al tiempo 6.5 h representado por un circulo rojo. El
resto de puntos reanalizados se representan en azul. Figura adaptada
de Radonjic M. et al. (2005).
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Figura 9. Cambio en la cantidad de mRNA durante el intervalo entre
3.9 v 9 horas. Se representan los histogramas de las pendientes del
total de los genes (linea negra) y de los genes con pendientes
significativamente negativas (en azul) o positivas (en rojo), que
corresponden a un total de 197 y 200 genes respectivamente. Las
pendientes estan calculadas usando los datos de cantidad de mRNA
en escala natural frente al tiempo en minutos.
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Se calculo para el intervalo temporal de 3.9 a 9 h si existen genes con una
pendiente significativamente diferente de 0 para la cantidad de mRNA
usando la herramienta de andlisis diferencial de la suite GEPAS (Montaner
D. et al 2006). Si se fija un umbral FDR<0.01, s6élo se encuentran 197
genes con pendiente significativamente negativa y 200 genes con
pendiente positiva, de un total de 4404 genes para los que se dispone de
datos (fig 9).
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Tabla 3. Grupos funcionales de genes con pendientes
significativamente diferentes de 0 para el intervalo entre 3.9 y 9 horas.
Se representan Unicamente los grupos funcionales mas informativos.
Los valores han sido calculados usando el programa Funcassociate,
gue se basa en un test exacto de Fisher de una cola para el célculo de
los p-valores. El p-valor ajustado corresponde a la iteracion de 1000
hipotesis nulas (Berriz G.F. et al 2003).

Grupos funcionales con incremento significativo en la cantidad de mRNA

n° genes total p-valor p-adj Ontologia Génica

153 2449 3.50:10™ <0.001 citoplasma

10 28 1.90-107 <0.001 fosforilacion oxidativa
60 710 3.80-107 <0.001 mitocondria
7 18 7.60-10° 0.003 sintesis de ATP acoplada al transporte electrénico
8 31 5.10:-10°  0.014  acumulo cortical de actina
9 41 6.90-10°  0.027 26S Proteasoma (sensu Eukaryota)
Grupos funcionales con disminucién significativa en la cantidad de mRNA
n°genes total p-valor p-adj Ontologia Génica
52 179 3.90:10*°  <0.001 nucleolo
51 198 9.10-10 % <0.001 biogénesis y ensamblaje de ribosomas
37 132 9.60-10%" <0.001 Procesado del rRNA

102 1389 1.50-10° <0.001 ndGcleo

11 55 2.30-10° 0.007  actividad metiltransferasa
12 67 3.20:110° 0.009 modificacién de RNA
7 23 4.30-10° 0.015 actividad RNA helicasa dependiente de ATP

Entre los genes que aumentan la cantidad de mRNA durante este periodo
se pueden destacar las categorias funcionales relacionadas con la
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fosforilacidon oxidativa y la mitocondria. Por otra parte, entre los genes que
disminuyen su cantidad de mRNA se encuentran bésicamente los
relacionados con la biogénesis de ribosomas (tabla 3). Estos cambios que
se observan son coherentes con lo esperado durante la fase final del
crecimiento exponencial, dado que las c€lulas tras esta fase ralentizan su
crecimiento, disminuyendo por tanto la produccion de ribosomas. Ademas,
las células cambian a un metabolismo energético con una respiraciéon mas
activa, lo que justifica el incremento de mRNAs de genes relacionados con
la mitocondria.

Sin embargo, si se repite el mismo andlisis pero usando sélo los 7 primeros
puntos (de 3.9 h a 6.5 h) no se detecta ningin gen con una pendiente
significativamente diferente de 0. Este resultado indica que la cantidad de
mRNA permanece estable durante gran parte del crecimiento exponencial
para casi todos los genes hasta al menos dos horas antes de que se pueda
detectar una disminucion en la velocidad de crecimiento.

1.3 Analisis detallado de los cambios de cantidad d e
MRNA y tasa de transcripcion durante el crecimiento
exponencial.

Una vez determinado que no existen cambios importantes en la cantidad de
mRNA durante el crecimiento exponencial, se decidid realizar un estudio
mas detallado durante una fase inicial de esta fase de crecimiento. Para
ello, se selecciond una zona inicial del crecimiento exponencial con una
densidad celular adecuada para la realizacién de los experimentos, pero
bastante alejada del cambio diatxico, para que éste no afecte a los
resultados. En este estudio detallado se midieron simultdneamente tanto las
variaciones en cantidad de mRNA como las variaciones en las tasas de
transcripcion mediante GRO, para poder determinar a su vez si existen
variaciones de la estabilidad de los mRNAs en estas condiciones. Se partio
de un cultivo en crecimiento exponencial inoculado al menos 16 horas
antes, y se empezo el experimento cuando las cé€lulas alcanzaron una
DOgpp de 0.36. Se tomaron un total de 5 alicuotas del mismo cultivo
separadas cada una 10 minutos (DOgoo de 0.36, 0.38, 0.41, 0.44 y 0.47).
Todos los experimentos fueron realizados por triplicado e igualando lo
maximo posible las densidades Opticas iniciales entre las diferentes
réplicas experimentales.
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Figura 10. Correlaciones de cantidad de mRNA y tasas de transcripcion
entre diferentes momentos durante el crecimiento exponencial. Los cinco
puntos experimentales estdn separados 10 minutos entre ellos, y
corresponden respectivamente a DOgoo de 0.36, 0.38, 0.41, 0.44 y 0.47.
Cada punto experimental es el resultado del promedio de tres réplicas
bioldgicas independientes. Tanto las tasas de transcripcion (TR) como la
cantidad de mRNAs (RA) estan representadas en escala logaritmica
(logy) y centradas en O.
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Como era esperable, existe una elevada correlacion tanto entre las tasas de
transcripcion como en la cantidad de mensajeros entre los cinco puntos
experimentales. Las variabilidades de los datos de transcripcion medidos
por GRO y la cantidad de mRNA son similares, siendo el promedio las
correlaciones entre réplicas biologicas de 0.934 para GRO y 0.936 para
cantidad de mRNA. Por otra parte, la correlacion entre diferentes tiempos
del mismo experimento es de 0.965 para GRO y de 0.964 para el mRNA.
Estos resultados indican que la variabilidad entre tiempos experimentales
es menor que la producida por las réplicas biologicas, y por lo tanto
apoyan la hipdtesis del estado estacionario. Una vez fusionadas las réplicas
entre si, los coeficientes de correlacion de Pearson al cuadrado entre los
tiempos experimentales son, en todos los casos, del orden de 0.95, lo que
indica que el 95% de la variabilidad para la medida de TR o RA en un
tiempo concreto, se puede explicar directamente por la variabilidad
observada en los otros tiempos experimentales (fig 10).

Una vez que se determinaron las tasas de transcripcion y las cantidades de
mRNASs para diferentes tiempos durante el crecimiento exponencial, y que
se comprobd que no existen grandes variaciones entre ellas, se realizd un
analisis para estudiar si estos valores presentan algun tipo de variacion
significativa con respecto al tiempo o a la densidad optica del cultivo. Para
ello se volvid a utilizar la herramienta de andlisis de expresion génica
diferencial de la suite GEPAS (Montaner D. et al 2006). En este caso no se
encontrd ningiin gen con variaciones estadisticamente significativas. Por lo
que todos estos resultados confirman que la asuncion general de que existe
un estado estacionario para la produccion y degradacion de mRNA durante
el crecimiento exponencial es correcta. Y, por lo tanto, es correcto aplicar
la ecuacion [6] para el calculo indirecto de la k.

1.4 Desviaciones del estado estacionario para la
expresion génica

Como se ha descrito anteriormente, si se realiza un analisis de expresion
génica diferencial analizando individualmente los genes, no se detectan
cambios significativos. Sin embargo, si en vez de analizar los genes
individualmente, se usan herramientas que analizan sesgos para grupos de
genes relacionados funcionalmente, si que se observan algunos cambios.
Usando la herramienta de anotacion funcional Fatiscan (Al-Shahrour F. et
al 2006) se pueden detectar sesgos significativos en las pendientes de los
valores de cantidad de mRNA y de tasas de transcripcion (tabla 4). El
resultado mas significativo es que se da una disminucion tanto en la
transcripcion, como en la cantidad de mRNA, de los genes relacionados
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con los ribosomas. Estos cambios concuerdan con los observados entre
puntos experimentales mas separados entre si en los datos de Radonjic M.
et al. (2005).

Tabla 4. Resumen de las clases funcionales para las que se puede
detectar un cambio en las tasas de transcripcion o en la cantidad de
MRNA respecto al tiempo durante el crecimiento exponencial. Los
valores de significacion corresponden a los p-valores ajustados por
test multiple obtenidos mediante Fatiscan. Las significaciones se
calculan usando tests exactos de Fisher a lo largo de diferentes
particiones de los datos con el objetivo de detectar asimetrias en su
distribucion (Al-Shahrour F. et al 2006). El p-valor ajustado se calcula
utilizando una correccion por FDR (False Discovery Rate). Solo se
representan aquellas categorias con un p valor ajustado menor de

0.01.
Grupos funcionales cuya transcripcién aumenta
p-adj Grupo funcional
0.004 Fase del ciclo celular
Grupos funcionales cuya transcripcion disminuye
p-adj Grupo funcional
2.34-10"°  Componente estructural de ribosoma
8.76:10 "  Traduccion
6.7-10 ° Biogénesis y ensamblaje de ribosomas

3.19-10 % Respuesta a proteinas desplegadas

0.0012 Unién a RNA

0.0012 Unidn a proteinas desplegadas

Grupos funcionales cuya cantidad de mRNA disminuye
p-adj Grupo funcional

231-10 % Traduccién

0.007 Gluconeogénesis

Usando intervalos cortos de cuatro puntos y analizando los sesgos
mediante Fatiscan también se pueden encontrar resultados similares en los
datos de Radonjic M. et al. (2005). Estas diferencias son especialmente
importantes en el intervalo inicial y en el final, mientras que en la zona
intermedia del crecimiento exponencial se detectan menos variaciones
respecto al estado estacionario (tabla 5).
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Tabla 5. Grupos funcionales para los que se detectan cambios en la
cantidad de mRNA en el estudio de Radonjic M. et al. (2005). Los
valores de significacion corresponden a los p-valores ajustados por test
multiple obtenidos mediante Fatiscan (Al-Shahrour F. et al 2006). Se
representan en rojo aquellos grupos con pendientes significativamente
positivas (aumenta la cantidad de mRNA) y en azul los grupos con
pendientes negativas (disminuye la cantidad de mRNA). Solo se
representan los grupos funcionales mas informativos.

< <
< To) < o)
w = ™~ 0 N <
™~ T} To} © ~ o
~ N | [ | |
o i g 2 9 0
Grupo funcional s < < < o s
Citoplasma | 4.06-10° - - 5.56-10° | 4.26-10™ | 2.90-10”
Mitocondria - - - - 1.24-10" | 2.08-10°
Actividad oxidoreductasa | 3.72-10° - - - 5.07-10° | 1.82-10"
Procesos del metabolismo ) ; - 3.29-10° 4.13.10°
del alcohol
Respuesta a proteinas ) ) ) 187.10M | 1.06.10°
desplegadas
Respuesta al estrés | 3.06-10° - - - 1.20-10° | 8.17-10°
Integral de membrana | 6.92.10° | 4.07.10° | 9.44.10° - 7.58-10° -
Ensamblaje y b|og_ene5|s de 6.04-10° i i i 6.32.10° )
ribosomas
Componente estructural del i i ) 4.85.10%° i
ribosoma '
Traduccién - - - - 7.22.10° | 8.16-10°
Nucleo | 1.30-10° - - ] - -

La mayoria de las desviaciones respecto al estado estacionario que se
observan en la tabla 4 son comunes tanto para las tasas de transcripcion
como para la cantidad de mRNA. Sin embargo existen ciertas
discrepancias que deben se explicadas por variaciones en la estabilidad de
los mRNAs. Para calcular la influencia en la cantidad de mRNA de los
cambios en la estabilidad se calculo la cantidad de mRNA tedrica que
deberia tener cada gen usando unicamente los datos de variacion de tasa de
transcripcion y asumiendo una estabilidad constante a lo largo del
experimento. De esta forma, la diferencia entre la cantidad de mRNA
tedrica asumiendo una estabilidad constante y la cantidad real, se debera
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exclusivamente a variaciones en la estabilidad de los mRNAs durante el
crecimiento exponencial (fig 11).
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80 4 dependiente de la
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Figura 11. Calculo de la dependencia de la variacion de mRNA
respecto a la transcripcion y la estabilidad. Los puntos rojos
representan datos reales de cantidad de mRNA para un gen concreto,
mientras que los azules representan la variacion tedrica que
presentaria ese gen si la estabilidad del mMRNA fuera constante y las
variaciones solo se debieran a cambios en la tasa de transcripcion. La
diferencia entre el cambio real de la cantidad de mRNA y el cambio
dependiente de transcripcidon es el cambio dependiente de variaciones
en la estabilidad e los mMRNAs.

Se calculd qué porcentaje del cambio total en la cantidad de mRNA para
cada gen se debe a cambios en la estabilidad, y se analizd si existen
diferencias significativas entre grupos funcionales. Para ello se ordend
jerarquicamente el porcentaje de variacion debido a la estabilidad para
cada gen y se analizaron mediante la herramienta Fatiscan. Los resultados
indican principalmente una desestabilizacion de mRNAs relacionados con
los ribosomas y una estabilizacion de genes relacionados con la
mitocondria (tabla 6). Ademas, estos cambios van en el mismo sentido
(cambio homodireccional), incremento o descenso, que los observados
previamente en la cantidad de mRNA.
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Tabla 6. Grupos funcionales con cambios significativos para la
estabilidad de los mRNAs. Entre paréntesis se muestra el p-valor
ajustado por test multiple calculado mediante Fatiscan (Al-Shahrour F.
et al 2006) a partir de la ordenacion jerarquica del porcentaje de
variacion de los mMRNAs que se debe a cambios en la estabilidad. Sé6lo
se muestran aquellas categorias con un p-adj<0.01.

Grupos funcionales cuyos mRNAs se estabilizan

p-adi Ontologia Génica

9-10°  Procesos del metabolismo de biopolimeros
0.004  Mitocondria

0.009  Regulacion de procesos celulares

Grupos funcionales cuyos mRNASs se desestabilizan
p-adj Ontologia Génica

0.004  Citosol
0.004  Subunidad grande del ribosoma
0.01 Proceso de biosintesis celular

Una vez calculada la variacion de los tres parametros que afectan a la
cantidad de mRNA durante el crecimiento exponencial (transcripcion,
cantidad de mRNA y estabilidad), se seleccionaron aquellos grupos que
presentan variaciones significativas en alguno de los pardmetros para
estudiarlos en detalle. En la fig 12 se representan la aportaciéon de los
cambios en transcripcidon o en estabilidad al cambio total en la cantidad de
mRNA. Para estos grupos funcionales, las variaciones en la cantidad de
mRNA se deben normalmente al efecto conjunto de cambios en la tasa de
transcripcion y en la estabilidad que act@ian de forma coordinada (cambios
homodireccionales). Sin embargo, también se pueden encontrar casos
donde es mdas importante uno de los dos factores, como el caso de los
genes relacionados con la gluconeogénesis donde la mayoria de la
disminucion de la cantidad de mRNA se debe a una disminucion de la vida
media. O incluso algunos casos donde las dos magnitudes parecen
comportarse de manera opuesta como el caso de los genes de biogénesis y
ensamblaje de ribosomas o de union a proteinas desplegadas (cambios
heterodireccionales).
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B Cambios dependientes de transcripcion
O Cambios dependientes de estabilidad
O Cambios de cantidad de mRNA

10% -

5% -

Componente estructural del ribosoma
Biogénesis y ensamblaje de ribosomas

Subunidad grande del ribosoma
Proceso de biosintesis celular

Gluconeogénesis
Parte citosélica
Unién a RNA

Traduccién

0% -

=

de la cantidad de mRNA

-5% -

TOTAL

variacion

Parte mitocondrial

-10% -

Unién a proteinas desplegadas

-15% -

Respuesta a proteinas desplegadas
Regulacién de procesos celulares

Procesos del metabolismo de biopolimeros

Figura 12. Contribucion de la transcripcion y de la estabilidad a la
variacion de la cantidad de mRNA. Se representan las medianas para
la variacién global en la cantidad de mRNA de unos pocos grupos
funcionales para los que se detectan desviaciones significativas del
estado estacionario para la expresion génica.

1.5 Asuncion del estado estacionario para la
expresion genica.

Se puede, pues, asumir que para la mayor parte de los genes la cantidad de
mRNA vy la tasa de transcripcién son constantes durante el crecimiento
exponencial. Y por lo tanto, también es correcto asumir también que no
hay variaciones importantes de la estabilidad de los mRNAs. En este
trabajo se ha estudiado con detalle una situacion de crecimiento
exponencial bastante alejada temporalmente del cambio diduxico. Sin
embargo, teniendo en cuenta el andlisis de los datos de Radonjic M. et al.
(2005), esta situacion de expresion génica estacionaria se puede extrapolar
a otros momentos del crecimiento exponencial, hasta al menos, un par de
horas antes de que las células empiecen a disminuir su velocidad de
crecimiento.
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El hecho de que sea correcto realizar una asuncion de estadio estacionario
para la expresion génica, permite usar los datos de tasa de transcripcion y
de cantidad de mRNA para calcular una vida media indirecta durante el
crecimiento exponencial. Esto confirma la validez del uso del GRO para
calcular las estabilidades de los mRNAs durante el -crecimiento
exponencial asi como en otras situaciones donde se pueda asumir el estado
estacionario para la expresion génica (Garcia-Martinez J. et al 2004).

Sin embargo, aunque ningun gen considerado individualmente se aparte
del estado estacionario, se pueden detectar algunos grupos funcionales que
presentan variaciones ligeras pero significativas respecto al estado
estacionario. Y estas variaciones son consecuencia de cambios tanto en las
tasas de transcripcion como en la estabilidad de los mensajeros. Lo que
apoya la importancia de la regulacidon postraduccional de la estabilidad de
los mRNAs como un mecanismo fundamental de la regulacion génica
(Keene J.D. y Lager,P.J. 2005; Pérez-Ortin J.E. ef al 2007). Ademas, esas
variaciones parecen anticipar cambios importantes en el metabolismo
celular que seran mas importantes a medida que progrese el crecimiento
celular. Estos cambios empiezan a preparar a la célula para una menor
velocidad de crecimiento y un metabolismo menos fermentativo y mas
respiratorio. Sin embargo, es importante destacar que estas variaciones,
pese a existir, son muy ligeras, y s6lo se pueden detectar cuando se
estudian conjuntamente grupos de genes relacionados.

También es interesante sefialar que, para la mayor parte de los genes y
grupos funcionales que presentan cambios en la cantidad de mRNA, los
cambios de tasa de transcripcion van en el mismo sentido. Ademas estos
cambios de transcripcion suelen ir acompafniados de cambios de estabilidad
del mRNA que refuerzan su efecto. S6lo en dos grupos se observan
cambios de transcripcidon y estabilidad de mRNA en sentido opuesto. El
grupo de “unién a proteinas desplegadas” exhibe un cambio de
transcripcion negativo, mientras que el cambio de la cantidad de mRNA es
positivo gracias a un gran incremento de la estabilidad. Por el contrario, el
grupo de “biogénesis de ribosomas” presenta un cambio mayor de
transcripcion que de mRNA para compensar una perdida de estabilidad de
los mRNAs. Estos resultados apoyan la idea de que en circunstancias de
estabilidad ambiental las variaciones de cantidad de RNA se consiguen
mediante cambios tanto en la tasa de transcripcidon como en la estabilidad
de los mRNAs que actian en el mismo sentido (homodireccionales). Sélo
en casos excepcionales los efectos son opuestos. Es importante destacar
que, en otras situaciones, cuando se producen cambios bruscos en la
situacion fisiologica se pueden encontrar mas frecuentemente grupos de
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genes que presenten comportamientos opuestos para la transcripcion y la
degradacion de mRNAs en un momento determinado. Esto ha sido descrito
recientemente usando también el método GRO durante el estrés oxidativo
(Molina-Navarro M.M. et al 2008) y el estrés osmoético (Lorena Romero-
Santacreu y Paula Alepuz, comunicacion personal).

1.6 Discrepancias entre calculos directos e indirec  tos
para el estudio del recambio de los mMRNAs

Una vez comprobada la validez de la asuncion del estado estacionario para
la expresion génica durante el crecimiento exponencial, se puede tratar de
relacionar entre si los datos de transcripcion, cantidad y estabilidad de los
mRNA mediante la ecuacion [6] (TR = k; - [mRNA]). De esta forma se
pueden calcular, por ejemplo, datos de TR a partir de la cantidad de mRNA
y la vida media para compararlos con los datos directos de transcripcion.
La similitud entre los dos tipos de calculos, experimentales o directos
frente a los matematicos o indirectos, nos daran idea de la bondad de
ambas mediciones. Si ambos tipos de datos ofrecen resultados similares se
reforzard la validez de los dos tipos de medidas. Si por el contrario los
resultados son muy diferentes eso sera indicativo de que uno o los dos
tipos de los resultados tendran errores o sesgos que hay que corregir. En
este ultimo caso el estudio de las diferencias entre las medidas directas e
indirectas puede permitir descubrir grupos de genes para los que se
obtengan resultados significativamente diferentes y tratar de encontrar el
motivo de esta discrepancia.

Para tratar de descubrir si existen diferencias entre estos dos tipos de
medidas se realizdo una comparacion de los datos directos e indirectos de
tasas de transcripcion. Otra posibilidad seria obtener datos indirectos de
estabilidades de mRNA a partir de datos de TR y cantidad de mRNA y
compararlos con datos de directos estabilidades. Sin embargo esta
posibilidad, y los problemas asociados a estos calculos, seran discutidos
con mas detalle en el segundo capitulo de este trabajo.

Para realizar las comparaciones de tasa de transcripcion se utilizaron datos
robustos de TR (calculados en el apartado 3.1.2 de este trabajo) y un
conjunto de diferentes de datos indirectos de transcripcion. Para obtener
estas medidas indirectas de transcripcion se combinaron los datos de
cantidad de mRNA calculados a partir de los resultados de PCR
competitiva y RNA-seq (Miura F. et al 2008; Nagalakshmi U. et a/ 2008)
con 5 célculos diferentes de estabilidades de mRNA usando el mutante
termosensible rpb1-1* (Grigull J. et al 2004; Wang Y. et al 2002) o drogas
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inhibidoras de la transcripcion como la tiolutina y la fenantrolina (Grigull
J. et al 2004). De esta forma se obtuvieron 10 tablas de datos diferentes de
TR indirecta usando la ecuacion [6] (TR = k; - [mMRNA]).

Una vez obtenidos datos mas robustos para la transcripcion calculados de
forma directa o indirecta, se compararon entre si. Aunque la correlacion
entre los diferentes datos es relativamente alta (tabla 7) existen
importantes diferencias. Para tratar de descubrir si existe algun grupo de
genes para el que estas diferencias se especialmente importantes, se realizd
un analisis funcional de las diferencias. Sin embargo, para evitar posibles
artefactos debidos a los diferentes métodos de medida de estabilidades de
mRNA solo se eligieron grupos de genes que fueran sistematicamente
diferentes entre las medidas directas e indirectas de TR para todos los
calculos indirectos diferentes, y que, por lo tanto, no dependieran
exclusivamente de unos datos de estabilidad de mRNAs concretos.

Tabla 7. Correlaciones entre diferentes calculos indirectos de TR
respecto a datos. Los valores representan los coeficientes de
correlacion no paramétricos de Spearman. Todos los valores son
estadisticamente diferentes de 0 (sig<10™%). Los datos utilizados para
realizar los calculos indirectos proceden de célculos de vida media
(Grigull J. et al 2004; Wang Y. et al 2002) y cantidades de mRNA
(Miura F. et al 2008; Nagalakshmi U. et al 2008). Todos estos datos se
comparan con los datos robustos de GRO calculados en el apartado
3.1.2 de este trabajo.

Correlacion respecto a GRO [mRNA] PCR competitiva [mRNA] RN A-Seq
(Miura et al 2008) (Nagalakshmi et al 2008)
rpbl-1 con hexameros (Wang) 0.551 0.567
rpbl-1 con oligo (dT) (Wang) 0.534 0.557
rpb1-1(Grigull) 0.490 0.521
Tiolutina (Grigull) 0.519 0.526
Fenantrolina (Grigull) 0.492 0.516

Dado que en una situacién de crecimiento exponencial es correcto asumir
un estado estacionario (como se ha demostrado en este capitulo), las
discrepancias entre las medidas directas e indirectas se deberdn a
asunciones incorrectas realizadas durante el calculo de algunas de las
magnitudes implicadas o bien en la relacion entre ellas.

Entre las posibles asunciones incorrectas que podrian explicar las
discrepancias entre medidas directas e indirectas podemos destacar:
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Que no sea correcta alguna de las asunciones realizadas para
calcular las tasas de transcripcion. Asi, por ejemplo para
transformar los datos de densidad de polimerasas activas a TR es
necesario asumir que la velocidad de la RNA polimerasa II es
constante y comun para todos los genes. Esta asuncion es
obviamente una simplificacion en la que los genes con diferente
velocidad para la RNA pol II tendran también valores diferentes de
TR calculada directamente, pero no para la TR calculada
indirectamente.

Que no sea correcta alguna de las asunciones realizadas para
calcular la estabilidad de los mRNAs. Por ejemplo en el caso de
genes cuya estabilidad sea afectada de forma diferencial por las
condiciones de estrés necesarias para producir la parada
transcripcional y para los que, consecuentemente, se calcule una
vida media mas larga o mas corta de la real. En este caso la TR
calculada indirectamente serd también diferentes de la calculada
directamente.

Otra posibilidad seria que exista cualquier asuncion errénea en la
relacion entre las tras magnitudes (TR, RA y estabilidad de
mRNAs). Asi, por ejemplo, la transcripcion nuclear que se mide
mediante GRO (que hace referencia la cantidad de mRNAs
nacientes) no corresponde exactamente a la velocidad de aparicion
de nuevos transcritos maduros en el citoplasma. Estas dos medidas
sOlo seran iguales en el caso que la eficiencia de la maduracién y
exporte de los mRNAs sea el mismo para todos los genes. Sin
embargo, todos los eventos de transcripcion no dan lugar a un
mRNA maduro, sino que también se producen transcripciones de
RNAs cortos cripticos (Struhl K. 2007; Xu Z. et al 2009) que daran
seflal de transcripcion por métodos directos pero en realidad no
producirdn un incremento en la cantidad de mRNAs maduros.

Entre los grupos de genes con valores mas altos para la TR calculada de
forma indirecta respecto a la calculada de forma directa se pueden
encontrar principalmente genes relacionados con la glicosilacion de
proteinas (minimo p-adj 10), reticulo endoplasmatico (minimo p-adj 107)
y proteinas intrinsecas de membrana (minimo p-adj 107). Estas diferencias
podrian explicarse por ser genes con RNA pol II mas veloces, por tener
mRNAs que se desestabilizan especialmente en condiciones de inhibicion
transcripcional o por ser genes que sufren menos transcripciones no
productivas que el global de la poblacion.
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Por el contrario entre los grupos de genes con valores mas altos para la TR
calculada de forma indirecta respecto a la calculada de forma directa se
pueden encontrar genes relacionados con el ciclo celular (minimo p-adj 10°
*) y la regulacién de la transcripcion (minimo p-adj 10~). Estas diferencias
podrian explicarse por ser genes con RNA pol II menos veloces, por tener
mRNAs que se estabilizan especialmente en condiciones de inhibicion
transcripcional o ser genes que sufren mayor nimero de transcripciones no
productivas que el global de la poblacion.

Sin embargo, estos resultados son sélo indicios que pueden dar pistas sobre
genes con comportamientos diferenciales para los procesos de
transcripcion o degradacion de los mRNAs.
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2 Calculo Gendmico de estabilidades de mRNA

Uno de los objetivos de este trabajo es realizar un célculo de las
estabilidades de los mRNAs de §. cerevisiae a escala genémica. Al inicio
de este trabajo solo existia un estudio gendémico de estabilidades de
mRNAs en el que usaban un mutante termosensible de la polimerasa para
parar la transcripcion (Wang Y. et al 2002). Sin embargo, durante la
realizacion de este trabajo han surgido mas estudios genomicos de
estabilidades de mRNAs (Grigull J. et al 2004; Guan Q. et al 2006). El
realizar un calculo alternativo de estabilidades de mRNAs con nuestros
macrochips permitird estudiar la fiabilidad y validez de este tipo de
medidas gendémicas y compararlas también con los datos de estabilidad
calculados indirectamente mediante GRO (Garcia-Martinez J. et al 2004)
obtenidos en el apartado anterior.

Para realizar este calculo alternativo de la estabilidad de los mRNAs a
escala genomica se decidié usar tiolutina, una droga inhibidora de la
transcripcion. La tiolutina es un antibidtico producido por Streptomyces
luteoreticuli (Celmer W.D. y Solomons [.A. 1955) que es capaz de inhibir
la transcripcion de todas las RNA polimerasas de S. cerevisiae (Jiménez A.
et al 1973). La inhibicion de la transcripcidn se produce principalmente en
la iniciacion, dado que la droga interacciona principalmente con la RNA
pol libre y no con la RNA pol que ya ha iniciado la transcripcion (Tipper
D.J. 1973), aunque otros autores han descrito que también es capaz de
inhibir la elongacion de la transcripcion en E. coli (Khachatourians G.G. y
Tipper,D.J. 1974). Ademas, esta droga ha sido ampliamente usada para el
calculo de estabilidades de mRNA en levadura (Grigull J. et al 2004; Guan
Q. et al 2006; Herrick D. et al 1990; Michan C. et al 2005; Parker R. et al
1991).

2.1 Medida de vidas medias individuales con tioluti na

Debido a la discrepancia entre las concentraciones de tiolutina usadas en
diferentes estudios, se decidio buscar que concentracion de tiolutina era la
Optima para la medida de estabilidades de mRNAs en nuestras condiciones
experimentales. Este estudio inicial se realizod calculando las estabilidades
para unos pocos mRNAs individuales. Para ello, se afiadi6 la droga a un
cultivo de levaduras en crecimiento exponencial y se recogieron alicuotas
de células a diferentes tiempos tras la inhibicion transcripcional.
Seguidamente, se extrajo el RNA y se cuantificd la desaparicion de los
mRNAs de interés mediante northern blot. Para poder normalizar las
diferentes muestras de RNA entre si y poder calcular la vida media de los
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mRNAs, se asumi6 que la concentracion del rRNA permanece constante a
lo largo del experimento, dado que este RNA es mucho mas estable que los
mRNAs. De esta manera es posible cuantificar la desaparicion de los
mRNASs y por tanto calcular su estabilidad (fig 13).

nnnnnnn

1 Tiolutina 3 I -
/ g/ mL
/N [ H -

SN
vo 0 0 00

t10 t20 t30 t4S5

= N, liquido y extraccion de RNA

Northern blot
Gel desnaturalizante Hibridacién especifica

Calculo de vida media

Figura 13. Diseflo experimental para el calculo de vidas medias
usando tiolutina. Se partié de un cultivo de levaduras en crecimiento
exponencial al que se le afadieron 3 pg/mL de tiolutina.
Posteriormente se recogieron células a diferentes tiempos tras la
adicion de la droga, se congelaron las células en N, liquido y se
extrajo el RNA. Posteriormente se realiza un northern blot hibridando
la membrana con una sonda especifica para el mRNA de interés y se
calcula su velocidad de desaparicion.

La concentracidon de tiolutina més habitualmente usada para el calculo de
estabilidades de mRNAs es de 3 pg/mL (Grigull J. et al/ 2004; Herrick D.
et al 1990) pero también se ha descrito el uso de concentraciones mas altas
(Guan Q. et al 2006; Michan C. et al 2005). En las condiciones
experimentales de este estudio se comprobd que a partir de 3 pg/mL de
tiolutina se produce una parada de varias horas en el crecimiento celular.
Para confirmar si esta concentracion de tiolutina era la Optima para
producir una parada en la transcripcion y poder calcular asi la estabilidad
de los mRNAs, se realizaron diferentes cinéticas de calculo de vidas
medias a concentraciones crecientes del inhibidor. Se usaron
concentraciones de tiolutina entre 3 y 30 ug/mL, y se calculo la vida media
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para los mRNAs de ACTI, para el que esta descrita una vida media de
entre 31-71 minutos, y RPL24, que tiene una vida media descrita de entre
11-24 min (Herrick D. ef al 1990; Santiago T.C. ef al 1986; Wang Y. et al
2002). Usando 3 ug/mL de tiolutina se calculé una vida media de 50
minutos para el mRNA de ACT! y de 20.3 minutos para el de RPL24,
siendo estas vidas medias coherentes con las presentes en la bibliografia.
Por el contrario, usando concentraciones superiores de tiolutina la vida
media calculada se incrementaba significativamente.

S1, como es esperable, la parada de la transcripcion por parte de la tiolutina
fuera menos eficaz a concentraciones mas bajas de la droga, un incremento
en la concentracion de la droga conduciria, en todo caso, a una parada mas
eficaz de la transcripcidn y, por lo tanto, un incremento en la concentracion
de tiolutina usada produciria un célculo de vidas medias mas cortas, dado
que se reduciria la transcripcion residual que podria quedar a
concentraciones bajas de droga. Sin embargo, contrariamente a lo
esperado, el incremento de la concentracion de tiolutina usada para parar la
transcripcion conduce a la aparicion de vidas medias aparentemente mas
largas (fig 14). La forma mas facil para explicar este fenomeno es que la
tiolutina, ademas de su efecto inhibitorio sobre la transcripcion, tiene
también un efecto sobre el proceso celular opuesto: degradacidén de los
mRNAs.
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Figura 14. Calculo de vidas medias de mRNAs individuales usando

concentraciones crecientes de tiolutina. (A) Northern blot de muestras

obtenidas a diferentes tiempos tras la adicibn de concentraciones
crecientes de tiolutina hibridado con sondas para los mensajeros de
ACT1 y RPL24. (B) Calculo de la vida media aparente del mRNA de
RPL24 para las diferentes concentraciones de tiolutina usadas en (A).
(C) Calculo de la vida media aparente del mRNA de ACT1 para las
diferentes concentraciones de tiolutina usadas en (A).
experimentos se realizaron por duplicado y las barras de error
representan la desviacion estandar entre réplicas. Todas las muestras
han sido normalizadas usando la sefial de 25S rRNA tefiido con
bromuro de etidio.
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2.2 Comprobacion del efecto inhibitorio de la tiolu tina
sobre la degradacion de los mRNAs usando mutante
rpbl1-1

Para comprobar la hipotesis de que la tiolutina, ademds de su efecto
inhibitorio sobre la transcripcion, presenta un efecto inhibitorio sobre la
degradacion de los mRNAs, se disefid un experimento en el que se produce
una parada general de la transcripcidon de forma independiente al uso de la
tiolutina. Una vez producida la parada de la transcripcion, la adicion de la

tiolutina permite estudiar si ésta tiene algin efecto adicional sobre la
degradacion del mRNA.

Mutante rpbl-1%

/ \ % D r Tiolutina 20 ug/mL \/j\i>
Lo g | |

- A I
AN I

370 5 20 t30 45
(37°C’) t5  t10  t20 t30

=

Al Nt ﬁ 111

65

YPD sin células NZ liquido

Figura 15. Disefio _experimental del estudio del efecto inhibitorio de la
tiolutina sobre la degradacion de los mMRNAs. Se partié de un cultivo
de levaduras en crecimiento exponencial con una RNA pol Il
termosensible y se par6 la transcripcion mediante un choque térmico.
A una alicuota se le afiadié tiolutina hasta 20 pg/mL para observar si
esta tiene un efecto sobre la cantidad de mRNA independiente a la
parada de transcripcidn. Posteriormente se recogieron células a
diferentes tiempos congelandolas en N, liquido y se extrajo el RNA
para ser analizado mediante northern blot.

Para realizar este experimento se usod una cepa (Z676) que posee una RNA
pol II termosensible (rphI-1*) y que también es habitualmente usada para
el calculo de vidas medias de mRNAs (Grigull J. et al 2004; Parker R. et al
1991; Wang Y. et al 2002). Se crecieron las células a temperatura
permisiva (25°C) y posteriormente se aumentd la temperatura del cultivo
rapidamente a 37°C mediante la adicion de medio caliente (fig 15). De esta
forma, es el choque térmico el que detiene la transcripcién y permite,
recogiendo células a diferentes tiempos, calcular la vida media de los
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mRNAs de la misma manera que se hacia en el caso de la tiolutina. Una
vez producida una parada en la transcripcion de forma independiente a la
tiolutina, se separo el cultivo en dos alicuotas y a una de ellas se le anadio
tiolutina hasta una elevada concentracion (20 pg/mL) para maximizar los
efectos secundarios de la droga. Posteriormente, se mantuvieron las dos
alicuotas a 37°C y se recogieron c€lulas a diferentes tiempos para calcular
las vidas medias de los mRNAs en presencia o ausencia de una
concentracion elevada de tiolutina (fig 15).

Usando exclusivamente la parada de transcripcion producida por el choque
térmico en una cepa rpbl-1* se calculd una vida media de 31.1 minutos
para el mRNA de ACT1 y de 14.3 minutos para el de RPL24. Sin embargo,
cuando ademas del choque térmico se afiade tiolutina a 20 pug/mL se
produce una gran estabilizacion de estos mRNAs (fig 16). Como la
transcripcion estd inhibida debido al uso de la polimerasa termosensible en
ambos casos, es la tiolutina la responsable de estabilizar los mRNAs, y por
lo tanto posee un efecto inhibitorio sobre la degradacion de los mRNAs de
forma independiente a la inhibicidon general de la transcripcion.

rpbl-1t rpbl1-1' + tiolutina
‘0 8 13 20 30 45 60 0 8 13 20 30 45 60"

ACTI B E M MMomdMEEEER

RPL24 &% &0 1243 min B4 B8 #8 8 88 = n.a

Figura 16. Calculo de vidas medias usando un mutante termosensible
de la RNA pol Il en presencia y ausencia de tiolutina. Northern blot de
muestras a diferentes tiempos tras un choque térmico a 37°C en una
cepa rpb1-1* con o sin la adicion de tiolutina 20 pg/mL. La vida media
calculada se muestra a la derecha de cada serie. n.a. indica que la
cantidad de mRNA aumenta durante el experimento, y por lo tanto el
célculo de una vida media no es aplicable. Todas las muestras han
sido normalizadas usando la sefial de 25S rRNA tefido con bromuro
de etidio.

2.3 Estudio del efecto de la tiolutina sobre la
desadenilacion de los mMRNAS

Una vez demostrado que la tiolutina posee un efecto inhibitorio sobre la
degradacion de los mRNAs, se decidio tratar de averiguar a qué nivel se
produce esta inhibicion. El primer paso en la via de degradacién de los
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mRNAs es el recorte de la longitud de de la cola poli (A). Ademas, la
desadenilacion es un paso limitante para la degradacidon y es comun para
las diferentes rutas de degradacidn, ya que, tras el recorte de la cola poli
(A), los mRNAs pueden seguir su degradacion por diferentes vias (Parker
R. y Song,H. 2004). Para estudiar si el efecto de la tiolutina sobre la
inhibicion de la degradacion de mRNAs es anterior o posterior a este
proceso, se realizd una cuantificacion de la proporcion de RNA poli (A)
global a diferentes tiempos tras la adicidon de la droga.

Para ello, se realizd6 un dot-blot depositando cantidades de RNA total
conocidas extraidas de células a diferentes tiempos tras la adicion de
concentraciones crecientes de tiolutina y se hibrid6 con una sonda poli
(dT) marcada radiactivamente. De esta manera, la intensidad de cada punto
es proporcional a la cantidad de RNA poliadenilado y, dado que la
cantidad total de RNA depositado es conocida, es posible calcular la
proporcion de RNA poliadenilado presente en cada muestra.
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Figura 17. Estudio del efecto de la tiolutina sobre la desadenilacién de los
mRNAs. Cuantificacion de la cantidad de poli (A) total después de la adicion
de diferentes concentraciones de tiolutina. Los datos corresponden a la
intensidad de los puntos de un dot blot realizado con RNA total extraido tras
la adicion de tiolutina e hibridado con un oligo poli (dT) marcado
terminalmente con **P. Las intensidades de los tiempos 0 (antes de la adicién
de la tiolutina) se han tomado arbitrariamente como uno.
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Cuando se anade tiolutina se puede observar una disminucion global de la
poblacion de RNAs poliadenilados que concuerda con una inhibicion de la
transcripcion (fig 17). Como ha sido previamente descrito (Herrick D. et al
1990; Minvielle-Sebastia L. et al 1991), la disminucion de sefial de RNA
poliadenilado tras la inhibicién de la transcripcion por tiolutina se debe
tanto a un recorte en la longitud global de las colas poli (A) como de la
cantidad de RNAs poliadenilados. Sin embargo, el incremento en la
concentracion de la tiolutina usada no conduce a una estabilizacion del
RNA poliadenilado. De hecho, se produce una degradacion sensiblemente
mas rapida a concentraciones superiores. Este resultado sugiere que a
concentraciones superiores la inhibicion de la transcripcion es mas
eficiente. Por lo tanto, la estabilizacion de los mRNAs que se observan
mediante northern blot con concentraciones altas de tiolutina se debe
producir afectando a la estabilidad de los mRNAs en una etapa posterior al
recorte de la cola poli (A).

Cabe destacar, que la cantidad de RNA poliadenilado parece estabilizarse
en un valor minimo. Esto puede deberse a que, durante el proceso inicial
de desadenilacion, no se produce una eliminacion completa de la cola poli
(A) y, por lo tanto, los mRNAs en degradacion presentan colas cortas que
podrian seguir dando alguna sefial. Otra posibilidad no excluyente con la
anterior es que un pequeio porcentaje del RNA ribosdmico se poliadenila
(Kuai L. et al 2004). El pequeiio porcentaje de poliadenilacion de rRNA
(entre el 0.1 y el 0.01%) puede ser suficiente para producir una sefial
significativa, dado que el rRNA representa el 80% del RNA total (frente al
5% que representa el mMRNA) y es muy estable (Warner J.R. 1999).

2.4 Efecto diferencial de la estabilizacion del los
MRNAs a escala gendmica

Una vez determinado que el efecto inhibitorio de la tiolutina sobre la
degradacion de los mRNAs se produce en un paso posterior al recorte
general de la cola poli (A) se estudio si la inhibicion de la degradacion es
especifica de algunos mRNAs concretos (como ACTI y RPL24) o es un
efecto comun para todos los mRNAs de levadura. Ademas, un estudio
gendmico de estas caracteristicas resulta interesante porque puede aportar
pistas sobre que rutas de degradacion usan preferencialmente los diferentes
mRNAs s tras el paso inicial de desadenilacion (Parker R. y Song,H. 2004).

Para realizar este estudio se usaron dos concentraciones diferentes de
tiolutina (3 y 10 pg/mL). Se tomaron muestras de RNA de células en
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crecimiento exponencial y a los 30 minutos después de la adicion de estas
dos concentraciones de tiolutina. Se marcaron los RNA copiandolos a
cDNA en presencia de >P-dCTP usando como cebador un oligo dT;sVN
para generar una copia por molécula de mRNA de forma independiente a
la longitud de la cola poli (A) y finalmente se hibridaron las muestras con
chips de DNA. Una vez determinada la cantidad de mRNAs en cada punto
se normalizd la variacion en la cantidad de mRNAs usando como
referencia la estabilidad calculada para ACTI mediante northern blot, dado
que este gen permanece en las dos distribuciones en una posicion similar
(fig 18). De esta manera, y asumiendo una cinética de primer orden, se
puede calcular una constante de degradacidn aparente para todos los genes
usando la cantidad de mRNA a tiempo 0 y 30 minutos después de la
adicion de la tiolutina.
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Figura 18. Analisis gendmico del efecto de la tiolutina sobre la
degradacién _de los mRNAs. Histograma de las constantes de
degradacién aparentes [kq=(-1/t1;,)] usando diferentes concentraciones
de tiolutina. Para normalizar los resultados se utilizo la vida media de
ACT1 calculada por northern blot. Este gen permanece
aproximadamente en la misma posicidbn relativa en las dos
distribuciones (representado por una flecha). Los experimentos se
realizaron por duplicado y tuvieron un coeficiente de correlacién de
Pearson entre las réplicas igual o superior a 0.9.
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En la figura 18 se puede observar que cuando se usa una concentracion
mas alta de tiolutina (10 pg/mL) se produce una estabilizacion general de
todos los mRNAs respecto a la vida media calculada con 3 pg/mL. Con el
aumento de la concentracion de tiolutina, la distribucidén de constantes de
degradacion se desplaza hacia valores positivos (asociados con la
estabilizacion de mRNAs). De hecho, de los 4222 genes analizados 3533
presentan una vida media aparentemente mas larga a 10 ug/mL de tiolutina
que a 3 ug/mL.

Una vez confirmado que la estabilizacion de los mRNAs es un fendmeno
global, que afecta a la mayoria de la poblacion de mRNAs, se decidid
estudiar si algunos mRNAs se ven especialmente afectados por la tiolutina.
Para ello se realiz6 un analisis funcional para determinar si existen grupos
funcionales que resultan mas afectados por el efecto inhibitorio de la
tiolutina sobre la degradacion de los mRNAs (vidas medias aparentemente
mas altas). Para ello se compararon las sefiales de mRNA obtenidas
mediante chips de DNA a los 30 minutos después de la incubacion con 3 o
con 10 pg/mL de tiolutina. Los genes cuyos mRNAs son relativamente
mas abundantes en las muestras incubadas con 10 pg/mL de tiolutina seran
aquellos que han sufrido una mayor estabilizacion debido a la elevada
concentracion de tiolutina. Por el contrario, los genes cuyos mRNAs son
relativamente mas abundantes en las muestras incubadas con 3 pg/mL
seran aquellos en los que la tiolutina tiene menos efecto como inhibidor de
la degradacion de los mRNAs. Asi se podra determinar si todos los genes
son igualmente afectados por el efecto estabilizador de la tiolutina o
existen diferencias funcionales entre ellos.

Entre los mRNAs que presentan una vida media aparentemente mas corta
se encuentran los genes relacionados con el metabolismo de sulfuros (p-ad;
9.02:10), el ribosoma mitocondrial (p-adj 7.03-10™), la mitocondria (p-
adj 4.28-10"), el transporte de hierro (p-adj 0.008), el transporte de zinc
(p-adj 0.0008) o el citoesqueleto de actina (p-adj 0.0005). La identidad de
varias de estas categorias funcionales sugiere que este resultado puede
deberse a que a bajas concentraciones de tiolutina se induzca su
transcripcion como respuesta al estrés producido por la droga (Grigull J. et
al 2004), y que esto no ocurra cuando el bloqueo de la transcripcion sea
mayor a elevadas concentraciones de la misma. Otra posibilidad no
excluyente es que sean genes cuyos mRNAs se degradan principalmente
por rutas que no son inhibidas por la tiolutina. Por otra parte, entre los
genes que presentan una vida media aparente mas larga podemos destacar
lo genes de las proteinas ribosémicas (p-adj 1.12-10%°) y relacionados con
la sintesis de los ribosomas (p-adj 2.92-10%). Estos genes seran aquellos
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cuyos mRNAs se degradan principalmente por las rutas que son mas
inhibidas por la tiolutina.

2.5 Modelo hipotético de inhibicion de la degradaci  on
de mRNAs por la tiolutina

La degradacion de los mRNAs en eucariotas comienza habitualmente por
un recorte de la cola poli (A) (Parker R. y Song,H. 2004). Sin embargo,
nuestros resultados muestran que la inhibicion de la degradacion por parte
de la tiolutina se produce principalmente en un punto posterior a la
desadenilacion, aunque no se puede descartar que el mecanismo de
estabilizacion sea diferente para diferentes mRNAs. Por otra parte, esta
descrito que la adicion de tiolutina produce un estrés a las células (Grigull
J. et al 2004) y es conocido que una situacion de estrés puede producir una
estabilizacion de los mRNAs (Bond U. 2006). Sin embargo, ese tipo de
estabilizacion se produce inhibiendo el paso inicial del recorte de la cola
poli (A) (Hilgers V. et al 2006) y por lo tanto la estabilizacién que
encontramos no parece deberse a un efecto directo del estrés producido por
la tiolutina.
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Figura 19. Modelo hipotético de la estabilizacion de los mRNAs por
parte _de la tiolutina. A bajas concentraciones, la tiolutina inhibiria
principalmente la transcripcion, pero a concentraciones superiores se
produciria también un bloqueo de la traduccion atrapando a los
MRNAs en polisomas. De esta manera los mMRNAs no serian
accesibles a la maquinaria de degradacion estabilizandose, pero si
podrian sufrir el recorte de la cola poli (A).

Sin embargo, la tiolutina también posee efectos inhibidores de la
traduccion a altas concentraciones (Jiménez A. et al 1973) y esta descrito
que la inhibicion de la traduccion por parte de otras drogas, como la
cicloheximida produce un bloqueo de la degradacion de los mRNAs al
nivel de la eliminacion de la caperuza, pero sin afectar al recorte de la cola
poli (A) (Beelman C.A. y Parker,R. 1994). En el caso de la cicloheximida,
los mRNAs quedan secuestrados por los polisomas y no son accesibles al
resto de maquinaria de degradacion. Estos hechos sugieren que la
inhibicion de la degradacion de los mRNAs por parte la tiolutina podria
estar relacionada con su actividad de inhibidor traduccional a elevadas
concentraciones, de forma que los mRNAs fueran retenidos en los
polisomas de forma analoga a lo que ocurre con la cicloheximida (fig 19).

2.6 Uso de la tiolutina como inhibidor transcripcio nal

El uso de la tiolutina en levadura para inhibir la transcripcion de todas las
polimerasas seguido con la determinacion de la cantidad de mRNAs a
diferentes tiempos tras la adicion de la droga es un método muy sencillo
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para determinar vidas medias de mRNAs (Parker R. et al 1991). Para estos
estudios se usa habitualmente tiolutina en concentraciones que van desde 3
a 25 pg/mL (Adams C.C. y Gross,D.S. 1991; Grigull J. et al 2004; Guan
Q. et al 2006; Herrick D. et al 1990; Michan C. et al 2005; Minvielle-
Sebastia L. et al 1991; Parker R. et al 1991), y se asume que cualquier
concentracion por encima de 3 pug/mL tiene basicamente el mismo efecto
(Herrick D. et al 1990). Sin embargo, en este estudio se ha demostrado que
concentraciones superiores a 3 ug/mL de tiolutina pueden conducir al
calculo de vidas medias aparentemente mas largas. Anteriormente ya se
habian descrito problemas con el calculo de vidas medias usando tiolutina,
aunque no se habia explicado la causa (Brendolise C. et al 2002).

Este trabajo sugiere que este fendmeno se debe a que a concentraciones
superiores la tiolutina produce también una inhibicion de la degradacion de
los mRNAs. Ademas, este bloqueo no es una consecuencia directa del
propio bloqueo de la transcripcion, sino que afecta por una via
independiente de la transcripcion al proceso de la degradacion de mRNAs.
Por lo tanto, en el calculo de estabilidades de mRNAs, bajas
concentraciones de tiolutina pueden no acabar de bloquear eficientemente
la transcripcidén, mientras que concentraciones altas pueden bloquear la
degradacion de los mRNAs, produciendo una curva de vidas medias
aparentes en funcion de la concentracion de tiolutina usada (fig 20).
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Figura 20. Modelo de accion de la tiolutina en células de levadura. A)
La inhibicion de la transcripcion ( ) y la degradacion (rojo) de los
MRNAs produce un efecto complejo en la medida de las vidas medias.
La linea punteada representa los efectos afiadidos de las dos
inhibiciones sobre la vida media aparente calculada.

Otros autores han realizado experimentos similares a los realizados en este
trabajo para estudiar los posibles efectos secundarios de la tiolutina
afadiéndola a un cultivo cuya transcripcion habian parado previamente
usando una polimerasa termosensible y un choque térmico (Guan Q. ef al
2006). Sin embargo, usando una concentraciéon de 10 pg/mL de tiolutina
no observan diferencias significativas en las vidas medias calculadas entre
las alicuotas con y sin tiolutina. Contrariamente, usando esas
concentraciones en nuestro laboratorio ya se observa un efecto inhibitorio
sobre la degradacion de mRNAs. La explicacion mas facil para estas
discrepancias es que son debidas a la diferente composicion de los lotes de
tiolutina que hasta hace poco tiempo no era un producto comercial. Guan
et al.(2006) describen que necesitan 10 ug/mL de tiolutina para medir las
vidas medias en un fondo genético S288c (como el que usamos nosotros) y
25 pug/mL para un fondo W303 (2.5 veces mas). Mientras que en nuestro
laboratorio se determind que es necesario una concentracion de 3 pg/mL
para un fondo S288c y de 8 ug/mL para un fondo W303 (2.67 veces mas)
(comunicacion personal de Lorena Romero-Santacreu y Paula Alepuz). Es
decir, en ambos casos se mantiene la relacion entre las concentraciones
necesaria para inhibir la transcripcion entre las dos cepas y lo que parece
cambiar es la actividad bioldgica de los diferentes lotes de tiolutina. Para
comprobar esa variabilidad en actividad bioldgica entre los diferentes lotes
de tiolutina, se comprobd mediante espectrometria de masas la
composicion de dos lotes diferentes de tiolutina, y en uno de ellos se
detecto hasta un 20% de contaminantes que no estaban presentes en el otro
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lote. Esto confirma la variabilidad en la composicidén de diferentes lotes de
tiolutina y explica el uso de concentraciones mas altas de la misma por
otros autores (Guan Q. et al 2006; Michan C. et al 2005).

Por todo esto, el uso de la tiolutina como inhibidor transcripcional, ademas
del problema ya conocido de la induccion de genes de respuesta a estrés
(Adams C.C. y Gross,D.S. 1991; Grigull J. et al 2004) presenta un
problema debido a su accion inhibitoria sobre la degradacion de los
mRNASs. Asi, si la concentracion usada es demasiado baja, no se bloqueara
eficientemente la transcripcion y si es demasiado alta se producird una
estabilizacion de los mRNAs. Por lo tanto solo habrd un intervalo de
concentraciones donde se pueda usar la tiolutina para calcular vidas medias
de mRNAs, y en cualquier caso las vidas medias aparentes calculadas
usando tiolutina seran ligeramente superiores a las reales (ya sea debido a
una ineficiente parada de la transcripcion o a una ligera inhibicion de la
degradacion). Esto hace que sea necesario realizar un estudio previo de las
concentraciones de tiolutina a usar en un determinado experimento, para
asegurar que se trabaja en las concentraciones Optimas para el calculo de
vidas medias, dado que esta depende tanto de las condiciones
experimentales como de la cepa utilizada.

2.7 Medida de vidas medias gendémicas

Una vez determinada que entre las concentraciones utilizadas, la mejor
concentracion de tiolutina para la medida de vidas medias en estas
condiciones experimentales era de 3 ug/mL, se amplio el calculo de vidas
medias de mRNAs a escala genomica.

Para ello, se realizo un protocolo analogo al usado para el calculo de
estabilidades para mRNAs individuales. Se afiadio tiolutina a wuna
concentracion de 3 pg/mL a un cultivo en crecimiento exponencial, se
recogieron las cé¢lulas a diferentes tiempos tras la inhibicion de la
transcripcion (0, 10, 20, 30 y 45 minutos) y se extrajo el RNA.
Posteriormente, en vez de usar los RNAs para un analisis mediante
northern blot, se marcaron e hibridaron en macrochips de DNA (fig 21).
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Figura 21._Disefio experimental del calculo de vidas medias a escala
gendémica. Se parti6 de un cultivo de levaduras en crecimiento
exponencial al que se le afadieron 3 pg/mL de tiolutina.
Posteriormente se recogieron células a diferentes tiempos tras la
adicion de la droga, se congelaron las células en N, liquido y se
extrajo el RNA. Seguidamente se marcaron las muestras y se
hibridaron en chips de DNA. Posteriormente se analizaron los datos
para calcular las vidas medias para los mMRNAs de todos los genes.

Con las sefiales obtenidas de estos chips de DNA se puede calcular la
variacion en la cantidad de mensajeros tras la inhibicién de Ia
transcripcion. Pero, para calcular las estabilidades de los mRNAs, es
necesario normalizar entre si los resultados obtenidos a diferentes tiempos
tras la parada transcripcional. Para ello, se asumio que el global de los
mRNAs desaparecen con una cinética similar al global de RNA
poliadenilado calculado mediante un dot blot.

Usando esta normalizacion, se calcularon datos de vida media para un total
de 4700 genes, de los cuales 512 presentaban valores negativos de vida
media (incrementa la cantidad de mRNA). Los genes para los que se
calculan vidas medias negativas son aquellos cuya transcripcion se ve
inducida por el efecto de la droga y, por lo tanto, no es posible calcular sus
vidas medias utilizando esta aproximacion. Estos genes estan relacionados
con la respuesta a estrés y ya estaba descrito que ni el uso de drogas
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inhibidoras de transcripcion ni el mutante termosensible permiten realizar
un calculo adecuado de la estabilidad de sus mRNAs (Adams C.C. y
Gross,D.S. 1991; Grigull J. et al 2004; Wang Y. et al 2002). Entre estos
genes se pueden destacar los relacionados con el metabolismo de
carbohidratos (p-adj <0.001), asimilacién de sulfatos (p-adj 0.001) o el
plegado de proteinas (p-adj 0.003).

2.8 Comparacion de estabilidades de mRNAs medidas
con métodos genomicos diversos.

Una vez obtenidos datos de vidas medias por el método directo con
tiolutina y macrochips de DNA, se decidié compararlos con otros estudios
gendmicos para tratar de extraer algunas conclusiones sobre este tipo de
estudios. En general, las correlaciones entre diferentes calculos de vidas
medias gendmicas son bastante bajas (tabla 8). Las comparaciones entre
los célculos de vidas medias directa (basadas en la parada de la
transcripcion y la posterior medida de la desaparicién de los mRNAs) son
significativas en todos los casos, pero la misma técnica empleada en
diferentes laboratorios solo presenta correlaciones entorno al 0.4 (tanto en
el caso de la parada por tiolutina como en el uso del mutante
termosensible). También se aprecia mejor correlacion entre los datos
procedentes del mismo laboratorio, aun usando técnicas diferentes, que
entre laboratorios diferentes, lo que indica que existe una gran variabilidad
experimental inherente a estas metodologias. Por otro lado, la comparacion
de las medidas directas con las calculadas de manera indirecta asumiendo
un estado estacionario entre la transcripcion y la degradacion de los
mRNAs presenta en todos los casos una correlacion nula o negativa.
Previamente ya se habia descrito esta nula correlacion (Pérez-Ortin J.E.
2007) usando los resultados de un tnico experimento (Garcia-Martinez J.
et al 2004). Aqui se han usado los valores promedio de 8 experimentos
diferentes de GRO, realizando o no una correccion por la longitud del gen
(detallada en el apartado 3.1 de este trabajo), y se sigue observando un
resultado similar. Este hecho parece deberse a un artefacto matematico.
Este artefacto se debe a que las tres magnitudes (TR, [MRNA] y la k)
presentan una correlacion positiva entre si. Cuando se trata de obtener un
listado de %, indirectas dividiendo TR/[mRNA], la correlacion de estas dos
magnitudes con la k; hace que se anulen entre si. Por lo tanto los
coeficientes de correlacion no son una buena forma para comparar datos
directos e indirectos de estabilidades de mRNAs.
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Tabla 8. Correlaciones entre diferentes calculos de estabilidades de
MRNASs a escala gendémica. Los valores representan los coeficientes
de correlacién no paramétricos de Spearman. Todos los valores son
estadisticamente diferentes de 0 (sig<10™) excepto los resaltados en

Los datos utilizados para las comparaciones proceden de
calculos alternativos usando un mutante termosensible de la
polimerasa, tiolutina como inhibidor transcripcional (Grigull J. et al
2004; Wang Y. et al 2002) o el célculo indirecto de estabilidades
utilizando un conjunto de datos de GRO antes o después de realizar
una correccion por longitud (capitulo 3.1 de este trabajo).

Correlacién Indirecta corregida Indirecta rpbl-1 rpbl-1 Tiolutina
(GRO) (GRO) (Grigull) (Wang) (Grigull)
Tiolutina (este estudio) 0.189 0.172 0.421
Tiolutina (Grigull) -0.071 -0.073 0.33 0.23
rpbl-1 (Wang) -0.124 -0.127 0.365

rpb1-1 (Grigull)

Las bajas correlaciones existentes entre los diferentes métodos gendmicos
para el calculo de estabilidades de mRNAs pone de manifiesto la dificultad
para obtener medidas precisas de estos parametros y la gran variabilidad
que presentan. Ademas, el hecho de requerir diversas medidas durante un
tiempo prolongado dificulta la comparacion de las diferentes
aproximaciones y aumenta la variabilidad de los resultados. Por otra parte,
es necesario recordar que los datos de vida media calculados por diferentes
autores para genes individuales también presentan variaciones importantes
(Herrick D. et al 1990; Santiago T.C. et al 1986), por lo que no es
sorprendente que estas variaciones sean incluso mayores cuando se
realizan estudios a escala gendmica.

Si se comparan las vidas medias de unos pocos grupos funcionales entre
los diferentes experimentos (fig 22) se observa que hay importantes sesgos
dependiendo del método usado para parar la transcripcion. Sin embargo,
estas diferencias son repetitivas entre experimentos independientes, de
forma que la ordenacién de estabilidad de mRNAs entre los grupos
funcionales diferentes es similar cuando se usa la misma técnica. Ademas
de estas diferencias debidas a la técnica usada para calcular las vidas
medias, también existen diferencias de escala entre los diferentes
experimentos, de forma que el global de vidas medias puede ser superior o
inferior dependiendo de las diferentes normalizaciones y asunciones
aplicadas.
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Figura 22. Comparacion de vidas medias para algunos grupos
funcionales entre diferentes experimentos. Los valores mostrados
representan la distancia intercuartilica de las vidas medias de esas
grupos funcionales, mientras que las sefiales horizontales representan
las medianas para estos grupos. Se representan los valores
calculados usando el mutante rpb1-1° (Wang Y. et al 2002), usando
es mismo mutante, tiolutina (Grigull J. et al 2004), los resultados de
este estudio y los datos indirectos obtenido mediante un compendio
de experimentos de GRO antes y después de realizar una correccion
por la longitud del gen (descrito en el capitulo 3.1 de este trabajo).

Estos resultados confirman la gran variabilidad existente entre los
diferentes datos de vidas medias gendomicas de mRNAs y la dificultad para
realizar comparaciones entre ellos, incluso usando la misma técnica.
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3. Desarrollo de nuevas técnicas gendomicas
para el estudio de la transcripcion

Una vez realizado un estudio sobre el estado estacionario para la expresion
génica y sobre la medida gendmica de estabilidades de mRNAs, se decidid
desarrollar nuevas técnicas que permitieran un mejor estudio de la
transcripcion. Para ello se desarrolld una técnica para la medida genomica
de tasas de transcripcion basada en la inmunoprecipitacion de cromatina, el
RPCC. Esta técnica ha permitido tanto realizar una correccion de los datos
de transcripcion obtenidos mediante GRO como descubrir diferencias
biologicas entre la presencia y actividad de la RNA pol II para diferentes
grupos de genes.

Por otra parte, también se ha puesto a punto un protocolo experimental
para aislar mRNAs nacientes e hibridar chips de alta resolucion basados en
deteccion fluorescente.

3.1. Calculo de la transcripcion basado en
ChlIP-on-chip

3.1.1 RPCC: RNA Pol ChIP-on-chip

Existen algunas técnicas que permiten realizar una estimacion de la
transcripcion o del RNA de nueva sintesis (Cleary M.D. ef al 2005; Fan J.
et al 2002; Ohtsu M. et al 2008), pero la Unica técnica que permite
actualmente una cuantificacion de las tasas de transcripcién a escala
gendmica es el Genomic Run-on (Garcia-Martinez J. et al 2004). Esta
técnica se basa en la incorporacion in vivo por parte de las RNA
polimerasas activas de un nucleotido marcado radiactivamente. Dado que
la tasa de transcripcion calculada estd basada unicamente en el run-on
nuclear, los sesgos que éste pueda tener no son facilmente identificables.
Para tratar de solucionar este problema, resulta util desarrollar otras
técnicas para medir la tasa de transcripcion de manera independiente. De
esta forma, comparando los resultados obtenidos mediante dos
aproximaciones experimentales diferentes para estudiar el mismo proceso
(transcripcion), se puede contrastar la validez de los resultados genomicos
de tasas de transcripcion, asi como tratar de descubrir si existen sesgos
biologicos o experimentales asociados a cada una de las técnicas.

Para obtener una medida de la tasa de transcripcion para todos los genes de
manera alternativa al GRO hemos desarrollado el RNA pol ChIP-on-chip
(RPCC). Esta técnica esta basada en la inmunoprecipitaciéon de cromatina
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seguida de un analisis con chips de DNA (ChIP-on-chip) (Iyer V.R. et al
2001; Ren B. et al 2000; Rosaleny L.E. ef al 2007). En el RPCC se usan
anticuerpos que reconocen la RNA pol II para determinar la densidad de
polimerasas unidas a cada gen (Sandoval J. et al 2004) y posteriormente se
realizan una serie de normalizaciones para transformar los datos de union
de polimerasa a tasas de transcripcion.

Diseno experimental del RPCC

El disefio experimental del RPCC es basicamente el mismo que el del
ChIP-on-chip tradicional, siendo la principal diferencia que, en vez de
determinar la posicién mas o menos cualitativa a lo largo del genoma, se
pretende determinar cuantitativamente la densidad de polimerasas para
todos los genes.

La primera etapa del proceso consistio en entrecruzar las células usando
formaldehido para producir uniones covalentes DNA-Proteina y Proteina-
Proteina que fijen las polimerasas a los fragmentos de DNA a los que
estaban asociadas en ese momento. Posteriormente, se extrajo la cromatina
y se realiza una inmunoprecipitacion especifica de la RNA pol II. De esta
manera se consiguid una muestra de DNA enriquecida en aquellos
fragmentos donde estaba unida la polimerasa (IP). Este enriquecimiento
sera mayor cuando mas frecuente sea la presencia de la polimerasa en esos
fragmentos. Ademas de esta muestra de DNA inmunoprecipitada, se
obtuvieron otras dos muestras: un control positivo (extracto celular
completo) para normalizar los datos del inmunoprecipitado y un control
negativo (una inmunoprecipitacion realizada en paralelo sin el anticuerpo
contra la RNA pol II) para descartar artefactos durante el proceso de
inmunoprecipitacion.

Como la inmunoprecipitacion no permite obtener suficiente cantidad de
DNA para poder hibridar directamente un chip de DNA, fué¢ necesario
realizar una amplificacion de las muestras obtenidas. Para ello se utilizd
una amplificacion por PCR-ligada (Ren B. et al 2000), en la que se liga a
las  moléculas de DNA inmunoprecipitadas unos adaptadores
unidireccionales comunes que son usados posteriormente para una
amplificacion por PCR de toda la poblacion de fragmentos de DNA. Para
minimizar posibles sesgos que se pudieran dar durante el proceso de la
amplificacion, se sometieron todas las muestras (control e
inmunoprecipitadas) al mismo proceso de amplificacion. Finalmente se
marcd el DNA resultante con un unico ciclo de PCR en presencia de **P-
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dCTP y se hibridaron las muestras con macrochips de DNA (Alberola
T.M. et al 2004).

Calculo de la tasa de transcripcion

Para poder realizar un calculo de tasas de transcripcion a partir de los datos
de union relativa de polimerasas a los diferentes fragmentos de DNA
obtenidos por ChIP-on-chip, fue necesario realizar una serie de
normalizaciones.

Las muestras inmunoprecipitadas (IP) estan enriquecidas en fragmentos de
DNA que tenian polimerasas unidas, y por tanto contienen informacion
sobre la densidad de polimerasa presente en esos fragmentos. Sin embargo,
no se pueden usar directamente estos datos, dado que el valor que se puede
calcular para cada gen se ve influido también por otros factores, como el
contenido en GC de la muestra (se usdé un marcaje de DNA de doble
cadena con *>P-dCTP) o el niimero y longitud de las sondas depositadas en
el chip. Para obtener un valor proporcional a la densidad de polimerasas, es
necesario normalizar los resultados de la muestra inmunoprecipitada con
los provenientes de la hibridacion del control positivo (extracto celular
completo), que representa a la cromatina total sin ningin enriquecimiento
y ha sido amplificada y marcada por el mismo procedimiento. Por lo tanto,
el resultado de dividir la sefial de la muestra inmunoprecipitada por el
DNA gendmico es directamente proporcional a la densidad de polimerasa
en cada sonda. Ademas, como el chip de DNA usado en este estudio posee
sondas para casi todos los genes de levadura (Alberola T.M. et al 2004),
con este método se puede calcular la densidad de polimerasa relativa para
casi todos los genes.

Una vez calculada la densidad relativa de polimerasas presentes en cada
gen por ChIP-on-chip, para transformar estos valores en tasas de
transcripcion es necesario asumir que la cantidad de polimerasa presente
en los genes es directamente proporcional a la tasa de transcripcion y que
la velocidad de transcripcion a lo largo de los genes es constante. Esta
asuncion no es exclusiva del RPCC, dado que en el GRO se obtienen datos
de densidades de polimerasas activas y también es necesario asumir que las
velocidades de transcripcion a lo largo del gen son constantes para
transformar estos datos en tasas de transcripcion. La principal diferencia
entre GRO y RPCC es que en el GRO se obtienen densidades de
polimerasas elongantes activas, mientras que en el RPCC se obtienen
densidades de polimerasas fisicamente unidas a los genes pero no
necesariamente en elongacion activa. En general se puede asumir que la
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presencia de polimerasa en los genes esta directamente relacionada con la
transcripcion de los mismos. Pero esta asuncidn, aunque puede ser valida
de forma general, no se cumple para todos los genes. De hecho, se han
encontrado genes con polimerasas reclutadas en sus promotores de forma
independiente a su transcripcion (Margaritis T. y Holstege,F.C. 2008; Price
D.H. 2008; Radonjic M. et al 2005; Tamkun J.W. 2007). En el apartado
3.1.3 de este trabajo nos centraremos en el estudio de genes para los que no

es valido realizar esta asuncidon y en los cuales existen diferencias entre
RPCC y GRO.

Otra de las limitaciones del ChIP-on-chip “cldsico” es que sOlo permite
calcular la densidad relativa de proteina unida a los diferentes genes
respecto al promedio de la poblacién del experimento, pero no permite
calcular valores absolutos de presencia de proteina, y por tanto tampoco de
transcripcion. Sin embargo, asumiendo que no hay presencia de RNA pol
Il en los locus del rDNA se pueden obtener valores de transcripcion
comparables entre diferentes experimentos. Los tDNAs son lugares de alta
trascripcion por parte de la RNA pol 1 y III, y aunque el algunos casos
excepcionales se puede dar actividad de la RNA pol II en esas regiones
(Vu L. et al 1999) en general se asume que son regiones libres de RNA pol
IT (Steinmetz E.J. ef al 2006). Por lo tanto, si consideramos que las sefales
de los 32 puntos con sondas para el rDNA presentes en el chip no se deben
a ningin enriquecimiento especifico por la presencia de polimerasas, sino
que son debidos al ruido de “fondo” del experimento (la sefial minima
debido a un arrastre inespecifico de cromatina durante el proceso de la
inmunoprecipitacion), se puede fijar que la transcripcion medida por
RPCC para esos puntos es siempre cero. Consecuentemente se pueden usar
estos puntos para determinar el ruido de fondo y normalizar la
transcripcion del resto de genes entre diferentes experimentos y poder
compararlos.
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Figura 23. Promedio de tasa de transcripcién para todos los genes en
diferentes situaciones fisioldgicas usando RPCC y GRO. En los dos
casos representamos el logaritmo de las tasas de transcripcion en
unidades arbitrarias, 10 que nos permiten comparar entre diferentes
situaciones fisiologicas dentro de la misma técnica. En ambos casos
se usan datos de células en crecimiento exponencial en glucosa
(YPD), a las dos horas tras el cambio a galactosa (2 h YPGal) y en
crecimiento exponencial en YPGal a las 14.5 h. En el caso del RPCC
se ha usado el Ac 8WG16. Las barras de error representan el
intervalo de confianza para la media para una significacion del 0.05.

Para estudiar la validez de esta normalizacion, se realizaron experimentos
de RPCC en diferentes situaciones fisiologicas para las que habian datos de
transcripcion medidos por GRO (Garcia-Martinez J. et al 2004). Se usaron
3 condiciones fisiologicas diferentes: crecimiento exponencial en YPD, a
las dos horas de cambiar las células a un medio con galactosa como fuente
de carbono (YPGal) y cuando las células vuelven a estar en crecimiento
exponencial en galactosa (14.5 horas tras el cambio a YPGal). Usando los
valores del rDNA para normalizar los diferentes experimentos de RPCC
entre si, se observa que las variaciones en tasas de transcripcion calculadas
por RPCC son consistentes con las calculadas por GRO para las mismas
condiciones (fig 23).

Se puede observar que hay una elevada tasa de transcripcion promedio en
condiciones de crecimiento exponencial en glucosa, pero que esta
disminuye drasticamente a las dos horas de cambiar las cé€lulas a un cultivo
con galactosa. Esta disminucion en la transcripcion ya se observo mediante
GRO (Garcia-Martinez J. ef al 2004), y es debida a la completa parada en
el crecimiento celular que se produce cuando la célula se esta adaptando al
uso de la nueva fuente de carbono. Posteriormente, en crecimiento
exponencial en galactosa, aumenta la tasa de transcripcion, pero no llega a
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los niveles observados en crecimiento exponencial en glucosa. La
coincidencia de los perfiles observados es un dato a favor de la validez del
RPCC como técnica para medida de las tasas de transcripcion. Sin
embargo, se puede observar que el GRO tiene un mayor rango dindmico
que el RPCC, dado que la transcripcion medida por GRO en glucosa es
aproximadamente 8 veces superior a la de 2 horas en galactosa (3 log),
mientras que en caso del RPCC sdélo es unas 4 veces superior (2 logy) (fig
23). Esto se debe, probablemente, a que en el RPCC los valores de
transcripcion provienen de un enriquecimiento selectivo de la muestra que
convierte a los datos de RPCC en datos mas ruidosos y dificulta la medida
de valores bajos de transcripcion. Por otra parte, el GRO tiene menos ruido
de fondo, dado que se evalta directamente el efecto de la transcripcion sin
someter a las muestras a ningtn tipo de enriquecimiento selectivo.

Comparacion de calculos genomicos de la tasa de
transcripcion

Para comprobar la validez del RPCC para medir las tasas de transcripcion
se compararon los resultados de experimentos realizados por triplicado
usando los dos anticuerpos diferentes con los datos obtenidos mediante
GRO en Garcia-Martinez J. et al. (2004). Como era esperable, existe una
correlacion positiva entre las dos técnicas de medida de transcripcidén en
cuanto a tendencias globales (fig 24). Concretamente, se puede calcular
una correlacion de Spearman entre el RPCC realizado con el anticuerpo
8WG16 y el GRO de 0.47, y entre el RPCC realizado con Rpb1-MYC y el
GRO de 0.38 (mientras que la correlacion entre los dos RPCC es de 0.56).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que a pesar de estas correlaciones
globales existen diferencias significativas en cuanto a genes individuales.

Comparando las diferencias existentes entre las dos técnicas se puede
intentar descubrir si existe algun sesgo especifico en alguna de ellas de
forma independiente al proceso de la transcripcion.
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Figura 24. Comparacion de datos de RPCC y GRO en crecimiento
exponencial en YPD. RPCC usando la subunidad grande de la RNA
pol Il etiquetada (Rpbl1-MYC) en azul, usando un anticuerpo
especifico contra el dominio CTD hipofosforilado (8WG16) en rojo o un
control negativo sin usar anticuerpo (No Anticuerpo) en gris. Se
representan las tendencias de los datos usando las medias de
ventanas deslizantes de 100 genes a lo largo de toda la distribucion.

Algunas de estas diferencias corresponden a grupos funcionales
especificos, y se deben a que el RPCC mide la presencia fisica de
polimerasa y el GRO su actividad elongante. Estas diferencias con
fundamento biologico las estudiaremos en detalle en el apartado 3.1.3 de
este trabajo. Pero ademads de estas diferencias, también se han encontrado
algunas otras diferencias no explicables bioldégicamente y que,
probablemente, se deban a sesgos dependientes del método experimental.
Estos sesgos dependientes de técnica no son importantes cuando se
comparan diferentes situaciones usando la misma técnica, dado que el
sesgo afectaria a las diferentes medidas, pero si son importantes cuando se
trata de obtener valores absolutos de transcripcion. Por otra parte, una vez
identificado un posible sesgo que diferencie los datos de transcripcion
calculados por RPCC y GRO, hay que determinar que técnica es la que
ofrece datos menos sesgados para poder realizar una correccién de los
datos de transcripcion.
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El principal sesgo que se ha podido detectar comparando las dos técnicas
es un efecto dependiente de la longitud de la sonda depositada en el chip, y
ese efecto parece ser debido a sesgos intrinsecos en el GRO. Cuando se
comparan los valores de RPCC con GRO en funcion de la longitud de la
sonda (fig 25) se puede observar que ambas técnicas detectan una bajada
de la transcripcidon a medida que aumenta la longitud del gen. Esta bajada
es de origen bioldgico (los genes mas transcritos son generalmente mas
cortos) y también se encuentra en datos de cantidades de mRNA. La bajada
es ligera en el caso del RPCC y mucho mas acusada en el GRO. Ademas,
en el caso del GRO se puede observar un aumento brusco de la tasa media
de transcripcion de los genes cuando superan las 3000 pb. Este aumento no
se observa en el RPCC. Como el chip de DNA que se ha utilizado en este
estudio (Alberola T.M. et al 2004) tiene la particularidad de que para todos
los genes de mas de 3 kb solo estd depositada una sonda que corresponde a
la kilobase 3’ final, en lugar de la longitud completa de la ORF como en el
resto de los genes, el efecto observado debe ser causado por el cambio en
la longitud de la sonda. De hecho, el valor de la curva de la media de
transcripcion mediada por GRO aumenta en los genes mayores de 3 kb
aproximadamente hasta situarse aproximadamente en el valor de
transcripcion de los genes de 1 kb.

Para identificar el origen de este efecto es necesario centrar la atencion en
las diferencias técnicas entre el RPCC y el GRO. Por una parte los dos han
sido realizados usando el mismo tipo de chip, por lo que las diferencias
observadas deben proceder de diferencias en el proceso de marcaje o en el
de normalizacion de los datos. En el caso del RPCC, los valores de
transcripcion se obtienen a partir de la relacion entre la sefial de muestra
inmunoprecipitada (IP) y del control positivo (DNA genomico obtenido
del extracto celular completo). En la figura 26 se muestra una suavizacion
de las intensidades de estas dos senales en funcion de la longitud del gen
en la que se puede observar que no existe ninguna diferencia importante
entre las sefales de IP y DNA gendémico (lineas roja y verde). Por lo tanto,
la sefial de RPCC que se obtiene dividiendo estas dos sefiales tampoco
presentard un sesgo dependiente de la longitud del gen. Este resultado era
esperable porque en ambos casos se usa PCR ligada para amplificar las
muestras, cualquier sesgo que pudiera existir en el marcaje se eliminaria.
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Figura 25. Sesqgo de los datos de TR de GRO en funcién de la longitud
del gen. Se puede observar que la curva de GRO decae con mayor
pendiente y que los genes con mas de 3000 pb (en los cuales sélo se
encuentra depositado en el chip la kilobase final) presentan valores
superiores de transcripcibon medida por GRO (en azul). Este
fendmeno no se observa ni en el RPCC (en rojo) ni en la cantidad de
MRNA (en verde) marcado con cebadores aleatorios (Random
Primers). En todos los casos se muestra una suavizacion usando la
media de una ventana deslizante de 100 genes. Los datos de RPCC
provienen de la media de 9 experimentos diferentes, los de GRO de
14 experimentos diferentes y los de mRNA RP de 15 experimentos
diferentes.

Por el contrario, la tasa de transcripcion por GRO se obtiene dividiendo la
sefial de un marcaje in vivo por parte de la RNA pol II y la de un DNA
gendmico marcado con cebadores aleatorios. Por lo tanto el sesgo podria
deberse al diferente procedimiento de marcaje entre esas dos técnicas. En
la figura 26 se puede observar que la curba de GRO (azul) presenta valores
mas altos que su control de DNA genomico (gris) especialmente para los
genes de mas de 3 kb (todos los cuales poseen sondas de la misma longitud
que cubren exclusivamente su kilobase final). Concretamente, esta
anomalia de la curva de GRO sugiere que el efecto dependiente de la
longitud del gen podria estar relacionado con un sesgo en la marca del
GRO hacia los extremos 3’ de los genes. Este fenomeno puede deberse a
que el marcaje de GRO, al producirse por la propia polimerasa es
intrinsecamente un marcaje direccional, puesto que la marca se introduce
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por el movimiento de sintesis de la RNA pol en sentido 5’—3’ desde el
punto en que se encuentra la polimerasa. De esta forma, la marca en los
RNA s elongantes tiende a ser mayor hacia 3°. Al dividir por la sefial inicial
del DNA gendmico se produce una normalizacion por la longitud del gen
dando densidades de polimerasas promediadas para toda la ORF. Pero si
solo existe una sonda de 1 kb de la region 3’ del gen se incrementa la
densidad aparente de RNA pol medidas.

A) 400 1 B) 300 4

« IP Rpb1 PCR ligada
« DNA gendmico PCR ligada

* GRO
» DNA genémico

300 -
200 4

Intensidad
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Figura 26. Intensidades por separado para el GRO y el RPCC. A)
Separacién de las sefales del GRO entre la sefial directa de la
hibridaciones de “run-on” (GRO) y del DNA gendmico que se usa para
normalizar las sefiales (DNA genomico ). B) Separacién de las
sefales del RPCC entre la sefial de la muestra inmunoprecipitada (IP)
y del extracto celular completo (DNA gendomico ). Se muestran la
suavizacion de las sefiales usando ventanas deslizantes de 100
genes en funcion de la longitud de las ORFs a partir de experimentos
realizados por triplicado.

Para comprobar si el efecto que observamos se puede explicar por un
marcaje preferente de las zonas 3’ de los genes realizamos el mismo
analisis comparando marcajes para los que se conoce que existe un sesgo
en el marcaje. Comparamos mMRNAs marcados usando cebadores
aleatorios (que producen una marca homogénea a lo largo de todo el
transcrito) o usando como cebador un oligo dT (que al marcar los
transcritos siempre desde el extremo 3’ produce una distribucion de la
marca sesgada hacia esa zona). Para normalizar los datos usamos en ambos
casos un marcaje de DNA genomico tal como se hace en el RPCC. Al
representar los valores en funcion de la longitud de los genes se puede
observar que en caso del mRNA marcado con oligo dT se produce una
pendiente acusada y un cambio brusco en la zona de 3000 pb, muy similar
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al que se observa para el GRO (fig 27). Por el contrario en el caso del
mRNA marcado con cebadores aleatorios no se observa este efecto.

La explicacién mas probable, pues, para la mayor pendiente y el efecto en
las 3 kb es un sesgo en el marcaje por run-on hacia la zona 3’ de los genes.
Y por lo tanto este es un posible sesgo a corregir en los datos de
transcripcion obtenidos mediante run-on. Sin embargo hay que remarcar
que este sesgo solo tiene importancia cuando se quieren obtener valores
absolutos de transcripcion, no cuando se evalian cambios en la
transcripcion medida por la misma técnica.
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Figura 27. Sesgos en los marcajes de mRNAs en funcién de la
longitud del gen usando diferentes cebadores para la transcripcion
reversa. Los datos de cDNA usando cebadores aleatorios (MRNA RP)
provienen de 15 marcajes diferentes y los de cDNA marcados con
oligo dT (mRNA oligo dT ) provienen de 3 hibridaciones diferentes. Se
representa media de una ventana deslizante de 100 genes.

Otro factor que puede tener efecto en el célculo de las tasas de
transcripcion es el solapamiento de fragmentos marcados entre sondas de
genes adyacentes. En el caso del RPCC, como se marcan fragmentos de
DNA de un determinado intervalo de tamafos, la sefial de polimerasa
detectada en un determinado gen puede estar contaminada por la sefial de
las polimerasas de un gen adyacente y muy proximo. Este efecto se puede
minimizar reduciendo el tamafio de la cromatina sonicada, pero al
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disminuir el tamafo de la cromatina también se disminuye la eficiencia de
la inmunoprecipitacion. Por otra parte, en el caso del GRO, la transcripcion
detectada en un gen también puede estar influenciada por polimerasas de
genes vecinos. Pero debido a la direccionalidad del marcaje del GRO, solo
influirdn los genes cercanos cuya transcripcion esté orientada hacia la
region codificante del gen. Sin embargo, al contrario que en el caso de la
longitud del gen, en este caso resulta muy dificil averiguar que parte de la
sefial de un gen puede ser debida a otros genes muy proximos. Y, como el
efecto de genes muy proximos afecta tanto el RPCC como el GRO, resulta
muy dificil cuantificar el posible sesgo que este fenomeno introduce en las
medidas de transcripcion. De hecho, analizando la influencia que tienen
genes altamente transcritos en la transcripcion calculada para sus genes
vecinos, no se pudieron detectar diferencias importantes que fueran
dependientes de la orientacion de los genes comparando los datos de GRO
y RPCC.

Uso de diferentes anticuerpos para el RPCC

Una de las ventajas del RPCC es que permitiria, usando diferentes
anticuerpos, evaluar la tasa de transcripcion por separado para las tres
RNA polimerasas. Asimismo, usando anticuerpos contra diferentes formas
de RNA pol II se puede estudiar en detalle el proceso de la transcripcion.

Las moléculas de la RNA pol II, a lo largo de la transcripcidn, sufren
cambios de fosforilacion en el CTD, el dominio carboxiterminal de Rpblp,
que esta formado por una serie de repeticiones de un heptapéptido y cuyo
estado de fosforilacion esta relacionado con las diferentes etapas de la
transcripcion sirviendo de lugar de union para multiples proteinas
(Komarnitsky P. et al 2000). En este estudio se han usado cuatro
anticuerpos diferentes para inmunoprecipitar la RNA polimerasa II.

La primera opcidn ha sido usar una cepa (ARG3) que tiene la subunidad
mayor de la RNA pol II etiquetada con 18 repeticiones del epitopo MYC
en N-terminal (RPB1-Myc;g). De esta manera, usando un anticuerpo anti-
MYC se puede detectar todas las polimerasas independientemente del
estado de fosforilacion de su CTD. Otra opcion que permite detectar la
mayoria de polimerasas ha sido usar el anticuerpo SWG16 (Jones J.C. et al
2004) que reconoce preferentemente el CTD no fosforilado. Este estado
del CTD de la RNA pol II esta presente preferentemente en polimerasas
que se encuentran en la region del promotor y aun no han iniciado
transcripcion activa. Sin embargo, el anticuerpo 8WG16 también es capaz
de unirse a polimerasas a lo largo del gen incluso aunque el CTD este
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parcialmente fosforilado (Komarnitsky P. et al 2000). Por otra parte,
también se han usado en este estudio anticuerpos contra fosforilaciones
especificas del CTD. Concretamente un anticuerpo contra la fosforilacion
en Serina 5 del CTD da la RNA pol II que reconoce las polimerasas que
han iniciado la transcripcion y estan empezando la elongacién, y el
anticuerpo HS5 que reconoce el CTD fosforilado en Serina 2 que se asocia
con la elongacion y terminacion de la trasncripcion.

La medida de RPCC usando la RNA pol II etiquetada (RPB1-MYC;3g) o el
anticuerpo especifico contra el dominio CTD hipofosforilado (8WG16) de
c¢lulas en crecimiento exponencial producen resultados muy similares (fig
28). Si se realiza un analisis convencional para detectar uniones
significativamente diferentes entre los dos experimentos mediante test-t y
fijando un 5% de falsos positivos (correccion FDR) so6lo se detectan 20
genes significativamente enriquecidos y 31 empobrecidos en polimerasa
con el CTD hipofosforilado. El analisis posterior de esos genes no conduce
a ninguna categoria funcional estadisticamente sobrerrepresentada. Sin
embargo, si se realiza un analisis de los sesgos de las distribuciones de los
diferentes grupos funcionales (Al-Shahrour F. ef al 2006) si que se pueden
detectar algunas diferencias, como un enriquecimiento en polimerasas
hipofosforiladas en los genes RP (fig 28). Sin embargo, el enriquecimiento
general en polimerasa hipofosforiladas que se pueden detectar para los
genes muy transcritos (linea roja) no se debe Unicamente a los genes RP.
El estudio en detalle de estas diferencias esta englobado dentro del
apartado 3.1.3 de este trabajo.

100



Resultados v discusion

Tabla 9. Correlaciones entre datos de transcripcion medidos por
RPCC o GRO. Se muestran las correlaciones de Pearson para tres
experimentos de RPCC usando anticuerpos diferentes y para datos de
GRO previamente publicados (Garcia-Martinez J. et al 2004). Todos
los datos provienen de experimentos realizados por triplicado a
células en crecimiento exponencial en YPD.

Correlacion ~ RPCC Rpb1-MYC RPCC 8§WG16 RPCC Ser5P

GRO 0.422 0.509 0.428
RPCC Ser5P 0.59 0.723
RPCC 8WG16 0.651

Correlaciones entre replicas usando la misma técnica

GRO RPCC Rpb1-MYC RPCC 8WG16 RPCC Ser5P
0.934 0.705 0.751 0.716
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Figura 28. Comparacion de RPCC usando polimerasa total (Rpbl-
MYC) o un anticuerpo contra el CTD hipofosforilado (8WG16). En rojo
se muestra una suavizacion usando la media de una ventana
deslizante de 100 genes y en azul los genes de las proteinas
ribosomales (RP) que son especialmente ricos en polimerasa
hipofosforilada. Todos los datos representan el enriquecimiento por IP
en logs.

El anticuerpo contra la forma fosforilada del CTD de la RNA pol II en
Serina 5 produce unos resultados de RPCC muy similares a los obtenidos
con los otros anticuerpos (tabla 9). Ademas, también se puede encontrar
un enriquecimiento en los genes RP similar al encontrado en el caso del
8WG16 (apartado 3.1.3 de este trabajo). Por otra parte hemos observado
que el anticuerpo H5 (frente al CTD fosforilado en Ser2) no produce un
enriquecimiento suficientemente alto mediante inmunoprecipitacion para
obtener unos valores fiables de transcripcion a escala genoémica. Por lo
tanto no se muestran datos referentes a ¢€l.
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RPCC: ventajas e inconvenientes

El RPCC presenta una seriec de ventajas e inconvenientes cOmo
metodologia alternativa al GRO para el calculo de tasas de transcripcidn a
nivel gendmico.

Entre las ventajas podemos destacar que seria directamente aplicable al
estudio de la transcripcidon en organismos superiores sin la necesidad de
aislar nucleos al contrario de lo que ocurre en el caso del run-on (Hirayoshi
K. y Lis,J.T. 1999). Ademas, al basarse en una técnica tan ampliamente
utilizada como el ChIP-on-chip es facilmente aplicable por diferentes
laboratorios. Otra de las ventajas es que se pueden usar diferentes Ac para
detectar la transcripcion por separado de las tres RNA pol y de las
diferentes formas fosforiladas del CTD de la RNA pol 1II.

Por el contrario, también presenta una serie de limitaciones. La principal
limitacion es que detecta la presencia fisica de la polimerasa y no su
actividad. Y aunque estos dos factores suelen estar muy ligados, no
siempre ocurre asi (como discutiremos en el apartado 3.1.3 de este
trabajo). Ademas, al basarse en un proceso de enriquecimiento selectivo de
la muestra seguido de amplificacion de la misma, da resultados con mas
ruido de fondo y mas variabilidad que el GRO. Por otra parte, usando el
GRO se pueden detectar diferencias mas grandes entre los genes con
mayor y menor TR (mayor rango dinamico) mientras que en RPCC las
sefiales entre los diferentes genes son mas similares. Esto se debe a que las
sefiales en el GRO marcan directamente las diferencias de transcripcion,
mientras que en el RPCC estas diferencias estan atenuadas por la necesidad
de realizar un enriquecimiento selectivo de la muestra. Una tercera
limitacion es que el ChIP-on-chip so6lo sitiia la polimerasa en una region
del genoma de forma independiente de su orientacion, mientras que el
GRO produce RNAs marcados que si se hibridaran con un chip con sondas
especificas de hebra permitiria determinar el sentido de la transcripcion.

3.1.2. Correcciones de las tasas de transcripcion d el
GRO usando los datos de RPCC

Una vez determinado que existe un sesgo dependiente del tamafo de la
sonda depositada en el chip, y que éste se debe a una peculiaridad técnica
del GRO, se decidi6 realizar una correccion de los datos de TR obtenidos
mediante GRO usando los de RPCC.

Para tratar de obtener unos valores de TR lo més representativos posible se
genero un lote de datos con diferentes experimentos de GRO realizados en
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nuestro laboratorio. Concretamente se usaron 8 grupos de resultados,
realizados cada uno por triplicado, de GRO de cultivos en crecimiento
exponencial en YPD realizados tanto en la cepa BQS252, (comunicacion
personal de Oreto Antinez y José E Pérez Ortin) y este mismo trabajo,
como de la W303 (comunicaciones personales de Lorena Romero, Paula
Alepuz y Enrique Herrero). Una vez recopilados los resultados de GRO se
generd un unico grupo de datos usando el programa Arraystat y exigiendo
para cada gen un minimo de 5 réplicas validas de las 8, con lo que solo
4670 genes que superaron este filtro. Para poder comparar los datos de
GRO y RPCC se realizé una estandarizacion de ambos, restandole a cada
punto el promedio de la poblacion y dividiéndolo por la desviacion
estandar. Una vez estandarizados los datos se calculd la suavizacion
independientemente para las ORFs menores y mayores de 3000 pares de
bases de los datos usando el algoritmo /owess y se corrigieron los
resultados de GRO para que coincidieran con el perfil de la media de 3
grupos de experimentos diferentes de RPCC (fig 29). La correlacion entre
el conjunto de resultados de GRO y el de RPCC antes de la correccion por
la longitud de la sonda era de 0.69 (Pearson), y ésta mejora a 0.7 tras la
correccion. Posteriormente se deshizo la estandarizacion de los datos
devolviéndole a la poblacién su desviacion estandar.

Finalmente, para transformar los valores de TR de unidades arbitrarias a
moléculas por minuto, se normalizaron los datos asumiendo un estado
estacionario para la transcripcion y degradacion de mRNA. Concretamente
se utilizaron los datos de cantidad de mRNA calculados a partir de PCR
competitiva y RNA-Seq (Miura F. et al 2008; Nagalakshmi U. et a/ 2008)
y la estabilidad calculados en Wang Y. er al. (2002) para generar un
conjunto alternativo de TR indirectas. Seguidamente, se calculd un factor
de correccion igualando el valor promedio de TR de los 2000 genes con
mayor transcripcion entre GRO y los calculos indirectos, y se aplico este
factor a los datos de GRO en unidades arbitrarias para transformarlos en
datos en unidades reales.

De esta manera se han obtenido datos robustos de TR para 4670 genes en
los que se ha corregido el efecto de la longitud de la sonda. Aunque existen
grupos funcionales con cambios significativos tras la correccion (tabla 10)
estos cambios son pequeiios. Por ejemplo en el caso de los genes RP, que
presentan la diferencia mas significativa, la correccidén supone sélo una
disminucion del 10% de la TR. Ademas estas diferencias parecen centrarse
en aquellos grupos de genes que presentan mayoritariamente un tamano
similar y que, consecuentemente, son afectados de forma conjunta por la
correccion aplicada. Por ejemplo, los genes RP tienen un tamafno promedio
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de 744 nucleotidos con una desviacion estandar de so6lo 270 nucleotidos,

comparado con el total del genoma que

nucleodtidos con una desviacion estandar de 1100.
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Figura 29. Correccién de la sefial de GRO dependiente de la longitud
de la sonda usando los datos de RPCC. Se muestran las

suavizaciones por ventanas deslizantes de 100 genes de los valores
de GRO antes (verde) y después (rojo) de la normalizacién por
lowess respecto a los valores de RPCC (azul).

Tabla 10. Anotacién funcional de las diferencias introducidas por la
correccion _por la longitud de los genes. Sélo se muestran las
categorias funcionales mas representativas con un p-valor ajustado
menor de 10™.

Grupos funcionales cuya TR aumenta por la Grupos funcionales cuya TR disminuye por la
correccion correccion
p-adj Grupo funcional p-adj Grupo funcional
1.28 - 107 Union a DNA 8.8-10% Componente estructural del ribosoma
3.47-10° Parte mitocondrial 1.36 - 10" Unién a ATP
33107 Complejo central del Proteasoma
3.81-10°  Gema celular
6.77 - 107 Secrecion

Estos datos robustos de transcripcion se pueden expresar también en
unidades reales utilizando datos absolutos de cantidad

(en
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moléculas/célula) y estabilidad de los mRNAs (en minutos™'). Los datos de
transcripcion presentan una distribucion log-normal, en el que el 90% de
los genes tienen transcripciones entre 0.017 y 0.91 moléculas por minuto, y
con una TR mediana de 0.1 mol/min (fig 30). Hay que aclarar que estos
calculos se basan en la asuncion de que los valores de cantidad de
moléculas de mRNA son del orden de 26000 moléculas por célula en
condiciones de crecimiento exponencial. Estos valores han sido calculados
a partir de los datos de secuenciacion masiva de mRNAs (Nagalakshmi U.
et al 2008) transformados a unidades reales usando los datos de cantidad
de mRNA obtenidos mediante PCR competitiva a escala genomica (Miura
F. et al 2008). Recientemente se han publicado también otros trabajos que
apoyan que el valor de mRNAs por célula podria ser de entre 20000 y
60000 mRNAs/c¢lula (Miura F. ef al 2008; Zenklusen D. et al 2008). Sin
embargo, todos estos datos son superiores a la estimacion clasica de 15000
mRNASs por célula de Hereford L.M. y Rosbash M. (1977) que han sido ya
usados en calculos anteriores. Por lo tanto, asumiendo que las vidas medias
son correctas, las TR obtenidas con estos nuevos datos serian también
superiores a las calculadas anteriormente (Bon M. et al 2006; Garcia-
Martinez J. et al 2004).

Una vez calculada la tasa de transcripcion en moléculas/minuto se pueden
transformar esto datos a densidades de polimerasas. Si se asume una
velocidad de transcripcion constante para la RNA pol 11 de 25 nt/segundo
(o 1.5 kb/min) (Edwards A.M. ef al 1991) se pueden se puede calcular que
un mRNA que se produzca a una tasa de una molécula por minuto tendria
una densidad de 0.66 polimerasas por kb (fig 30). El hecho de asumir una
velocidad constante para todos los genes es obviamente una simplificacion
que debe promediar el tiempo necesario para las diferentes etapas de la
transcripcion y asumir que esta velocidad es la misma para todos lo genes.
De hecho existen algunos estudios recientes que sugieren que diferentes
genes podrian tener diferentes velocidades de transcripcion. Asi, por
ejemplo, se postula que los genes mas activamente transcritos tendrian
RNA pol II capaces de avanzar a mayor velocidad (Zenklusen D. et al
2008). Por lo tanto, en esos casos, la densidad de RNA pol II que se
calcule asumiendo una velocidad de 25 nt/segundo en realidad sera
diferente de la real.
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Figura 30. Datos de transcripcion antes y después de aplicar una
correccién por la longitud de los genes. Se muestran los datos de
transcripcion obtenidos a partir de un lote de 8 experimentos
diferentes de GRO realizados por triplicado antes y después de aplicar
la correccion por longitud del gen. Se resaltan la mediana de la
transcripcion para algunos grupos funcionales antes (verde) vy
después (rojo) de la correccion. En lineas punteadas se resaltan las
tasas de transcripcion calculadas para la RNA pol Il (azul) y con una
linea discontinua roja se muestra como referencia la densidad de RNA
pol | en el rDNA (French S.L. et al 2003). La densidad Los valores se
muestran en escala logaritmica.

Sin embargo, usando estas simplificaciones se puede calcular la densidad
de RNA pol I de los 4670 genes para los que se disponen datos. En este
caso, la densidad de polimerasas para los genes en un cultivo asincrénico
en crecimiento exponencial tendria una mediana de 0.067 RNA pol II/kb lo
que, teniendo en cuenta la longitud de los genes, corresponde a 0.082
RNA pol II/ORF. Esto implica que en un momento determinado la
mayoria de los genes de una célula no tendria ninguna polimerasa activa en
su ORF. De hecho, con estos datos, solo el 0.005% de los genes tienen
como promedio 1 o mas polimerasas por ORF. Asumiendo que los 4670
datos de transcripcion son representativos de los 5795 genes non-dubious
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de levadura, se puede calcular que cada minuto en la célula habria
alrededor de 856 eventos de transcripcion productiva, lo que haria un total
de unos 77000 eventos de transcripcion productiva por ciclo celular. Como
la cantidad de mRNA es de aproximadamente 26000 moléculas por célula
esto implica que durante un ciclo celular hay un recambio en el que se
producen y degradan el triple de la cantidad de moléculas presentes en un
momento determinado. Estos resultados de recambio de mRNA que
inicialmente pueden parecer sorprendentemente bajos, no lo son tanto. De
hecho otros autores realizaron célculos en este mismo sentido usando
datos previos de cantidad y estabilidad de mRNAs concluyendo que
muchos genes solo son transcritos una unica vez por ciclo celular y que por
tanto para muchos genes las células hijas utilizan s6lo mRNAs
provenientes de las células madres (Bon M. et a/ 2006). Por otra parte, de
estos resultados también se puede concluir que solo el 9% de los eventos
de transcripcion de la RNA pol I son consecuencia de la transcripcion de
los genes RP, muy por debajo del 50% que se habia estimado previamente
(Warner J.R. 1999).

Si nos centramos en el caso extremo de las histonas, que son el grupo de
genes mas activamente transcritos cuya transcripcion supone el 1% del
total, podemos calcular una transcripciéon promedio de 0.64 mol/min que,
asumiendo una velocidad de 25 nt/s, corresponde a una densidad de 0.43
RNA pol II/kb. Sin embargo, estos datos estan obtenidos utilizando células
de un cultivo asincronico en el que sélo las células en fase S estan en
realidad transcribiendo los genes de las histonas. Como la proporcion de
células en fase S corresponde aproximadamente a un 27% del total
(Niemisto A. et al 2007) la densidad real de polimerasas en las células con
transcripcion activa de histonas seria de 1.58 RNA pol II/kb (o 2.38
mol/min). Esta densidad, como era esperable, es inferior a la densidad de
7.5 moléculas de RNA pol I’kb que se puede detectar en los rDNAs en
transcripcion activa (French S.L. et al 2003). Si usamos estos datos de
velocidad de transcripcion de la RNA pol II en el contexto de Ia
organizacion de la cromatina, una velocidad méaxima de la RNA pol II de
alrededor de 2.38 moléculas por minuto implica que cada 25 segundos una
polimerasa con toda su maquinaria asociada pasa por un punto concreto de
un gen de histonas en maxima transcripcion. Si suponemos que en ese
punto existe un nucleosoma posicionado, y que la polimerasa tarda unos 6
segundos en atravesar esa region, el nucleosoma solo podrda estar
posicionado durante unos 19 segundos hasta que llegara la siguiente
polimerasa. Estos resultados implican que, incluso en los genes mas
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activamente transcritos, los nucleosomas pueden estar presentes un 75%
del tiempo.

A partir de estos datos también se puede concluir que la situacidén en que
dos polimerasas estdn transcribiendo el mismo gen es extremadamente
improbable, y por lo tanto el hecho que se ayuden mutuamente en el caso
de genes de alta transcripcion para aumentar su velocidad (Zenklusen D. et
al 2008) no puede ser mediado por la interaccidn directa de las RNA pol II,
sino por las modificaciones que la transcripcion tenga en otros factores,
como la estructura de la cromatina.
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3.1.3 Comparacion entre diferentes aproximaciones
gendmicas para el estudio de la transcripcion

Una vez puesto a punto el RPCC, que permite calcular la densidad de
polimerasa asociada fisicamente a los genes, se decidid realizar una
comparacion detallada de los resultados de este método con los obtenidos
mediante GRO, en el que sélo se obtienen sefiales de las polimerasas que
son capaces de elongar en condiciones de run-on. Por lo tanto, las
diferencias entre estas técnicas pueden revelar la diferencia biologica que
existe entre la mera presencia de las polimerasas unidas a los diferentes
genes y su actividad elongante.

Estudio funcional de las diferencias entre GRO y RPCC

En el apartado anterior de este trabajo se han estudiado los posibles sesgos
técnicos asociados a las técnicas genomicas de medida de la transcripcion
y se ha realizado una correccion de los datos de GRO en funcién de la
longitud de los genes. Sin embargo, incluso después de esta correccion
siguen existiendo diferencias entre el RPCC y el GRO. Para determinar si
estas diferencias tienen significado bioldgico se realizd un estudio de
anotacion funcional de las diferencias. Ademas, como el GRO mide las
RNA pol en transcripcion activa y el RPCC mide la presencia de la
polimerasa en los genes, la comparacion entre ambos aporta informacion
sobre la cantidad de polimerasas que estdn presentes en los genes respecto
a las que estan en transcripcidn activa en los mismos.

Para poder comparar estos resultados entre si se estandarizaron los
resultados (restandole a cada valor individual la media de la poblacion y
dividiéndolo por la desviacion estandar) y se realizO una anotacidén
funcional de las diferencias usando la herramienta bioinformatica Fatiscan
(Al-Shahrour F. et al 2006). Estos analisis se realizaron usando datos de
RPCC obtenidos con tres anticuerpos diferentes: contra la polimerasa
etiquetada (Rpb1-MYC), el CTD hipofosforilado (§WG16) y el CTD
fosforilado en Serina5.

Como ya se ha explicado anteriormente, se puede observar que existe una
buena correlacion general entre los datos de GRO y los datos de RPCC
usando los tres anticuerpos diferentes (fig 24). Sin embargo, en los tres
casos se puede detectar que los genes relacionados con los ribosomas y la
membrana estdn enriquecidos en presencia de polimerasa medida por
RPCC frente a la tasa de transcripcion medida por GRO (relacioén
RPCC/GRO alta). Por el contrario, los genes relacionados con el nucleo o
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la biogénesis de ribosomas presentan menos polimerasa que la esperable
por su sefal de GRO. Estas diferencias son especialmente importantes
cuando se usan los datos de RPCC realizado con el anticuerpo Ser 5 y con

el SWG16 (tabla 11).

Tabla 11. Grupos funcionales cuya relacion entre RPCC y GRO es

significativamente diferente. Se representa los grupos funcionales mas
representativos para las diferencias entre datos de RPCC usando tres
anticuerpos diferentes y los gatos de GRO corregidos en el apartado

anterior.

Grupos funcionales enriquecidos en RNA pol I1

Grupos funcionales empobrecidos en RNA pol I1

total respecto a la Transcripcion
Relacion (Rpb1-MYC/GRO) alta

total respecto a la Transcripcion
Relacion (Rpb1-MYC/GRO) baja

p-adj Grupo funcional
2.07-10"°  Membrana
3.15-10* Pared celular

p-adj Grupo funcional

33810  Nucleo

3.95-107 Organulo unido a membrana
3.95-107  Procesos del metabolismo del RNA
3.44-10°  Transcripcion

2.01-10* Biogénesis y ensamblaje de complejos

ribonucleoproteicos

Grupos funcionales enriquecidos en CTD
hipofosforilado respecto a la Transcripcion
Relacion (8WG16/GRO) alta

Grupos funcionales empobrecidos en CTD
hipofosforilado respecto a la Transcripcion
Relacion (§WG16/GRO) baja

p-adj Grupo funcional
324 - 10"  Membrana
2.15 - 10°  Componente citoplasmico

329 -10* Componente estructural del

Ribosoma

p-adj Grupo funcional

552 - 10" Nucleo

348 - 107 Transcripcion

7.51 - 107 Organulo unido a membrana

9.62 - 10* Biogénesis y ensamblaje de complejos

ribonucleoproteicos

Grupos funcionales enriquecidos en CTD
fosforilado en Ser5 respecto a la Transcripcion

Grupos funcionales empobrecidos en CTD

fosforilado en Ser5 respecto a la Transcripcion
Relacion (SerSP/GRO) baja

Relacion (Ser5P/GRQO) alta

p-adj Grupo funcional p-adj Grupo funcional
2.88 - 107 Componente citoplasmico 4.88-10° Organulo unido a membrana
6.69 -10® Ribosoma 8.16-10*  complejo del Proteasoma
1.11 - 10”7 Componente estructural del
Ribosoma
6.24 - 10”7 Integral de membrana
Estas diferencias también se pueden observar si se representan

directamente los datos de RPCC frente a los datos de GRO (figuras 31 y

32).
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Figura 31. Comparacién entre los datos de transcripcion medidos por

GRO y RPCC (). Se representan los valores de RPCC usando un
anticuerpo contra la polimerasa total etiquetada (Rpb1-MYC) (A) y un
Ac contra el CTD hipofosforilado (8WG16) (B). Se resaltan los datos
funcionales y se indica el intervalo de confianza
al 95% para la media de la relacibn RPCC/GRO de estos mismos
grupos. Todos los datos se representan estandarizados (z-scores) y

para algunos grupos

en escala logaritmica.
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Figura 32 Comparacion entre los datos de transcripcion medidos por

GRO y RPCC (ll). Se representan los valores de RPCC usando un
anticuerpo contra el CTD fosforilado en Ser2. Se resaltan los datos
para algunos grupos funcionales y se indica el intervalo de confianza
al 95% para la media de la relacibn RPCC/GRO de estos mismos
grupos. Todos los datos se representan estandarizados (z-scores) y
en escala logaritmica.

De las diferencias que se encontraron, una de las mas interesantes es el
enriquecimiento en maquinaria transcripcional de los genes relacionados
con los ribosomas (RP). Ademas, estos genes también presentan
diferencias cuando se comparan entre si los datos de RPCC usando
diferentes anticuerpos. Concretamente, estos genes estdn especialmente
enriquecidos en polimerasa con el CTD hipofosforilado respecto a la
polimerasa total (tabla 12 y fig 33).

113



Resultados vy discusion

Tabla 12. Grupos funcionales con diferencias para el estado de

fosforilacion del CTD de la RNA pol Il. Se representan los grupos

funcionales con diferencias entre la IP usando anticuerpos especificos
contra estados de fosforilacién del CTD (8WG16 y Ser5P) y IP de la
polimerasa total (Rpb1-MYC). So6lo se muestran aquellos grupos mas

representativos.

Grupos funcionales enriquecidos en CTD

hipofosforilado
Relacion (SWG16/Rpb1-MYC) alta

Grupos funcionales empobrecidos en CTD

hipofosforilado
Relacion (8WG16/Rpb1-MYC) baja

p-adj Grupo funcional

476 - 10" Componente estructural de ribosoma

3.18 - 10 Subunidad grande del ribosoma
citosodlico

9.4 -107 Biosintesis de proteinas

0.0003 Subunidad pequefia del ribosoma
citosdlico

0.0043 Unioén a acido nucleico

0.0166 Ensamblaje de subunidades
ribosémicas

0.0301 Nucleolo

p-adj Grupo funcional

0.0180 Interaccion de comportamiento entre
organismos

0.0180 Comportamiento reproductivo

0.0256 Respuesta a feromonas durante la
conjugacion

0.0285 Integral de membrana

Grupos funcionales enriquecidos en CTD
fosforilado en Ser5

Grupos funcionales empobrecidos en CTD
fosforilado en Ser5

Relacion (Ser5P/Rpb1-MYC) alta

p-adj Grupo funcional

476 - 10° Union a acidos nucleicos

0.0014 Componente nuclear

0.0026 Lumen de organulos

0.0182 Ensamblaje de complejos
macromoleculares

0.0239 Biogénesis y ensamblaje del
complejo ribonucleoproteico

0.0239 Proceso metabolico de acidos
nucleicos

0.0485 Proceso metabdlico de biopolimeros

Relacion (Ser5SP/Rpb1-MYC) baja

p-ad Grupo funcional

0.0006 Pared celular con quitina y B-glucano
0.0023 Pared celular

0.0039 Componente citosolico

0.0136 Actividad oxidoreductasa

0.0146 Peroxisoma

0.0312 Procesos metabdlicos de aminoacidos

y derivados
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Figura 33. Comparacion del estado de fosforilacion del CTD respecto
a la polimerasa total. A) Comparacién del RPCC usando un anticuerpo
contra el CTD hipofosforilado (8WG16) frente a la polimerasa total
etiqguetada (Rpb1-MYC). B) Comparacion usando un anticuerpo contra
el CTD fosforilado en Serina 5 (Ser5P) frente a la polimerasa total
etiquetada (Rpb1-MYC). En ambos casos se representan los genes
RP y RiBi en barras y el global de la poblacién con una linea.

Por lo tanto parece que algunos genes enriquecidos en polimerasa lo estan
especialmente en polimerasa con el CTD hipofosforilado.
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Comparacion RPCC/GRO en diferentes condiciones de
crecimiento

Para confirmar que las diferencias entre RPCC y GRO reflejan en realidad
diferencias bioldgicas en la forma de transcribir los genes, y no son el
resultado de sesgos intrinsecos de las técnicas, se decidid6 ampliar el
estudio a diferentes condiciones de crecimiento celular. De esta manera, si
se diera una variacion en la relaciones RPCC/GRO entre diferentes
condiciones experimentales, ésta no se debera a artefactos en los métodos
de medida (dado que son los mismos en todos los casos), sino que sera
consecuencia de un cambio en la forma de transcribir los genes por parte
de las células.

Para realizar este experimento se partié de células crecidas en medio rico
con glucosa como fuente de carbono (YPD), que son las condiciones
estandar de crecimiento en laboratorio, y se cambiaron a un medio rico con
galactosa como fuente de carbono (YPGal). Este cambio de fuente de
carbono hace que las células reorganicen todo su metabolismo para
adaptarse a las nuevas condiciones de crecimiento. Ademdas, como las
diferencias encontradas entre las dos técnicas se centran en los genes de las
proteinas ribosomicas, que son un grupo cuya regulacion esta muy
relacionada con los nutrientes del medio y la velocidad de crecimiento
celular (Jorgensen P. et al 2004; Regenberg B. et al 2006) este tipo de
experimento puede reflejar bien las variaciones que experimenten estos
genes.

Se analizaron 3 puntos experimentales:

* Crecimiento exponencial en YPD, que es la condicion optima de
crecimiento.

* A las dos horas después del cambio de glucosa a galactosa, donde
las células han detenido su crecimiento y se estan adaptando a la
nueva situacion.

* Crecimiento exponencial en galactosa, donde las cé¢lulas se han
adaptado a la fuente de carbono y crecen activamente (tras 14.5
horas en YPGal).

Con el fin de resaltar las posibles diferencias se uso6 el anticuerpo 8WG16
para los experimentos de RPCC, dado que que permite detectar mayores
diferencias entre GRO y RPCC.
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Figura 34._Relacion RPCC/GRO a lo largo de la transicién glucosa
galactosa. A) valores medios de la relacion RPCC/GRO, usando el Ac
8WG16, de diferentes grupos funcionales a lo largo de la transicion de
glucosa galactosa a galactosa. Los valores de GRO han sido
corregidos usando los datos calculados en el apartado anterior. B)
analisis de conglomerados de las relaciones RPCC/GRO en
crecimiento exponencial en glucosa (YPD), a las 2 horas tras el
cambio a galactosa (sin crecimiento celular) y en crecimiento
exponencial en galactosa (14.5 horas). Los genes se han agrupado en
9 conglomerados mediante el algoritmo k-medias representando las
diferencias respecto al crecimiento en YPD. Se muestra tanto el
nimero de genes que forman cada conglomerado como la
significacion estadistica (p-valor) de algunos grupos funcionales.
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Este experimento permitido detectar cambios de la relacion RPCC/GRO
entre las diferentes condiciones fisiologicas. De hecho, el exceso en
maquinaria transcripcional (relacion RPCC/GRO alta) detectado en los
genes RP durante el crecimiento en YPD, desaparece a las dos horas del
cambio a YPGal y se invierte cuando las células crecen exponencialmente
en galactosa (fig 34). Los genes RiBi, a pesar de que parten de valores
bajos de RPCC/GRO, disminuyen su relacion RPCC/GRO de forma
similar a los RP. Por lo que concluimos que existe un fenomeno bioldgico
regulable tras estas diferencias, y que éste se ve afectado por el cambio de
fuente de carbono. Para confirmar que estas variaciones son significativas
se realizo un analisis de conglomerados usando el algoritmo k-medias y el
programa STEM (Ernst J. y Bar-Joseph,Z. 2006). Se agruparon los perfiles
de RPCC/GRO para las diferentes condiciones fisioldégicas en 9
conglomerados y se estudio si existia enriquecimiento significativo para
algiin grupo funcional (fig 34).
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Tabla 13. Anotacion funcional de los conglomerados para el cambio
de la relacibn RPCC/GRO en la transicion YPD-YPGal. Solo se
muestran las categorias funcionales con p-valor ajustado menor de
0.001 mas representativas. Todos los calculos han sido realizados con
el programa STEM (Ernst J. y Bar-Joseph,Z. 2006)

Enriquecimiento significativo en los diferentes conglomerados
conglomerado  p-valor p-adj Categorias funcionales
0 1.2-107° <0.001 Ribosoma citosélico (sensu Eukaryota)
35.10% <0.001  Componente estructural del ribosoma
28107 <0.001  Biogénesis y ensamblaje de ribosomas
1.3-10% <0.001  Traduccién
1.7-10° <0.001 Procesado de rRNA
3 1.2-10™ <0.001 Procesos del metabolismo del rRNA
Biogénesis y ensamblaje de complejos
54.10° <0.001  ribonucleoprotéicos
2.2:10° <0.001 Biogénesis y ensamblaje de ribosomas
6 1.2-10°° <0.001 Componente mitocondrial
2.9-107 <0.001 Fosforilacion oxidativa
5.7-107 <0.001  Mitocondria
4.10°° <0.001 Sintesis de ATP acoplada a transporte de protones
8 1.5-10 <0.001 Generacion de metabolitos precursores y energia
6.4-10 ™ <0.001  Procesos del metabolismo de carbohidratos
43.10°° <0.001 Componente de la membrana mitocondrial
1.9-10°° <0.001  Fosforilacién oxidativa
71107 <0.001 Sintesis de ATP acoplada a transporte de electrones

De esta forma se confirm¢ la existencia de diferencias significativas en la
relacion RPCC/GRO entre las diferentes condiciones fisioldgicas. Entre
estas diferencias se puede destacar que los genes de proteinas ribosémicas
(RP) y de Biogénesis de Ribosomas (RiBi) disminuyen su relacion
RPCC/GRO al cambiar de crecimiento en glucosa a galactosa. Por el
contrario los genes relacionados con la mitocondria y la respiracion
oxidativa presentan un comportamiento opuesto con un valor RPCC/GRO
elevado en crecimiento en galactosa y bajo en glucosa (tabla 13).

Hay que tener en cuenta que todas las variaciones de la relacion
RPCC/GRO hacen referencia a variaciones respecto al comportamiento
promedio de la poblacion. Estas variaciones se expresan respecto al global
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del genoma porque ni el RPCC ni el GRO disponen de referencias internas
que permitan expresar sus resultados directamente en valores absolutos.
Por lo tanto, al comparar valores de RPCC y GRO para las mismas
condiciones se hizo referencia al comportamiento general de la poblacion.
Un valor elevado en la relacion RPCC/GRO en un gen, informa que éste
presenta mas maquinaria transcripcional asociada (unida fisicamente y
detectada por RPCC) de la que cabria esperar por la TR medida por GRO.
Por el contrario, un valor bajo en la relacion RPCC/GRO hacer referencia a
genes que presentan menos maquinaria no activa transcripcionalmente que
el promedio de la poblacion. Sin embargo, es importante remarcar que la
magquinaria fisicamente unida a los genes (detectada por RPCC) siempre
sera mayor o igual que la que es transcripcionalmente activa (detectable
por GRO), y cuando hablamos de genes con mas polimerasa detectada por
GRO que por RPCC (relacion RPCC/GRO baja) siempre es en referencia
al promedio del genoma.

A pesar de que no existen controles internos que permitan comparar los
valores absolutos de RPCC y GRO entre si, si se pueden comparar los
resultados de diferentes experimentos usando la misma técnica (discutido
en el apartado 3.1.1 de este trabajo). De esta forma se puede estudiar como
varian por separado los valores de RPCC y GRO para las diferentes
condiciones y observar como los genes relacionados con el ribosoma y la
mitocondria se apartan del comportamiento global de la poblacion (fig 35).
Asi, se puede ver que, para los genes RP, la presencia de polimerasa
medida por RPCC en glucosa respecto a la media de la poblacion es mayor
que la diferencia medida por GRO. Y por contra, en galactosa se puede
observar un comportamiento opuesto (el valor de RPCC es mas similar a la
media, mientras que el de GRO es mucho mas grande).

120



Resultados v discusion

A)

454

Log, IP RNApol Il Log , TR GRO Log, IP RNApol Il Log, TR GRO

>
0

w
(LI

3.5

N
o w

251

RP

1.5

0.5 -

=] P
o n r

N = o = N w S~ (4] (=]
Mitochondrial Part
N =] o = N w » (3] o

YPD

2 h YPGal
14.5 h YPGal
YPD

2 h YPGal
14.5 h YPGal
YPD

2 h YPGal
14.5 h YPGal
YPD

2 hYPGal
14.5 h YPGal

Figura 35. Datos de transcripcion calculados por RPCC y GRO para
los grupos de proteinas ribosomales y genes de respiracion en
diferentes situaciones fisioldgicas. Datos medidos por RPCC usando
el anticuerpo 8WG16 y medidos por GRO. Se representan los datos
para los genes de las proteinas ribosomales, RP(A) y para los genes
de (B). En los dos casos se representa con una linea
negra el valor medio de transcripcion para el global del genoma y
mediante barras el valor medio para el grupo especificado. Las
escalas se representan en unidades arbitrarias en escala logaritmica
gue solo permite comparacion directa entre los experimentos
realizados con la misma técnica.

Estas diferencias también se pueden observar si se comparan las relaciones
RPCC/GRO para todos los genes en las diferentes condiciones de
crecimiento (fig 36 y 37).
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A) Media zLog ,( 14.5 h YPGal/ YPD)
Total = -0.002 +0.028 RP =-1.568 +0.129
RiBi = -1.057 + 0.11 P.Mitocondrial= 0.56 + 0.103
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Figura 36. Relacion RPCC/GRO de diferentes situaciones fisioldgicas
respecto a crecimiento en YPD. Comparacion de los datos de: A)
células paradas tras 2 h en galactosa (2 h YPGal) con células
creciendo en glucosa (YPD). B) células creciendo en galactosa (14.5 h
YPGal) con células creciendo en glucosa (YPD). Todos los valores
hacen referencia a la relacion RPCC/GRO en log, y normalizada por
z-scores.
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Media zLog ,( 14.5 h YPGal/ 2 h YPGal)
Total =-0.034 +0.025 RP =-0.56+0.124

4 RiBi = -0.641 = 0.113 P.Mitocondrial= 0.302 +0.085
° -

+ Total
Parte Mitocondrial
¢ e RiBi
A RP

14.5 h YPGal zLog ,(RPCC/GRO)

-4 -2 0 2 4
2 h YPGal zLog ,(RPCC/GRO)

Figura 37. Relacion RPCC/GRO entre 2 y 14.5 h en presencia _de
galactosa. Se comparan los datos de células creciendo en galactosa (14.5
h YPGal) con células paradas tras el cambio de fuente de carbono (2.5 h
YPGal). Todos los valores hacen referencia a la relacion RPCC/GRO en
log, y normalizada por z-scores.

Si se analizan por separado las tasas de transcripcion aparentes calculadas
por cada método (fig 38), se puede observar que la nube de puntos en el
caso de los RPCC es mucho mas dispersa que en el caso del GRO. Esto se
puede deber a que el RPCC, al basarse en un proceso de enriquecimiento
selectivo, es una técnica con mayor variabilidad y més sujeta a introducir
ruido que el GRO.

Por otra parte, observando el comportamiento de las categorias
funcionales, se puede ver que la mayor parte de la variacion de
RPCC/GRO se debe al cambio en la polimerasa unida detectada por
RPCC. De esta forma, los genes RP y RiBi presentan valores bajos de
uniéon de polimerasa relativa (RPCC) en YPGal, mientras que las
variaciones en la tasa de transcripcidn respecto al promedio de la poblacion
medidas por GRO apenas disminuyen. Por el contrario, los genes
relacionados con la mitocondria presentan un importante incremento de
uniéon de polimerasa (RPCC) en YPGal respecto al promedio de Ia
poblacion, mientras que apenas cambian en los experimentos de GRO.
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A) Media zLog , IP 8WG16 (14.5 h YPGal / YPD)
Total = 0.005 +0.027 RP =-1.723+0.129
RiBi = -0.964 + 0.096 P.Mitocondrial= 0.513 + 0.112
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Figura 38._Comparacion de tasas de transcripcion para crecimiento
exponencial en galactosa 0 glucosa. A) RPCC realizado con el Ac
8WG16. B) Datos de GRO para ambas condiciones. En todos los
casos se han resaltado los grupos funcionales analizados con detalle
en este estudio.

El estudio de las relaciones entre RPCC y GRO ha permitido, pues,
descubrir que existen diferencias entre la cantidad de RNA pol II
transcripcionalmente activa presente en los genes y la cantidad de RNA pol
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total unida a los mismos. Ademas, estos excesos o defectos de maquinaria
transcripcional (siempre respecto al global del genoma) son especificos de
determinados grupos funcionales y se comportan de manera dindmica
respondiendo a cambios fisioldgicos de las células. Todo esto apunta a que
la proporcion de polimerasas unida no activas transcripcionalmente, es un
parametro regulado por la célula.

Regulacion de la  acumulacion de maquinaria
transcripcional en los genes RP

El grupo funcional que presenta variaciones mas claras para la
acumulacion de maquinaria transcripcional durante el cambio de fuente de
carbono es el de los genes de las proteinas ribosémicas (RP). Estos genes
presentan una transcripcion elevada que a su vez estd muy regulada y
vinculada con la velocidad de crecimiento celular (Garcia-Martinez J. et al
2007; Garcia-Martinez J. et al 2004; Jorgensen P. et al 2004; Warner J.R.
1999). Por lo tanto, es un grupo de genes interesante para estudiar en
detalle el fendmeno de la acumulacion de maquinaria transcripcional.

Inicialmente, se podria pensar en asociar el enriquecimiento en maquinaria
transcripcional no activa con una situacion de baja transcripcion, como en
caso que las polimerasas estuvieran prerreclutadas en los promotores de los
genes pero no iniciaran transcripcion activa. Sin embargo, el exceso en
RNA pol II en los genes de las proteinas ribosémicas ocurre cuando estos
genes estan transcribiéndose a maxima velocidad en condiciones de
crecimiento Optimas (YPD). Por otra parte, los genes respiratorios
acumulan maquinaria inactiva durante el crecimiento en galactosa, donde
su transcripcion también es mas elevada. Es decir, esos dos grupos de
genes acumulan maquinaria transcripcional no activa en condiciones de
maxima transcripcion y con una regulacidén opuesta en cuanto a la fuente
de carbono. Sin embargo, el exceso de maquinaria transcripcional tampoco
es un fendmeno directamente relacionado con una alta de tasa de
transcripcion. De hecho, los genes ribosémicas durante el crecimiento en
galactosa siguen transcribiéndose a una velocidad mayor que los genes
respiratorios y, sin embargo, presentan menor presencia de maquinaria
transcripcionalmente no activa que el global de la poblacién. Ademas, a las
dos horas tras el cambio de las células a galactosa, cuando el crecimiento
celular estd detenido y la transcripcion es mas baja, el enriquecimiento en
maquinaria transcripcional de los genes respiratorios y de las proteinas
ribosomicas es similar al del global del genoma. Por lo tanto deben existir
factores especificos independientes de la tasa de transcripcion que
permitan regular esta acumulacion de polimerasa.
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A)

B) Media zLog , [(IP 8WG16 (5'/3) YPD )/(IP 8WG16 (5/3") YPGal )]
Total =-0.001 +0.145 RIBi=0.126 +0.645 RP = 1.108 +0.606

+ Total
e RiBi
aRP

30% -
BN RiBi EMRP —Total
25% -

20% A

4 15% A

10% -

zLog2 IP 8BWG16 5'/3' YPGal

5% -

0% -

3 25 2 15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
zLog2 [(IP 8WG16 (5/3") YPD )/(IP 8WG16 (573) YP Gal )]

zLog2 IP 8WG16 5'/3' YPD

Figura 39. Sesgo en la distribucién de polimerasas a lo largo de los
genes en crecimiento exponencial en glucosa o galactosa. A) Relacion
5'/3' de la presencia de polimerasa en crecimiento exponencial en
glucosa (YPD) y en galactosa (YPGal) detectada con el Ac 8SWG16. B)
Histograma del cambio de la distribucion de polimerasa entre las dos
condiciones de crecimiento.

Como los chips de DNA que hemos usado en este estudio cubren las ORF
completas (Alberola T.M. et al 2004), y no informan sobre la distribucién
de las moléculas de RNA pol dentro de los genes, realizamos experimentos
de RPCC usando unos chips que contienen sondas para la region 5’ y 3° de
377 genes (disefiados en colaboracion con A. Rodriguez y S. Chavez). El
analisis del resultado de este experimento (fig 39) muestra que los genes
RP durante el crecimiento en YPD presentan una relacion 5°/3” para la
presencia de polimerasa mas alta que el resto de genes estudiados. Esto
indica que los genes RP presentan un sesgo en la distribucién de
polimerasa, acumuldndose ésta preferencialmente en la regidén inicial de
los genes. Ademas esta acumulacion que se observa durante el crecimiento
en glucosa desaparece cuando las células se crecen en galactosa. Por lo
tanto, la acumulacion de maquinaria transcripcional no activa de los genes
RP durante el crecimiento en glucosa ocurre preferentemente en la region
5’ de las ORFs.

Una vez determinada que la acumulacion de polimerasa se produce
preferentemente en la region 5° de los genes, se decidid delimitar con
mayor resolucion doéonde se produce esta acumulacion. Para ello se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina con dos genes de
proteinas ribosomicas y se analizO mediante PCR cuantitativa la
distribucidn de las polimerasas a lo largo de los genes (fig 40).
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Figura 40. Distribucidon de la RNA pol Il en los genes RPS3 y RPL25
durante el crecimiento exponencial en YPD y en YPGal. Se muestran
los resultados de inmunoprecipitaciones de la RNA pol usando
diferentes Ac y analizados mediante gPCR. Las sefales estan
corregidas respecto al extracto celular completo y normalizadas
respecto a una region intergénica. Se analiz6 el gen RPS3 (A, C, E, G
y 1) y el gen RPL25 (B, D, F, Hy J). En G y H se muestra la relacién
entre la presencia de polimerasa en glucosa respecto a galactosa
normalizando los valores respecto a la primera sonda. En | y J se
muestra el mapa de las regiones analizadas. Se ha utilizado tanto el
Ac comercial 8WG16, como dos Ac policlonales contra las
fosforilaciones del CTD en Ser2 y 5 (cedidos por el Dr. D. Bentley).
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En el caso de la inmunoprecipitacion usando el Ac 8WG16, que reconoce
preferentemente el CTD hipofosforilado, se produce una acumulacion de
polimerasa hacia la region 5° de los genes durante el crecimiento en
glucosa. Esto también ocurre cuando se estudia el cambio de distribucion
de la polimerasa con el CTD fosforilado en Ser5, pero en este caso la
acumulacion se da de forma mas importante en el cuerpo de los genes. Sin
embargo, en galactosa se detecta siempre una mayor presencia de RNA pol
en la region 3’ de los genes. Por ultimo, en el caso de la polimerasa con el
CTD fosforilado en Ser2 se da tanto en crecimiento en YPD como en
YPGal una acumulacion en la region 3’ de los genes y la tnica diferencia
parece ser la cantidad de polimerasa detectada en ambos casos que es
coherente con las tasas de transcripcion correspondiente a cada condicion
de crecimiento. Hay que remarcar que, en este caso, se utilizdé un Ac contra
el CTD fosforilado en la Ser2 diferente del H5 y que permite una mayor
inmunoprecipitacion (cedido por el Dr. D. Bentley).

Estos resultados se ven mas claramente si se normalizan las
inmunoprecipitaciones igualando la primera sonda en YPD y en YPGal, y
se estudia la variacion de las senales lo largo de los genes. De esta manera
se puede observar que, independientemente de la tasas de transcripcion, en
glucosa existe una actimulacion de polimerasas hacia la zona 5’ de los
genes (fig 40 G y H). Este comportamiento se puede observar tanto con el
anticuerpo contra el CTD hipofosforilado como contra el fosforilado en
Ser5. Aunque en el caso de este Gltimo se produce una acumulacion en la
zona central del gen disminuyendo hacia 5°. Por otra parte, en el caso del
anticuerpo contra el CTD fosforilado en Ser2 no tiene sentido realizar este
analisis porque apenas se detecta sefial en la primera sonda.

Estos resultados refuerzan la idea de que la acumulacion de polimerasas
transcripcionalmente no activas se produce principalmente en la region 5°
de los genes. Pero esta acumulacion no se produce sélo en el promotor,
como podria pensarse inicialmente, sino que esta afectando a polimerasas
que ya han iniciado su transcripcion y tienen el CTD fosforilado en la Ser
5.

Por otra parte, CYTI, un gen relacionado con la mitocondria, presenta
patron diferente de acumulacion de polimerasa al de los genes RP (fig 41).
Concretamente, se puede observar que presenta mas RNA pol durante el
crecimiento en YPGal, y que su distribucion es bastante homogénea a lo
largo de toda la ORF. Por lo tanto, la distribuciéon de RNA pol no activas
en la region 5° de la ORF es caracteristica de los genes RP.
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Figura 41. Distribucion de la RNA pol Il en el gene CYT1 durante el
crecimiento _exponencial en YPD y en YPGal. Se muestran los
resultados de inmunoprecipitaciones de la RNA pol usando diferentes
Ac y analizados mediante qPCR. Las sefales estan corregidas
respecto al extracto celular completo y normalizadas respecto a una
region intergénica.

Efecto de la ruta PKA en la acumulacion de maquinaria
transcripcional en los genes RP durante el crecimiento en
glucosa.

Una vez caracterizada la acumulaciéon de RNA polimerasa en los genes
ribosémicas en condiciones de maxima transcripciéon en glucosa resulta
interesante descubrir que mecanismo es el responsable de dicha
acumulacion.

Los genes RP estdn altamente regulados por las condiciones de
crecimiento, y las dos principales rutas de regulacion que actiian sobre
ellos son la ruta TOR (“target of Rapamycin™) y la ruta PKA (“Protein
Kinase A”’). En condiciones en las que existe crecimiento la ruta TOR esta
constitutivamente activa y actiia sobre los genes RP, RiBi y respiratorios.
Por el contrario, la ruta PKA esta activa en condiciones de crecimiento en
glucosa, pero no en crecimiento en galactosa (Howard S.C. et al 2006).
Ademas, la ruta PKA posee un efecto positivo sobre la transcripcion de los
genes RP y RiBi, y un efecto negativo sobre los genes de respiracion
(Chen J.C. y Powers,T. 2006). El hecho que la ruta PKA cambie su
actividad durante la transicidon de crecimiento en glucosa a galactosa, y que
tenga efectos opuestos sobre la transcripcién de los genes RP y los de
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respiracion, la hacen una buena candidata para regular la acumulacion de
maquinaria transcripcional.

Una vez seleccionada la ruta PKA como posible punto de regulacion de la
acumulacidon de polimerasas se busco qué componente de la ruta podria
tener mas influencia en este fendmeno. La proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKA) en levadura presenta tres isoformas de la subunidad
catalitica (Tpklp, Tpk2p y Tpk3p), que en condiciones de represion
(cuando no hay cAMP) estan secuestradas por la subunidad reguladora
Bceylp permaneciendo asi inactivas. Aunque las tres isoformas de Tpk son
redundantes por lo que respecta a la viabilidad celular, cada una de ellas
parece tener funciones especificas. De hecho, ha sido descrito que Tpk2p
se encuentra fisicamente unida a los promotores de los genes de las
proteinas ribosdmicas (Pokholok D.K. et al 2006).

Para tratar de descubrir si la ausencia de la subunidad Tpk2p produce
algin efecto especifico en la acumulacion de RNA pol II en estos genes se
realizaron experimentos de RPCC y GRO con esta cepa. La cepa mutante
Atpk2 es viable y presenta un crecimiento en glucosa muy similar al de la
cepa referencia, por lo tanto no son esperables diferencias debidas a la
velocidad de crecimiento de la cepa ni a una falta de actividad PKA
general.

Media zLog ,( Atpk2 / wt)
Total =-0.014+0.028 RP =-0.646 +0.165
RiBi = -0.866 + 0.127 P.Mitocondrial= 0.32 +0.103
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Figura 42. Cambio en la relacion RPCC/GRO para el mutante Atpk2
durante el crecimiento en glucosa. Los valores hacen referencia a la
relacion RPCC/GRO en Log; y estandarizados usando z-scores.
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Nuestros resultados muestran (fig 42) que el mutante Atpk2 presenta tanto
un aumento de acumulacion de maquinaria no activamente elongante en
los genes de respiracion, como un descenso en la acumulacion de
maquinaria en los genes RP y RiBi. Es decir, el mutante Atpk2 en glucosa
presenta un comportamiento muy similar al que tiene la cepa de referencia
durante el crecimiento en galactosa (fig 36A). Lo que sugiere que este
comportamiento puede ser debido a la actividad de Tpk2p durante el
crecimiento en glucosa.

Por otro lado, los cambios en la relacion RPCC/GRO se deben
principalmente a cambios en la transcripcion medida por GRO sin que
varie mucho la presencia de RNA pol II unida (fig 43). Es importante
destacar que el hecho de que aumente la transcripciéon medida por GRO,
sin afectar a la presencia de polimerasa puede parecer inicialmente
contrario a los resultados obtenidos en el crecimiento en galactosa. De
hecho, en la transicion del crecimiento de YPD a YPGal la mayor parte de
las diferencias en la relacion RPCC/GRO parecen deberse a cambios en
presencia de polimerasas (RPCC) (fig 38). Esto puede deberse a que en el
cambio de fuente de carbono se estd afectando la regulacion de la
transcripcion a multiples niveles, desde el reclutamiento de polimerasas
hasta su acumulacidon. Sin embargo en este mutante, se esta eliminando
especificamente la acumulacion de polimerasas sin afectar a la regulacion
de estos genes por parte de otros muchos factores transcripcionales que
pueden responder a su vez al cambio de fuente de carbono.

Estos resultados sugieren que la ruta PKA controla la variacion de la
acumulacion de RNA pol II durante el crecimiento en glucosa de una
manera general. De hecho, el mutante A#pk2 presenta un comportamiento
respecto a los cocientes RPCC/GRO similar al de una cepa normal
creciendo en galactosa.
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Figura 43. Comparacion de RPCC y GRO entre el mutante Atpk2 y
una cepa control. A) RPCC usando el anticuerpo 8WG16. B)
Comparacion mediante GRO. Todos los valores estan estandarizados
por z-scores y representados en Log,.
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Efecto de dominio silenciador de Raplp en la acumulacion
de maquinaria transcripcional en los genes RP

Una vez determinada la ruta responsable de la acumulacién de RNA pol
durante el crecimiento en presencia de glucosa, se trat6 de profundizar en
el mecanismo que produce esta acumulacion en los genes de las proteinas
ribosdmicas.

El mecanismo de transcripcion de los genes ribosdmicas esta ampliamente
estudiado, y se conocen multiples factores transcripcionales implicados en
¢l (Garbett K.A. et al 2007; Rudra D. et al 2005; Rudra D. et al 2007;
Wade J.T. et al 2004). De existir un factor transcripcional que fuera el
responsable del acimulo de polimerasas inactivas, éste debia ser uno que
estuviera unido en condiciones de alta transcripcion, como suelen estarlo
los activadores transcripcionales, pero que pudiera producir directa o
indirectamente efectos negativos en la tasa de transcripcion. De hecho,
Raplp (Repressor Activator Protein 1), que es uno de los factores
transcripcionales mas importantes en la regulacion de los genes
ribosdmicas, cumple estas caracteristicas. Raplp por una parte es una
proteina implicada en el reclutamiento de la maquinaria de silenciamiento
transcripcional a los teldémeros y por otra parte es un factor transcripcional
necesario para la activacion de genes glucoliticos y de proteinas
ribosdmicas. Se han determinado dominios diferenciados dentro de la
proteina necesarios para cada una de estas funciones (Graham IL.R. et al
1999; Idrissi F.Z. et al 2001; Pina B. et al 2003). Estos datos, junto con
que la ruta PKA también controla la actividad de Raplp (Klein C. y
StruhlLK. 1994), hacen que esta proteina sea un buen candidato para
regular la acumulacién de maquinaria especificamente en los genes RP.

Para investigar la hipdtesis de que el dominio silenciador de Raplp esté
implicado en la acumulacion de polimerasas se realizaron experimentos de
RPCC y GRO comparando los resultados de una cepa a que le falta el
dominio silenciador de Raplp (raplAsil) con una cepa con la misma
construccion pero con la proteina Rapl completa (Graham I.R. et al 1999).
Estos experimentos se realizaron en crecimiento exponencial en glucosa
dado que es la situacion donde se observa mayor acumulacion de
maquinaria transcripcional inactiva en los genes RP. Los resultados
muestran que en el mutante raplAsil disminuye de forma importante el
enriquecimiento de maquinaria inactiva en los genes de las proteinas
ribosomicas (fig 44).
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Figura 44. Cambio en la relacion RPCC/GRO para una cepa sin el
dominio_silenciador de Raplp. Los valores hacen referencia a la
relacion RPCC/GRO en Log, y estandarizados usando z-scores. La
cepa control (Rapl) es una cepa idéntica a la que lleva la delecion
parcial rapl-sil en un plasmido pero con la copia completa de Rapl.

Ademas, de igual manera que ocurria en el mutante Azpk2, esta diferencia
se debe principalmente a un aumento en la transcripcion de los genes RP
(medida por GRO) que no va acompanado de un aumento de presencia de
polimerasa (RPCC) (fig 45). Por Ilo tanto, las polimerasas
transcripcionalmente no activas que se acumulan en estos genes en el tipo
silvestre durante el crecimiento en glucosa, en el mutante sin el dominio
silenciador de Raplp, si son capaces de producir transcripcion activa. Sin
embargo, el mutante rapIAsil s6lo produce una variacion significativa para
la relacion RPCC/GRO para el caso de los genes RP, sin afectar
apreciablemente ni a los genes RiBi ni a los de respiracion. Estos
resultados confirman que el dominio silenciador de Raplp esta implicado
especificamente en mantener el exceso de maquinaria en los genes de las
proteinas ribosdmicas durante el crecimiento exponencial en YPD.
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Figura 45. Comparacion de RPCC y GRO entre el mutante raplAsil y

una_cepa control. A) RPCC usando el anticuerpo 8WG16. B)
Comparacion mediante GRO. Todos los valores estan estandarizados

por z-scores y representados en Logs.
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Figura 46. Cambios en la tasa de trascripcién y en la presencia de
RNA pol Il en el mutante raplAsil respeto a la distancia al telémero.
Cambio en la tasa de transcripcion medida por GRO (A y C) y por
RPCC (B y D) respecto al telomero. Los puntos grises representan los
valores individuales, mientras que los rojos y azules representan la
media de una ventana deslizante de 50 genes para los datos de GRO
y RPCC respectivamente. C y D representan una ampliacion de las
tltimas 30 kb del mapa ofrecido en A y B (500 kb)Las barras
horizontales representan bandas de control para la media (Shewhart)
con un coeficiente de confianza del 0.999.

Para estudiar si el efecto que tiene el dominio silenciador de Raplp sobre
la transcripcion de los genes RP presenta alguna similitud con el efecto que
tiene este dominio sobre las regiones silenciadas, se analizo la variacion de
RPCC y GRO que tiene el mutante raplAsil para las regiones
subteloméricas. Si se ordenan todos los genes respecto a su distancia de los
teldémeros se puede ver que en el mutante rap /Asil los genes cercanos a los
teldémeros tienen valores mas altos de TR medida por GRO. Sin embargo la
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presencia de polimerasa en esas regiones no varia significativamente en el
mutante frente a la cepa control (fig 46).Hay que senalar que, a pesar de
ser regiones silenciadas, la RNA pol esta presente en ellas, aunque inactiva
(Pirrotta V. y Gross,D.S. 2005; Sekinger E.A. y Gross,D.S. 2001). Por lo
tanto, la desrepresion que sufren en el mutante raplAsil los genes
subteloméricos silenciados, es similar al cambio en la relacion RPCC/GRO
que se observa en el caso de los genes RP: un aumento de la transcripcion
sin aumento del nimero de polimerasa

Estos resultados, junto con los presentados en el apartado anterior,
sugieren que la ruta PKA controla la variacion de la acumulacion de RNA
pol II a un nivel superior que Raplp. De hecho, en el mutante rapIAsil se
afecta especificamente a la acumulacion de RNA pol II en los genes de las
proteinas ribosdmicas sin afectar a la relacion RPCC/GRO de los otros
grupos que presentan variaciones de esta relacion en el cambio de glucosa
a galactosa, como los genes de respiracion o de biogénesis de ribosomas.
Por lo tanto, aunque el dominio silenciador de Raplp sea el responsable de
la acumulaciéon de polimerasas en los genes RP, deben existir otros
mecanismos diferentes que controlen este fendmeno para otros grupos
funcionales de genes.

Modelo de regulacion génica mediante la maquinaria de
silenciamiento génico

Los resultados anteriores apoyan un modelo en el que el dominio
silenciador de la proteina Rapl tiene un efecto negativo sobre la
transcripcion de los genes RP. De hecho, en la bibliografia existen datos
que apoyan estas conclusiones. Asi, en experimentos de northern blot
realizados con la cepa raplAsil, donde se ha eliminado de la proteina Rap1
el dominio de silenciamiento, se han detectados incrementos en la cantidad
de mRNAs de genes de proteinas ribosomicas (Graham [.R. et al 1999),
resultados que concuerdan con el aumento de tasa de transcripcion
determinado en este trabajo. Por otra parte, el dominio C terminal de
Raplp, donde se sitia este dominio de silenciamiento, es también
necesario para poder reprimir eficientemente la transcripcion de los genes
RP en determinadas condiciones (Mizuta K. et al 1998).

Al ser el dominio silenciador de Raplp el responsable de la acumulacion
de polimerasas en los genes RP durante crecimiento en YPD, y estar este
dominio vinculado con la funcién de silenciamiento génico de Raplp, es
logico preguntarse si el resto de la maquinaria de silenciamiento esté
implicada en esta acumulacion.
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Aunque tradicionalmente la presencia de maquinaria de silenciamiento
siempre se asocia con una disminucién drastica de la transcripcion, la
union de las proteinas Sir no impide la unién fisica de la RNA pol II a los
genes silenciados (Pirrotta V. y Gross,D.S. 2005; Sekinger E.A. y
Gross,D.S. 2001). Para determinar si la maquinaria de silenciamiento esta
unida a los genes de las proteinas ribosdmicas en crecimiento en glucosa se
reanalizaron experimentos genomicos de localizacion gendmica de Raplp
y de las proteinas Sir (Lieb J.D. et al 2001). Sin embargo, en vez de usar
exclusivamente los valores mas altos de unién de estas proteinas como
habian hecho los autores del estudio, se buscaron grupos de genes
significativamente enriquecidos para la presencia de estas proteinas usando
el programa FatiScan (Al-Shahrour F. ef al 2006). De esta manera se
detectd que los genes de las proteinas ribosomicas estan enriquecidos tanto
en Sir2p, como en Sir3p y Sirdp, con p-valores ajustados de 2.64-107,
7.96-107"° y 1.74-10" respectivamente, mientras que no se detectd ningin
grupo funcional significativamente enriquecido en el control negativo.
Estos resultados apoyan un modelo en el que la maquinaria de
silenciamiento esta actuando, al menos parcialmente, sobre la transcripcion
de los genes de las proteinas ribosomicas cuando éstos se transcriben a alta
velocidad. Pero estas proteinas, en vez de ejercer una represion total de la
transcripcion, ejercen una represion parcial de la tasa de transcripcion
durante la elongacién transcripcional.

Por otra parte, el exceso de polimerasas corresponde a polimerasas
pausadas durante la elongacidén y que no son capaces de transcribir en
condiciones de run-on. Por lo que es logico pensar que se trate de RNA
polimerasas bloqueadas que necesiten de la accion de TFIIS para
retroceder y poder reanudar la transcripcion (Adelman K. ef al 2005). Este
seria un fendmeno similar al de la parada proxima al promotor descrito
recientemente en eucariotas superiores (Core L.J. y Lis,J.T. 2008; Koch F.
et al 2008; Price D.H. 2008; Tamkun J.W. 2007), pero que no se limitaria
exclusivamente a la zona inicial del gen, sino que se podria producir
durante toda la elongacion. Ademas, esta diferencia en el lugar de parada
de las polimerasas (PrPPS, Promoter Proximal Pausing Site) podria ser
debido a la diferente organizacion de la cromatina en el inicio de los genes
en levadura con respecto a los eucariotas superiores. Concretamente en
Drosophila el primer nucleosoma dentro de la zona transcrita estd a unos
62 nucleotidos del lugar de inicio de la transcripcidon (justo donde podria
producir el PrPPS), mientras que el levadura el primer nucleosoma solapa
con el lugar de inicio de la transcripcion (Mavrich T.N. ef al 2008b). Por lo
tanto las pausas de transcripcion deberian producirse en nucleosomas
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posteriores (y relacionados con la presencia de proteinas Sir), dado que es
necesario que se desplace el nucleosoma inicial para comenzar la

transcripcion.

Glucosa
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RNApol II
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Figura 47. Modelo de reqgulacion durante la elongacion de los genes
RP. Las RNA pol son reclutadas al promotor. Durante el crecimiento
en glucosa la ruta cAMP-PKA, via Tpk2p y el dominio silenciados de
Raplp, provoca la acumulacion de polimerasas elongantes no activas.
Esta acumulacién de polimerasas permitiria regular la transcripcion de
los genes RP en una etapa posterior al inicio de la transcripcion.

Una regulacion de la transcripcion durante la elongacion podria aportar a la
célula diferentes ventajas.

Una de las ventajas que podria ofrecer a la célula limitar la transcripcion
maxima de las proteinas ribosémicas en un punto posterior al
reclutamiento de la polimerasa seria que permitiria un ajuste mas rapido y
fino del producto final, sin necesidad de esperar al siguiente ciclo de
transcripcion. De esta forma seria posible incluso una regulacion
cotranscripcional de la transcripcion durante la elongacion, en la que la
maduracion y el exporte de los mRNAs pudieran afectar a su propia
transcripcion antes de que esta finalice.

Otra ventaja seria que un control a nivel de la elongacién permitiria
asegurar un flujo constante de polimerasa a lo largo del gen, de forma que
se limitaria el efecto de los “fogonazos” transcripcionales que ocurren
cuando los promotores quedan accesibles a la maquinaria transcripcional.
De esta manera se conseguiria una produccion mas continua y controlada
de estos mRNAs (con un menor ruido transcripcional). Esto es
especialmente importante en el caso de los genes de las proteinas
ribosomicas, dado que su transcripcidon estd altamente regulada para
producir una determinada cantidad de cada una de las proteinas que
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formaran parte del ribosoma y el exceso una de ellas puede ser toxica para
la célula (Sun X.X. ef al 2008). De hecho, se ha demostrado que los genes
de las proteinas ribosémicas son de hecho uno de los grupos funcionales
con menor ruido transcripcional (Newman J.R. et al 20006).

Otro aspecto que hay que tener en cuenta por lo que respecta a la
regulacion de la transcripcion de los genes ribosdmicas es que existe una
regulacion espacial de la localizacion subnuclear donde se produce la
transcripcion. De hecho, se ha postulado que el crecimiento en presencia
de glucosa puede organizar una maquinaria de transcripcion estable en la
zona perinuclear siendo Raplp uno de los principales factores implicados
(Santangelo G.M. 2006). Si se reanalizan los datos de asociacion gendmica
de proteinas del poro nuclear durante el crecimiento en glucosa y en
galactosa (Casolart J.M. et al 2004), se pueden detectar cambios
significativos para la asociacion de los genes RPs a diferentes proteinas
relacionadas con el poro nuclear y la maquinaria de transporte.
Concretamente, durante el crecimiento en YPD aumenta la asociacion de
los genes RP a Cselp (p-adj 4.35-10"%), que estd relacionada con una
trascripcion activa. Por otra parte, durante el crecimiento en galactosa
aumenta la asociacion de los genes RP con Prp20 (p-adj 7.02-10™'"), que se
relaciona con una disminucién de la transcripcion.

La regulacion de la transcripcion durante la elongacion es un fendmeno
complejo que requerira estudios mas detallados para tratar de descubrir sus
vinculaciones con otros procesos biologicos. Ademas, hay que tener en
cuenta que, aunque en este estudio nos hemos centrado en el mecanismo de
regulacion para los genes RP, la regulacion de la acumulacién de
maquinaria transcripcional parece ser un fendmeno que afecta a otros
grupos funcionales. De hecho, en este estudio donde s6lo hemos estudiado
la variacion en funciéon de la fuente de carbono, se han encontrado
diferencias para otros grupos funcionales como los genes RiBi y los de
respiracion que deben tener sus propios mecanismos de regulacion que
estaran controlados por Tpk2 y la ruta PKA.
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3.2. GRO fluorescente de alta densidad

Una de las principales limitaciones del actual método de GRO es la
necesidad de usar nucleotidos radiactivos durante la elongacién de los
RNAs nacientes para su posterior detecciéon con chips de DNA. Esto
representa una limitacidn principalmente por dos factores. Uno radica en la
incomodidad asociada al manejo de sustancias radiactivas y la necesidad
de utilizar instalaciones adecuadas. El otro factor es que los chips de DNA
basados en un marcaje radiactivo no pueden alcanzar el nivel de
miniaturizacion que se puede alcanzar en plataformas basadas en
fluorescencia. Esta ultima es la principal limitacién, dado que sélo permite
el uso del GRO con chips de DNA con relativamente pocas sondas
realizados sobre nylon y excluyendo la gran mayoria de chips de DNA
comerciales. Esto no supone ninguna limitacion cuando se realizan
estudios con resolucion de ORFs en levadura porque, debido al pequefio
tamafio del genoma de la levadura, se pueden utilizar chips de DNA de
nylon con sondas para la gran mayoria de los genes (Alberola T.M. et al
2004). Sin embargo, debido a la aparicion de los chips de DNA de
embaldosado que poseen sondas solapantes que cubren la mayor parte del
genoma (Mockler T.C. et al 2005), la adaptacion del GRO a un marcaje
fluorescente permitiria aumentar significativamente la resolucion de los
estudios de transcripcion.

Los chips de DNA de embaldosado se caracterizan por tener una altisima
densidad de puntos de forma que las sondas cubren todo genoma
independientemente de la anotacion del mismo. Aunque existen diferentes
tecnologias que permiten fabricar chips de embaldosado, todas estan
basadas en plataformas comerciales que realizan una deteccion
fluorescente de la muestra. Por lo tanto, un GRO adaptado para un marcaje
fluorescente, combinado con el uso de chips de embaldosado, aportaria
informacion sobre la transcripcion a una resolucion de unas pocas bases,
permitiendo asi el estudio en detalle de la transcripcion dentro de los
genes.

En este trabajo hemos desarrollado un protocolo que permite realizar un
GRO fluorescente basado en la incorporacién de biotina para su uso
posterior con un chip de embaldosado de Affymetrix (GeneChip® S.
cerevisiae Tiling 1.0R Array). Como este protocolo permite aislar
moléculas de RNA nacientes podria ser usado con cualquier otro tipo de
chip comercial u otra técnica, tal como la secuenciacion masiva paralela.
Sin embargo, esta nueva metodologia aun esta en una fase inicial de
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desarrollo y requerird una mayor optimacioén para poder ser aplicada con
todo su potencial.

Disenio experimental

El protocolo que se ha empleado se basa en la incorporacion in vivo de un
nucleotido (UTP) modificado para marcar el RNA naciente. Se ha buscado
un nucledtido que pueda ser incorporado eficientemente por parte de de las
RNA polimerasas de levadura y que ademds permita la posterior
purificacion del RNA naciente. Una vez obtenida una muestra enriquecida
en RNA naciente, y dependiendo de la modificacién que éste tenga, se ha
ensayado tanto la hibridacion directa de la muestra como la amplificacion
y marcaje de la misma previamente a su hibridacion en un chip de DNA.

En este trabajo se han incorporado directa o indirectamente moléculas de
biotina al RNA naciente para poder usar la interacciéon biotina
estreptoavidina tanto para purificar el RNA naciente como detectarlo en el
chip de DNA de Affymetix.

Incorporacion in vivo de diferentes nucledtidos modificados.

En nuestro laboratorio se habia ensayado previamente a este trabajo un
GRO incorporando al RNA naciente de animoalil-UTP para someter
posteriormente al RNA modificado a un proceso de esterificacion con
fluor6foro con un grupo reactivo NSH (N-hidroxisuccinimida). Sin
embargo, a pesar que el UTP modificado parece incorporarse al RNA,
existe una reaccion inespecifica del éster de fluoroforo con el RNA no
marcado, lo que imposibilita el uso de este nucleétido (comunicacion
personal de J Garcia-Martinez y JE Pérez-Ortin).

Una vez descartado el uso del aminoalil-UTP, y debido a la aparicion en la
bibliografia de un trabajo en el que se utiliza tiouracilo para incorporarlo al
RNA in vivo en el protozoo Toxoplasma gondii para realizar
posteriormente una purificaciéon del RNA modificado (Cleary M.D. et al
2005), se decidi6 utilizar 4-tio-UTP en un experimento de run-on en
levadura. Para ello se realizo un experimento de GRO pero sustituyendo el
3P-UTP por diferentes concentraciones de 4-tio-UTP. Posteriormente se
tratd el RNA con un reactivo que une una molécula de biotina a los &tomos
de azufre mediante un puente disulfuro (EZ-Link Biotin-HPDP de Pierce).
De esta manera, s6lo aquellos RNAs nacientes que han incorporado 4-tio-
UTP seran etiquetados con biotina. Finalmente, para comprobar la union
especifica se realizé un gel de RNA total y se transfirié a una membrana de
nylon para detectar la biotina incorporada mediante una reaccion
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quimioluminiscente catalizada por peroxidada unida a estreptoavidina. Se
comprobd que solo las muestras provenientes de un experimento de run-on
en presencia de 4-tio-UTP daban sefial quimioluminiscente. Ademas, esta
sefial es dependiente de la union de la biotina al RNA mediante puentes
disulfuro, dado que si se incuban las muestras con un agente reductor como
el DTT se disminuye la senal al liberarse las moléculas de biotina del RNA
modificado (fig 48).

RNA

biotinilado
"
-
Ce

Bret

Figura 48. Incorporacion de 4-tio-UTP mediante run-on. Se muestra la
sefal del RNA total obtenida mediante tincién con bromuro de etidio y
la sefal especifica debida a la biotina incorporada (mediante union de
estreptoavidina-peroxidasa e incubacion con un reactivo
guimioluminiscente). Las primeras 4 carreras representan RNA
procedente de experimentos de run-on con diferentes concentraciones
de 4-tio-UTP, correspondiendo la 1X a un experimento realizado con
0.33 uM de 4-tio-UTP. La quinta carrera corresponde a la misma
muestra 100x, pero incubada con DTT para romper el puente disulfuro
gue une la biotina con el RNA. La sexta muestra (RNA 2 (-))
corresponde a un control negativo de RNA de levadura total al que no
se ha sometido a ninguna incubacion con reactivo biotinilante.

Los resultados anteriores parecen indicar que existe una correcta
incorporacion de 4-tio-UTP dependiente de la concentracion de 4-tio-UTP
usado. Sin embargo, si se analizan estos resultados con mas atencion, se
puede ver que la mayoria de sefial de RNA biotinilado corresponde a RNA
ribosomico maduro (18S y 25S), que es el mayoritario en el RNA total,
pero no debe serlo en la fraccidon de RNA naciente. Por el contrario, el
resultado esperable para una incorporacion transcripcional durante el run-
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on deberia ser un rastro difuso formado por RNAs de diferentes tamafos,
que es lo que se observa cuando se analiza la incorporacion de **P-UTP en
un GRO convencional, y no las bandas definidas correspondientes a los
rRNAs maduros. Por lo tanto, existe una incorporacion no transcripcional
del 4-tio-UTP, al menos en el caso de los rRNAs. Esta incorporacion no
transcripcional que se detecta en levadura podria darse también en otros
organismos, pero hasta el momento no ha sido descrita por otros autores
(Cleary M.D. et al 2005; Dolken L. et al 2008). Esto puede ser debido a
que en esos estudios no se realizan run-on, sino que se deja a las células
crecer durante un tiempo prolongado en presencia de la base modificada y
por lo tanto es esperable que las moléculas modificadas mayoritarias
correspondan a los rRNAs maduros. Sin embargo por la coherencia de los
resultados obtenidos en estos estudios, la incorporacidon no transcripcional,
de producirse seria una incorporacion adicional a la producida
transcripcionalmente por las RNA polimerasas. En cualquier caso, este
problema no tiene una solucién simple. Por ello, y dado que el objetivo
final es obtener RNA biotinilado se descartd el uso del 4-tio-UTP y se
decidi6 utilizar directamente un nucledtido biotinilado. Concretamente se
usO biotina-11-UTP, que es el nucledtido usado rutinariamente en los
marcajes de RNA in vitro de Affymetrix.

En el caso de la biotina-11-UTP se realiz6 el mismo protocolo que en el 4-
tio-UTP para incorporarlo al RNA naciente mediante run-on. Sin embargo,
este nucledtido presenta unas dificultades adicionales. Uno de los
inconvenientes es que no es posible utilizar una purificacioén estandar de
RNA con fenol, dado que la biotina arrastra a las moléculas biotiniladas a
la fase orgénica. Por lo tanto, para extraer el RNA biotinilado se usé un
sistema de extraccion alternativo al fenol basado en la digestion por
proteinasa K y la precipitacion selectiva del RNA.

Una vez purificado el RNA biotinilado se utilizd el mismo sistema de
detecciéon quimioluminiscente que se uso en el caso del 4-tio-UTP. Sin
embargo, en este caso no se observa una incorporacion mayoritaria del
nucledtido a los rRNAs, sino que aparece una mezcla de RNAs
biotinilados de diferentes tamafios como cabria esperar de una
incorporacion por run-on (fig 49). Ademas, en esta figura se pueden
observar unas zonas con menos sefial debidas a la deformacion en el gel
producidas por las moléculas mayoritarias del rRNA maduro, y que es lo
contrario de lo que se observaba anteriormente con el 4-tio-UTP.
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RNA
biotinilado

BrEt

Figura 49. Incorporacién de biotina-11-UTP mediante run-on. Se
muestra la sefial del RNA total obtenida mediante tincion con bromuro
de etidio y la sefial especifica debida a la biotina incorporada. La
primera carrera corresponde a un control negativo donde se usa un
RNA al que no se le ha afadido biotina-11-UTP. Las siguientes tres
carreras corresponden a RNAs obtenidos tras run-on en presencia de
diferentes concentraciones de nucle6tido modificado, correspondiendo
la concentracion 1x a 3.3 yM de biotina-11.UTP. La ultima carrera
corresponde a un RNA al que se ha afadido tiouracilo mediante run-
on y posteriormente se le ha adicionado quimicamente la biotina.

Purificacion de RNA naciente

Una vez demostrado que si que se produce una incorporacion de biotina-
11-UTP al RNA en condiciones de run-on se tratd de obtener una muestra
enriquecida en RNA biotinilado.

Inicialmente se utilizaron esferas magnéticas cubiertas de estreptoavidina
que permiten separar muy eficientemente los RNAs biotinilados del resto
de moléculas de la poblacidon. Sin embargo, el problema de este método es
que la unidn estreptavidina-avidina es tan fuerte (Kq = 107°M) que la
mayoria del RNA biotinilado queda unido irreversiblemente a las esferas y
no es posible liberarlo. Para solucionar este problema se usaron bolas de
agarosa recubiertas de avidina monomérica, la cual posee una afinidad por
la biotina mucho menor (Kq = 10°M) y permite recuperar el RNA naciente
con mayor eficiencia. Ademas, para aumentar la resolucion y facilitar la
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interaccion del RNA con la avidina se realiz6 una fragmentacion suave del
RNA total. Este procedimiento permite recuperar una cantidad de RNA
biotinilado de alrededor de 200 ng a partir de un total de 2 mg de RNA
total inicial. Finalmente, para comprobar la pureza del RNA biotinilado
aislado se realizd una curva patron usando un RNA sintetizado in vitro al
que se le incorpord exclusivamente biotina-11-UTP en vez de UTP (fig
50). Se fabricé un dot blot sobre una membrana de nylon donde se
depositaron concentraciones decrecientes y conocidas tanto de un RNA
naciente biotinilado aislado después de un rum-on como de un RNA
biotinilado in vitro y de un control negativo de RNA sin biotina.
Seguidamente se detectd la presencia de biotina mediante el sistema
basado en estreptavidina-peroxidasa usado anteriormente y se calculo la
seflal quimioluminiscente de cada punto. Posteriormente se selecciond un
punto donde la sefial quimioluminiscente mantuviera un relacion lineal con
la concentracion de RNA y comparando la sefial quimiolumiscente de la
muestra problema con el RNA biotinilado in vitro se estim6 que alrededor
del 80% del RNA purificado corresponde a RNA biotinilado.

13 65 325 163 081 041 0.2 ng

GRO [
RNAsintético | o= g 0 o |

12 6 3 15 075 0.38 0.19ng

Figura 50. Comprobaciéon de la pureza del RNA biotinilado in vivo.
Comparacion de la sefial quimioluminiscente del RNA purificado tras
un GRO con biotina con un patrén de RNA biotinilado generado in
vitro.

Inicialmente se hibrid6 directamente la muestra de RNA naciente
biotinilado in vivo y purificado con los chips de Affimetrix. Este
procedimiento es el mas directo, dado que sélo los RNAs que hayan
incorporado biotina-11-UTP durante el run-on daran sefial detectable y no
puede haber sefial procedente de contaminacion por parte de moléculas de
RNA maduras. Sin embargo, la hibridacion directa del RNA purificado da
seflales muy débiles cercanas al limite de deteccion del sistema, de forma
que soOlo es posible detectar unos pocos genes muy transcritos.
Paralelamente se realizé una hibridacion del RNA total obtenido en un
run-on con biotina pero sin realizar ninguna purificacion previa del RNA
biotinilado, sin embargo en este caso las sefiales fueron aun mas bajas.
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Para solucionar este problema de sensibilidad se realiz6é una amplificacion
del RNA aislado usando una amplificacién basada en transcripcion in
vitro. Se eligid este protocolo de amplificacion porque es un paso estandar
en los experimentos con chips de Affymetrix y produce sefiales adecuadas
para la lectura de los chips. Este paso adicional de amplificacion permite
obtener senales adecuadas durante la hibridacion de los chips (fig 51). Sin
embargo, introduce el riesgo de que parte de la sefial obtenida pueda
deberse a moléculas de RNA maduro contaminantes aisladas durante el
proceso de purificacion del RNA naciente.

A) Con amplificacion B) Hibridacion directa

Figura 51. Chips de embaldosado hibridados con el RNA biotinilado in
vivo o con una amplificacién de ese mismo RNA biotinilado in vitro. En
el chip con hibridacién directa sélo se observan unos pocos puntos
con sefal apreciable a aparte de los puntos donde hibrida el oligo
control. Por otra parte, en el chip donde se ha hibridado el RNA
amplificado se detectan sefiales importantes para la mayoria de
regiones. Se muestran dos campos de la imagen procesada (.cel) de
chips de Affymetrix (GeneChip® S. cerevisiae Tiling 1.0R Array).

Resultados preliminares

Los resultados preliminares de esta técnica muestran un mapa de la
transcripcion en alta resolucion para todo el genoma de S. cerevisiae. Las
regiones que presentan una mayor transcripcion se pueden detectar con la
hibridacion directa del RNA naciente biotinilado in vivo. De esta manera
se pueden detectar genes de la RNA pol II muy transcritos y otras regiones
transcritas como rRNAs, tRNAs o transposones (fig 52). Sin embargo,
para obtener sefiales adecuadas para todo el genoma resulta necesario
recurrir a la amplificacion del RNA naciente aislado.
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Figura 52. Mapa de transcripcion para el cromosoma Xll. Se muestra
la sefal de transcripcion para una hibridacion de RNA naciente
amplificado in vitro (rojo), la hibridacion directa del RNA biotinilado in
vivo (azul) y un control de RNA maduro amplificado (verde). En la
hibridacion directa se pueden detectar sefiales tanto para genes de la
RNA pol Il como para rRNAs, tRNAs y . Se muestran los
maximos y minimos resaltdndose la media de las sefiales. En todos
los casos se ha filtrado el 10% de las sefales mas bajas y se ha
realizado la representacion usando el programa Integrated Genome
Browser (Affymetrix).

Si se observan a mayor resolucion estos resultados se puede determinar la
extension de las regiones transcritas. Sin embargo, sélo se pueden observar
mesetas claras para la mayoria de los genes en el caso de la hibridacion de
la muestra amplificada (fig 53). Como era esperable, la region transcrita es
en general mas grande que las ORFs anotadas (zonas codificantes). Otra
diferencia entre la hibridacion de la muestra directa y la de la muestra
amplificada es que, como el chip de DNA utilizado so6lo tiene sondas para
una de las hebras, s6lo permite detectar los transcritos codificados en la
hebra Crick. Por el contrario, en la muestra amplificada se ha producido
DNA de doble cadena para todos los transcritos y por lo tanto permite
detectar los transcritos de las dos hebras, aunque no permite diferenciarlos.
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Figura 53. Mapa de transcripcion detallado de algunas zonas del
genoma. Se muestra la sefial de transcripcién para una hibridacién de
RNA naciente amplificado in vitro (rojo ), la hibridacion directa del RNA
biotinilado in vivo (azul) y un control de RNA maduro amplificado
(verde). A) Regioén del cromosoma Xll donde se encuentran situadas
las diferentes copias de los rRNAs. Soélo estan representadas dos de
las repeticiones. B) Zona del cromosoma Xl donde se puede detectar
la transcripcion de un gen de un y del gen PDC1 C)
Region del cromosoma VIl donde se puede ver la transcripcion de
diferentes genes por parte de la RNA pol Il. Sélo el gen PMAL es
detectable con la hibridacion del RNA naciente biotinilado.
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Por otro lado en la amplificacion de la muestra, resulta imprescindible
confirmar que los resultados obtenidos se deben en realidad a RNA
naciente y no son consecuencia de RNA maduro contaminante. Ademas, el
hecho de que no existan mapas alternativos de transcripcion a esa
resolucion con los que compararlos, dificulta la confirmacion de la validez
de estos resultados. Por el contrario, en la bibliografia si que existen datos
de mRNAs maduros de alta resolucion realizados con chips de
embaldosado (David L. et al/ 2006) o mediante secuenciacidon masiva
(Nagalakshmi U. et al 2008) con los que se puede tratar de comparar los
resultados del GRO, asi como datos de localizacion gendmica de la RNA
pol II con alta resolucion (Steinmetz E.J. et al 2006). La principal
dificultad reside en encontrar qué caracteristicas particulares deben tener
los datos de RNA nacientes frente a los RNA maduros para poder
diferenciarlos. Algunas de estas diferencias podrian ser las siguientes:

* Los datos de GRO deberian presentar sefales que se extendieran
una mayor longitud en las zonas 3’ de los genes, mas alla del sitio
de corte y poliadenilacion, dado que, aunque estas regiones son
transcritas, no estan presentes en los transcritos maduros.

* Los datos de GRO deberian dar una mayor sefial en la zona
correspondiente a los intrones. Esto se debe a que en el caso de los
mRNA maduros los intrones habran sido procesados, mientras que
en el caso de los mRNAs nacientes s6lo se habran eliminado los
intrones en la medida que esta eliminacion sea co-transcripcional.

* Los datos de GRO también deberian facilitar la deteccion de
transcripcion fuera de zonas codificantes de RNAs de vida media
muy corta que son rapidamente degradados (y por lo tanto dificiles
de detectar en analisis convencionales de mRNAs maduros), asi
como de transcripcion antisentido (David L. et a/ 2006; Koch F. et
al 2008; Struhl K. 2007). No es facil predecir, sin embargo, donde
se van a detectar estos transcritos.

En la figura 54 se representan los resultados para algunos genes con
intrones. En ella se pueden ver algunos genes que presentan una clara
disminucion de la sefial dentro de los intrones (como ACT1), pero también
otros genes donde se encuentra una sefial importante dentro de la zona del
intron (como el caso RPSI3 o RPL30). Ademas, estos resultados
aparentemente contradictorios por lo que respecta a la sefial dentro de los
intrones, son similares a los descritos anteriormente para RNAs maduros
(David L. et al 2006).
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Figura 54._Mapa de transcripcién detallado de algunos genes con
intrones. Se muestra la sefial de transcripcion para el una hibridacién
de RNA naciente amplificado in vitro (rojo),la hibridacién directa del
RNA biotinilado in vivo (azul) y un control de RNA maduro amplificado
(verde). Transcripcion en detalle para diversos genes con intrén,
como ACT1 (A), RPS13 (B) y RPL30 (C).
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Perspectivas de aplicacion del GRO fluorescente

Actualmente el GRO fluorescente atin presenta una serie de inconvenientes
que deben ser solucionados antes de que esta técnica pueda ser utilizada de
forma mas productiva.

Dado que la hibridacion directa del RNA marcado in vivo da sefiales muy
pobres y solo es util para genes muy transcritos parece necesario hacer una
amplificacion in vitro. El principal inconveniente de esta amplificacion,
como se ha dicho anteriormente, es asegurar que las sefiales que se
detectan sean debidas exclusivamente a la hibridacion de RNA naciente y
no procedan de una contaminacion con RNA maduro. Para ello sera
necesario realizar diferentes controles. Uno de ellos puede ser un run-on en
presencia de concentraciones de a-amanitina que inhiban la trascripcion de
la RNA pol II pero no la de la RNA pol IIl y I. De esta manera deberia
poder detectarse solo transcripcidon activa para genes transcritos por la
RNA pol III, como SCRI o los tRNAs, y no para los genes transcritos por
la RNA pol II. Por el contrario, si existiera una contaminacion con RNAs
maduros si que se observarian sefiales importantes dentro de los genes
transcritos por la RNA pol II.

Otra posible mejora del método seria sustituir el uso de biotina-11-UTP
por otro nucledtido que permita la posterior purificacion del RNA naciente.
Esto es especialmente importante debido al elevado coste de este
nucleotido y a la elevada concentracion a la que deben usarse durante el
run-on. Ademas, la biotina-11-UTP presenta una baja eficiencia de
incorporacion in vitro por parte de la RNA pol del fago T7 y por lo tanto es
esperable que la incorporacién por parte de las RNA pol de levadura sea
también baja. Entre los nucledtidos que pueden sustituir a la biotina-11-
UTP se puede destacar el Br-UTP, con el que recientemente se han
obtenido resultados prometedores (Ohtsu M. et al 2008), o incluso el 5-
metil-CTP. Sin embargo, sera necesario comprobar que estos nucledtidos
no se incorporen de manera no transcripcional a las moléculas de RNA
maduro como ocurria en el caso del 4-tio-UTP. Por otro lado, debido a la
reciente aparicion de técnicas de secuenciacidon masiva, puede ser
interesante realizar estudios de secuenciacion masiva de los RNAs
nacientes de forma analoga a lo que se conoce como RNA-seq
(Nagalakshmi U. et al 2008) en vez de utilizar chips de DNA de
embaldosado. Esta tltima técnica permitiria tener datos con una resolucién
de un solo nucledtido, asi como poder estudiar de forma independiente
cada molécula de transcrito naciente aislado.
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El desarrollo del GRO-fluorescente presentarda importantes mejoras
respecto al ChIP-on-chip de la polimerasa que ya se realiza usando chips
de embaldosado (Brodsky A.S. et al 2005; Steinmetz E.J. et al 2006). La
principal mejora es que marcara la posicion de polimerasas
transcripcionalmente activas, a diferencia del ChIP-on-chip que detecta
todas las polimerasas unidas fisicamente a la region. Algo de especial
interés a la vista de los resultados presentados en el apartado 3.1.3 de esta
tesis. Ademas, y dado que el marcaje del rum-on es transcripcional,
marcara la orientacion de la polimerasa detectada, facilitando asi la
deteccion de transcritos antisentido de vida media corta y también la
transcripcion activa fuera de zonas codificantes. Sin embargo, el mayor
potencial de esta tecnologia reside en que permitira estudiar como ocurre la
transcripcion dentro de los genes. Esto es especialmente importante en
levadura porque, dado que existen mapas concretos de como se distribuyen
los nucleosomas a escala genomica (Lee W. et al 2007; Mavrich T.N. et al
2008a), se puede tratar de correlacionar las variaciones en la transcripcion
con la estructura de la cromatina.
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Conclusiones

1.

Estudio del estado estacionario para la expresion génica.

1.1.

1.2.

Las tasas de transcripcion y degradacion de los mRNAs estan
equilibradas durante el crecimiento exponencial en YPD para la
gran mayoria de los genes.

Existen pequefias desviaciones del estado estacionario para
algunos grupos de genes en el mismo sentido que los cambios
que experimentard la célula durante las fases posteriores del
crecimiento.

Estudio genomico de la estabilidad de mRNAs.

2.1.

2.2.

La tiolutina a altas concentraciones tiene un efecto de inhibicion
sobre la degradacion de mRNAs que afecta a la medida de sus
estabilidades.

Existen diferencias significativas entre los calculos gendémicos de
estabilidades de mRNAs en levadura calculados mediante la
parada transcripcional y aplicacion del estado estacionario. Estas
diferencias se deben fundamentalmente a sesgos propios de cada
método y al error introducido durante el procesado matematico
de los datos.

Desarrollo de nuevas tecnologias para el estudio de la transcripcion.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Se ha desarrollado un método para medir tasas de transcripcion
basado en la inmunoprecipitacion de la RNA pol II denominado
RPCC y se han usado sus resultados para corregir los datos de
tasas de transcripcion obtenidos por GRO.

Comparando los resultados de RPCC y GRO se han encontrado
acumulaciones especificas de polimerasas no activas en
diferentes grupos funcionales de genes que son reguladas por la
c¢lula y dependen de la situacion fisiologica.

Se ha determinado que la ruta PKA, en concreto la isozima
Tpk2p, es importante para esta regulacion.

Se ha determinado que, para el caso de los genes de las proteinas
ribosdmicas, el dominio silenciador de Raplp es el responsable
de esta acumulacion.
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3.5. Se ha puesto a punto una version inicial de un protocolo de GRO
fluorescente para el estudio de la transcripcidon usando chips de
embaldosado de alta resolucion.
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