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Introduccion

1. Topologia del ADN

La doble hélice del ADN esta formada por dos cadenas antiparalelas de nucleétidos que
giran en sentido dextrégiro alrededor de un mismo eje (Watson & Crick, 1953). Las
moléculas de ADN pueden ser lineales o circulares (Dulbecco & Vogt, 1963). Al
descubrirse que las moléculas de ADN circulares suelen estar retorcidas o
"superenrolladas" sobre si mismas, se inici6 el campo de investigacion conocido como
"topologia del ADN" (Vinograd et al, 1965). La topologia del ADN se define mediante tres
parametros: el numero de enlace o linking number (Lk), el numero de torsion o twist

number (Tw) y el nUmero de enrollamiento o writhe number (Wr).

1.1 Numero de enlace

En una molécula de ADN circular cada cadena forma un anillo. El nimero de enlace (Lk)
es el numero de veces que ambas cadenas (anillos) de la doble hélice se enlazan entre si
(Figura 11). Lk es, por tanto, un numero entero y positivo (siendo la doble hélice
dextrogira). Es ademas una invariante topolégica del ADN circular, es decir, su valor no
variard ante cualquier deformacion de la molécula mientras las dos cadenas

permanezcan covalentemente cerradas (Figura 12).

=0Q&

Figura I1. Valores de numero de enlace (Lk) entre dos anillos

El valor de Lk equivale al cociente N/h, siendo N el nUmero de pares de bases (pb) y h el
nuamero de pb por paso de la doble hélice. El valor de h varia segun el entorno
experimental, con la secuencia de ADN o por interacciones con otros ligandos. Cuando
una molécula de ADN adopta su conformacién de minima energia (estado relajado) en
condiciones fisiolégicas (0.2 M NaCl, pH 7, 37 °C), h, es aproximadamente 10,5 y el valor
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de Lk se denomina Lk, (Wang, 1979; Peck & Wang, 1981). Sin embargo, el valor de Lk
no es el mismo para todas las moléculas de una disolucién. Al circularizar una molécula
de ADN la fluctuacion térmica altera h,, lo que genera una distribucion de valores de Lk
cuyo centro es Lk,. Lk, puede no ser un numero entero, en tal caso, Lk, es el valor

integro de la distribucion de Lk mas cercano a Lk,
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Figura I2. El numero de enlace entre las dos hebras de una doble hélice de ADN es invariable
en una molécula de ADN circular covalentemente cerrada. Lk s6lo puede variar cortando una o
ambas hebras y rotando sus extremos antes de unirlas de nuevo. Giros dextrogiros (D)
incrementan Lk y giros levégiros (L) reducen Lk. Estas variaciones de Lk generan tension
helicoidal en la doble hélice, que se deforma dando lugar a superenrollamiento positivo (+) o
negativo (-).

En los sistemas biologicos, el valor de Lk del ADN difiere marcadamente de Lk,. Esta
diferencia se denomina diferencia de numero de enlace (ALk = Lk-Lk,). La energia libre
asociada a esta diferencia aumenta de forma cuadratica en relacion a la diferencia de
numero de enlace (AGs= K-ALk®). La magnitud de ALk puede relativizarse al tamafio de la
molécula del ADN. A este valor se le conoce como diferencia especifica de enlace o

densidad superhelicoidal (0), tal que o = ALK/ Lk,.

En las células eucariotas y mayoria de bacterias, o tiene un valor medio entre -0.05 y -
0.06 (Bauer, 1978). Es decir, que respecto a Lk, (ADN desnudo y relajado), hay un déficit
del 5-6% en el valor de Lk. La energia libre asociada a esta desviacion de Lk puede estar
estabilizada mediante interacciones del ADN con proteinas u otros ligandos, o bien

mediante cambios conformacionales de la doble hélice de ADN. Por el contrario, si esta
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energia no esta estabilizada, el ADN se encuentra entonces bajo "tension helicoidal" (Th).

La Th es positiva cuando o > 0 y negativa cuando o < 0.

1.2 Nimero de torsién y namero de enrollamiento

A diferencia de Lk, que es una variable estrictamente topoldgica, el numero de torsion
(Tw) y el numero de enrollamiento (Wr) son parametros geométricos cuyo calculo es
complejo. Sin embargo, Lk= Tw+Wr. El valor de Tw integra el nimero de vueltas de las
hebras de ADN alrededor del eje central de la doble hélice. El valor de Tw varia una
unidad cada vez que una hebra completa 360° alrededor del eje. Cuando la doble hélice
del ADN se encuentra sobre un plano o la superficie de una esfera, Tw = Lk. El valor de
Wr computa las desviaciones del eje central de la doble hélice respecto a un plano de
referencia. Es decir, computa la trayectoria en el espacio 3D. El valor de Wr varia una
unidad cada vez que la trayectoria del eje se cruza consigo misma. Dado que Lk es
constante en una molécula de ADN circular y dado que Lk= Tw+Wr, cualquier cambio de
Wr o Tw debe ser compensado con un cambio del otro parametro (Figura 13). De la
misma forma, un cambio de Lk implica un cambio de Tw, Wr o ambos. Es decir,
ALk= ATw+AWTr (Vologodskii & Cozzarelli, 1994).

AWr ATw

Figura 13. En un dominio cerrado de ADN con un valor de Lk constante, las deformaciones por
Wr y por Tw pueden interconvertirse, Lk= Tw+Wr. El plasmido con notable superenrollamiento
negativo (AWr, izquierda) puede deformarse para abrir regiones de su doble hélice (ATw,
derecha).

Cuando el ADN esta bajo tension helicoidal (Th mayor o menor que 0), la doble hélice

cambia su geometria alterando sus valores de Tw y Wr con una contribucion aproximada
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del 30% y 70%, respectivamente. La mayor contribucion de Wr, explica por qué el ADN
bajo TS (torsional stress) tiende a superenrollarse (Horowitz & Wang, 1984). El
superenrollamiento  (supercoiling) puede ser plectonémico o solenoidal. El
superenrollamiento plectonémico lo adopta espontaneamente el ADN desnudo, tal que
dos segmentos antiparalelos del duplex se envuelven entre si formando una doble hélice
de orden superior. El plectonema es dextrégiro cuando Th es negativa (ALk<0) y levogiro
cuando la Th es positiva (ALk>0). En el plegamiento solenoidal, la trayectoria del duplex
gira alrededor de un cilindro imaginario formando una superhélice simple. Esta
superhélice sera dextrégira o levogira segun el ADN tenga o positiva o negativa,

respectivamente (Figura 14).

9 NNy Wp
A ) G S
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Figura 14.A. El superenrollamiento del ADN (AWTr) puede adquirir signo positivo o negativo.
B. La molécula podra adquirir entonces una conformacion solenoidal o plectonémica cuyo
(AWTr) serd negativo o positivo. La deformacion plectonémica es espontanea en el ADN
desnudo (tal como ocurre al retorcer un tubo de goma aislado). La deformacion solenoidal
requiere un soporte fisico como serian los octdmeros de histonas u otros complejos ADN-
proteina.



2. Topoisomerasas de ADN

Las actividades del genoma como transcripcion, replicacion o recombinaciéon del ADN
requieren que las dos hebras del ADN se separen. Debido a la estructura del ADN, esta
separacion encuentra un impedimento topoloégico que s6lo puede solucionarse mediante
“cortes transitorios” en las cadenas de la doble hebra. Las enzimas que realizan estos
cortes son las topoisomerasas (Wang JC, 1998). Las topoisomerasas se clasifican en dos
categorias segun si escinden una sola hebra del ADN (tipo I) o escinden ambas (tipo II).
A su vez, estas categorias se dividen en subfamilias segun su estructura y mecanismo de
accion: tipos IA, IB y Il (Tabla I1). A pesar de estas diferencias, todas las topoisomerasas
comparten dos propiedades: por un lado, cortan y sellan las hebras de ADN mediante
reacciones de transesterificacion, formando transitoriamente un intermediario covalente
entre un hidroxilo de tirosina y un fosfato del ADN. La otra propiedad comun es que
permiten el paso del otro segmento de ADN entre los extremos de las hebras

transitoriamente escindidas.

Familia Topoisomerasas Enzimas representativos

Tipo IA Topoisomerasas | y Il de Escherichia. coli

Topoisomerasa lll de Saccharomyces. cerevisiae

Topoisomerasa llla y IlI3 de Drosophilla

Topoisomerasa llla y llIB de mamiferos

Tipo IB Topoisomerasa | eucariota

Topoisomerasa | mitocondrial

Topoisomerasa | de Pox virus

Tipo Il Girasa E. coli
Toposiomerasa IV E. coli
Topoisomerasa del fago T4

Topoisomerasa Il de S. cerevisiae

Topoisomerasa |l de Drosophilla

Topoisomerasa lla y |If de mamiferos

Tabla 11. Enzimas representativos de cada familia de topoisomerasas
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2.1 Topoisomerasas tipo IA

Son enzimas monoméricos que actian en hebras simples de ADN formando el
intermediario covalente entre una tirosina del centro activo y el extremo 5°-fosfato del
ADN (Wang JC. 1996). A través del corte pasan otras cadenas simples de ADN, de modo
que pueden encadenar o desencadenar, anudar o desanudar dominios de hebra simple.
Con este mecanismo también pueden relajar el ADN de doble cadena alterando el valor
de Lk en una unidad por cada ciclo de reaccion (Brown & Cozzarelli, 1981). Sin embargo,
al actuar en regiones de cadena sencilla, las topoisomerasas tipo IA no puedan relajar
tensién helicoidal positiva (Lk>Lk,) y sOlo relajan parcialmente la tension helicoidal
negativa (Lk<Lk,) que facilita la separacién de las hebras del ADN (Kirkegaard & Wang,
1985) (Figura I5). El enzima mejor caracterizado de esta subfamilia es la topoisomerasa |
de E. coli (Wang, 1971). Tiene un peso molecular de 97 kDa y su principal funcion es
modular los niveles de tension helicoidal negativa en la bacteria. También pertenece a
esta subfamilia la topoisomerasa Ill presente en S. cerevisiae y en otros eucariotas
(Wallis et al, 1989). Aunque es muy similar estructuralmente a la topoisomerasa | de E.
coli, actua principalmente sobre segmentos de ADN de cadena simple (por ejemplo,
intermediarios de recombinacién) mientras que su actividad relajadora es muy débil
(Wallis et al., 1989; Kim & Wang, 1992)

Type 1A

Bacterial
TOPO |

3 7

& f

-

g3 &
ﬁhﬂf }b:':tbf

73 ‘

Figura 15. El mecanismo de accién de las topoisomerasas tipo IA permite reducir la tension
helicoidal negativa del ADN pero sin llegar al estado de relajaciéon completa (Lko)
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2.2 Topoisomerasas Tipo IB

Este grupo de enzimas monoméricos actuan sobre ADN de doble cadena y escinden una
de las hebras, es decir, producen un "nick" transitorio. El intermediario covalente durante
la escision ocurre entre la tirosina del centro activo y el grupo 3’-fosfato de la cadena
escindida. El enzima permite entonces que el otro extremo de la cadena pueda rotar
alrededor de la hebra no escindida (McCoubrey & Champoux, 1986). Tras una o varias
rotaciones, el enzima sella de nuevo la doble hélice del ADN. Mediante este mecanismo
las topoisomerasas tipo IB relajan de forma muy eficiente moléculas de ADN con tension
helicoidal positiva y negativa (Figura 16). Producen asi distribuciones de Lk virtualmente
centradas en Lk, (Champoux et al, 1990). El enzima tipo IB méas representativa de este
grupo es la topoisomerasa | presente en todas las células eucariotas. Su peso molecular
varia entre 95 y 135 kDa segun el organismo (Eng et al., 1989; Lynn et al. 1989). Otro
enzima bien caracterizado de este grupo es la topoisomerasa | de los Pox virus (Vaccinia
virus) (Shuman & Moss, 1987), que comprende solamente el dominio minimo necesario

para la actividad relajadora (32 kDa).

Type 1B 73 Euk TOPO |

(=) (+)
9. e @
£3—»E R <+ {3}

32 2

@ el &

Figura 16. El mecanismo de accion de las topoisomerasas tipo IB permite relajar
completamente la tension helicoidal positiva y negativa del ADN generando distribuciones
térmicas de Lk centradas en Lko.
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2.3 Topoisomerasas Tipo Il

A diferencia de las tipo [, las topoisomerasas tipo Il son homodimeros funcionales y
dependen de un cofactor energético (ATP). Escinden simultdneamente las dos hebras del
ADN, tal que dos tirosinas del centro activo quedan covalentemente unidas a sendos
extremos 5’fosfato, y transportan otra doble cadena a través del corte (Hsieh, 1990). Este
mecanismo les permite invertir entrecruzamientos de dos dobles hélices de ADN,
pudiendo producirse reacciones de encadenamiento o desencadenamiento, anudamiento
o desanudamiento, o la inversion de bucles de superhelicidad positiva 0 negativa (Wang
J.C., 1998). Diferentes estudios mecanisticos y estructurales han permitido elucidar su
sofisticado mecanismo de transporte (Figura 17).

:ccﬁ‘“’&

Cancel
transport

PROOFREADING
COMPLEX N

Complete
transport

Figura 17. Mecanismo de accién de las topoisomerasas tipo Il. Una vez el segmento G (rojo) se
ha unido al enzima, el segmento T (naranja) es capturado y pasado a través del segmento G
en un proceso ATP dependiente. Para completar el ciclo de transporte, el segmento T debe
salir ahora por el lado opuesto del enzima. Alternativamente, el segmento T puede retroceder,
cancelandose asi el efecto del transporte (Martinez-Garcia et al., 2013).

Cada mitad de topoisomerasa tipo Il consta de tres dominios muy conservados
evolutivamente que corresponden a 3 compuertas: el dominio ATPasa o N-gate, el
dominio de union-escisiéon del ADN o DNA-gate y el dominio pivote o C-gate. Ademas,
presenta un dominio C-terminal que esta menos conservado (Corbet & Berger, 2004). El
primer paso en el ciclo de transporte es la unién del segmento de ADN a escindir
(segmento G) en el dominio DNA-gate quedando este segmento de doble hélice
perpendicular al eje binario del enzima. La unién de ATP en los dominios ATPasa
provoca que la N-gate se cierre (Roca & Wang, 1992). Este cierre permite que otra doble

hélice de ADN (segmento T) pueda ser capturada hacia el interior del enzima. En tal
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caso, el segmento T es empujado a través de la escision que el enzima produce en el
segmento G (Roca & Wang, 1992). Tras este paso, el segmento T puede salir a través de
la C-gate, con lo que el segmento T habra cruzado el segmento G y habra atravesado
completamente la interfaz dimérica del enzima (Roca & Wang, 1994; Roca et al., 1996).
Alternativamente, el segmento T puede retroceder y salir de nuevo por la N-gate, con lo
gue no se habra producido ningn cambio topolégico (Martinez-Garcia et al., 2013).

Las topoisomerasas tipo Il se subdividen en IlIA y 1B, siendo las de tipo IIA las mas
representativas. Dentro del tipo |lA, cabe destacar la topoisomerasa Il presente en todas
las células eucariotas y la topoisomerasa |V presente en eubacterias (Kato et al., 1990).
Estos enzimas transportan segmentos T a través de segmentos G para simplificar al
maximo la topologia del ADN. Cuando los segmentos estan en moléculas distintas, el
resultado puede ser un encadenamiento o desencadenamiento. En cambio, cuando los
segmentos estdn en la misma molécula, el resultado puede ser: anudamiento o
desanudamiento, o un cambio de +/- 2 unidades en el valor de Lk, segun se invierta un

bucle negativo o positivo, respectivamente (Figura 18).

(+)

Figura 18. El transporte de un segmento de doble hélice a través de otro puede dar lugar a
conversiones topoldgicas intramoleculares (enrollamiento y anudamiento del ADN) vy
conversiones intermoleculares (encadenaniento del ADN).

Un enzima especial del tipo IlA es la girasa de ADN presente en eubacterias (Gellert et
al., 1976). A diferencia de las anteriores, la girasa transporta selectivamente segmentos T
que forman un bucle positivo con un segmento G contiguo (Figura 19). En
consecuencia,la girasa reduce el valor de Lk en 2 unidades en cada ciclo de transporte.
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Esta selectividad permite a la girasa generar Th (-) a partir de un ADN relajado o con Th

(+).

Type 2 TOPO Il
R ~ Torow e W——

Figura 19. Las topoisomerasas Il y IV invierten indistintamente cruces de ADN producidos por
superenrollamiento negativo o positivo pudiendo relajar completamente el ADN. La girasa en
cambio, interacciona con bucles positivos y los invierte a negativos, es decir, relaja
superenrollamiento positivo e introduce superenrollamiento negativo en la molécula de ADN.

2.4 Principales funciones de las topoisomerasas

Dada la ubicuidad de los problemas topolégicos del ADN, el papel de las topoisomerasas
guarda muchos paralelismos entre eucariotas y procariotas (revisado en Champoux,
2001; Wang, 2002; Roca, 2011). Durante la transcripciéon del ADN se genera Th(+) y Th(-)
por delante y por detras de las polimerasas de ARN, respectivamente. Esto ocurre porque
la doble hélice de ADN se ve forzada a rotar durante la progresion del complejo de
transcripcion. De modo analogo, el avance de las horquillas de replicacion genera Th(+)
por delante de las polimerasas de ADN (Figura 110). Las topoisomerasas modulan los
niveles de tension helicoidal para facilitar el progreso de la maquinaria de transcripcion y
replicacion. En eubacterias, la topoisomerasa | (tipo IA) relaja la Th(-), la girasa relaja la
Th(+) y la topoisomerasa |V relaja ambas. En eucariotas, tanto la topoisomerasa | como
la Il participan relajando la Th (+) y (-). Por otro lado, durante la replicacion del ADN las
nuevas dobles hélices tienden a quedar entrecruzadas por detras de las horquillas de
replicacion (Figural10) lo que causa que los cromosomas hermanos queden
encadenados entre si. La topoisomerasa IV en eubacterias y la topoisomerasa Il en
eucariotas son esenciales para eliminar estos encadenamientos y para que se lleve a

cabo una segregacion correcta de los cromosomas durante la division celular. Aparte de

10
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eliminar los problemas topoldgicos generados durante la transcripcion y replicacion del
ADN, las topoisomerasas juegan un papel esencial en mantener unos niveles de Th
concretos que regulan la actividad del genoma. En eubacterias, el inicio de la replicacion
y la activacibn de muchos genes depende de Th(-), que es modulada por la accion
conjunta de la girasa, topoisomerasa | y IV. La Th(-) es también determinante para
configurar la arquitectura de los cromosomas bacterianos (Hattfield & Benham, 2012;
Travers & Muskhelishvili, 2005).

Negative Positive
supercoiling supercoiling
X 2=\
£y 7Y
oz e (L W¢
? 2 Transcription 7 2
L\,«d /d \’,J

pre-catenates Positive
By % supercoiling

/00-

\ E\ L\ ):L ‘\\ Pata™
P o

i

'

Replication (L\, j

Figura 110. Problemas topolégicos del ADN comunes en procariotas y eucariotas que deben
solucionar las topoisomerasas. El avance de la maquinaria de transcripcion genera tension
helicoidal (+) y (-) por delante y detras de la polimerasa de ARN, respectivamente. El avance de
las horquillas de replicacidbn genera tension helicoidal (+) por delante y ocasiona
encadenamientos entre los duplex recién replicados por detras.

En las células eucariotas, este equilibrio topoldgico se mantiene con la accién conjunta de
las topoisomerasas | y Il (Nitiss, 1998; Wang, 2002). Aunque ambas topoisomerasas
pueden relajar indistintamente ADN con Th(-) y Th(+), se ha observado una
especializacion de estos enzimas cuando el ADN esté organizado en fibras de cromatina
(Figura 111). Mientras la topoisomerasa | es mas eficiente en las zonas de cromatina
donde la rotacion axial del duplex puede ser rapida, la topoisomerasa Il es eficiente en
regiones mas compactas y ricas en nucleosomas que facilitan la yuxtaposicion de
segmentos de ADN (Roca &Wang, 1996; Salceda et al., 2006). Por lo tanto, la
topoisomerasa Il relaja mejor la tensién helicoidal cuando la cromatina se deforma

mediante cambios de Wr, mientras que la topoisomerasa | actua mejor en las regiones en
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donde la tension helicoidal altera principalmente el valor de Tw (Salceda et al., 2006).
Esta especializacion es relevante dado que tiene un efecto asimétrico segun la tensiéon
helicoidal sea (+) o (-). Cuando la cromatina esta bajo Th(+) se deforma principalmente
mediante cambios de Wr, y cuando esta bajo Th(-) se deforma preferentemente con
cambios de Tw. Como dentro de la célula la actividad relajadora de la topoisomerasa Il es
mas potente que la de topoisomerasa |, la distinta conformacion de la cromatina provoca
que la Th(+) se relaje mas rapidamente que la Th(-) (Fernandez et al., 2014). Dado que
las células eucariotas no tienen una girasa para generar directamente Th(-), se ha
propuesto que esta "relajacion asimétrica regulada por cromatina" permite mantener Th(-)

en regiones especificas de los cromosomas (Fernandez et al., 2014).

Transcription Complex

L2211  MIAARRL

RNA Elongation Generation Rate |
(TS = (4TS

\ / N 7

Relaxation Rate |
(=)TS < (#)TS

Figura 111. La tension helicoidal (+) y (-) del ADN produce conformaciones distintas de la
cromatina eucariota, que a su vez condicionan la eficiencia relajadora de las topoisomerasas.
Durante la transcripcion del ADN, Th (+) y Th (-) se generan a la misma velocidad, sin
embargo, las topoisomerasas relajan mas rapidamente la Th(+) que la (-). Como resultado,
Th(-) puede persistir en determinadas regiones de los cromosomas sin necesidad de una
actividad girasa (Fernandez et al., 2014).
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3. Cromatina

En los sistemas bioldgicos, el ADN no existe como un polimero lineal desnudo sino que
se encuentra plegado mediante la unién a proteinas, dando lugar a estructuras complejas
conocidas como fibras de cromatina. En los organismos eucariotas, la cromatina reduce
la longitud del ADN varios 6rdenes de magnitud. Al formar esta estructura, las células
organizan la disposicion espacial del ADN dentro del nucleo, estableciendo regiones de
mayor y menor accesibilidad que permiten regular la actividad genética (Figura 112).

DNA double helix

Core histone dimers:
2xH2A/H2B

‘Beads on a string’
form of chromatin

Chromatin fiber of
packed nucleosomes

Condensed chromatin
LUAMARNNYVWY AR

w'.._'_ 7 700nm

Chromosome 1,400nm

Figura 112. Modelo clasico de los sucesivos niveles de plegamiento del ADN en la cromatina.

La unidad estructural basica de la cromatina es el nucleosoma. En este complejo ADN-
proteina de simetria binaria, aproximadamente 147 pb de ADN completan cerca de 1,7
vueltas en sentido levégiro sobre un octamero de histonas (Richmond et al., 1984). El
octamero esta formado por un tetramero central (histonas H3 + H4),, flanqueado por dos

dimeros (histonas H2A + H2B),;. Esta estructura, considerada habitualmente como
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nucleosoma canénico, fue corroborada tras su cristalizacion por Luger et al. (1997)
(Figura 113). Los nucleosomas se organizan sobre las moléculas de ADN de forma
periédica, separados por segmentos "linker" (< 70 bp), formando asi una fibra similar a un
collar de cuentas. Esta fibra puede a su vez compactarse en fibras de orden superior,
plegandose sobre si misma mediante interacciones entre histonas de diferentes
nucleosomas o con otras proteinas, como es el caso de la histona H1, que interacciona
con los segmentos de entrada y salida del ADN del nucleosoma (Simpson, 1978).
Aunque las histonas son unas de las proteinas mas conservadas en todos los
organismos eucariotas, existe un amplio nUmero de variantes génicas (Kamakaka &
Biggins, 2005) (Figura 114). Un ejemplo es la histona CenH3, que sustituye a la histona
H3 en las regiones centroméricas de los cromosomas, o la histona H2AZ, que reemplaza
a la histona H2A en los nucleosomas cercanos a los sitios de inicio de la transcripcidon
(revisado en Biterge & Schneider, 2014). Aparte de sus variantes, las histonas son objeto
de multiples modificaciones post-traduccionales, tales como acetilaciones y metilaciones
de residuos concretos. Las variantes de histonas y sus modificaciones pueden repercutir
notablemente en la configuracion y dinamica de los nucleosomas y, por tanto, condicionar
la actividad génica de regiones especificas de la cromatina (Kamakaka 2003, revisado en
Zentner & Henikoff, 2013).

Figura 113. En un nucleosoma cristalizado, el ADN completa cerca de 1.7 vueltas levogiras
sobre un octamero de histonas constituido por el tetrdmero H4-H3-H3-H4 (verde y azul) y los
dos dimeros H2A-H2B (rojo y amarillo).
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Figura 114. Principales variantes de histonas del octamero y algunas de las modificaciones
post-transcripcionales observadas generalmente en las colas N- y C-terminal (metilacion de
lisina en rojo, fosforilacion de serina en verde). La columna de la derecha indica funciones de la
cromatina asociadas a estas variantes.

3.1 Posicionamiento de los nucleosomas

La ubicacién de los nucleosomas a lo largo del ADN no es aleatoria, sino que existen
factores que condicionan su posicion. La ubicacion de los nucleosomas se comenzd a
estudiar en los afios 80 sobre pequenas regiones (< 1kb) mediante el uso de enzimas
como la Nucleasa Micrococal (MNasa) y la DNasal. La MNasa corta segmentos de doble-
hélice desnuda vy, por ello, actua selectivamente sobre los segmentos linker. La DNasal
corta sélo una de las hebras de la doble hélice y, por tanto, puede actuar también sobre
la superficie de la doble hélice de ADN que no esta en contacto directo con las histonas
del octamero. Al comparar los patrones de corte sobre cromatina y ADN desnudo se
identifican las regiones linker y los segmentos o caras de la doble hélice que estan
protegidos, es decir, en contacto con histonas u otras proteinas. Una de estas regiones
de cromatina inicialmente caracterizada con estas técnicas fue el minicromosoma circular

de S. cerevisiae TRP1ARS1 (Thoma et al., 1984). Este minicromosoma artificial se
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genera in vitro al circularizar un segmento genomico de 1453 pb, situado entre dos dianas
de restriccion EcoRI (Figura [15). EI minicromosoma contiene el gen TRP1 seguido de la
secuencia autbnoma de replicacion ARS1, con lo que puede transfectarse y perpetuarse
en S. cerevisiae. El mapeo del minicromosoma TRP1ARS1 con MNasa revelé que sus
siete nucleosomas estan localizados de forma precisa y que la region ARS1 es
hipersensible a nucleasa y, por tanto, no ocupada por nucleosomas (Thoma et al., 1984).
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Figura 115. Mapeo de la cromatina en el segmento TRP1-ARS1 de S. cerevisiae. La posicion
de los 7 nucleosomas deducida a partir de digestiones de MNasa coincide cuando el segmento
se cicla para formar un minicromosoma circular (arriba) y cuando se examina en su ubicacion
natural, integrado en el genoma (abajo).

Desde hace dos décadas, las técnicas para el estudio de posicionamiento de
nucleosomas han avanzado enormemente gracias al desarrollo de chips de ADN y de
técnicas de secuenciacién masiva (revisado en Pugh & Jiang, 2009). Estas metodologias
han permitido mapear casi todos los nucleosomas de un genoma, descubrir patrones de
posicionamiento en las unidades génicas (Bernsteins et al., 2004; Lee et al., 2004;
Sekinger et al., 2005; Yuan et al., 2005; Barski et al., 2007) asi como identificar las
propiedades que facilitan o excluyen el posicionamiento (Segal & Widom, 2006). Ademas,
el uso de anticuerpos ha permito identificar qué nucleosomas contienen variantes o
modificaciones de sus histonas (Bernstein et al., 2002; Kurdistani et al., 2004; Albert et
al., 2007).

Aunque la posicidn de los nucleosomas se ha estudiado en varios organismos (levaduras,
Drosophilla, células humanas), es en Saccharomyces cerevisiae donde se ha completado
y profundizado mas, describiéndose patrones muy caracteristicos (Figura 116). El genoma
de esta levadura se organiza con unos 57.000 nucleosomas. La periodicidad media entre
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nucleosomas es de 165 pb, incluyendo asi un linker de aproximadamente 20 pb (Lee et
al., 2007). Uno de los patrones mas destacables es que en mas del 95% de los genes de
levadura hay una region (de 50 a 150 pb) libre de nucleosomas (NFR) junto al extremo 5
del punto de inicio de transcripcién (Bernsteins et al., 2004; Lee et al., 2004; Sekinger et
al., 2005). Esta NFR esta flanqueada en el lado 3' por un nucleosoma muy bien
posicionado (nucleosoma +1) y en el lado 5' por uno o dos nucleosomas (-1 y -2), que
frecuentemente solapan con sitios de union para factores reguladores de la transcripcion
(Yuan et al., 2005; Barski et al., 2007). Otros patrones singulares son la presencia de
ciertas modificaciones post-traduccionales de histonas en genes con alta tasa de
transcripcion, o la localizacion de la variante de histona H2AZ en los nucleosomas +1 o -1
(Albert et al., 2007).

TTS

3' NFR

Figura 116. Patron mas frecuente de posicionamiento de nucleosomas en los genes de
S. cerevisiae. El sitio de inicio de la transcripcion (TSS) y el de su finalizacion (TTS) coinciden
con pequenas regiones libres de nucleosomas (NFR). La NFR adyacente al TSS se delimita en
sentido 5' por un nucleosoma muy bien posicionado (+1) que organiza los nucleosomas
sucesivos (+2, +3...), y en sentido 3' con nucleosomas (-1, -2). La NFR adyacente al TTS se
limita también por un nucleosoma bien posicionado (N).

3.2 Determinantes de posicionamiento

El mapeo genomico de nucleosomas permitidé identificar factores determinantes del
posicionamiento y desarrollar programas bioinformaticos de prediccion (Segal &Widom,
2009; Kaplan et al.,, 2009). Segal & Widom (2006) compararon la capacidad de
posicionamiento de diferentes secuencias de levadura con predicciones obtenidas por
ordenador. Los datos coincidian en méas del 50% de las secuencias de estudio,
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identificandose asi varias secuencias con una alta capacidad de posicionamiento, tanto in
vivo como in silico (una de estas secuencias, High2, ha sido utilizada en la presente
tesis). Estas secuencias se caracterizan por una periodicidad de dinucleétidos A/T cada
10 pb, que facilita la curvatura continua de la doble hélice, disminuyendo asi la energia
necesaria para acomodarse alrededor del octamero de histonas (Miele et al., 2008)
(Figura 117). Por el contrario, secuencias con alto contenido de A [poli(A)] o de T [poli(T)],
conocidas como poli(dA:dT), excluyen a los nucleosomas. Las secuencias poli(dA:dT)
forman una doble-hélice mas rigida y con el surco menor mas pequeno, que reduce su
capacidad para formar o posicionar nucleosomas (Segal &Widom, 2009). La presencia de
secuencias facilitadoras o de regiones de exclusion de nucleosomas condiciona a su vez
el posicionamiento de los nucleosomas adyacentes. Por ejemplo, el nucleosoma +1 se
encuentra flanqueado por la NFR de la region promotora, y éste a su vez condiciona el
posicionamiento de nucleosomas en direccion 3' (nucleosomas +2, +3... etc.), pudiendo
extender este efecto hasta >1 kb (Yuan G.C. et al., 2005; Mavrich et al., 2008).

Figura I117. La periodicidad de dinucleétidos A/T cada 10 pb facilita la curvatura periédica en el
surco menor de la doble hélice. Caracteristica de las secuencias que mejor posicionan los
nucleosomas.

Al comparar el patrén de posicionamiento de los nucleosomas sobre cromatina in vivo
con cromatina reconstituida in vitro se observa que la deplecion y organizacion de
nucleosomas cercanos al punto de inicio de transcripcidn no es exactamente igual. Esto
indica que otros factores, aparte de la secuencia del ADN, afectan su posicionamiento in

vivo (Kaplan et al., 2009). Estos determinantes pueden ser actividades enzimaticas, tal
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como remodeladores de cromatina (revisado en Clapier & Cairns, 2009), unién de
factores de transcripcion (Widom & Anderson, 2000; Kaplan et al., 2009; Segal & Widom,
2009), asentamiento de ARN polimerasas (Dion et al., 2007; Schwabish & Struhl, 2004), o
la presencia de variantes y modificaciones de las histonas que afectan su interaccion con
el ADN (Kamakaka & Biggins, 2005; Sarma & Reinberg, 2005).

3.3 Dinamica del nucleosoma

El nucleosoma no es un complejo ADN-proteina estético, sino una particula con una
dinamica estructural que le confiere diferentes propiedades y funciones. Esta dinamica
implica desde cambios en las interacciones entre los tetrdmeros y dimeros de histonas,
hasta la manera en que el ADN interacciona y se enrolla sobre ellos. Uno de estos
cambios es el llamado “breathing” nucleosomal, que consiste en una separacion de los
segmentos de entrada y salida del ADN en el octamero (Figura 118). Esta separacion
puede extenderse hasta dar lugar a un desenrollamiento parcial u "opening" del ADN
sobre el octdmero de histonas, haciendo accesibles los flancos del ADN (Polach &
Widom, 1995; revisado en Van Holde & Zlatanova, 2006). El breathing y opening
observado mediante estudios in vitro de transferencia de energia de resonancia de Féster
(FRET) muestra que los nucleosomas fluctian entre su estado enrollado (250 ms) y uno
parcialmente enrollado (10-25ms) (Li & Widom, 2004; Tomschik et al. 2005).

octasome

Opening

Figura 118. llustracion de posibles fluctuaciones en la conformacion de nucleosomas segun el
grado de enrollamiento del ADN sobre el octamero de histonas.
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El desenrollamiento parcial del ADN (opening) puede asociarse a la apertura del
octamero dando lugar a un cambio conformacional distinto, denominado "unfolding" del
nucleosoma, en el que los dimeros de H2AH2B se despegan transitoriamente del
tetramero (H3H4),. Esta disociacion ocurre porque la unién entre los dimeros y el
tetramero es mas débil que entre las histonas del tetrdmero o de los dimeros (Baxevanis
et al.,, 1991). El unfolding del nucleosoma parece que juega un papel relevante in vivo,
sobre todo durante el proceso de transcripcion (Baer & Rhodes, 1983; Louters &
Chalkley, 1985; Schwager et al., 1985; Jackson, 1990; Kireeva et al., 2002). En
condiciones fisiolégicas, la capacidad de breathing y de unfolding pueden variar segun la
secuencia de ADN nucleosomal, y es posible que puedan regularse mediante la

composicion proteica del nucleosoma (variantes y modificaciones de histonas).

3.4. Topologia del ADN nucleosomal

La conformacién del nucleosoma y su dinamica alteran marcadamente la topologia del
ADN en las fibras de cromatina. Los primeros estudios sobre topologia nucleosomal se
llevaron a cabo con el virus SV40, cuyo ADN se empaqueta con las histonas de la célula
huésped, dando lugar a un minicromosoma circular. Al extraer el minicromosoma SV40
de las células, relajarlo con topoisomerasas y desproteinizarlo, el ADN presentaba un Lk
muy inferior a Lk,. Esto confirmaba que el ADN organizado por los nucleosomas estaba
superenrollado negativamente (AWr<0) (Germond et al., 1975). Se observo que el valor
ALKk estabilizado en el minicromosoma era -26 (Shure & Vinograd, 1976), lo que coincidia
con el numero de nucleosomas del minicromosoma, entre 24 y 27 (Saragosti et al., 1980;
Sogo et al, 1986). Se concluyé asi, que por cada nucleosoma se estabilizaba
aproximadamente ALK -1, siendo este valor independiente de la presencia o ausencia de
histona H1 (Germond et al., 1975; Simpson et al., 1985; Norton et al., 1989). El valor de
ALk = -1 por nucleosoma fue inesperado, ya que el ADN nucleosomal parece completar
cerca de 1.7 vueltas levogiras sobre el octamero de histonas (Finch et al., 1977;
Richmond et al., 1984; Luger et al., 1997). Cabia esperar, entonces, que cada
nucleosoma estabilizase AWr -1.7 y que ALk fuese cercano a -1.7. Esta aparente
contradiccién se ha definido como el “Linking number paradox”. Esta paradoja se quiso
explicar mediante dos modelos que compensaban parcialmente AWr -1.7. El primero
postuld que el ADN nucleosomal tenia incrementado su h (helical repeat) al enrollarse
sobre el octdmero, tal que ATw>0 (overtwist). El segundo modelo postuld que el

plegamiento de la fibra de 10 nm, mediante la orientacion espacial de los segmentos del
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ADN linker, generaba AWr>0 (Worcel et al., 1981). Actualmente, ninguno de estos dos
modelos se considera valido y la respuesta al “Linking number paradox” parece estar
relacionada con el “breathing” del ADN nucleosomal. Varios estudios han concluido que
los segmentos de ADN en la entrada y salida del nucleosoma fluctuan entre tres
disposiciones (De Lucia et al., 1999; Sivolob et al., 2003; Sivolob & Prunell, 2004) (Figura
119). En la primera, los segmentos se cruzarian estableciendo un cruce negativo, lo que
coincide con la estructura del nucleosoma considerado canoénico (AWr -1.7). En la
segunda, ambos segmentos no se cruzarian en el espacio ya que el ADN estaria
parcialmente desenrollado. En la tercera, los segmentos de ADN en la entrada y salida se
cruzarian, pero el cruce seria positivo, con lo que AWr del complejo se aproximaria a 0
(asumiendo que la primera vuelta que completa el ADN sobre el octamero es levdgira,
AWTr ~ -1). La coexistencia de estas tres conformaciones a lo largo de fibras de cromatina
daria lugar, entonces, a que el AWr promedio estabilizado por cada nucleosoma fuera

mas cercano a -1 que a -1.7.

Figura 119. Los segmentos de entrada y salida del ADN en el nucleosoma pueden cruzarse en
signo (-), tal como se describe en el complejo canodnico o bien cruzarse en signo (+) debido a
las fluctuaciones conformacionales de la cromatina.

Aparte de su fluctuacién conformacional, los nucleosomas pueden alterar marcadamente
su estructura en respuesta a fuerzas externas. La transcripcion, la replicacion y otros
procesos motores que actuan sobre el ADN someten a la cromatina a considerables
fuerzas de estiramiento y torsidn. Experimentos in vitro con pinzas magnéticas han
demostrado que los nucleosomas pueden acomodar altas densidades superhelicoidales
positivas y negativas (o +/- 0.1) sin disociar la interaccién histonas-ADN (Bancaud et al.,

2006; 2007). Esta plasticidad o elasticidad de los nucleosomas se ha ratificado en
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estudios in vivo. Un acumulo de densidad superhelicoidal de +0.04, como la generada por
delante de la maquinaria de transcripcion, no altera la composicion de la cromatina de
S. cerevisiae , y los nucleosomas recuperan su topologia tipica tras la relajacién de esta
tensibn mediante topoisomerasas (Salceda et al., 2006). Asimismo, un acumulo de
densidad superhelicoidal negativa de -0.10, como la generada por detras de la
maquinaria de transcripcion, tampoco altera la composicion de la cromatina, y los
nucleosomas recuperan su topologia normal tras la relajacion (Fernandez et al., 2014).
Uno de los mecanismos propuestos para explicar esta plasticidad nucleosomal ante
fuerzas de torsion positiva del ADN es la denominada transicién nucleosoma-reversoma
(Bancaud et al., 2007). En esta transicion, el tetramero (H3-H4), invierte la quiralidad de
la trayectoria del ADN, que pasa de levogira a dextrdgira (Figura 120). Como resultado, el
valor de AWr en reversoma pasa a ser de +1. Esta transicion quiral, junto a los cambios
en el cruce de los segmentos de entrada y salida permiten a los nucleosomas actuar

como eficaces amortiguadores de estrés torsional del ADN.
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Figura 120. En la transicién de nucleosoma a reversoma, la vuelta central que completa el ADN
sobre el octamero de histonas pasa de levégira (AWr <0) a dextrogira (AWr <0). Esta transicion
se acompanfaria de un cambio estructural del tetramero (H3H4)2 y una reorganizaciéon de los
dimeros (H2AH2B).
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4. Estructuras y topologias singulares de la cromatina

Clasicamente se ha clasificado la cromatina en heterocromatica y eucromatica en funcion
de su grado de condensacion (apariencia morfolégica) y su mayor o menor actividad
transcripcional. Esta vision simplificada de tipos de cromatina ha quedado obsoleta ya
que las nuevas técnicas de estudio han revelado una mayor complejidad en el binomio
estructura-funcion. Ademas, en la cromatina de organismos eucariotas existen regiones
con arquitecturas y funciones claramente singulares. Los telémeros, por ejemplo, que
son esenciales para la integridad de los extremos de los cromosomas (revisado en Vega
et al. 2013) son ricos en secuencias de ADN repetitivo y en proteinas estructurales
especificas (Rap1 o Cdc13 en S. cerevisae, TRF1 o POT1 en humanos) que, a su vez,
condicionan la unién de nucleosomas, generando estructuras caracteristicas que pueden
extenderse a las regiones adyacentes de cromatina (1 a 50 kb). Los centrobmeros son otro
ejemplo de estructura singular. Constituyen el punto de unién de los cromosomas con los
microtUbulos del huso durante la divisidn celular. Su estructura y longitud son muy
variables (la longitud oscila de 5 a 1.500 kb) entre organismos eucariotas, pudiendo variar
incluso entre los cromosomas de un mismo tipo celular (revisado en Sullivan et al, 2001;
Allshire & Karpen, 2008) (Figura 121). En casi todos los eucariotas estudiados
(Drosophilla, mamiferos) la posicion de los centromeros estd determinada
epigenéticamente (Black et al. 2010; Henikoff & Furuyama 2010). Aunque los
centromeros son ricos en secuencias de ADN repetitivas, ésta no es una condicion
esencial. Neo-centrobmeros pueden aparecer y establecerse epigenéticamente en otras
regiones de los cromosomas sin aparente similitud a su ubicacion inicial (Plohl et al
2014). Contrastando con lo anterior, la posicion del centrbmero de S. cerevisiae no viene
determinada epigenéticamente. El centrdmero de S. cerevisiae es puntual y su posicion
se define por una secuencia especifica de ADN de entre 111 y 120 pb. Ademas, presenta
una relacion 1:1 entre el nucleosoma CenH3 vy el sitio de union de los microtubulos

(Furuyama & Biggins, 2007)

A pesar de estas marcadas diferencias entre eucariotas, todos los centromeros se
caracterizan por la presencia de la proteina CenH3, una variante de la histona H3
(Earnshaw & Rothfield 1985; Palmer et al. 1987). CenH3 (denominada Cse4 en
S. cerevisiae, CID en Drosophilla y CENP-A en células humanas) es esencial para la
formacion del kinetocoro y, por lo tanto, para la funcion centromérica. Cse4 puede
sustituir a CENP-A, por lo que debe tener una funcion en el centrobmero altamente

conservada evolutivamente.
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Figura 121. Ejemplos de la gran diversidad estructural (tamafio, secuencia de ADN,
composicién proteica) de los centrbmeros en organismos eucariotas. La Unica caracteristica
especifica y conservada en todos los casos es la presencia de la variante centromérica de la
histona H3 (Cse4 en S. cerevisiae, CID en Drosophilla y CENP-A en células humanas).

4.1 El centromero puntual de S. cerevisiae

El centrbmero de S. cerevisiae fue identificado en 1980 por Clarke & Carbon. Ocupa
entre 111 y 120 pb en cada uno de los 16 cromosomas de levadura (Bloom & Carbon
1982; Fitzgerald-Hayes et al. 1982; Clarke & Carbon 1985), lo que lo convierte en un
modelo idoneo para el estudio del funcionamiento y estructura centromérica. En este
centrdmero se han identificado tres elementos funcionales (centromere defining elements
o CDE): CDEI, CDEIl y CDEIlI (Clarke 1998), que interaccionan con proteinas especificas
(Figura 122).

CDEI es una secuencia de 8 pb sobre la que se une un homodimero de la proteina cbf1
(Cai & Davis 1989; Baker & Masison 1990; Cai & Davis 1990). El complejo CDEI/cbf1 no

es esencial para la funcidbn centromérica, aunque su ausencia reduce la correcta
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segregacion de los cromosomas (Carbon & Clarke, 1984; Panzeni et al., 1984). Cbf1
pertenece al grupo de proteinas basicas helix-loop-helix que se unen a la secuencia
CACGTG y que doblan el ADN hacia el surco mayor de la doble hélice (Niedenthal et al.,
1993).

CDElI, situado entre CDEI y CDEIIl, se extiende entre 76 y 86 pb y se caracteriza por ser
una region muy rica en AT (87-95%). CDEII es el lugar donde Cse4 interacciona con el
ADN (Furuyama & Biggins 2007; Lefrancois et al. 2009; Cole et al. 2011; Krassovsky et
al. 2012). La chaperona Scm3 parece ser la encargada de depositar Cse4 en CDEII
(Stoler et al. 2007; Dunleavy et al. 2009; Foltz et al. 2009).

CDEIIl se extiende 25 pb y es esencial en la funcién centromérica. Es el sitio de union del
complejo multiproteico CBF3 (Jehn et al. 1991; Lechner and Carbon 1991), constituido
por: un heterodimero Ctf13- Skp1 (Doheny et al. 1993; Connelly and Hieter 1996;
Stemmann and Lechner 1996), un homodimero de Cep3, cuyas 2 unidades parecen
unirse al triplete CCG de CDEIIl (Lechner 1994; Strunnikov et al. 1995; Espelin et al.
1997; Purvis and Singleton 2008) y, finalmente, un homodimero de Ndc10. Ndc10
reclutaria a Scm3, facilitando a su vez la deposicion de Cse4 (Camahort et al. 2007). Al
igual que Cbf1, el complejo CBF3 dobla marcadamente al ADN (Pietrasanta et al. 1999).
CBF3 fue el primer subcomplejo del kinetocoro descrito y es especifico de levaduras (Ng
& Carbon 1987; Lechner & Carbon 1991; Sorger et al. 1995). En cambio, los demas
elementos que componen el kinetocoro son ortblogos a los de otros organismos

eucariotas.
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Figura 122. Organizacion de los 3 elementos funcionales (CDEI, CDEIl y CDEIl) del
centrobmero puntual de S. cerevisiae y proteinas con las que interaccionan.
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Desde su identificacion, se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la estructura
del centrébmero puntual de S. cerevisiae, se han propuesto distintos modelos y se han
abierto varias controversias. Los primeros estudios con MNasa mostraron que el
complejo protege unas 200 pb, y que la region protegida se extiende desde CDEI a
100 pb mas alla de CDEIIl (Bloom & Carbon, 1982). Estudios mas recientes de mapeo
gendmico de cromatina indican que el centrdmero protege frente a la digestion con
MNasa un segmento de entre 123 a 135 pb, algo menos que un nucleosoma tipico. Este
segmento se inicia 1 pb por fuera de CDEI y acaba a mas de 4 pb del extremo de CDEIII
(Cole et al. 2011; Krassovsky et al. 2012).

El hecho de que CDEIl interaccione con Cse4 y otras histonas sugiere que el centréomero
de levadura tiene una conformacion compacta, similar a la de un nucleosoma. En esta
compactacién participarian Cbf1 y CBF3, que doblan las secuencias de CDEI y CDEIII,
respectivamente. Cbf1 y CBF3 podrian cerrar y estabilizar asi un loop de ADN formado
sobre la secuencia CDEIl. En este sentido, se ha observado que la fase rotacional de
CDEI/Cbf1 respecto a CDEIII/CBF3 es importante para la funcidbn centromérica. La
insercion de 5 pb en CDEIl incrementa mas de 3 veces la pérdida de cromosomas,
mientras la insercién de 3, 7 6 10 pb no afecta tanto (Niedenthal et al., 1993). Se ha
propuesto también que Ndc10 estabiliza el loop de ADN en el nucleosoma centromérico,
ya que el dimero Ndc10 puede interaccionar con dos segmentos de ADN (Doheny et al.
1993; Goh and Kilmartin 1993; Jiang et al. 1993, Cho y Harrison 2011). Dado que Cbf1 no
es esencial, Ndc10 podria mantener cercanos CDEIl y CDEIlIl y mantener asi la

compactacion del complejo (Figura 123).

OR

Figura 123. Posibles plegamientos del centromero puntual de S. cerevisiae. EI ADN
completaria una vuelta alrededor de un nudcleo de histonas (que incluye Cse3). La entrada y
salida del complejo se estabilizaria mediante interacciones mediadas por Ndc10 junto a Cbf1 y
CBF3.
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Uno de los debates més recientes concierne al nUmero vy tipo de histonas que hay en el
centromero de S. cerevisiae (Figura 124). Un modelo inicial ha sido el de un octasoma
tipico en el que la histona H3 es sustituida por CenH3 (Palmer & Margolis, 1985; Shelby
et al., 1997; Foltz et al., 2006; Conde e Silva et al., 2007; Camabhort et al., 2009; Sekulic
et al., 2010). Esta estructura seria comparable a la del nucleosoma con la variante
humana CENP-A cristalizada por Tachiwana et al. (2011). En 2007 se propuso un
segundo modelo, el hexasoma. En este caso, las histonas H2A y H2B estarian ausentes
y, en cambio, dos moléculas de la chaperona Scm3 estarian junto a un tetramero de
CenH3 y H4 (Mizuguchi et al., 2007). El hexasoma ha sido descartado tras observarse
que el dimero Cse4/H4 no puede estar unido a Scm3 y al ADN a la vez (Cho & Harrison,
2011; Dechassa et al., 2011; Shivaraju et al., 2011; Xiao et al., 2011; Zhou et al., 2011).
Durante ese mismo afio surgi6 un tercer modelo, el hemisoma (medio octasoma),
compuesto por una copia de cada histona (CenH3, H4, H2A y H2B) (Dalal et al., 2007).
Estructuras anélogas al hemisoma ya se habian descrito previamente en arqueobacterias
(Musgrave et al., 1991). Méas tarde, Williams et al (2009) detectaron mediante chips una
deplecion de H2A y H2B en el centrbmero de S. pombe y postularon un modelo
tetramérico con dos copias de CenH3 y dos copias de H4. Este modelo se ha descartado,
ya que estudios mas recientes confirman la presencia de H2A y H2B (Krassovsky et al.
2012; Lochmann & lvanov, 2012; Shivaraju et al., 2012). El niumero de moléculas Cse4
que participarian en estos modelos ha resultado ser otro punto polémico. Hay trabajos
que identifican varias moléculas de Cse4, con un ratio mayor de dos Cse4 por kinetocoro
(Coffman et al., 2011; Lawrimore et al., 2011). Otros estudios describen dos Cse4 por
nucleosoma centromérico, ya sea un tetramero o un octamero en anafase o fase S,
respectivamente (Dimitriadis et al.,, 2010; Shivaraju et al.,, 2012). Experimentos mas
recientes con Chip-seq indican la presencia de una sola molécula de Cse4 por
centrdmero, que se mantiene a lo largo de todo el ciclo celular (Henikoff & Henikoff,
2012). Posteriormente, Furuyama et al. (2013) han demostrado que es posible formar
hemisomas estables in vitro utilizando especificamente Cse3 y la secuencia CDEII. Con
todo lo anterior, el modelo que parece mas consistente y aceptado actualmente es el del

hemisoma.
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Figura 124. Modelos de composiciones del nucleo de histonas que interaccionarian con el
elemento CDEIl en el centrobmero puntual de S. cerevisiae.

4.1.1 Topologia del ADN en el centrémero

Aparte de su composicion y organizacién proteica, una de las observaciones mas
sorprendentes relativas a la estructura del centromero es la topologia de su ADN. En
1984, Bloom et al. observaron que minicromosomas centroméricos de levadura tenian un
valor ALKk no tan negativo como los minicromosomas no centroméricos, lo que atribuyeron
a un efecto regional de la cromatina. En 2009, Furuyama & Henikoff observaron que
nucleosomas ensamblados in vitro con CID mediante extractos de Drosophilla
estabilizaban superenrollamineto positivo en el ADN vy, tras comparar la topologia de
distintos minicromosomas de levadura in vivo, concluyeron que los nucleosomas
centroméricos de S. cerevisiae estabilizan ALk ~ +1. Una conclusion similar se obtuvo
con estudios del minicromosoma 2um de S. cerevisiae, en cuyo complejo de particion

también esta presente Cse4 (Huang et al, 2011).

Estas observaciones han llevado a postular que el ADN sigue una curva dextrogira (Wr
>0) alrededor de los nucleosomas centroméricos, es decir, con quiralidad opuesta al de
nucleosomas canonicos. Esta explicacidon ha sido muy controvertida por los siguientes
motivos. En primer lugar, no esta claro si este efecto tan marcado en la topologia del
ADN es reflejo de la arquitectura interna del centromero (definida por las secuencias
CDEI-II-IIl unidas a sus correspondientes proteinas), o bien ocurre como consecuencia
de alteraciones de la cromatina alrededor del centrdmero. Por ejemplo, la presencia del
centrdmero podria alterar el ensamblaje y/o la conformacion de nucleosomas vecinos. En
segundo lugar, los nucleosomas reconstituidos in vitro con Cse4 e histonas procedentes
de levadura o humanas estabilizan una disposicion levogira del ADN. Es decir, estabilizan
Wr < 0, practicamente igual que nucleosomas con H3 (Yoda et al., 2000, Conde e Silva et
al., 2007; Camabhort et al., 2009; Tachiwana et al., 2011; Dechassa et al., 2011; Kingston
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et al., 2011). El nucleosoma cristalizado con la variante humana CENP-A confirma que el
ADN completa cerca de 1.7 vueltas levogiras sobre el octamero (Tachiwana et al., 2011).
Ante esta controversia, uno de los principales objetivos de la presente tesis sera verificar
qgue los nucleosomas centroméricos de S. cerevisiae aumentan el valor de ALk en la

cromatina y averiguar que estructuras determinan esta topologia del ADN.
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Figura 125. Modelo actual, aunque largamente controvertido, de la estructura del centrébmero
puntual de S. cerevisiae: el ADN realiza una vuelta dextrégira sobre un hemisoma (CenH3-H4-
H2B-H2A) con segmentos de entrada y salida ocupados por las proteinas que interaccionan
con CDEl y CDEIII.

4.2 Regulacion de la estructura y funciones de la cromatina mediante

topoisomerasas

A lo largo de la introducciébn se ha descrito la dindmica conformacional de los
nucleosomas y coOmo estabilizan o responden a los cambios topologicos del ADN. La
observacion de que los nucleosomas centroméricos producen una topologia singular en
el ADN abre la posibilidad de que lo mismo ocurra en otros nucleosomas o estructuras
cromatinicas especiales. El efecto de las topoisomerasas en la topologia del ADN
cromatinico es un aspecto aun poco estudiado pero que puede ser determinante en los
mecanismos reguladores de la transcripcion y de la organizacion superior de la

cromatina.
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Dado que la topologia del ADN afecta el ensamblaje y la estabilidad de los nucleosomas,
las topoisomerasas se han identificado frecuentemente como reguladores de la
transcripcion (Almouzni et al., 1988; Garinther et al., 1997; Clark & Felsenfeld, 1991;
Gavin et al.,, 2001; Lavelle et al.,, 2010). En S. cerevisiae y en S. pombe, las
topoisomrasas | y Il se ubican preferentemente en las regiones intergénicas mas activas
(Bermejo et al., 2009; Sperling et al., 2011). En estas levaduras, ambas topoisomerasas
facilitan el desplazamiento de nucleosomas (Lotito et al.,, 2008; Durand-Dubief et al.,
2010) y la union de polimerasas de ARN en los promotores (Sperling et al., 2011;
Pedersen et al., 2012). Estas funciones parecen ser generales y las puede llevar a cabo
cualquiera de las dos topoisomerasas (I 6 Il), indistintamente, en multitud de genes. Sin
embargo, en mamiferos existe una variante de la topoisomerasa Il, denominada forma
[1B, cuya funcion parece ser la de regular genes concretos (relacionados principalmente
con el desarrollo neuronal) (Yang et al., 2000; Lyu et al., 2006; Tiwari et al., 2012). El
mecanismo y efectos de la topoisomerasa IIB en la estructura de la cromatina son
desconocidos y se ignora si la topoisomerasa Il presente en levaduras podria llevar a
cabo funciones especificas similares. A este respecto, recientemente se ha observado
que la topoisomerasa Il de S. cerevisiae regula la activacion o represion de grupos de
genes especificos (Nikolau et al., 2013) (Figura 126). Estos genes presentan unas
estructuras diferenciadas del resto de los genes de levadura. Por un lado, la
topoisomerasa Il de S. cerevisiae funciona como un activador de genes que coinciden en
el posicionamiento de nucleosomas -1 y -2 en el promotor y que interacttan con
complejos remodeladores de cromatina. Por otro lado, la topoisomerasa Il funciona como
un represor de genes cuya cromatina esta hipo-acetilada e hipo-metilada, cuyos
promotores tienen posiciones nucleosomales -1 y -2 menos definidas, pero comparten un

nucleosoma +1 bien posicionado (Nikolau et al., 2013).

Uno de los abordajes para investigar el papel de la topoisomerasa Il en la regulacion de
estos genes empezaria por caracterizar la topologia del ADN de sus promotores in vivo.
En este ambito, uno de los objetivos de esta tesis ha sido determinar como distintos
promotores regulados por topoisomerasa |l alteran el valor ALk en minicromosomas
circulares de S. cerevisiae. La hipétesis de partida fue que, al inactivar la topoisomerasa
I, los cambios topolégicos del ADN de estos promotores serian singulares y diferentes a
los de otros segmentos de cromatina modelo.
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Figura 126. Caracteristicas que distinguen la estructura de los promotores de genes reprimidos

y de genes activados por la topoisomerasa Il en S. cerevisiae (Nikolau et al., 2013).
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Objetivos

Objetivo 1. Determinar con precisién la diferencia de enlace del ADN (ALk=LK-Lk®)

estabilizada por la cromatina in vivo en minicromosomas circulares de S. cerevisiae.

Objetivo 2. Determinar y comparar la contribucién de un nucleosoma tipico y de un

nucleosoma centromérico en la diferencia de enlace (ALk) de minicromosomas circulares

de S. cerevisiae.

Objetivo 3. Determinar si la topologia del ADN en el centromero puntual de

S. cerevisiae depende de la distancia entre los segmentos CDEI, CDEIl y CDEIII.

Objetivo 4. Determinar y comparar la diferencia de enlace (ALk) de distintos

promotores génicos sensibles a topoisomerasa Il en minicromosomas circulares de

S. cerevisiae.
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1. Técnicas generales de biologia molecular

1.1 Cepas celulares y medios de cultivo

1.1.1 Escherichia coli

DH5a (fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 ®80' lacZ(del)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1
thi-1 hsdR17) fue la cepa bacteriana usada para la transformacion y la obtencién analitica
o preparativa de plasmidos. Las bacterias se cultivaron en medio LB (sin o con
ampicilina) en base sélida (placas de agar) o base liquida preparadas segun protocolos
estandar (Sambrook et al., 1989)

1.1.2 Saccharomyces cerevisiae

Las cepas JCW25, JCW26, JCW27 y JCW28 derivan de la cepa FY251 (MATa his3-D200
leu2-D1 trp1-D63 ura3-52) y se diferencian por sus mutaciones en los genes TOP1 y/o
TOP2. JCW25 (TOP1 TOP2) es FY251. JCW26 (TOP1 top2-4) lleva una mutacion
termosensible (Prolina821 a Glicina) en el gen TOP2 (Thomas et al. 1991). Esta mutacion
inactiva la actividad topoisomerasa Il cuando las células se incuban a mas de 30 °C.
JCW26 fue construida mediante reemplazo génico (Rothstein, 1983). JCW27 (Atop1
TOP2) y JCW28 (Atop1 top2-4) se construyeron a partir de JCW25 y JCW26,
respectivamente, mediante un sistema "hit-and-run" que elimind la secuencia genémica
del gen TOP1 (Roca et al., 1992).

La cepa BCY123 (MATa trp1 ura3 his3 leu2 pep4::HIS3 prb1:LEU2 bar1::HIS3
lys2::GAL1/10-GAL4) se us6 para la sobre-expresion de topoisomerasa Il. BCY123 es
deficiente en varias proteasas y lleva integrado el gen GAL4 bajo el promotor GAL1/10,
gue se activa a su vez por la proteina Gal4. Este sistema permite una potente inducciéon

de los promotores GAL1/10 cuando esta cepa crece en un medio con galactosa.

Las cepas de S. cerevisiae se cultivaron en medio rico (YPD) o en medios selectivos SC
Trp(-) o SC Ura(-) preparados en base sélida (placas de agar) o liquida segun

protocolos estandar (Sambrook et al., 1989).
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1.2 Amplificaciéon y purificacion de ADN bacteriano

1.2.1Transformacion de E. coli mediante electroporacion

El ADN (plasmido con gen de resistencia a ampicilina) se microdializé frente a agua
mediante filtros de nitrocelulosa (MILLIPORE® VSWP01300) durante 20 min. EI ADN se
anadio en frio a 50 yl de bacterias competentes DH5a, preparadas segun protocolos
estandar (Sambrook et al., 1989). La mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion
de 0.2cm y se someti6 a choque eléctrico en un electroporador (Micropulser
Electroporator BIO-RAD®) configurado a 25 yF y 2.2 kV. Acto seguido, las células se
resuspendieron en 1 ml de LB, se incubaron 1 hora a 37 °C y se sembraron en placas de

LB con ampicilina.

1.2.2 Obtencion analitica y preparativa de plasmidos (miniprep y maxiprep)

Para comprobar la correcta electroporacion de las células de E. coli, las colonias
transformantes se cultivaron en 3 ml de medio liquido hasta saturacién, los plasmidos se
solubilizaron por lisis alcalina de las células y se purificaron mediante el Plasmid
Extraction Mini-Kit de Favorgen®. Para la obtencion de plasmidos a gran escala (>0.5 mg
de plasmido a partir de 500 ml de cultivo) se utilizé Plasmid Maxi Kit de Quiagen®.

1.3 PCR

Los cebadores (primers) para amplificar secuencias de ADN mediante PCR se disefiaron
y las temperaturas de hibridaciéon y la formaciébn de estructuras secundarias se
comprobaron con el software Oligocalc

(http://www.basi c.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). La sintesis de cebadores se

encarg6 a Sigma-Aldrich®. Para amplificar el ADN se utiliz6 la "Tag DNA polymerase" de
New England Biolabs® y un termociclador Mastercycler®.

1.4 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae con ADNSs circulares

La transformacion de levadura con plasmidos (producidos en bacteria) o con otros anillos
de ADN (fabricados in vitro) se llevd a cabo mediante electroporacion. Para ello, cultivos

en fase de crecimiento exponencial de S. cerevisiae que alcanzaron ODgg ~1, se
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enfriaron en hielo durante 5min para detener su crecimiento. Las células se
sedimentaron, se lavaron con H,OmQ estéril y después con sorbitol 1 M (4 °C).
Aproximadamente 100 yl células se resuspendieron en un volumen de sorbitol 1M y
estos 200 pl se mezclaron con 10 ul de ADN. La mezcla se transfirié a cubetas de 0.2 cm
y se sometié a choque eléctrico en un Micropulser Electroporator BIO-RAD® utilizando
los ajustes recomendados para levaduras. Las células se diluyeron con 800 ul adicionales

de sorbitol 1 M y se sembraron en placas de medio selectivo.

2. Técnicas optimizadas durante esta tesis

2.1 Purificacion de Topoisomerasa ll

La topoisomerasa |l de S. cerevisiae se purificé de la cepa BCY123 transformada con el
plasmido Yep pGAL1-TOP2 (Wang et al., 1988) (Figura M1). Este vector de expresion
contiene el gen TOP2 de S. cerevisiae bajo el promotor inducible por galactosa pGAL1.
BCY123 con Yep pGAL1-TOP2 se cultivé a 30 °C en medio liquido (1 ml) YP conteniendo
Glucosa (1%) Glicerol (2.7%) y Acido Lactico (0.11 M). El anterior cultivo se continu6 en
25 ml YP conteniendo Glicerol (2.7%) y Acido Lactico (0.11 M) (sin glucosa). Al alcanzar
ODgoo~ 1, se anadi6 galactosa (2%). Tras 6 horas de induccion, las células se
sedimentaron y resuspendieron en el Tampén 1-150 (Tris-HCI 40 mM pH 8, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, BME 7 mM, Gilicerol 9%, KCI 150 mM). Se lisaron mecanicamente mediante
bolas de vidrio (Glass-Beads Sigma®) a 4 °C.

oric PGall Bamii |
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Yep pGAL1 TOP2
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\
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Figura M1. Yep pGAL1-TOP2
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Para purificar la topoisomerasa Il se utilizo una variante a microescala del protocolo
descrito por Worland & Wang (1989). Para ello el lisado celular se clarific6 mediante
centrifugacion y se pas6 por dos pequenas columnas de intercambio idnico,
Fosfocelulosa (1 ml) y Q-Sefarosa (0.5 ml). La columna de fosfocelulosa equilibrada con
el Tampon |, se carg6 con el extracto y se sometié a diferentes lavados con un gradiente
de 150 mM a 1 M KCl en Tampoén |. La topoisomerasa |l se eluyd a fuerza i6nica 600 mM.
Esta fraccion se diluy6é y se carg6 en la columna de Q-sefarosa, en la que se pas6 un
gradiente de 250 mM a 1 M KCI en Tampon I. En esta columna, la topoisomerasa Il se
eluyo a fuerza idnica 800 mM. La fraccion con el enzima purificado se mezcld con glicerol
(50%) y conservo a -20 °C.

Para comprobar la actividad de la topoisomerasa Il, se incubé 1pug de plasmido
superenrollado negativamente con diluciones del enzima en Tampon R (Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, KCI 150 mM, MgCI2 8 mM, BME 7 mM, BSA 100 ug/ml). La reaccion a 30 °C se
inicié con la adicion de ATP (1 mM) y se detuvo a diferentes tiempos (30 s, 1 min, 5 miny
20 min) afadiendo Tampon S (EDTA 50 mM, SDS 1%, glicerol 40%, Bromofenol Blue).
La relajacion del plasmido se examind mediante electroforesis del ADN en gel de
agarosa.

2.2 Extraccion directa de ADN circular de S. cerevisiae

Para conocer el valor del numero de enlace (Lk) de los minicromosomas circulares de
S. cerevisiae en su estado nativo (in vivo) es esencial que el método de extraccion de
ADN evite posibles modificaciones del Lk durante el proceso. El paso de hélice mas
estable del ADN (h°) cambia con la temperatura, de modo que Lk° se reduce al
incrementarse la temperatura (la doble hélice tiende a desenrollarse). Aproximadamente,
por cada grado centigrado de cambio, los pares de bases contiguas rotan 0.011 grados.
En consecuencia, el numero de enlace (Lk®°) de un mismo ADN circular desnudo, de
1500 pb relajado a 4 °C y a 37 °C difiere en 1,5 unidades (33 x 0.011 x 1500 = 544.5
grados). Los cambios de temperatura producidos durante la manipulacion de los cultivos
de levadura y la presencia de las topoisomerasas intracelulares durante la lisis celular,

pueden producir desviaciones del Lk de los minicromosomas.

Para evitar alteraciones del Lk, antes de iniciar la extraccion del material genético, las
levaduras en cultivo se fijaron de forma instantanea al anadir un volumen frio (-20 °C) de

etanol:tolueno (ToKill). Esta fijacion detiene toda actividad enzimatica y "congela" por
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tanto el valor de Lk de los minicromosomas in vivo. Para ello, cultivos de 20 ml de
levadura creciendo en fase exponencial (ODegy ~ 0.8-0.9) se fijaron subitamente
anadiendo un volumen a -20 °C de ToKill (EtOH 95%, Tris HCI pH 8.8 20 mM, Tolueno
28 mM, EDTA 5 mM). Las células se sedimentaron, lavaron y resuspendieron en 400 ul
de TE (Tris HCI pH 7 10 mM, EDTA 1 mM). Se pasaron a un tubo cénico de 1.5 ml (tipo
eppendorf) al que se afadié un volumen de bolas de vidrio (GlassBeads Sigma®) y un
volumen de fenol. La lisis mecanica de las células se llevd a cabo mediante agitacion en
un aparato FastPrep® durante 10 s en potencia 5. La fase acuosa del lisado se incub6
con un exceso de RNAsa durante 10 min y se re-extrajo con un volumen de cloroformo.
Los éacidos nucleicos (principalmente ADN) se precipitaron con etanol absoluto y se
resuspendieron en 30 ul H,OmQ.

2.3 Solubilizacion de cromatina nativa (minicromosomas circulares) de

S. cerevisiae

La extraccidon del ADN circular de células fijadas permite saber el valor de Lk en los
minicromosomas in vivo. Para averiguar si estos valores de Lk estan estabilizados
exclusivamente por la cromatina o si en cambio, existe una tension helicoidal “relajable”
en la molécula, es necesario solubilizar los minicromosomas e incubarlos con
topoisomerasas in vitro. En este caso no es posible fijar las células con ToKill. Para ello,
las células de 20 ml de cultivo en fase exponencial, ODgy ~ 0.8-0.9, se centrifugaron y
lavaron con H,OmQ. Las células se resuspendieron en 400 yl de Tampdn BL (Tris-HCI
10 mM pH 8, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, NaCl 150 mM, Tritén 0.1%, PIC 1X,
PMSF 1 mM) a 4 °C y se transfirieron a un tubo cénico de 15 ml (tipo Falcon) al que se
afnadié un volumen de bolas de vidrio (GlassBeads Sigma®). La lisis mecéanica de las
células se llevd a cabo manualmente mediante cinco ciclos (30 s) de agitacion en vortex
alternando con periodos (1 min) de reposo en hielo. El lisado se centrifug6é a 4 °C para
obtener un sobrenadante enriquecido en fragmentos de cromatina nativa vy
minicromosomas circulares. Finalmente, los acidos nucleicos se purificaron mediante

extraccion con fenol:cloroformo, precipitacion con etanol y resuspension en H,OmQ.
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2.4 Electroforesis del ADN circular en geles de agarosa

Para examinar la topologia del ADN de minicromosomas circulares de levadura se ha
utilizado la electroforesis en geles de agarosa (Tabla M1). Esta técnica separa las
moléculas de ADN lineales y circulares en funcion de su masa (numero de pares de
bases) y separa también las moléculas circulares segun su topologia (grado de

compactacion proporcional a AWFr).

ADN circular Agarosa

12-10 kb 0.6%
9-6 kb 0.7%
4-5 kb 0.9%

3 kb 1.2%
2 kb 1.5%
1 kb 2%

Tabla M1 Concentracion (w/v) de agarosa optima segun el tamafio del ADN a resolver

En el caso de moléculas lineales, la movilidad electroforética correlaciona inversamente a
su longitud. En el caso de las moléculas circulares, un mayor grado de super-
enrollamiento o de anudamiento incrementa el valor absoluto de AWr y tiende a
incrementar su velocidad de migracion. La electroforesis permite separar asi los distintos
topoisomeros que forman una distribucion térmica de Lk. Sin embargo, la velocidad de
migraciéon no diferencia el signo positivo o negativo de AWr, ya que el grado de
compactacion es el mismo. Para saber el signo se afiaden cantidades precisas de
intercalantes de ADN como lo cloroquina o el etidio en el tampdn de electroforesis
(Figura M2, Tabla M2). Estos intercalantes reducen el Tw del ADN vy, dado que Lk no
varia en los circulos covalentemente cerrados, provocan un incremento positivo del Wr.
Comparando la movilidad del ADN en ausencia o presencia de moléculas intercalantes
puede deducirse entonces si AWr (o ALK) entre distintos topoisomeros es positivo o
negativo. Este el principio de los geles bidimensionales, en los que se utiliza una baja y
una alta concentracion de intercalante en la primera y segunda dimension,

respectivamente (Hanai & Roca, 1999)
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Concentracién de cloroquina

Densidad superhelicoidal 12 dimension 22 dimension

o= 0 0 pyg/ml 0.5 - 2 pg/mi
o=-0.08 0.2 pg/ml 2 pg/mi
o =-0.06 0.6 pg/mi 3 pg/mi
o=-0.1 1-3 pg/ml 5-15 pg/mi

Tabla M2 Concentracién de cloroquina 6ptima para resolver distribuciones de Lk (segun o)

Incremento de intercalante en el gel

>
nick —
Som Y
Sisim e
=0

Incremento de intercalante en el gel

-
: .

Figura M2. Esquema del efecto de un intercalante en la movilidad electroforética de
distribuciones de Lk. En el panel de arriba, topoisomeros con superenrollamiento negativo
(AWr<0) son mas compactos y migran mas rapido que el ADN relajado (AWr=0) o con cortes
(nicks). Al afadir intercalante durante la electroforesis, se reduce Tw y estas moléculas de ADN
covalentemente cerradas lo compensan incrementando Wr. En consecuencia migran mas
despacio. En el panel de abajo, topoisomeros cercanos a Lk° (distribucion relajada, AWr=0)
migran cercanos al nick. Al afiadir intercalante, se reduce Tw y estas moléculas de ADN lo
compensan incrementando Wr, que en este caso pasa a ser Wr>0. En consecuencia,
adquieren mayor velocidad en el gel.

Las electroforesis fueron realizadas en tampon TBE (Tris base 89 mM, acido Bérico
89 mM, EDTA 2 mM). Dado que los minicromosomas de S. cerevisiae examinados tienen
tamanos entre 1 y 2 kb, se utilizaron geles con 1.5% de agarosa. Para poder resolver
simultaneamente las distribuciones de Lk de ADN relajado in vitro (o =0) y del ADN de
los minicromosomas in vivo (o =-0.05), se utilizaron concentraciones de 0.2 yg/ml de

cloroquina en geles de una dimension. Para una correcta resolucién de los topoisomeros,
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el voltaje aplicado a las electroforesis debe ser bajo, ya que un sobrecalentamiento del
gel altera excesivamente el valor h° del ADN circular. Habitualmente se aplicaron de 3 a
5 V/cm (distancia entre los electrodos) durante 12-18 horas.

2.5 Transferencia del ADN (Southern) y su deteccion mediante

guimioluminiscencia

Los minicromosomas circulares de S. cerevisiae representan una pequena fraccién del
ADN celular. Por ejemplo, de 10 ml de cultivo (ODgy~ 1) contienen cerca de 30 ug de
ADN genémico y 1-3 ng de minicromosomas centromeéricos. Para su visualizacion tras las
electroforesis es necesaria la transferencia de las moléculas de ADN desde su posicion
en el gel de agarosa a una membrana (Southern Blot) y su posterior deteccidbn mediante

hibridacién con una sonda que emita una senal.

Para el Sothern blot, el gel se equilibr6 sucesivamente con una solucién de
depurinizacion que fragmenta el ADN (HClI 0.25N, 10min), una solucién de
desnaturalizaciéon (NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M, 30 min) y una solucién de renaturalizacion
(NH40Ac 1 M, NaOH 0.02 N, 30 min). EI ADN se transfiri6 por capilaridad durante
>4 horas a una membrana de Nylon (Amersham Hybond-N*, GE Healthcare®). EI ADN
transferido se fij6 covalentemente a la membrana mediante la irradiaciéon UV (1200 pJ) de
un aparato Stratalinker®.

Para la deteccion del ADN transferido se utilizd el sistema de quimioluminiscencia
AlkPhos Direct de GE Healthcare®, que permite detectar <1 pg de ADN mediante una
sonda de hibridacion. En este sistema, la sonda se conjuga directamente a una fosfatasa
alcalina termoestable. Tras la hibridacién, la fosfatasa actia sobre un reactivo (CDP-
Star®) que al descomponerse emite luz visible.

2.5.1 Construccién de la sonda

Dado que todos los ADNs circulares analizados en esta tesis contienen la secuencia de
S. cerevisiae TRP1ARS1, la sonda se generdé a partir de esta secuencia (1.4 kb)
amplificada mediante PCR (TRP1ARS-F 5- TGGTGACTATTGAGCACGTG-3" vy
TRP1ARS-R 5-GAAGGAGCATGTTCGGCAC-3"). La forma termo-resistente de
fosfatasa alcalina (Kit AlkPhos Direct) se conjugd directamente al producto de la PCR

(~100 ng) mediante formaldehido. El grado de conjugacion se comprobd mediante
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diluciones seriadas de la sonda (1:10, 1:30 y 1:100) sobre una membrana. Tras 5 minutos
en contacto con el reactivo CDP-Star, la quimioluminiscencia emitida se detecté con una

camara CCD a diferentes tiempos de exposicion (1 min, 3 min'y 10 min).

2.5.2 Hibridacion del ADN y revelado de la quimioluminiscencia

La membrana con el ADN transferido por Southern se incubd con la sonda segun las
recomendaciones indicadas en el Kit AlkPhos Direct, a 60 °C durante 4 h en el tampén de
hibridizacién incluido en el kit. La membrana se lavd con el Primary Wash Buffer (Urea
2 M, SDS 0.1% (w/v), NaH,PO, 50 mM pH 7, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM, reactivo de
bloqueo 0.2%) y el Secondary Wash Buffer (NaCl 2 M, Tris base 1 M, MgCl, 2 mM)
descritos en el kit. Tras cubrir la membrana con el reactivo CDP-Star durante 5 min, esta
se puso en contacto con un film de autoradiografia. La sefal quimioluminiscente se

obtuvo tras minutos (1 min-10 min) o pocas horas (1 h-3 h) de exposicion.

2.6 Analisis de las distribuciones de Lk

Los analisis topologicos en esta tesis han consistido principalmente en determinar
diferencias en las distribuciones de numero de enlace (Lk) entre poblaciones de
moléculas circulares de ADN. Estas moléculas podran contener secuencias de ADN
distintas y proceder de condiciones experimentales diferentes. Sin embargo, las
poblaciones a comparar deberan tener siempre el mismo tamano (nimero exacto de
pares de bases), de manera que todas ellas tienen un mismo valor Lk® a partir del cual es

posible calcular y comparar directamente su ALk.

El punto de partida para el analisis de Lk son las imagenes de las distribuciones de
topoisomeros obtenidas en las autoradiografias de las electroforesis de ADN. El analisis
tiene dos fases, una cualitativa y una cuantitativa (Figura M3). La primera identifica los
topoisomeros de distinto Lk en las autoradiografias y se les asigna un valor arbitrario (0, -
1, -2... etc.). Este valor puede ser aproximadamente la diferencia de enlace entre el
problema y un control del ADN relajado del mismo tamafio (Lk®), que se incluye en las
electroforesis. Este proceso implica contar el numero de saltos de Lk (visibles y no
visibles) que separan las dos muestras. Se asigna valor 0 al topoisomero mas prominente
de la muestra relajada (seria el mas cercano o igual a Lk®), y se asignan valores -1, -2...

etc. al resto de bandas hasta llegar a la distribucibn de topoisomeros de la muestra
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problema. Se obtiene asi un valor "ALKk aproximado". Para este andlisis es Gtil generar
mediante el software Imaged (http://imagej.nih.gov/ij/) un plot densitométrico de la

distribucion de Lk de cada muestra cargada en el gel.

La segunda fase consiste en determinar con exactitud el centro de cada distribucion de
Lk para poder calcular asi un valor "ALk exacto". Para ello se ha utilizado ImagedJ para
cuantificar la intensidad de cada banda en las distribuciones de Lk. Multiplicando la
intensidad por el valor asighado y promediando los resultados se obtiene el valor medio
de cada distribucion. Este valor, que indica el centro de intensidad de la distribucion, no
tiene por qué ser un entero y coincidir por tanto con la posicion de algun topoisomero. La
diferencia entre los centros de distintas distribuciones (por ejemplo ADN relajado y ADN
problema) permite calcular el "ALk exacto". Este andlisis se representa mediante el
histograma de intensidades de cada distribucién de topoisomeros, sobre el que se ha

ajustado una campana y su centro.

ADN ADN
relsjado  problema
nick ‘ *
N i ALk ~ -7
—f -4 § A=
-3 - - -5 5=
“2 — . '6 -6_
-] = -7 -’ -1 = 7—
0— - el g - s
:; - Q 2 +2° 9~
Lk®
o § Alk= -7.44
-
-——
Gl
-
9 8 7 8 5 4 324 0 1 42

Figura M3. Ejemplo de calculo de la diferencia de enlace (ALk) entre dos distribuciones de
topoisomeros: ADN relajado y ADN problema. Primero se calcula un ALk aproximado contando el
ndamero de topoisomeros que separan las dos distribuciones mediante inspeccion visual de las
autoradiografias. Posteriormente, se cuantifican las intensidades de cada topoisomero para determinar
dénde esta el centro de cada distribucion (no necesariamente coincidente con una banda de ADN). La
distancia (unidades de Lk) entre los centros de las distribuciones indica el ALk exacto.
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3. Construccion de minicromosomas circulares

Todos los minicromosomas circulares de S. cerevisiae construidos y objeto de estudio en
esta tesis tienen en comun la secuencia TRP1ARS1 que permite su mantenimiento en
medios de cultivo TRP(-). Debido a su pequefno tamafno (< 2kb), estos anillos carecen de
origen de replicacion bacteriano y genes de resistencia a antibiéticos, por lo que no
pueden amplificarse en bacterias. Por tanto, todos se han construido mediante la
circularizacion in vitro de fragmentos de ADN lineal escindidos de plasmidos nodriza. Las
distintas secuencias de ADN insertadas en los minicromosomas (variantes de
centrdmeros puntuales, variantes de promotores y controles) se han generado mediante
PCR, creando con los cebadores dianas de restriccion adecuadas tal como se detalla en
cada constructo. Las modificaciones creadas en los plasmidos nodriza se han

comprobado mediante secuenciacion y posteriormente se han amplificado en E. coli.

Para producir un minicromosoma, su secuencia lineal se escinde del pldsmido nodriza
con una diana que genera dos extremos cohesivos compatibles. El fragmento se purifica
en gel y se circulariza con Ligasa T4. Para favorecer la formacion de anillos
monomeéricos, la concentracion de ADN lineal a ligar debe ser < 0.5 ng/ul. Sin embargo,
se requieren cantidades importantes de estos anillos (1 pyg) para su posterior introduccion
en levaduras. Para satisfacer ambas necesidades, se preparan 200 uyl de Buffer de
ligacion (50 mM Tris HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 10 mM DDT, pH 7.5) + Ligasa T4
(New England Biolabs) a 23°C + 100 ng de ADN lineal. Dado que la Ligasa T4 cicla los
casi todos los segmentos en 1-2 minutos, cada 5 min se afaden 100 ng de ADN lineal.
De esta forma se producen cantidades de anillos monoméricos de ADN que pueden

purificarse para su posterior introduccion en levadura mediante electroporacion.

3.1 Constructos para analizar la topologia del centromero puntual de

S. cerevisiae

Generacion 0
El plasmido nodriza sobre el que se comienzan a hacer todas las modificaciones es
pSTAT, construido en el laboratorio por Xavier Fernandez. Para ello, el fragmento
TRP1ARS1 (EcoRI-EcoRI, 1453 pb) de S. cerevisiae se amplific6 por PCR y se integr6 a
través de la diana EcoRI en el plasmido comercial pST18 de 3.1 kb (Boehringer
Mannheim®).

49



Material y métodos

EcoRT(60) pgep (338)

pSTAT

El plasmido, permite obtener el fragmento TRP1ARS1 para su ciclacion por EcoRI. A
partir del plasmido nodriza resultante pSTAT, se generd el minicromosoma TRP1ARS1
(1453 pb) resultado de la digestion y ciclacién del segmento entre dianas EcoRlI.

18+/=16

1293+/-146 170+/-15

1154+/-21 119383

814+/:20 famrele

TRP1ARSH1

En todos los esquemas de contructos se representan los nucleosomas posicionados por

la secuencia TRP1ARS1 (gris) y los complejos cromatinicos adicionales (color).
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Generacion 1

La secuencia centromérica del cromosoma 4 (CEN4) se amplifico desde el plasmido
Ycp50 (Parent et al., 1985) creando dianas terminales BamHI y Kpnl. ElI fragmento
resultante de 260 pb se insert6 en pSTAT dando lugar al plasmido pSTAT-CEN.

EcoRIB0) piger (338)

4800bp

Sacl
Kpnl CEN4

J-Z-_\:RIW

BamH]I AMP
Kbl
Sall

Ps1l

pSTAT_CEN HindIll

Generacion 2

Para poder escindir y recircularizar un fragmento que incluya TRP1ARS1+CEN4 de un
plasmido nodriza, se sustituyd la diana EcoRI de pSTAT-CEN situada en la posicién 60
por la diana Sall mediante PCR (primers 0-F y 0-R, Tabla M4, al final de esta seccién), lo

gue redujo también el tamafo del plasmido resultante: pODI-2.1.4.

SalliedF)

Ndel {66)

45008

-

,/f7 \ AMP
EcoRl (3050 CEMN4
Sac

Kpal

Xhal [Pstl

pODI-2.1.4 BamHl Sl gingny
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Con el plasmido nodriza pODI-2.1.4 se generd el minicromosoma mODI.2.1.4 (1686 pb)

como resultado de la digestion y ciclacion del segmento entre dianas Sall.

CDET (1585-1593)

184416

CDETTI(1482-1497) l’am'“" . 170+/-15
N
cENd :
Kpal (1417)
EcoRI(1405) 2 119.253
1293+/1
’ 1686bp 3
7 =l
1154+ .:l""’"\ 4
6
5 628+-16
9744419
mODI.2.1.4 814+/:20

A continuacion se realizaron distintas modificaciones en pODI-2.1.4 sobre la region
delimitada por Sall-Sall para generar variantes de tamafio idéntico a mODI.2.1.4
(1680 pb). Se mutaron mediante PCR (primers 1-F y 1-R, Tabla M4) las 3 bases centrales
de la regiéon CDEIlll de CEN4 con lo que se evita la union del complejo CBF3,
imprescindible para la funcién centromérica. Esta mutacion generd una diana para Ndel.

El plasmido nodriza resultante es pODI-2.2 y el minicromosoma es mODI.2.2.

£DET (1585-1593)

LRSS 1Y
Bamiin !

1704015
COETTI-Mdel (1482-1457)
1
Kpnl (1417)
EcoRI{ 1405y 2 _—
1203+-16
1686bp 3
! s
Hsge =\ 4
&
3 G216
AT+
mODI.2.2 H144/-20
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Sobre pODI-2.1.4 se sustituyd el fragmento de 260 pb BamHI-Kpnl (CEN4) por un
fragmento de igual tamafo conteniendo la secuencia del nucleosoma High2 (Segal &
Widom, 2006) amplificada mediante PCR (primers 2-F y 2-R, Tabla M4). El resultado es
el plasmido nodriza pODI-2.3 y el minicromosoma mODI.2.3.

Sall{0)
|fi|r|lf|lfsl\\m 18+-16 1741 5
P s
(gD ’ «/
Kpal (1417) o™/
i b
EcoRI{ 1405) /_;é'“ - 2 310283
TR
fa 1686bp 3
7 |
1154+ .:I“'_'_'_,'\ 4
&
5 o, T [
GT4+-19
mODI.2.3 e

Generacion 3

Esta generacion incluye modificaciones enfocadas a reducir el tamafio de los
minicromosomas y mejorar su eficiencia de ciclacion. A partir de pODI-2.1.4 se elimin6
mediante PCR un fragmento de 235 pb que contenia el nucleosoma 7 de TRP1ARS1
(primers 3-F y 3-R, Tabla M4). El constructo dio lugar a un minicromosoma de 1451 pb,
CENnN7del.

Balljl
BameHIl { 1 445)
CDEL (1362) 184516
CDEIII (1266)
1 et 5
AN 1/
Epnl [ 1140} m
EcoBH11TE)y 2
11545210 _._._.__.HI)-:H."
-
1461 bp
6 3

CENnN7del
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La siguiente modificacion mediante PCR (primers 4-F y 4-R, Tabla M4) fue la sustitucion
de la diana Sall por Notl (creandose también una diana adicional unica Ascl) para mejorar
la eficiencia de religacion del anillo. El constructo daba lugar asi a un minicromosoma de
1454 pb, CENn7-Notl.

Motl{i

BamHI [ 1435

CDET (1351) 18+/-16
CDEIIL (1255
E\} 1 /
CEN4
Kpnl (1172)
EcobI 1 160} 2

V150220 10.381

1454 bp

CENN7-Notl £14+0.20

En el minicromosoma CENn7-Notl, CEN4 se encuentra entre los nucleosomas 1y 6 de
TRP1ARS1. Como se ha explicado en la introduccién, la regién protegida frente a
digestidon por MNAsa del complejo centromérico in vivo se extiende mas allad de CDEIII.
Con el objetivo de dejar espacio suficiente para la union de CBF3 y se mantuviese la
funcion centromérica, se amplié el espacio entre CEN4 y el nucleosoma 6 (primers 5-F y
5-R, Tabla M4), lo que dio lugar al minicromosoma mODI.3.1.4

Motl{oy

Al 1450
BamHI{1424)
ATE (3B)
CDETL (1369-1376)

CDEIIT (1265-1280) ™.

EcoRI1128)

1154+
319-243

1441bp

G4+ .|un"d-'-'-;‘"k r —

mODI.3.1.4 HIEH-1

54



Material y métodos

Las secuencias mutCEN4 y High2 se amplificaron a partir de constructos de la
generacion 2 como fragmentos BamHI-Kpnl (primers 5-F/5-R y 6-F/6-R, respectivamente,
Tabla M4), y se trasladaron a los plasmidos nodriza de la generacion 3 para generar los

minicromosomas mODI.3.2 y mODI.3.3

Ascli 1430)

HamHI{1424)
ATG (38)

CDET (1369-1376)
CDEIII-MNdel (1265-1280)

Kpnl (1170
Ecoltl(1158)

1154+4-21
19-283

GT4+-19

mODI.3.2 s 628+/-16
Motl()
Ascl{ 1430
ATE (38)
1 &40
Kpal (11700
EcoRI{1153
1 154+/.21
319-283
mODI.3.3 Han 6254116
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Generacion 4

En esta nueva generacion se elimind el nucleosoma 6 del segmento TRP1ARS1. Para
ello, se amplific6 la secuencia TRP1ARS1 desde el nucleosoma 1 (creando una diana
EcoRlI) hasta el nucleosoma 5, creando una diana Notl (1040 pb) (primers 7-F y 7-R,
Tabla M4). Este segmento mas corto (1040 pb) reemplazé la secuencia TRP1ARS1 en
pODI-3.1.4. El fragmento BamHI-Kpnl de este nuevo plasmido nodriza se sustituy6 por
diferentes centromeros de S. cerevisiae: CEN2 (pODI-4.1.2), CEN4 (pODI-4.1.4), CEN7
(pODI-4.1.7) y CEN12 (pODI-4.1.12). Los centrébmeros se amplificaron sobre ADN
gendmico como fragmentos de 270 pb con extremos BamHI-Kpnl (primers 8-F/8-R, 9-F/9-
R, 10-F/10-R, 11-F/11-R respectivamente). Estos cuatro constructos generaron los
minicromosomas mODI.4.1.2, mODI.4.1.4, mODI.4.1.7 y mODI.4.1.12, todos de 1341 pb.

Ml

Ascl 133
Bamblli | 325)

[ e S

CDEIII{ugs.ETj 5
CDEI{1091-1099)
CEN2
Kpal {104%)
Knal{ 1030},
Ecaltli 1003) 1341 bp . »
YRR+
ATG—e 4
1
*
3\
TR .|5/ e 488
mODI.4.1.2 BIT-673
Poali )
Ascli 1332
Bamdil 1325}
1 208+ 15 .
CDETIT{1195-1202) - 142 +-20
€BEI(1099-1107)
CEN4
Kpall { 1049)
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mODI.4.1.7

ARR+L14
ATG

mODI.4.1.12 637673

Generacion 5

Esta generacion reduce aun mas el tamano de los minicromosomas anteriores de 5
nucleosomas. En este caso se insertan las secuencias que determinan CEN4, mutCEN4
y High2 con extremos Kpnl-BamHI para dar lugar a tres minicromosomas de tan sélo
1286 pb: mODI.5.1.4, mODI.5.2 y mODI.5.3 (primers 5-F/5-R y 6F/6R, Tabla M4). La
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secuencia que determina CEN4 se inserta también invertida (primers 12-F y 12-R, Tabla
M4). CDEI préximo al promotor TRP1 y CDEIII junto al nucleosoma 5, mODI.5.1.4 Rev.

Bambili 12713

€DEI(1215-1223) 0. )
EDELLI(1112-1127)

Xhol { 1035)

mODI.5.1.4 pren

1424420
CDEI(1112-1120)

Kpal {1017y
EcoRN 1M}

328404

mODI.5.1.4 Rev 637673
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wealiih

Ascl{1278)

HamHI(1271)
CDEI(1215-1223) |p0. 3

CDEITI-Mdel (1112-1127)

1424130

Kbl (1035
Kpal (1017}
EcoR N 100

mODI.5.2 pren

1424030

Khal (1035)

{1007y
Bﬂjﬂﬂlml

mODI.5.3 e

Resumen nomenclatura:

Plasmidos nodriza: pODl.a.b.c

Minicromosomas: mODl.a.b.c

"a" indica la generacién

"b" indica el elemento insertado: 1= CEN, 2= mutCEN4, 3= High2

"c" indica el numero del centrémero (CEN2, CEN4,...)
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3.2 Constructos para analizar la topologia de promotores génicos de

S. cerevisiae

En esta serie de constructos, las secuencias insertadas en plasmidos nodriza y
correspondientes minicromosomas son los promotores de 10 genes sensibles a la
inactivacion de la topoisomerasa Il (Nikolaou et al., 2013). De éstos, 5 reducen su tasa de
transcripcion (DOWN in top2ts) y otros 5 la aumentan (UP in top2ts) a los pocos minutos

de inactivar la topoisomerasa |l (tabla M3).

DOWN in top2 Cromosoma Coordenadas regién promotora
YMR181C Xl 624120-624770
YNLO37C XV 558870-559500
YOR226C XV 761950-762600
YCL027W 1 71390-72050
YNR044W X1V 703260-703910
UP in top2 Cromosoma Coordenadas regién promotora
YOR348C XV 988570-989220
YCLO25W 1l 77740-78390
YJLO37W X 376180-376830
YBR198C Il 618420-619070
YLR445W Xl 1023705-1024355

Tabla M3. Promotores elegidos para el estudio topologico y su respectiva localizacion
cromosdémica

Para la obtencidn de estas secuencias se utilizaron tres bases de datos: Promoter
Database of S. cerevisiae (PDS = http://rulai.cshl.edu/SCPD/), Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST= http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cai) y Yeast Genome Database
(YGD = http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.fpl Aocus=ycl025c)._ Con PDS se obtuvieron

secuencias de regiones promotoras 500 pb hacia 5 y 300 pb hacia 3" del punto de inicio
de la transcripcion (TSS) establecido por Zhang & Dietrich (2005). Mediante BLAST se
obtuvieron las coordenadas gendémicas de las secuencias, a partir de las que YGD
genera un mapa o cartografia de la region, detallando el posicionamiento de
nucleosomas segun Mavrich et al. (2008) y Eaton et al. (2010).
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Una vez identificado el TSS, la NFR y la posicion de nucleosomas vecinos, se definio
como nucleosoma +1 el primero situado tras NFR en direccion 3'. Se establecié el
extremo 3' del segmento a insertar colocando una diana Ascl a 40 pb del core del
nucleosoma +1. A partir de este punto, se estableci6 el extremo 5' del segmento a 630 pb
en la direccion opuesta y en este punto se colocé una diana BamHI. Como resultado, los
segmentos a insertar de 630 pb con los distintos promotores quedaban todos
estructurados como "Ascl: nucleosoma +1: NFR: secuencia del promotor: BamHI"

(primers detallados en Tabla M4, al final de esta seccion).

Como secuencia control (en el inserto de 630 pb) se utilizé una region del genoma de
levadura que no es un promotor (Chrl: 157940-158570). Esta secuencia posiciona 3
nucleosomas que se encuentran en la region codificante del gen YAR007C (posiciones
+3 +4 +5). La topologia de este segmento de cromatina se tomé como referencia para

compararla con las de las regiones promotoras de igual longitud.

A continuacion se ilustran los mapas de los minicromosomas de 1948 pb derivados de los
anteriores constructos. En ellos se indica la posicion de los 5 nucleosomas del segmento
TRP1ARS1 (gris), el centromero (CEN4), y la posicion de los nucleosomas posicionados
por las secuencia control (No Promotor) y la de los 10 promotores. La posicion del TSS

se indica en aquellos casos en los que se ha identificado.

Notl(0)
Ascl(1939)
1902

1424/:20
1772 \
1742

\ +5 5

+/=16

1602 ’4
1562
Control No 4 -
+3 Promotor i
1420— 1948 bp 3
BamHI(1302) ~
1287 , 2 I
_—1CEN4
CDEI(1245-1253) R

/ l

CDEIII(1151-1157)

Xhol (1065)
Xmal(1028)
Kpnl (1047) EcoRI(1001)
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142420

1284/-16

YBR198C

1948 bp

Kpal (1047)  EcoRI(1001)

328+/-16

YCLO025C

1948 bp

CDEI(1245-1253)

CDEITI(1151-1157)
Xhol (1065)

ATG
Kpol (1047)  EcoRI(1001)
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142+/-20

328+/-16

YJLO37W

1948 bp

038+/-16 786+/-18

ATG

Kpnl (1047)  EcoRI(1001)

Ascl(1939)

142+/-20

YLR445W

1948 bp

DI +/-16

ATG
Kpnl (1047)  EcoRI(1001)
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142+/:20

328+-16

YOR348C

1948 bp

CDEI(1245-1253)

CDEIII(1151-1157)
Xhol (1065)

ATG
Kpal (1047)  EcoRI(1001)

3284416

Kpal (1047)  EcoRI(1001)
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BamHI(1302)
CDEI(1245-1253)

CDEIII(1151-1157)

Xhol (1063)

Kpnl (1047)

EcoRI(1001)

Ascl(1939)

YNRO44W

1948 bp

BamHI(1302)
CDEI(1245-1253)
CDEIII(1151-1157)
Xhol (1065)

ATG

Kpnl (1047)  EcoRI(1001)
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142+/-20

328+/-16

YOR226C

1948 bp

CDEI(1245-1253)
CDEITI(1151-1157)

Kpol (1047)  EcoRI(1001)

3284416

YCLO27W

1948 bp

BamH1(1302) 1 637-673

CDEI(1245-1253)

CDETII(1151-1157)
Xhol (1065)

ATG
Kpnl (1047)  EcoRI(1001)



Nombre

Secuencia 523’

Posicion genoma 523 en cromosoma

0-F CGTGGAATTCCATATGGTCGACTATTGAGCACCGTGAGTATACGTG No procede
0-R GACTAGTCCATATGTCGACTATTGAGCACGTGAGTATACG No procede
1-F GATTACATATGCATAAAACCTGCTCAAGAAAAAGAAACTG No procede
1-R GGTTTTATGCATATGTAATCATAAACAATAAATAAATTATTTC No procede
2-F CGCGGATCCTATGAACGGTAAGCAGGGAG No procede
2-R CGGGGTACCTTTCATGGCCATCTTTGTTCC No procede
3-F ATGTGGAATTCGCGTAGAAGATAATAGTAAAAGCG No procede
3-R CATGTG-GAATTC-GAGCTC-GGTACC-ATTTTGGC No procede
4-F ATGGCCTCGAGGCGGCCGCTGGCGCGCCGGATCCACATTAGCATAC No procede
4-R GCCATCTCGAGGCGGCCGCGAGTATACGTGATTAAGC No procede
5-F GGCGGATCCACTTTTGCCTAAATCACAAATTGCAAAATTTAATTGCTTG No procede
5-R GCCGGTACCTAACATGTGGAACTCGAGCTCGGATCGATTTTGGCC No procede
6-F CGGGGATCCTATGAACGGTAAGCAGGGAGTTAAC No procede
6-R CGGGGTACCTCTTTGTTCCTTTCACTATTTTGC No procede
7-E CGCGGAATTCGGTCGAAAAAAGAAAAGG- No procede
7-R CAAGTGCGGCCGCCATTCTCTTCAACAAGTTTGATTCC No procede
8-F CGGGGTACCTAATAATAAATTAATCTTGAGCAAATTG No procede
8-R GCGGGATCCCATACATGAAGAATATAGGATCTG No procede
9-F CGGGGTACCAACTTTTGCCTAAATCACAAATTGC No procede
9-R GCGGGATCCTATAATGCCTATTTTCTGTAAAGAG No procede
10-F CGCGGATCCCCTTTCCTTGCATTATAATTATCC No procede
10-R CGCGGTACCAACATCAATATATATAATATAATCACATTTC No procede
11-F CGCGGATCCCAACGAGTAAACGCTTACTTTTCTAAAG No procede
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11-R CGCGGTACCAAGAAAGAGAATGATGAAAAAAAAACAGG No procede
Nombre Secuencia5 23 Posicion genoma 523 en cromosoma

12-F GCGGGATCCAACTTTTGCCTAAATCACAAATTGC No procede

12-R GCGGGATCCTATAATGCCTATTTTCTGTAAAGAG No procede
YOR348C-F TATGGCGCGCCTATTTTCTCCATACGGATGGCG 988576 / 988597 Chr XV
YOR348C-R GCGGGATCCCCTATCAAAGGAAAATGGGACG 989205/989084 Chr XV
YCLO025C-F TATGGCGCGCCACGGCAGAAGTGTTATGCTG 77753/77773 Chr Il
YCL025C-R CGCGGATCCCCATCGCACTAAATAACGGTC 78382/78362 Chr Il
YJLO37W-F GCGGGATCCGCCTTTGGAAAAGGGTACACG 376194/376214 Chr X
YJLO37W-R ATAGGCGCGCCAACACAGACAGAACTCTGCGAG 376823/376802 Chr X
YBR198C-F TATGGCGCGCCTGGCGCCAGCAGCATTATTAG 618430/618450 Chr Il
YBR198C-R GCGGGATCCGAGAAGCATACTGGGACTTGG 619060/ 619038 Chr I
YLR445W-F GCGGGATCCAGGCTGAACTGATGAGAAAC 1023710/1023729 Chr XII
YLR445W-R ATAGGCGCGCCTTCCTGTGGATTGTTGATTTGCC 1024344/1024322 Chr XII
YCLO27W-F tacGGATCCATCCTTTGTTTACGTATTTG 71390/71410 Chr Il
YCL027W-R TACGGCGCGCCCAATTGTGCTTGCTGAAG 72002/72020 Chr Il
YNRO44W-F TACGGATCCATGACCTCCCTACATGCTTCG 703270/703291 Chr XIV
YNRO44W-R TACGGCGCGCCATACAATGTCGTAGTGCCAGC 703879/703900 Chr XIV
YNLO37C-F TACGGCGCGCCCAGTGATTTCTTTCCCAACA 558870/558890 Chr XIV
YNLO37C-R TACGGATCCGGGTGATGGTTAGAAAGCAC 559480/559500 Chr XIV
YOR226C-F TACGGCGCGCCCCAACGTTTCTTGGGTTTGTG 761960/761981 Chr XV
YOR226C-R TACGGATCCGGGTTCGCTTTCCACCTTAAC 762569/762590 Chr XV
YMR181C-F TACGGCGCGCCAAATATAAGGGGTCGAGG 624130/624148 Chr Xl
YMR181C-R TACGGATCCCCACCATACTTCCCTCATC 624741/624760 Chr XIlI

Tabla M4. Primers utilizados en la construcciéon de los diferentes anillos de ADN
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1. Deteccion de ADN transferido a membrana mediante

quimioluminiscencia

En la mayor parte de los experimentos de este proyecto, el ADN de minicromosomas
circulares se extrajo de levaduras y su topologia se analiz6 mediante electroforesis. Un
cultivo de S. cerevisiae de 10 ml a ODgyo~ 1 contiene aproximadamente 3.4 ug de ADN
gendmico (células haploides). La mayoria de los minicromosomas circulares objeto de
estudio son de pequefo tamano (1 a 2 kb) y tienen centrémero, lo que implica una copia
por célula. Estos minicromosomas representan por tanto ~0.1% del ADN celular
(~3.4ng en 10 ml de cultivo a ODgyo~ 1). Esa cantidad tan pequefia de ADN debe ser
detectada mediante transferencia de las electroforesis a membrana (Southern-blot) y
posterior hibridaciébn con una sonda especifica. Como alternativa al uso de sondas
radiactivas, se construyé una sonda quimioluminiscente mediante el Kit AlkPhos Direct
(GE Healthcare®), tal como se detalla en los métodos. Brevemente, la secuencia
TRP1ARS1, comun en todos los minicromosomas construidos y analizados en esta tesis,
se amplific6 mediante PCR generandose un segmento de 1390 pb (Figura R1). Este
segmento se desnaturalizd mediante ebullicibn y posterior enfriamiento. EI ADN
desnaturalizado se conjugd mediante formaldehido a una forma termo-resistente de
fosfatasa alcalina suministrada por el kit. La eficiencia de conjugacion y actividad de la
fosfatasa se ensay6 haciendo un Dot-blot de diluciones seriadas de la sonda. Tras
incubar las membranas con el reactivo CPD-Star, se detectd6 mediante una camara CCD
la luz emitida en diferentes tiempos de exposicion (Figura R1).

i TREARS 40 1:30 1100 11 1:30  1:100
—
- s 1 min 5 min 10 min

Figura R1. Fragmento TRP1ARS1 generado por PCR vy diluciones seriadas correspondientes a
1, 0.3y 0.1 ng de la sonda, en contacto con CDP-STAR, a diferentes tiempos de exposicion.

Una vez comprobado el correcto marcaje de la sonda, se examind su eficiencia en un
Southern-blot. El plasmido pSTAT (4.5 kb), relajado con topoisomerasa Il, se cargd en
distintas cantidades (100, 10, 1 y 0.1 ng) en un gel de agarosa. La electroforesis se
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realizd en presencia de cloroquina (0.6 pg/ml) para que la distribucién de topoisomeros
relajados (cercanos a Lk®) adquiriera supernerollamiento positivo (Wr>0) y migraran mas
rapido que el plasmido con cortes en una hebra o nick (sin tension helicoidal, Wr=0). El
ADN del gel se transfiri6 a membrana tal como se detalla en los métodos y se hibrid6 con
la sonda TRP1ARS1 siguiendo el protocolo del kit Alk-Phos Direct. Tras la incubacion con
CDP-Star, la membrana se expuso 10 minutos para su autoradiografia (Figura R2). La
imagen detectd bandas de ADN en el rango de 0.1 ng. La intensidad de las sefiales
mostro ser proporcional a la cantidad de ADN de las muestras y aumenté de forma lineal

con mayores tiempos de exposicion (hasta 3 h).

100 10 1 0.1 ng

NiCK " -

L 3 L
Lk distribution o e
Topo Il o
Relaxed
v

Figura R2. Distintas cantidades de plasmido pSTAT (4.5 kb) relajado con topoisomerasa Il se
analizaron mediante electroforesis (0.9% agarosa con 0.6 pyg/ml cloroquina en TBE 1X, 55 V
durante 16 h). Una vez transferido a membrana de Nylon, se hibridé el ADN con la sonda
TRP1ARS1 conjugada con fosfatasa alcalina. Tras la incubacién con CDP-Star, la membrana
se expuso en camara CCD durante 10 min.
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2. Topologia del minicromosoma TA1 de S. cerevisiae

Tal como se explica en la introduccion, la organizacion nucleosomal del minicromosoma
TA1 (segmento EcoRI de 1453 pb ciclado, que contiene TRP1ARS1, del cromosoma IV
de S. cerevisiae) ha sido ampliamente estudiada desde los afios 80. La proteccion frente
a MNasa y, mas recientemente, los mapeos por inmunoprecipitacion de cromatina
corroboran la posicibn de 4 nucleosomas sobre la secuencia del gen TRP1 y 3
nucleosomas posicionados tras la regibn ARS1 (Figura R3). Sin embargo, no se han
llevado a cabo estudios detallados sobre la topologia de TA1. Un Unico experimento, el
realizado por Pederson et al. en 1986, concluyd que la diferencia de enlace (ALk) en este
minicromosoma es aproximadamente -7. Dado que todos los minicromosomas
estudiados en esta tesis derivan de TA1, el primer paso ha sido determinar su ALk con

mayor exactitud.

== TRP1
== ARS1

Figura R3. Posicién de los 7 nucleosomas del minicromosoma TA1 de S. cerevisiae

El anillo de 1453 pb TA1 se construy6 por ciclacion in vitro (ver métodos) y se introdujo
por electroporacién en la cepa de S. cerevisiae JCW25 (TO1 TOP2). Las colonias
portadoras de TA1 se cultivaron a 28 °C vy, alcanzada la fase de crecimiento exponencial,
se fijaron instantdneamente afadiendo un volumen de solucién ToKill (ver métodos). El
ADN de TAT1 fijado in vivo se obtuvo mediante lisis mecéanica de las células, extraccion
fendlica y precipitacion con etanol (ver métodos). Se examiné mediante electroforesis (gel
de 1.1% agarosa en presencia de 0.6 yg/ml cloroquina en TBE 1X) y posterior hibridacion

del blot con la sonda quimioluminiscente TRP1ARS1 (Figura R4 A, carril V). En el mismo
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gel se carg6 el ADN de TA1 desproteinizado y relajado in vitro a 28 °C con topisomerasa |
(Figura R4 A, carril R). El andlisis cuantitativo (ver métodos) de las distribuciones de Lk
de TAT1 in vivo y de TA1 relajado in vitro revel6 una diferencia de enlace de 9.6 unidades
negativas (Figura R4 B).

A V R B
G CHROMATIN in vivo DNA RELAXED

N - 28°C 28°C
-6 -+ -4 | «— ALKCHR 9.6
7> «--3 |
-8 . - -
-9 -»> ‘ - - -1 “ ‘! T T T T
0+ W e « 0 421110 9 8 -7 654 -3 -

e

. 96/7 = -1.37

Figura R4. A. Distribuciones de Lk del minicromosoma TA1 fijado in vivo (V) y de su ADN
relajado in vitro (R). Las condiciones electroforéticas fueron: agarosa 1.1%, cloroquina
0.6 pg/ml, TBE 1X, a 70 V durante 20 h. B. Cuantificacion de bandas de topoisomeros y calculo
de la diferencia de enlace entre las muestras V y R.

El valor de ALk de -9.6 observado en el minicromosoma TA1 podria estar enteramente
estabilizado por la cromatina (7 nucleosomas) o deberse en parte a la presencia de

tensién helicoidal negativa in vivo (no estabilizada por la cromatina).

Para testar estas dos posibilidades, las células con TA1 se cultivaron como
anteriormente, pero el minicromosoma TA1 se extrajo en este caso en forma de
cromatina nativa (ver métodos). ElI minicromosoma se incub6 a continuaciéon in vitro a
28°C con topoisomerasa | o topoisomerasa Il durante 30 min para relajar la posible
tension helicoidal no estabilizada por cromatina. Como control de la actividad relajadora
del enzima, se afiadi6 a las reacciones un plasmido control con tension helicoidal

negativa (0=-0.6).

Al comparar la distribucion generada por TA1 extraido en forma de cromatina (C) con la
del ADN extraido de células fijadas (V), se observé una distribucion de Lk muy similar,
qgue no se alteraba tras la incubacién con topoisomerasas (T1 y T2) (Figura R5 A). En
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cambio, el plasmido control incluido en las reacciones fue completamente relajado (Figura
R5 B). El plasmido control se relajo tanto con topoisomerasas | y Il exdgenas (Figura R5
B: T2 y T1) como por la actividad topoisomerasa presente en el extracto celular que

contiene los minicromosomas (Figura R5 B: C).

A Minichromosome TA1 B control plasmid
VCT2T1 VCT2T1

SRR

Figura R5. A. Distribucion de Lk del minicromosoma TA1 extraido de células fijadas in vivo (V),
extraido como cromatina nativa (C) y tras su incubacion con topoisomerasal (T1) o
topoisomerasa Il (T2). B. Topologia del plasmido control (6.9 kb) incluido en las anteriores
muestras y reacciones. Superenrollado (S) y relajado (R).

Estos resultados descartan la presencia de tension helicoidal libre en el minicromosoma
TA1. Por tanto, su diferencia de enlace de -9.6 esta completamente estabilizada por la
cromatina. Si esta estabilizacion la llevan a cabo los 7 nucleosomas de TAT1, resulta en un
promedio de -1.37 unidades de Lk por nucleosoma.
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3. Cambios en la topologia del minicromosoma TAl de

S. cerevisiae al incorporar un centromero

Tras determinar el valor de ALK en el minicromosoma TA1 in vivo, se construyeron
derivados del mismo que contenian un elemento adicional entre los nucleosomas | y VII.
Estos insertos de idéntico tamafo dieron lugar a minicromosomas de 1686 pb (Figura
R6). Estos elementos fueron: un nuevo nucleosoma (High2), un centrémero (CEN4) y un

centromero no funcional (mutCEN).

—@— High 2

I
LTT+ CEN4

Figura R6. Mapa general de los minicromosomas de 1686 pb, que contenian distintos
elementos entre los nucleosomas | y VIl de TA1.

High2 es una secuencia del genoma de S. cerevisiae que posiciona de forma precisa y
estable el nucleosoma +4 del gen CAB3 (YKLO88W) (Segal & Widom, 2006). La
secuencia que define el centromero puntual del cromosoma IV (CEN4) se modificé en 4
pares de bases de CDEIll, que son esenciales para la union del complejo CBF3 y por
tanto, para la formacién del centromero (mutCEN) (Figura R7).
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Figura R7. Mapa detallado entre los nucleosomas | y VII de los minicromosomas de 1686 pb
tras la insercion de segmentos de igual longitud conteniendo las secuencias High2, CEN4, y
mutCEN.

Los tres anillos construidos in vitro (ver constructos de la generaciéon 2 en métodos) se
introdujeron por electroporacion en la cepa de S. cerevisiae JCW25 (TO1 TOP2). Las
colonias transformantes se cultivaron a 28 °C en medio selectivo (SC Trp’). Al llegar a la
fase de crecimiento exponencial, las levaduras se fijaron y se extrajo su ADN. Las
distribuciones de Lk de los minicromosomas se analizaron mediante electroforesis en
condiciones similares a las descritas para el minicromosoma TA1 (Figura R8). En el
mismo gel se cargd ADN circular de 1686 pb desproteinizado y relajado in vitro con
topoisomerasa | a 28°C (Figura R8A, Rel), con el fin de identificar la posicion de Lk°® y
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poder calcular la diferencia de enlace (ALk= Lk-Lk°) de los minicromosomas fijados in

Vivo.

Los resultados de tres experimentos independientes indicaron que el minicromosoma con
el inserto High2 tiene un ALk=-11, es decir, una ganancia de -1.4 unidades respecto a
TA1 (ALk=-9.6). El minicromosoma con el inserto mutCEN tiene un ALk=-10.8, por tanto,
una ganancia de -1.2 unidades respecto a TA1. Estos valores eran compatibles con la
incorporacion de un nucleosoma en el segmento insertado. En cambio, el minicromosoma
con centromero (CEN4) presento un ALk= -9, una ganancia de +0.6 unidades respecto a
TAI1.

A ALkCuR -11
CEN4 G
AIN: -1.4
ADN .
Rel High 2 mutCEN
421109 B8 -7 6543 2
fe— ALKSHR g "
pRm— ,"T\, :.
N -5 . mon | H .
- -6 ' GAIN: +0.6 A
aved CEN4 1 ) /LN
— & -7 1] 1
R 421110 9 8 -7 6543 2 -1 0+ +2
S «-8
-2 R -9
A J— ~ <« -10
-« -11
0- . «-12 N |
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Figura R8. A. Distribuciones de Lk de los tres minicromosomas 1686 pb fijados in vivo (High2,
CEN4, mutCEN) y del ADN del mismo tamafio relajado in vitro (ADN Rel). La electroforesis fue
en agarosa 1.1% con cloroquina 0.6 yg/ml TBE, a 70 V durante 20 h. B. Cuantificacion de
bandas de topoisomeros y calculo de la diferencia de enlace (ALk) de cada minicromosoma
(LkCHR) respecto al ADN relajado (Lk®). Cada valor de ALKk se compar6 con el ALk (-9.6) del
minicromosoma TA1 para determinar la aportaciéon (GAIN) de los elementos insertados.

Para comprobar si la ganancia de +0.6 Lk en el minicromosoma con centrébmero estaba
estabilizada por la cromatina o era fruto de tension helicoidal relajable, se condujo un

experimento como el descrito anteriormente para TA1: Se extrajo el minicromosoma
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como cromatina nativa y se incub6 con topoisomerasa | o Il. Los resultados indicaron que

su topologia no se altera (Figura R9). Por tanto, el valor ALk= -9 en el minicromosoma

con centrémero esta estabilizado.
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Figura R9. Topologia del minicromosoma centromérico de 1686 pb extraido de células fijadas
in vivo (V), extraido como cromatina nativa (C) y tras su incubacion con topoisomerasa | (T1) y
topoisomerasa Il (T2). El mismo ADN desproteinizado y relajado se muestra en la primera calle

(R).

Para comprobar si la ganancia de +0.6 Lk del minicromosoma centromérico se mantenia

en cepas deficientes en actividad topoisomerasa, se introdujo en las cepas de
S. cerevisiae JCW26 (TO1 top2-ts) y JCW27 (Atopl TOP2). Como referencia se examin6

también la topologia del minicromosoma mutCEN en las mismas cepas. Los resultados

mostraron que en las cepas deficientes en topoisomerasas estos minicromosomas
mantienen una distribucidén de Lk similar a la observada en JCW25 (TOP1 TOP2) (Figura

R10). Estos resultados corroboraron que la topologia singular del minicromosoma

centromérico es una propiedad intrinseca de la estructura de su cromatina, no

dependiente de topoisomerasas.
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Figura R10. Distribuciones de Lk de los minicromosomas de 1686 pb, conteniendo CEN4 o
mutCEN, en cepas de S. cerevisiae deficientes en topoisomerasas: JCW25 (TOP1 TOP2),
JCW26 (TOP1 top2-ts), JCW27 (topl TOP2).

3.1 Construcciéon de minicromosomas centroméricos de tamano

minimo

La ganancia de +0.6 unidades de Lk en el minicromosoma centromérico con respecto a
TA1 podria explicarse por varios mecanismos. Una posibilidad es que la formacion del
centrdmero altere la estructura de la cromatina adyacente, por ejemplo, desestabilizando
los nucleosomas | y/o VII de TA1. Estos nucleosomas cercanos al centrdmero podrian
perder estabilidad y no llegar a aportar -1.3 unidades de Lk cada uno. En consecuencia,
la diferencia de enlace no seria tan negativa en el minicromosoma centromérico de 8
"nucleosomas" como en TA1 de 7 nucleosomas. Otra posibilidad, adicional a la anterior,
es que en el segmento insertado entre los nucleosomas | y VIl pudieran alojarse dos
nucleosomas. Es decir, los constructos con la secuencia High2 y mutCEN acomodarian 2
nucleosomas en vez de uno (Figura R11) y generarian por ello una diferencia de enlace
mucho mas negativa que la del constructo con el centromero. Una ultima posibilidad es
que el centrobmero estabilice mediante su propia estructura una diferencia de enlace de

+0.6 sin afectar la topologia de la cromatina adyacente.
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Figura R11. En los minicromosomas de 1686 pb (generacion 2) la distancia en TA1 entre los
nucleosomas | y VIl es superior a 400 pb y, por lo tanto, podria permitir el posicionamiento de 2
nucleosomas.

Para testar las anteriores posibilidades, se disefiaron minicromosomas de menor tamarno
con los que comprobar si los parametros topoldgicos observados se mantenian. En
primer lugar, se elimind el nucleosoma VIl y se redujo el tamano del inserto conteniendo
el centromero. El resultado fueron constructos de 1441 pb (ver métodos, generacion 3) en
los que el centrobmero quedaba posicionado entre los nucleosomas |y VI de TA1 (Figura
R12). Sin embargo, no fue posible obtener transformantes con estos minicromosomas. La
causa de este problema se atribuyé a que el centromero quedaba demasiado cerca
(< 90 pb) del punto de inicio de transcripcion (TSS) del gen TRP1. Se realizaron entonces
nuevos anillos, generacion 4, en los que se incremento la distancia del centromero al TSS
a mas de 130 pb (Figura R12). En estos constructos se eliminé también el nucleosoma
VI. El resultado fueron minicromosomas de 1341 pb con el centrobmero posicionado entre
los nucleosomas | y V (ver métodos, generacion 4). Estos minicromosomas
centroméricos mostraron ser estables en S. cerevisiae. En estos minicromosomas, sin
embargo, la distancia entre los nucleosomas | y V era aproximadamente de 320 pb y, por
tanto, aun era factible un encaje de dos nucleosomas en ausencia de centrémero. Por
ello, en la siguiente serie de constructos se redujo esta distancia por debajo de 270 pb,
para impedir el encaje de dos nucleosomas. El resultado fueron minicromosomas de
1286 pb en los que el centrdbmero situado entre los nucleosomas | y V quedaba a una
distancia de 98 pb del TSS del gen TRP1 y a 48 pb del nucleosoma V (ver métodos,
generacion 5). Intentos de reducir aun méas el tamafo de los minicromosomas
centroméricos consistieron en eliminar el nucleosoma V. Estos constructos no generaron
transformantes posiblemente debido a que el centrdmero quedaba adyacente al origen de
replicacion (ARS1) e interferia con su funcién.
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Figura R12. Mapa detallado de insertos del centromero en minicromosomas de la generacion
3 (1461 pb), generacion 4 (1341 pb) y generacion 5 (1286 pb). Se indica la posicion de los
nucleosomas |, V 6 VI de TA1 y se indica la distancia entre el centromero y el TSS del gen
TRP1.

Puesto que los minicromosomas centroméricos de la generacion 5 fueron los mas
pequefios que mostraron ser estables en S. cerevisiae, se utilizaron para su analisis
topoldgico. Para ello se sintetizaron derivados del mismo tamafio (1286 pb) en los que se
sustituyé el centrémero (CEN4) por un centromero no funcional (mutCEN) o el
nucleosoma High2 (ver métodos, generacion 5). En estos minicromosomas, la secuencia
mutCEN mantenia una distancia de 98 pb hasta TSS y de 48 pb hasta el nucleosoma V
(tal como con la secuencia CEN4). En cambio, la secuencia de posicionamiento del
nucleosoma High2 quedaba situada a 61 pb del TSS y a 39 pb del nucleosoma V (Figura
R13). A pesar de estar tan cerca del TSS, estos minicromosomas pudieron transformar y
amplificarse en S. cerevisiae. Por tanto, la interferencia del centrbmero situado a <90 pb
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del TSS (observada en los constructos de la generacion 3) era posiblemente debida a
que el gran tamano del complejo CBF3 “desborda” la secuencia de CDElIIl, invadiendo el

TSS y por lo tanto impidiendo la transcripcion de TRP1.
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Figura R13. Mapa detallado entre los nucleosomas | y V de los minicromosomas de 1286 pb
tras la insercion de las secuencias High2, CEN4, y mutCEN.

Una variante mas de los minicromosomas de 1286 pb consistié en invertir la direccion del
centrdmero (CEN4). Este constructo, con CDEI proximal al gen TRP1 y manteniendo las
distancias de 98 pb al TSS y 48 pb al nucleosoma V, mostr6 también ser estable en

S. cerevisiae (Figura R14)
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Figura R14. Mapa detallado entre los nucleosomas |y V de los minicromosomas de 1286 pb
con la secuencia de CEN4 (111 pb) insertada en sentidos opuestos.

3.2 Topologia del ADN en los minicromosomas de 1286 pb con y sin

centrobmero

Al igual que en experimentos anteriores, los minicromosomas de 1286 pb con las
secuencias High2, mutCEN y CEN4 en direccion forward y reverse (f y r) se introdujeron
por electroporacion en la cepa de S. cerevisiae JCW25 (TO1 TOP2). Las colonias
transformantes se cultivaron a 28°C en medio selectivo (SC Trp’). Al llegar a su fase de
crecimiento exponencial, las levaduras se fijaron y se extrajo su ADN. Las distribuciones
de Lk de los minicromosomas se analizaron mediante electroforesis (Figura R15). En las
electroforesis se cargd ADN circular de 1286 pb desproteinizado y relajado in vitro con
topisomerasa | a 28°C, para poder identificar la posicién de Lk® y calcular asi la diferencia
de enlace (ALk= Lk-Lk°) de los minicromosomas fijados in vivo. Las electroforesis se
realizaron en geles monodimensionales (Figura R15 A) (agarosa 1.2%, cloroquina
0.6 yg/ml TBE, 70 V durante 20 h) y también geles bidimensionales (Figura R15 B) (12D:
0.65 pg/ml cloroquina, 15 h, 70 V / 22D: 3 ug/ml cloroquina, 4.5 h, 80 V). Estos ultimos
permitieron descartar posibles ambiguedades en la identificacion de topoisomeros de

mayor 0 menor numero de enlace.
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Los resultados mostraron que los minicromosomas con High2 y mutCEN tenian
respectivamente un valor de ALk de -8.4 y -8.2 respecto al ADN relajado (Figura R15 C).
Estos valores eran consistentes con la presencia de los 6 nucleosomas, tal que cada uno
estabilizaria en promedio un ALk cercano a -1.4. Este resultado confirm6 que, junto a los
cinco nucleosomas de TA1, un sexto nucleosoma habia encajado en la secuencia High2
y en la secuencia mutCEN. En el caso de los minicromosomas con CEN4, el ALk fue -6.4,
independientemente de la orientacion de la secuencia CEN4. Este valor era consistente
con la sustitucion del nucleosoma High2 o mutCEN (ALK -1.4) por un complejo en CEN4
que estabilizase +0.6 unidades de Lk. Este cambio de topologia coincidia enteramente
con la observada en los minicromosomas de 1686 pb. En este caso, sin embargo,
guedaba excluida la posibilidad de que la secuencia del inserto pudiera albergar mas de
un nucleosoma. También se hacia mas inverosimil que el valor +0.6 fuera debido a la
desestabilizacién de la cromatina adyacente al centrbmero, ya que quedaba situado a
corta distancia del TSS de TRP1 y a menos de 50 pb del nucleosoma V que forma parte
de la region ARS1.

85



Resultados

A CEN4

__@_ High 2 (f) (r) mutCEN nghz

1
LT CEN4(® 4-N
T -3+
{013 CEN4 (f) <« -4
-2
I llll mutCEN -»> g 5
'\\ ’ l -1
Y ’ -6
0+ <7
1286 s TRP1 ¥ )
bp s ARS1 ! *-8
0--9
<+ .10
B :
R  High2 mutCEN CEN4
- . - -
P ‘ -
‘ . - -
c
|‘_‘Al_k°ﬂ84 _’|R |‘_W 64 _’|R
. High 2 /I\ . CEN4 ()
A0 3785 A8 B A0ME NN OST L33 5 10
je—— ALKHR.B2 —>! R je— ALK*R.64 — R
mutCEN /'\ . CEN4 () .
-11-10 9 8T 6543210+ 42 M09 B7 6543 2 -1 0+ +2

Figura R15. A. Electroforesis (agarosa 1.2%, cloroquina 0.6 pyg/ml TBE, 70 V, 20 h) del ADN de
los minicromosomas de 1286 pb con los insertos High2, mutCEN, CEN4 en dos sentidos (fy r),
y del ADN del mismo tamafio relajado in vitro (R). B. Electroforesis bidimensional (12D:
cloroquina 0.65 pg/ml TBE, 15 h, 70 V / 22D: cloroquina 3 pg/ml TBE, 4 h, 80 V) con muestras
del gel anterlor C. Cuantificacion de bandas de topoisomeros y calculo de la diferencia de
enlace (ALk ) de cada minicromosoma respecto al ADN relajado.
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3.3 La diferencia de enlace (ALk) estabilizada por el centromero es
independiente de la distancia CDEI-CDEIII

Los analisis topologicos de los minicromosomas centroméricos de 1686 pb y de 1286 pb
descritos previamente sugieren firmemente que la estructura intrinseca del centrémero
puntual de S. cerevisiae estabiliza un ALk ~+0.6, lo que contrasta con el ALk ~-1.3
estabilizado por nucleosomas tipicos. El valor ALk +0.6 implica que en el segmento de
ADN centromérico, ATw + AWr=+0.6. Es decir, el paso de la doble hélice es mas
pequefio (ATw>0) y/o la doble hélice se enrolla en sentido dextrogiro (AWr>0) sobre las
proteinas histonas. Estas deformaciones estan estabilizadas por los complejos proteicos
que interaccionan con CDEI, CDEIl y CDElIII.

CDEI CDEII CDEIII
@: ...................................... (=900 BWE). scrvtcesssancsscatsnssensnnevs mmnnnr.nnm

SCEN]  GTCACATOACATAATAATAAATAATT T T ARAAATAT AR AATAT T T T T AATAG T T T T TAARTAT T TACAG T T T AT TT T T T ARATT TATTTATATG T T T TG T TR TCCGAAGCAGTCAA
>CEN2  ATCATGIGACTTATTTATTTAATTATTATTAAGTAAAARAGATTTTCTATTTAAATTTATZAATTAAT TTTTTTTCTTAAATAAT TATT T TATGT TTT TG T IfETCCOANAAAGAAAA
SCEK)  GICACATGATGATATTTGATTTTATTATATITTTAAAAAAAGTARAAAATAAAAAGTAGTTTATT T TAAAAAATAAAATTTAAAATATTAGTG TATTIGATITCCONAAGTTAAAA
>CEN4  GICARATORTZATAATCAACTTTTTZANAMAT I TAAAATACT T TTTIATT T TTATI TTTAMCATARAT GAAATANTTTAT TTATT GTT TATGATEACCGARACATANAA

3CENS  ATCACHTGCTTTTIAAAARATATAAATTTAATTICATT TICTATT TCAATATT TATTAAATAAAAAATTTGAAAAATATATARAAATTGTAGCAGTATTAGATIFTCCGANAAGAARAA
SCENE  ATCACOIGCTATAAMAATAATZATAATTTAAAT TTTTTAATATAMTATATAAAT TAAAAATAGAAAG TARNAAAAAGARAT TAAACAAAAAATAGT TTT TG T FTCCOANGATCT AN
>CENT  ATCACGTGTTATATTTACTATATAAAAATTCAATAAAT ARAARGT TAGAAGAT ARAAATTATATTATACATAT TTTTATI T TTAT TATARTT T TTGTTTT TGCC I TCCOARAAGAAART
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SCENY  TTCACEIGAAAATTTTTATATTITTAATTAAAT TTTTATAATATTATAAATTATTATAATATTGATAT TTAAAATTAAAAACAAATTATTARTGGT TTTG T TEDCCGARATG TTTTT
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Figura R16. Secuencias de los 16 centromeros de S. cerevisiae alineadas desde CDEI. Las
cajas indican las bases absolutamente conservadas en CDEI y CDEIIl, y especificamente
reconocidas por Cbf1 y CBF3, respectivamente.

Tal como se describe en la introduccidén, la posicibn de los 16 centrbmeros de
S. cerevisiae viene determinada por secuencias muy similares, de longitud entre 111 y
120 pb y que incluyen CDEI, CDEIl y CDEIll (Figura R16). Los datos bioquimicos y
estructurales muestran que el homodimero cbf1 se une a CDEI, un hemisoma (H3cen-
H4-H2A-H2B) se une a CDEIl, y el complejo CBF3 se une a CDEIIl. Esta topografia
sugiere que las ~80 pb de segmento CDEIl se enrollan sobre el hemisoma de histonas
acercando asi los complejos cbf1 y CBF3. Se postula entonces que interacciones entre
cbf1 y CBF3 o entre puntos de entrada y salida de este bucle de ADN darian estabilidad a

todo el complejo. Dado que tanto el hemisoma como los complejos cbf1 y CBF3 doblan
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marcadamente al ADN, es factible que el resultado sea un bucle dextrégiro de ADN
(AWr>0), que explicaria el valor ALk>0. Sin embargo, si este complejo entre los tres
elementos es compacto, su geometria no puede ser idéntica en los 16 centromeros de
S. cerevisiae. El motivo es que las distancias entre CDEI y CDEIIl no estan conservadas
y ademas se encuentran en distintas fases rotacionales, es decir, no varian en multiplos
de 10 pb (Figura R16). Este hecho implica que si CDEIl y CDEIll interaccionan a través de
cbf1 y CBF3, el paso de hélice (h) de CDEII tendria que ajustarse de modo distinto en
cada centrémero, lo que significaria valores de ATw distintos en los 16 centromeros. En
consecuencia, cada centromero estabilizaria valores distintos de ALk en funcion de la
fase rotacional entre CDEI y CDEIIl (Figura R17).

A CBF3 B cBF3
cbtt
COE COEN COEH)

v

v
P
pe—

ATw

cbtt

Figura R17. Distintas distancias entre CDEI y CDEIll implican que cbf1 y CBF3 quedan en
fases rotacionales diferentes. En el caso de que cbf1 y CBF3 interaccionen (A), un aumento de
longitud del segmento de doble hélice que los separa (CDEII) implicaria un ajuste mediante un
cambio de twist (ATw) (B).

Para testar la anterior hipétesis se comparé la topologia de minicromosomas de idéntico
tamafio pero conteniendo centrbmeros de distinta longitud: CEN4 (111pb), CEN2
(117pb), CEN7 (119pb) y CEN12 (120 pb). Para ello se construyeron minicromosomas de

1341 pb (generacion 4) incluyendo estos cuatro centromeros (Figura R18).

Los minicromosomas se introdujeron en la cepa JCW25 (TO1 TOP2) y los transformantes
se cultivaron a 28°C. Al llegar a su fase de crecimiento exponencial, las levaduras se
fijaron y se extrajo su ADN para analizar las distribuciones de Lk de los minicromosomas.
Los resultados mostraron que los cuatro minicromosomas tienen distribuciones de Lk
virtualmente idénticas, es decir, que estabilizan las +0.6 unidades de ALk observadas con
CEN4 (Figura R19 A).
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Figura R18. Mapa detallado entre los nucleosomas | y V del minicromosoma de 1341 pb donde
se inserto la secuencia de CEN2, CEN4, CEN7 o CEN12.

Este resultado significd que el valor ALk +0.6 reside en una propiedad estructural del
centrbmero que es independiente de la fase rotacional entre CDEI y CDEIIl. De lo
contrario, dado que la distancia entre CDEl y CDEIIl en CEN2, CEN7 y CEN12 varia en
6, 7y 9 pb respecto a CEN4, la compensacién en CDEIl tendria que haber sido de -0.6 6
+0.4, -0.7 6 +0.3, y -0.9 6 +0.1, respectivamente (Figura R19 B). Este hallazgo indic6é por
tanto que es inverosimil que cbf1 y CBF3 interaccionen de un modo especifico para

consolidar una estructura compacta del centrébmero de S. cerevisiae.

A B

CEN2 CEN4 CEN7 CEN12  CEN2

B ATwist to close a COEI-CDEIN DNA loop
B Observed

¢

=F

ATw

i 5
CEN4
]

) -~
CEN2 CEN7 CEN12
- m S
b '- CEN7 . .CENd =]
S —— a
B e - -0.5

01.2 3:4 56 7 89
AN (bp)

{ (=)
™m
S &
~No

5

Figura R19. A. Electroforesis (agarosa 1.2%, cloroquina 0.6 ug/ml TBE, 70V, 20 h) que
muestra las distribuciones de Lk de los minicromosomas de 1341 pb con 4 centrobmeros
distintos. Los plots densitométricos revelan que las 4 distribuciones estan centradas (eje rosa)
en un mismo valor de Lk. B. Representacion de los anteriores resultados experimentales (rojo)
y de los cambios de Tw esperados (azul) en el caso de que cfb1 y CBF3 interaccionasen para
cerrar un loop CDEI-CDEIIl. AN indica el nimero de pb de diferencia de los centromeros
respecto a CEN4.
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4. Topologia del ADN en promotores de genes de S.cerevisiae

sensibles atopoisomerasa Il

El uso de pequefios minicromosomas circulares fijados in vivo para estudiar la topologia
de los centromeros de S. cerevisiae es aplicable a cualquier otra estructura de la
cromatina. Es previsible que existan otros nucleosomas especiales con una topologia
distinta a la del nucleosoma tipico. Esta situacion podria darse en regiones reguladoras,
en donde la posicién y conformacion de ciertos nucleosomas juega un papel importante.
Tal como se explica en la introduccién, los promotores génicos de S. cerevisiae son de
pequefo tamano (<500 pb) con organizaciones nucleosémicas diferenciadas. El sitio de
inicio de la transcripcidbn (TSS) estd generalmente junto a un segmento libre de
nucleosomas (NFR). EI NFR suele limitar en sentido 5' con un nucleosoma (+1), bien
posicionado, en el inicio codificante del gen, y en sentido 3' con uno o dos nucleosomas (-
1, -2) que solapan con sitios de unidén de factores de transcripcion. Estos nucleosomas
suelen ser ricos en variantes y modificaciones especificas de histonas. Como también se
indica en la introduccién, experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio
mediante Genomic Run On (GRO) revelaron que la topoisomerasa Il afecta de modo
directo la activacion o represion de ciertos genes de S. cerevisiae (Nikolau et al., 2013).
Esta observacion sugirid6 que estos promotores podrian tener topologias singulares y ser
regulados mediante cambios topolégicos producidos por la topoisomerasa Il. Con el
objetivo de explorar esta posibilidad, en esta tesis se han insertado algunos de los
promotores sensibles a topoisomerasa |l en minicromosomas circulares para estudiar su

topologia.

Se estudiaron 10 promotores que se afectan rapidamente al inactivar la topoisomerasa Il
en la cepa JCW26 (TOP1 top2-ts): Cinco reducen su tasa de transcripcion (DOWN in
top2ts) y los otros cinco la aumentan (UP in top2ts). Los promotores se insertaron en
minicromosomas centroméricos para evitar la competencia por proteinas estructurales y
obtener asi topologias mas homogéneas. Los 10 insertos fueron todos de 630 pb y se
colocaron entre CEN4 y el nucleosoma V de TA1, generando minicromosomas de
1948 pb (ver construccién en métodos). Los insertos abarcaban siempre la secuencia de
posicionamiento del nucleosoma +1 por el lado adyacente al nucleosoma V de TA1, y por
el otro lado incluian la NFR y las posiciones de los nucleosomas -1y a veces el -2, segun

la arquitectura del promotor (Figura R20).
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Figura R20. Organizacion nucleosomal de los minicromosomas de 1948 pb. Los insertos de
630 pb con la secuencia de promotores (-2 -1 +1) o cromatina control (3 nucleosomas) se
situaron entre CEN4 y el nucleosoma V de TA1.

Para analizar y contrastar la topologia de estos 10 promotores, se construyé también un
minicromosoma control del mismo tamafio. Este control contenia un segmento de 630 pb
del genoma de S. cereviasiae que no es un promotor (Chrl: 157940-158570) y
simplemente posiciona 3 nucleosomas de la region codificante del gen YARO007C

(posiciones +3, +4 y +5).

Los 11 minicromosomas se introdujeron en la cepa JCW26 (TOP1 top2-ts). Las células
se cultivaron a 28°C en medio selectivo (SC Trp’) hasta alcanzar una fase exponencial
(OD 0.8-0.9). En este momento, cada cultivo se dividié en dos. Una mitad se mantuvo a
28 °C y la otra mitad se pasé a 37 °C para inactivar la topoisomerasa Il. Tras 1 hora de
incubacion a estas temperaturas, las células se fijaron instantaneamente in vivo con la
solucion ToKill (ver métodos). Tras la lisis celular y extraccion del ADN, éste se analizd
mediante electroforesis mono-dimensional (agarosa 1.1%, 0.6 pg/ml TBE, 80 V durante
18 h). La distribucién de Lk de los minicromosomas se observd tras hibridar el Southern
blot con la sonda TA1 y detectar su senal quimioluminiscente (Figura R21).
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Figura R21. Imagen de la distribucion de Lk de los minicromosomas de 1948 pb conteniendo
insertos de cromatina control o de distintos promotores de S. cerevisiae sensibles a
topoisomerasa Il (5 UP y 5 DOWN en top2-ts). Los minicromosomas se fijaron in vivo tras
crecer las células a 28 °C o tras incubarlas a 37 °C durante 1 hora. En el primer carril (R) se
carg6 el ADN de 1948 pb relajado a 28°C para indicar la posicion de Lk® (R). Las condiciones
electroforéticas fueron: agarosa 1.1%, 0.6 pg/ml TBE, a 80 V durante 18 h.
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Figura R22. Posicionamiento de nucleosomas en los 11 segmentos de 630 pb (cromatina
control y 10 promotores) insertados entre CEN4 y el nucleosoma V de TA1. Las diferencias de
Lk de cada uno de estos 11 minicromosomas fijados in vivo a 28 °C respecto al ADN relajado in
vitro se calcul6 con los histogramas de la derecha. Cada uno promedia 3 experimentos como
los mostrados en las electroforesis de la figura previa.

El primer andlisis consistid6 en calcular las diferencias de Lk de cada uno de los 11
minicromosomas fijados in vivo a 28 °C respecto al ADN relajado in vitro a la misma
temperatura. Estos valores ALk=Lk-Lk®° se obtuvieron promediando 3 experimentos
independientes (Figura R22). La desviacion entre los valores de los tres experimetnos
independientes no sobrepas6é nunca 0.09 por lo que en los datos que se muestran a
continuacién, sélo se indica el valor medio sin la desviacion estandar, para hacer asi mas
facil la visualizacién de las diferencias. A partir de estos valores se comparo el ALk de los
minicromosomas con promotores con el ALk del minicromosoma con el inserto control, tal
que AALk = ALK®™ - ALKP°™"" A partir de los valores ALk de cada minicromosoma
también se estimé el efecto especifico de cada inserto de 630 pb. Para calcular este "ALk
630 pb" se resté de ALk el valor -6.4, es decir, el ALk estabilizado por CEN4 mas los 5

nucleosomas de TA1. Los anteriores calculos quedan resumidos en las siguientes tablas:

upP ALk= AdLkc= ALk 630 pb Nucleosomas
LKprom - LK®  ALKcontrol - ALKprom

ADN desnudo 0

CONTROL 10.18 0 3.78 +2 +3 +4
pYOR348C 9.71 0.47 3.31 +1 -1 -2
pYBR198C 9.88 0.30 3.48 +1 -1
pYLR445C 9.78 0.40 3.38 +1 -1
pYJLO37W 10.10 0.08 3.7 +1 -1 -2
pYCLO025C 9.96 0.22 3.56 +1 -1 -2
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ALk = AALK =
DOWN Lkprom LK ALKegre - ALKyom ALKk 630 pb Nucleosomas

ADN desnudo 0

CONTROL 10.15 0 3.75 +2 +3 +4
pYMR181C 9.55 0.6 3.15 +1 -1 -2
pYCLO27W 10.04 0.11 3.64 +1 -1 -2
pYOR226C 9.77 0.38 3.37 +1 -1
pYNRO44W 9.91 0.24 3.51 +1 -1 -2
PYNLO37C 8.83 1.32 2.43 +1 -1

De los anteriores resultados, destacan varias observaciones. Primero, el segmento de
cromatina control, cuya secuencia permite posicionar 3 nucleosomas, estabiliza un
AlKgsopp ~3.75. Por tanto un ALk promedio de -1.25 por nucleosoma, lo que seria
consistente con los resultados previos de esta tesis. Segundo, esta correlacion entre
AlKesopb Y €1 Nimero de nucleosomas posicionados ya no se cumple por igual en el caso
de varios promotores. Por ejemplo, el promotor UP pYOR348C con nucleosomas +1 -1 -2
resulta en AlLKssopn ~3.31, 0 que sugiere que uno o varios de estos nucleosomas
estabilizan menos superheliciad negativa que los nucleosomas control. Alternativamente,
podria ser que deformaciones del ADN producidas por otras proteinas en regiones linker
o en la NRF fueran responsables de esta diferencia en ALk. Un escenario opuesto se
encuentra en los promotores UP pYBR198C y pYLR445C, que tedéricamente solo
posicionan nucleosomas +1 y -1, y sin embargo su Alkesp ~3.48 y 3.38,
respectivamente. La explicacion puede ser que estos dos nucleosomas estabilicen mucha
mas superhelicidad negativa que los nucleosomas control, que haya un tercer
nucleosoma o un complejo que estabilice superhelicidad negativa, o bien que haya
tension helicoidal negativa no estabilizada por la cromatina. Situaciones analogas
también se dan en algunos promotores DOWN. Por ejemplo pYMR181C con tres
nucleosomas (+1 -1 -2) produce Alkegsop ~3.15, mientras que pYOR226C con dos
nucleosomas (+1 -1) produce ALKgzop, ~3.37. En el resto de promotores UP y DOWN se
mantiene mejor la correlacion entre su niumero de nucleosomas y Alkgsopn. Sin embargo,
en todos los casos se observa que los nucleosomas de promotores tienden a estabilizar
menos superhelicidad negativa (ALK > -1.2/nucleosoma) que nucleosomas de la

cromatina control (ALk ~ -1.25/nucleosoma).
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4.1 Efecto de la inactivacion de la topoisomerasa Il en la topologia de

promotores génicos de S. cerevisiae

El cambio de actividad de determinados promotores de S. cerevisiae observado al
inactivar la topoisomerasa Il indicoé que el enzima puede actuar tanto como un activador
(DOWN en top2-ts) o como un represor (UP en top2-ts) de la transcripcion (Nikolau et al.,
2013). Este mecanismo es aun desconocido pero podria operar mediante cambios
topologicos que faciliten o dificulten el acceso de la maquinaria de transcripcién. En tal
caso, cabria esperar que la topologia de estos promotores se alterase de un modo
especial cuando se inactiva la topoisomerasa Il. Para examinar esta posibilidad, se
comparé la topologia de los minicromosomas de 1948 pb antes (28 °C) y después de
inactivar la topoisomerasa Il (1 h, 37 °C) en la cepa JCW26 (TOP1 top2-ts). Los analisis
se realizaron a partir de electroforesis como las mostradas en la figura R21 La siguiente
tabla resume los cambios de ALk observados in vivo entre 28°C y 37°C

(minicromosomas con los 10 promotores y el control).

UP en top2-ts ALk 28°C vs 37°C DOWN en top2-ts ALk 28°C vs 37°C
ADN desnudo 0,54 ADN desnudo 0,54
CONTROL 0,84 CONTROL 0,85
pYOR348C 0,12 pYMR181C 0,63
pYBR198C 0,21 pYCLO27W 0,66
pYLR445C 0,70 pYOR226C 0,25
pYJLO37W 0,16 pYNRO44W 0,66
pYCLO025C 0,80 pYNLO37C 0.33

Las tablas anteriores incluyen también la diferencia de ALk del ADN desnudo de 1948 pb
relajado in vitro a 28 °C y 37 °C. Este valor se calculé partiendo de estudios clasicos que
determinaron como cambia el paso de hélice del ADN en funcion de la temperatura: cada
par de bases contiguas rota 0.011 grados por cada grado centigrado de cambio (Wang
JC, 1979). Por tanto, un ADN circular de 1948 pb relajado a 28 °C y después a 37 °C
reduce su numero de enlace (Lk°) en 0.54 unidades, ya que 9 °C x 0.011 x 1948 pb =
192, y 192/360 = 0.54. A partir de aqui, una primera observacién interesante fue que el
minicromosoma con el inserto control cambia ALk en 0.85 unidades, es decir, que reduce
su ALk mas que el ADN desnudo. Este resultado parece a priori contraintuitivo puesto

que la cromatina acorta la longitud efectiva del ADN. Sin embargo, hay que tener en
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cuenta otro aspecto: la fibra de cromatina tiene un modulo de torsion distinto al del ADN
desnudo. Experimentos de micromanipulacion de fibras demuestran que cuando un ADN
lineal se organiza en nucleosomas se requiere mucha menos energia para rotar
axialmente uno de sus extremos (Lavelle et al., 2010). Por tanto, el valor de ALk en 0.85
seria consistente con esta propiedad de la cromatina in vivo. Al incrementar la
temperatura, la topoisomerasa | presente en las células “corrige” los valores de Lk acorde

a la dinamica estructural de los minicromosomas que es distinta a la del ADN desnudo.
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Figura R23. El grafico compara la reduccion del valor de Lk en un ADN circular desnudo de
1948 pb y en minicromosomas fijados in vivo en la cepa JCW26 (TOP1 top2-ts) al incrementar
la temperatura de 28 °C a 37 °C. Los minicromosomas contienen un inserto de cromatina
control o promotores sensibles a la inactivacion de la topoisomerasa Il (5 UP y 5 DOWN en
top2-ts).

La segunda observacion interesante es que los minicromosomas con promotores
insertados responden al cambio de temperatura de modo diferente al de la cromatina
control (Figura R23). Una mayoria de estos minicromosomas presenta un AALK (55 vs 37)
algo inferior al de la cromatina control (0.85) pero aun superior al del ADN desnudo
(0.54). Sin embargo, cinco de los minicromosomas con promotores muestran un
AALK 28537y muy reducido: 0.12 con pYOR348C (UP), 0.21 con pYBR198C (UP), 0.16 con
pYJLO37W (UP), 0.33 con YNLO37C (DOWN) y 0.25 con pYOR226C (DOWN). Este
comportamiento podria explicarse de dos maneras. Una primera posibilidad es que los
minicromosomas que contienen estos promotores son globalmente mas rigidos. Este
escenario podria darse si la presencia del promotor genera una superestructura (un loop)

que compacta al minicromosoma, 0 podria darse también si el promotor provoca
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modificaciones que reducen marcadamente la dindmica conformacional de los demas
nucleosomas del minicromosoma. Estos escenarios parecen poco probables ya que
cabria esperar entonces una disfuncion de CEN4, TRP1 y ARS1, que estan junto al

promotor.

Una segunda posibilidad es que estos AALkps vs 37y andmalos se deban a cambios
topologicos consecuentes a la inactivacidon de la topoisomerasa Il. Por ejemplo, si en
condiciones normales la topoisomerasa Il actuase localmente reduciendo el Lk de estos
promotores, la inactivacidn del enzima resultaria en un incremento de Lk. Por tanto, el
reducido cambio de AALKps s 377 Observado en estos minicromosomas resultaria del
efecto térmico, que reduce Lk, mas el especifico por inhibiciébn de topoisomerasa Il, que

aumenta Lk.

Por ultimo, dado que los valores reducidos de AALKps s 377 Se observan tanto en
promotores UP como DOWN, cabe considerar que el mecanismo que regula Lk en estos
promotores via topoisomerasa Il pueda no ser el mismo. Por ejemplo, en promotores UP,
la topoisomerasa |l podria actuar como un represor si su funcion fuera estabilizar el
ensamblaje de un nuevo nucleosoma (lo que reduciria Lk). En cambio, en promotores
DOWN, la topoisomerasa |l podria actuar como un activador si su funcion fuera generar

tension helicoidal negativa cerca del TSS (lo que también reduciria Lk).
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1. Topologia del ADN nucleosomal

Con la finalidad de estudiar como distintos elementos estructurales de la cromatina
modifican la topologia del ADN, el primer objetivo de esta tesis fue determinar con
precision la diferencia de enlace (ALk=Lk-Lk%) en el ADN de minicromosomas
circulares de S. cerevisiae. Esta medicion es conceptualmente simple pero susceptible
a errores de diseno o interpretacion experimental. Un primer aspecto a tener en cuenta
es que las topoisomerasas ajustan continuamente el valor de Lk del ADN intracelular
en funcion de la temperatura, del medio i6nico y de los cambios estructurales y
funcionales de la cromatina. Por tanto, distintos métodos de disrupcion celular y
extraccion del ADN pueden resultar en valores de Lk diferentes. Por ejemplo, enfriar
las células desde 30°C a 4°C durante su centrifugacion incrementa en varias
unidades el Lk de un minicromosoma circular. De modo analogo, el calentamiento que
sufren las células de levadura cuando se procesan para producir esferoplastos o
cuando se lisan mediante friccibn mecanica puede reducir marcadamente el valor de
Lk. EI método de extraccion del ADN también es critico. Cambios estructurales de la
cromatina producidos por medios no fisiologicos (alta o baja fuerza io6nica,
detergentes, quelantes...) pueden provocar que una actividad topoisomerasa residual
reajuste el valor de Lk en pocos segundos, modificando la topologia presente in vivo.
Para minimizar estas posibles desviaciones, en esta tesis se ha utilizado un método de
fijacion casi instantanea de los cultivos de S. cerevisiae consistente en la inmersion de
las células en un volumen de etanol (solucién ToKill) a -20°C. La posterior lisis
mecanica de las células en presencia de agentes caotropicos, imposibilita cualquier
cambio del valor de Lk en las moléculas de ADN circular fijadas in vivo.

Un segundo aspecto a considerar es que la diferencia de enlace se calcula respecto a
LK°. Por tanto, las distribuciones de Lk generadas in vivo por los minicromosomas
deben compararse con la distribucion de Lk del mismo ADN (o0 uno con el mismo
nuamero de pares de bases), desnudo y relajado in vitro, en medio fisioldgico y a la
misma temperatura. Para ello, en esta tesis el valor Lk® se ha obtenido relajando in
vitro con topoisomerasa | el ADN correspondiente a cada minicromosoma. En relacién
a lo anterior, cabe comentar que mientras la distribuciéon de Lk centrada en LK refleja
simplemente el equilibrio termodindmico del ADN desnudo, las distribuciones de Lk
producidas in vivo reflejan también la posible heterogeneidad estructural o funcional de

los minicromosomas en distintas células de un mismo cultivo.
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Un tercer aspecto importante es el calculo de ALk=Lk-Lk® a partir de las distribuciones
de topoisomeros de ADN observados en las electroforesis en geles de agarosa. Para
ello, en esta tesis se han ajustado las condiciones de electroforesis (concentracion de
cloroquina, % agarosa y voltaje) para poder contar sobre un mismo gel todos los
topoisomeros que discurren entre las distribuciones de Lk generadas in vivo y las del
ADN relajado in vitro (Figura M3). También, es necesario un método para el analisis
cuantitativo de estos topoisomeros. A este efecto, se ha puesto a punto un sistema de
deteccion quimioluminiscente del ADN transferido a membrana (Southern-blot)
(Figuras R1 y R2). El sistema ha permitido medir la intensidad de topoisomeros de
minicromosomas centroméricos de S. cerevisiae partiendo de pequefos voliumenes de
cultivo (<10 ml), lo que ha posibilitado comparar muestras de cultivos paralelos en una
misma electroforesis. La diferencia de enlace (ALk) de los minicromosomas circulares
de S. cerevisiae se ha determinado como la distancia (fracciones de Lk) entre el centro
de intensidad de las distribuciones fijadas in vivo (Lk) y las relajadas in vitro (Lk°)
(Figura M3).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en esta tesis se ha encontrado que la diferencia
de enlace del minicromosoma circular de S. cerevisiae TA1 in vivo es de -9.6 (Figura
R4). Este valor difiere con el del Unico estudio similar realizado por Pederson et al en
1986, que concluyo que ALk en TA1 es -7 (Figura D1).
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Figura D1. Electroforesis de ADN con la que Pederson et al (1986) concluyeron que la
diferencia de enlace (ALk=Lk-Lk®) del minicromosoma TA1 es aproximadamente -7. Para
ello, los autores consideraron incorrectamente que la posicion de Lk® en el gel coincide con
la del ADN circular covalentemente abierto o nicked (N).

Un examen de los experimentos realizados por Pederson et al. muestra que los
autores consideraron de forma incorrecta que la banda de ADN circular

covalentemente abierto (ADN nicado) (Figura D1) era equivalente a la posicion de LkO.
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Sin embargo, la creencia de que cada nucleosoma estabiliza aproximadamente ALk= -
1 y el minicromosoma TA1 posiciona precisamente 7 nucleosomas (Figura R3) hizo
que este detalle pasase inadvertido.

A parte del método para fijar las distribuciones de Lk del ADN de minicromosomas
circulares in vivo, en esta tesis se ha utilizado también un protocolo para distinguir si
diferencias de Lk estan estabilizadas o no por la cromatina. Para ello, se han
solubilizado los minicromosomas con su estructura nativa y se han incubado con
topoisomerasas para ver si se alteraba su Lk. Este ensayo ha demostrado que el valor
ALk -9.6 de los minicromosomas TA1 no es debido a un exceso de tensién helicoidal
negativa sino que esta completamente estabilizado por cromatina (Figura R5). Estas
observaciones implican que cada uno de los 7 nucleosomas de TA1 estabiliza en
promedio un ALk -1.37 (-9.6/7). Aun asi, no puede descartarse que una parte de ALk -
9.6 esté estabilizado por otras proteinas o estructuras que interaccionan por ejemplo,
con la regibn ARS1 o segmentos de ADN linker. Sin embargo, todos los experimentos
realizados en el transcurso de la tesis corroboran que cada nucleosoma adicionado en
los minicromosomas de S. cerevisiae aporta un ALKk aproximado a -1.3. Por ejempilo, el
nucleosoma High2 (Figuras R8 y R15) estabiliza un ALk -1.4, mientras que el
nucleosoma que ocupa mutCEN4 estabiliza un ALk -1.2 (Figuras R8 y R15). Los tres
nucleosomas de cromatina control utilizados para el andlisis de promotores estabilizan
en promedio -1.25 unidades de ALk cada uno (Figuras R21 y R22). Estas pequefas
diferencias en ALk posiblemente reflejan la distinta capacidad de las secuencias del
ADN para formar un nucleosoma. High2 (ALk -1.4) es una secuencia Optima para
doblar el ADN y posicionar un nucleosoma. En cambio, la secuencia mutCEN4 (ALK -
1.2) seria menos favorable debido a la mayor rigidez del segmento CDEIl muy rico en
ATs. Por tanto, la conclusion de que los nucleosomas ubicados en minicromosomas
circulares (como TA1) estabilizan cada uno, en promedio, -1.3 unidades de numero de
enlace y que esta sea una propiedad general de los nucleosomas de S. cerevisiae

tiene una evidencia experimental solida.

La anterior conclusién no coincide con la idea generalizada desde hace mas de tres
décadas de que los nucleosomas estabilizan aproximadamente un valor ALK -1. Un
repaso de la literatura de los afios 70 y 80 revela que no siempre se podia calcular con
precision el valor de ALk=Lk-Lk°. En muchos experimentos se desconocia el nUmero
exacto de nucleosomas posicionados in vivo o se asignaba incorrectamente el valor
Lk°. Frecuentemente se utilizaban secuencias de ADN bacteriano no 6ptimas para
ensamblar cromatina o se recurria a imagenes de microscopia electronica para contar

nucleosomas. Es previsible, por tanto, que el valor ALk -1, generalmente aceptado,
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deba ser revisado mediante experimentos como los realizados en esta tesis. Aun asi,
dado que el ADN puede completar casi 1.8 vueltas levdgiras alrededor del octamero
de histonas, cabria esperar que cada nucleosoma estabilizara un ALk cercano a -1.8.
Por tanto, la llamada "paradoja del numero de enlace" sigue vigente y demuestra que
nuestra vision sobre la heterogeneidad estructural y dinamica conformacional de la

cromatina es aun incompleta.

2. Topologia del ADN en el centromero puntual de S.

cerevisiae

En 2009, Furuyama y Henikoff publicaron que el centrdbmero puntual de S. cerevisiae
estabiliza aproximadamente ALk ~ +1, es decir, una vuelta superhelcoidal positiva de
ADN. Tal como se explica en la introduccion, la conclusién de estos autores fue y
sigue siendo muy controvertida por varios motivos. Los experimentos de Furuyama y
Henikoff no contemplaron la posibilidad de que la diferencia de enlace entre
minicromosomas centroméricos y no centroméricos fuera debida a alteraciones de la
cromatina adyacente al centromero. Tampoco excluyeron que esta topologia atipica
fuera debida a un artefacto durante la extraccion del ADN ni descartaron una posible
contribucion de tension helicoidal relajable por topoisomerasas. Ademas, no
determinaron de modo preciso el numero de nucleosomas que podia posicionarse en
sus constructos. Finalmente, las diferencias en ALk se dedujeron comparando
directamente las distribuciones Lk entre distintos minicromosomas y no en relacion a
Lk°. Por tanto, puede cuestionarse si los experimentos entonces publicados

demostraban que la estructura del centromero de S. cerevisiae estabiliza ALk ~ +1.

Los experimentos realizados en esta tesis han tenido en cuenta las anteriores
consideraciones. Se ha fijado el valor de Lk de los minicromosomas in vivo (Figura
R8), se ha descartado la presencia de tensidon helicoidal no estabilizada (Figura R9), y
se ha reducido al maximo el tamafio de los minicromosomas para restringir el numero
y posiciobn de sus nucleosomas (Figuras R11, R12, R13, R14). Los resultados
obtenidos indican que el centrbmero puntual de S. cerevisiae estabiliza
aproximadamente ALk ~ +0.6. Esta estabilizacion es robusta ya que no se altera al
inactivar la topoisomerasa | o Il (Figura R10), no afecta ni se afecta por la estructura
de cromatina adyacente (Figura R8 y R15), y es independiente de la orientacion del
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centrdmero (Figura R14 y R15). Se puede concluir por tanto que el valor ALK ~ +0.6
esta estabilizado en el ADN mediante la geometria intrinseca del complejo

centromérico.

Los resultados de esta tesis validan por tanto el postulado de Furuyama y Henikoff de
que la estructura del centromero de S. cervisiae estabiliza superhelicidad positiva del
ADN. Sin embargo, existe una discrepancia entre el valor ALk ~ +1 deducido por estos
autores y el valor ALK ~ +0.6 observado aqui. El motivo de esta discrepancia radica en
que ALk se ha determinado de modo distinto en los dos estudios. Furuyama y Henikoff
asumieron la idea generalizada de que cada nucleosoma estabiliza ALk = -1 y no
utilizaron Lk® para calcular el valor ALk de sus minicromosomas. En su estudio,
observaron que el Lk de minicromosomas centroméricos es siempre ~2 unidades
mayor que en minicromosomas no centroméricos, en los que el espacio del
centrdmero lo ocupa un nucleosoma normal. Entonces, si el nucleosoma normal
estabiliza ALk =-1, concluyeron que el del centrémero debe estabilizar ALk =+1. En
esta tesis también se observa que el Lk de minicromosomas centromericos (CEN4) es
~2 unidades mayor que en los no centroméricos, en los que el centrobmero es
sustituido por un nucleosoma tipico (High2, mutCEN) (Figuras R8 y R15). Pero aqui, el
ALk de cada constructo se ha calculado desde Lk® y se han comparado los cambios de
ALk al aumentar o reducir el numero de nucleosomas. De este modo se observa que
la ganancia de Lk al afiadir un centromero es de +0.6, y que la ganancia de Lk al
afnadir un nucleosoma es aproximadamente -1.3. Estos valores coinciden también con
una diferencia de ~2 unidades de Lk entre un minicromosoma centromérico y un no

centromérico del mismo tamano.

2.1 Posible arquitectura del centrémero puntual de S. cerevisiae

No se conoce como ni porqué el centromero de S. cerevisiae estabiliza superhelicidad
positiva en contraposicion a la superhelicidad negativa del ADN presente en los
nucleosomas canénicos. Para responder la primera pregunta, basta investigar como
se deforma el segmento de ADN centromérico para que Tw + Wr = +0.6. Tal como se
detalla en la introduccion (Figuras 122, 123, 124, 125), la idea inicial de que el
centromero puntual de S. cerevisiae se asemeja a un nucleosoma, junto a la
observacion de interacciones que aproximan CDEI y CDEIll, sustentan un modelo del
centromero en el que el segmento de ADN CDEII describe un giro dextrégiro (AWr>0)
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alrededor de un nucleo de histonas y que este giro queda estabilizado mediante
interacciones entre CDEI y CDEIIl en sus puntos de entrada y salida (Figura 125). Para
que este complejo estabilizara un Wr de +1 se requeriria, por ejemplo, que el ADN
completara un giro de ~360° tal que los segmentos de entrada y salida quedasen
yuxtapuestos uno sobre el otro (Figura D2A). Otra manera de estabilizar Wr =+1 seria
formar un asa de >180° con los segmentos de entrada y salida enrollados ~180° uno
alrededor del otro (Figura D2B). Dado que el ALk estabilizado es +0.6 (en vez de

+1.0), la deformacion por Wr no tendria que ser tan acusada como se ha postulado.

Figura D2. Trayectorias espaciales de un tubo que producen nimero de enrollamiento (Wr)
igual a +1. A. Giro dextrogiro de ~360° con los segmentos de entrada y salida yuxtapuestos
uno sobre el otro. B. Giro dextrogiro de ~180° con los segmentos de entrada y salida
enrollados ~180° uno alrededor del otro.

Partiendo de este modelo de estabilizacion de Wr, en esta tesis se ha encontrado que
el valor ALk +0.6 es independiente de la distancia y la fase rotacional entre los
elementos CDEI y CDEIIl (Figuras R16 a R19). Este resultado sugiere que no hay una
interaccion geométrica rigida entre CDEI y CDEIIl. El presunto Wr positivo radicaria
entonces exclusivamente en un giro dextrdgiro del segmento CDEII sin necesidad de
estabilizaciones adicionales. Sin embargo, no hay evidencia experimental de que la
interaccion del ADN con las histonas cenH3, H4, H2A y H2B estabilice un giro
dextrogiro, mas bien lo contrario. Nucleosomas reconstituidos sobre octameros
conteniendo cenH3 estabilizan ALk negativo (Yoda et al., 2000, Conde e Silva et al.,
2007; Camahort et al., 2009; Dechassa et al.,, 2011; Kingston et al., 2011), y el
nucleosoma cristalizado por Tachiwana et al. (2011) demuestra que el ADN completa
cerca de 1.7 vueltas levogiras sobre un octdmero conteniendo cenH3. Sin embargo, ya
que CDEIl no interaccionaria con un octasoma sino con un hemisoma (cenH3-H4-

H2A-H2B) y que la flexibilidad de CDEIl puede estar condicionada por su elevada
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riqueza de ATs, no puede descartarse que el complejo CDEIl-hemisoma estabilice un

giro dextrogiro del ADN.

En esta tesis se proponen dos modelos geométricos del centrdbmero que estabilizarian
un Wr de +0.6 y que no requeririan interacciones entre CDEIl y CDEIIl. Estos dos
modelos se fundamentan en que cada una de las proteinas que se unen a CDEI,
CDEIl y CDEIlll puede doblar marcadamente el ADN. Estudios in vitro han mostrado
que la unién de Cbf1 a CDEI dobla el duplex en un angulo ~50° (Niedenthal et al.,
1993) y que la unién del complejo CBF3 a CDEIII dobla el duplex en >60° (Pietrasanta
et al., 1999). La interaccion de las ~80 pb de CDEII alrededor de un ndcleo de cuatro
histonas (hemisoma) puede estabilizar una giro de ~270° (3/4 de circunferencia) en la

trayectoria del duplex (Figura D3A).

En el primer modelo, se considera que cada una de estas tres curvas (CDEI, CDEIl y
CDEIIl) es plana, es decir que su Wr interno es ~ 0. Sin embargo, cada curva esta en
un plano distinto, por lo que la combinacién de las tres curvas en el espacio 3D genera
una trayectoria no planar, tal que el complejo adquiere un Wr distinto a 0. Para ello,
seria suficiente que dos de las tres curvas estén fijadas en dos planos distintos. Dado
que la fase rotacional entre CDEI y CDEIIl no estd conservada entre distintos
centromeros, sus correspondientes curvaturas deben estar también en planos no
conservados. Como los experimentos indican, esta variabilidad no afecta el valor ALk
+0.6. Entonces, deberian ser los planos de curvatura entre CDEIl y CDEII, o bien entre
CDEIll y CDElII, los que estabilizasen un Wr >0. Puesto que CDEI no es esencial para
la funcién centromérica y que CDEIIl es esencial y necesario para la deposicion de
cenH3 en CDEIIl, es muy probable que los planos de curvatura de CDEIl y CDEIIl sean
los determinantes. La figura D3B ilustra este modelo, en el que el hemisoma produce
curva plana (o incluso ligeramente levogira) de 270° en el segmento CDEIl y a
continuacion CBF3 provoca un acodamiento de 70° en CDEIll hacia la misma
concavidad pero en un plano distinto a la curva de CDEII. El resultado es que el tramo
CDEII+CDEIII describe un giro de >300°, cuyos segmentos de entrada y salida quedan
en planos distintos y su proyeccion configura un cruce positivo.
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Figura D3. Modelos de la trayectoria del ADN en el centrébmero puntual de S. cerevisiae. A.
Curvatura de los elementos CDEI, CDEIl y CDEIIl una vez se han unido a sus
correspondientes proteinas. La combinacién de estas tres curvaturas en fases rotacionales
concretas puede producir trayectorias complejas cuyo Wr ~ +0.6. B. El hemisoma deforma
CDEIl mediante una curva plana de 270° (o incluso ligeramente levdgira) y a continuacion
CDEIIl presenta un acodamiento que completa el giro en un plano distinto al de CDEII.
Como resultado, los segmentos de entrada y salida del tramo CDEII+CDEIll quedan en
planos distintos y su proyeccion configura un cruce positivo. C. El hemisoma deforma CDEII
mediante una curva dextrogira de 270° y el acodamiento en CDEIIl completa el giro, tal que
los segmentos de entrada y salida del tramo CDEII+CDEIIl configuran un cruce positivo.
Tanto en A como en B, el plano de curvatura (fase rotacional) de CDEI no afectaria
significativamente el Wr global del complejo.

En el segundo modelo, se considera que una de estas tres curvas no es plana. Por
ejemplo, el giro de 270° que el hemisoma produce en CDEIl es dextrégiro, con lo que
su Wr >0. Los planos de curvatura de CDEI y CDEIIl podrian entonces neutralizar o
incrementar el Wr generado en CDEIIl. Tal como ilustra la figura D3C, en este caso
basta que CDEIIl presente un acodamiento de 70° continuando la trayectoria helicoidal
iniciada en CDEIl para que segmentos de entrada y salida configuren un cruce

positivo.
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El un trabajo publicado muy recientemente por Henikoff et al. (2014) se demuestra que
CDEIl interacciona con un hemisoma in vivo. Curiosamente, el hemisoma puede
colocarse en dos posiciones a lo largo de CDEIl (separadas 10 pb) y en dos
orientaciones. Es decir, que puede encontrarse en 4 geometrias distintas (Figura D4).
Esta variabilidad posicional es incompatible con la existencia de interacciones
especificas o estables entre el hemisoma y las proteinas que se unen a CDEIl y
CDEIIl. Sin embargo, ya que en todos los casos el hemisoma mantiene su fase
rotacional, CDEIl es curvado siempre en la misma direccion. Esta disposicion es
compatible con los modelos propuestos en la figura D2. La ausencia de una geometria
Unica entre el hemisoma y los complejos unidos a CDEI y CDEIIl (Henikoff et al, 2014),
junto a la ausencia de interacciones estables entre CDEI y CDEIll (esta tesis),
refuerzan la hipdtesis de que son los distintos planos de curvatura de estos tres
elementos los que determinan la singular topologia del ADN en el centrémero de

S. cerevisiae.

3 End

of COElI/

Figura D4. Imagen modificada de Henikoff et al. (2014) que ilustra las 4 posibles posiciones
del hemisoma en su interaccién con CDEIl. En color rojo se resalta la histona H4, que se
utiliz6 para mapear in vivo los contactos ADN-proteina en el centrbmero puntual de
S. cerevisiae.
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2.2 Relevancia funcional de la topologia singular del ADN en el

centromero

La estabilizacién de superhelicidad positiva en el centrbmero puntual de S. cerevisiae
podria ser una caracteristica conservada en todos los centromeros, al igual que la
presencia de la variante cenH3. En su articulo de 2009, Furuyama & Henikoff
mostraron que cromatina constituida invitro en presencia de CID (cenH3 de
Drosophilla) estabiliza ALk positivo. Posteriores estudios de Huang et al (2011)
mostraron que el complejo de particidn del pldsmido 2um de S. cerevisiae, en el que
participa Cse4, también estabiliza ALk >0. Por ultimo, un estudio reciente de Takeuchi
et al (2014) concluye que los complejos ADN-proteina montados con las variantes de
histonas CENP-T-W-S-X, que se localizan en regiones centroméricas de vertebrados,
también tienden a estabilizar ALk positivo. Esta ultima observacion desvincularia esta
propiedad topologica de la presencia de cenH3. En estos estudios no se analiza si las
histonas se organizan como octameros o hemisomas. Tampoco queda clara la posible
participacion de otras proteinas. Cabe recordar aqui que las proteinas que se unen a
CDEIl y CDEIlI (cbf1 y cep3, respectivamente) en S. cerevisiae no presentan ortélogos
en otros sistemas eucariotas. Por tanto, aunque la estabilizacién de superhelicidad
positiva podria ser un rasgo comun de todos los centromeros, esta capacidad podria
depender de curvaturas inducidas por complejos ADN-proteina distintos al descrito en

S. cerevisiae.

Tal como se explica en la introduccién, la cromatina eucariota presenta una gran
flexibilidad para adaptarse a los continuos cambios de superhelicidad que afectan al
ADN intracelular. Por lo tanto, es posible que la plasticidad para acomodar
superhelicidad positiva se haya consolidado con alguna finalidad en la cromatina
centromérica mediante complejos ADN-proteina especificos. Esta topologia especial
podria servir para diferenciar estructuralmente la cromatina centromérica y mediar su
interaccion con el kinetocoro. Sin embargo, esta funcion de reconocimiento podria
conseguirse mediante otros mecanismos moleculares mas simples. Otra posibilidad es
que la topologia del ADN en el centrbmero sirva para generar una estructura
cromatinica inmune a las fluctuaciones topolégicas de las regiones vecinas. Por
ejemplo, al contrario que los nucleosomas tipicos, la estructura del centrbmero no se
alteraria frente a las ondas de tension helicoidal positiva generadas durante la
transcripcion y replicacion del ADN en regiones cercanas. Otra posibilidad es que la
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superhelicidad positiva del ADN sirva para contrapesar o amortiguar las fuerzas que

acttan sobre el centromero durante la segregacion cromosémica.

3. Topologia del ADN en promotores sensibles a

topoisomerasa ll de S. cerevisiae

Tal como se ha hecho con el centromero de S. cerevisiae, la topologia del ADN en
otros complejos o0 regiones de la cromatina puede estudiarse insertando estos
elementos en minicromosomas circulares de topologia conocida y viendo como se
altera su Lk. En esta tesis se ha realizado un estudio preliminar para examinar la
topologia de promotores sensibles a la inactivacion de la topoisomerasa Il (Nikolaou et
al 2013) (Figura R20). La interpretacion de los resultados obtenidos es aun limitada ya
que se basa en varias conjeturas. Primero, se asume que al trasladar cualquier
promotor desde su ubicacidn cromosdmica a un minicromosoma circular su estructura
y funcién se conserva, tal como ocurre en los promotores de S. cerevisiae mas
estudiados (pGal, pGPD, pPHOS5...). Segundo, se asume que al insertar estos
segmentos de cromatina (630 pb) la topologia del resto del minicromosoma no se
altera significativamente. En este sentido, dado que los promotores se han insertado
entre el centromero CEN4 y el nucleosoma V de TA1 que interactia con la region
ARS1 (Figura R20), es poco verosimil que estos insertos afecten las estructuras y
funciones adyacentes. Por ultimo, dado que la transcripcion desde estos promotores
ocurre un numero discreto de veces durante el ciclo celular, es poco probable que los
cambios topolégicos observados sean resultado de la actividad transcripcional
(iniciacion y elongacion). Por tanto, se asume que las diferencias de Lk observadas
reflejan principalmente la arquitectura basal del promotor.

Con las anteriores premisas, los resultados de esta tesis han revelado que la
superhelicidad del ADN en estos promotores no es tan negativa como en un segmento
control de cromatina del mismo tamafo (Figuras R21 y R22). Una explicacion es que
junto a los nucleosomas situados alrededor del TSS (nucleosomas +1 - 1 y -2) se
encuentren otras proteinas unidas (factores reguladores de la transcripcion) que
alteren localmente la topologia del ADN. Otra explicacion es que estos nucleosomas
(+1 - 1y -2) estabilicen diferencias de enlace menos negativas que los nucleosomas
tipicos (ALk~ -1.3). Este efecto podria producirse si las secuencias de ADN que
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posicionan estos nucleosomas tienen una mayor rigidez o una curvatura atipica.
También podria deberse a la unién de proteinas o a la presencia de variantes o
modificaciones de histonas que afectan la interaccion del ADN con el octamero de
histonas. Cabe considerar también que alguno de estos supuestos nucleosomas
pudiera tener una composicion (tetrasoma, hemisoma) y/o topologia singular
(dextrégira) como ocurre en los centrdbmeros. Estas posibilidades podrian examinarse
en un futuro determinando la contribucion topolégica de estos nucleosomas
individualmente. En el caso de los nucleosomas +1, este experimento seria factible ya
gue tienen posiciones bien definidas. Para los nucleosomas -1y -2 seria mas complejo
ya que su posicion suele ser menos precisa y suele solapar con sitios de unién de

factores de transcripcion.

El otro resultado interesante es que al inactivar la topoisomerasa Il estos promotores
experimentan cambios topologicos distintos a los de la cromatina control. Aunque en
esta tesis no se ha descartado que este comportamiento diferencial dependa
exclusivamente de la topoisomerasa I, estos cambios sugieren mecanismos de
activacion o represion mediados por el enzima. Por ejemplo, la topoisomerasa Il
podria actuar como un represor si su funcion fuera condensar la cromatina o
estabilizar el ensamblaje de un nuevo nucleosoma en el promotor. En otros casos, el
enzima podria actuar como un activador si su funcion fuera invertir un cruce de ADN
positivo para generar tension helicoidal negativa cerca del TSS. Estos dos escenarios
explicarian algunos de los cambios topoldgicos producidos por los promotores al
inactivar la topoisomerasa |l. Estas funciones reguladoras del enzima podrian estar
conservadas en eucariotas y explicar las distintas implicaciones de los dos isoenzimas
de topoisomerasa Il de mamiferos (topo lla y topo 1IR). La topo lla es esencial para la
replicacion y segregacion cromosomica, pero también interacciona con complejos
remodeladores de cromatina (Dykhuizen et al, 2013) y facilita el arranque de las
polimerasas de ARN (Mondal & Parvin, 2001; Ray et al., 2013). La topo IIB regula,
mediante interaccion directa, genes implicados en el desarrollo y longevidad neuronal
(Lyu et al., 2006; Sano et al., 2008; Tiwari et al., 2012), y genes regulados por
receptores hormonales (Ju et al.,, 2006; McNamara et al., 2008). Las posibles
conversiones topoldgicas catalizadas por la topo lla y topo |IR en estas regiones de
cromatina son desconocidas. El uso de minicromosomas de S. cerevisiae para el
analisis minucioso de los cambios de ALk asociados a la actividad topoisomerasa
puede ser actualmente la Unica metodologia factible para descubrir estos

mecanismos.
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Conclusion 1 - La diferencia de enlace del ADN (ALK) estabilizada in vivo en

minicromosomas circulares de S. cerevisiae es, en promedio, préxima a -1.3 por
nucleosoma. Este valor contrasta con el valor generalmente aceptado de -1 por

nucleosoma y que ha sido objeto de la llamada "paradoja del numero de enlace".

Conclusion 2 - El centrémero puntual de S.cerevisiae produce

aproximadamente una ganancia de +0.6 unidades de ALk. Este resultado rectifica el

valor de +1 deducido en estudios previos.

Conclusion 3 - La estabilizacién de +0.6 unidades de ALk es una propiedad

robusta e intrinseca del complejo centromérico ya que: no afecta ni se afecta por la
estructura y funcién de la cromatina adyacente, no depende de la orientacion del

centrdmero, y no se altera al inactivar las topoisomerasas | y II.

Conclusion 4 - La estabilizacion de +0.6 unidades de ALk es independiente de la

fase rotacional entre CDEI y CDElIIl, lo que descarta que la topologia del centrobmero
de S. cerevisiae dependa de una interaccion entre los complejos unidos a CDEI y
CDEIlIl. En consecuencia, la estabilizacion de ALk +0.6 la determinaria directamente
un enrollamiento dextrégiro del ADN en el hemisoma formado en CDEIl, o bien la
combinacion de distintos planos de curvatura del ADN en los segmentos CDEI, CDEII
y CDEIII.

Conclusion 5 - La estructura de la cromatina en promotores de genes sensibles

a topoisomerasa |l estabiliza diferencias de enlace del ADN diferentes a las

producidas por nucleosomas tipicos.

Conclusion 6 - La inactivacion de la topoisomerasa Il produce en estos

promotores cambios topologicos distintos a los de la cromatina control y que sugieren

posibles mecanismos de activacibn o represion mediados por la topoisomerasa.
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