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1. LA CROMATINA: NUCLEOSOMAS E HISTONAS.

La cromatina es una estructura altamente organizada que permite el almacenamiento de
la informacion genética en el nucleo. La cromatina estd compuesta por DNA, donde reside la
informacion genética, y un tipo de proteinas especializadas denominadas histonas alrededor de las
cuales se enrolla la doble hélice de DNA (Figura 1A). La unién del DNA a las histonas da lugar
a unos complejos denominados nucleosomas. Cada nucleosoma estd formado por un octdmero
de histonas alrededor del cual se enrollan 146 pb de DNA formando una cadena de nucleosomas
o fibra de cromatina (Figura 1B) (Kornberg and Lorch, 1999). Los nucleosomas constituyen
la unidad basica de la cromatina. A su vez, esta cadena de nucleosomas es capaz de enrollarse
helicoidalmente formando una fibra de 30 nm o solenoide (Figura 1C). Este plegamiento es
posible gracias a la union de la histona H1. Esta histona se une al fragmento de DNA libre que
existe entre un nucleosoma y otro, permitiendo la estabilizacion del solenoide. Esta estructura
puede volver a plegarse sucesivamente hasta alcanzar su maximo grado de compactacion en los

cromosomas metafasicos (Figura 1D).

| (A) Doble helice
de DNA

| (B) Fibra de
cromatina

] (C) Fibra de
[ 30nm

Cromatina y
condensada a4/
AUV

S Ll - i (D) Cromosoma

Figura 1. Niveles de empaquetamiento de la cromatina. Representacion esquematica de los estados de
compactacion de la cromatina: (A) doble hélice de DNA (imagen de difraccion de rayos X), (B) fibra de cro-
matina o cadena de nucleosomas (microscopia electrénica), (C) fibra de 30 nm o solenoide (microscopia
electrénica), (D) cromosoma (microscopia electronica). Las imagenes han sido obtenidas de: (A) (Watson
JD and Crick FH,1953); (B-C) (Alberts B et al., 2002) y (D) (DuPraw and E.J., 1968).

Mediante este sistema de empaquetamiento la cromatina es capaz de almacenar toda la

informacion genética en el reducido espacio que presenta el ntcleo celular, asi como regular la
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accesibilidad de enzimas y distintos complejos bioldgicos a la informacion genética mediante la

variacion de su nivel de compactacion. Existen dos tipos de cromatina:

-Eucromatina: Corresponde a la cromatina que se encuentra en un estado laxo o menos compacto.
Este estado permite el acceso de determinados complejos bioldgicos a la informacion genética. En

general, estas zonas se corresponden con regiones donde se esta produciendo la transcripcion.

-Heterocromatina: Corresponde a un estado compacto que impide el acceso a la maquinaria

transcripcional. La limitacion de este acceso puede ser temporal (heterocromatina facultativa) o

permanente (heterocromatina constitutiva).

Cada nucleosoma esta formado por un octamero de histonas alrededor del cual se enrolla la
doble hélice de DNA. El DNA se encuentra cargado negativamente debido a los grupos fosfato
que contiene. En cambio, las histonas presentan una gran cantidad de aminoacidos basicos que
les aportan cargas positivas, facilitando asi su uniéon al DNA. Existen dos tipos de histonas, las
histonas candnicas y las histonas variantes. Las histonas candnicas o “normales” se caracterizan
porque suelen existir multiples copias de los genes que las codifican y se expresan solo durante
la fase S del ciclo celular. Estas histonas se encuentran muy conservadas en la evolucion y son
H2A, H2B, H3 y H4. Cada uno de los nucleosomas esta constituido por dos moléculas de cada una
de estas histonas (Arents and Moudrianakis, 1993; Luger et al., 1997). Este tipo de nucleosomas
con histonas canonicas constituyen la mayor parte de la cromatina. Sin embargo, existen otro
tipo de histonas denominadas histonas variantes que suelen tener una tinica copia del gen que las
codifica y se expresan durante todo el ciclo celular. Las histonas variantes son incorporadas a los
nucleosomas mediante su intercambio con las histonas candnicas (Billon and Cote, 2013; Boulard
et al., 2007; Henikoff and Ahmad, 2005; Henikoff and Smith, 2015; Kamakaka and Biggins, 2005;
Kusch and Workman, 2007; Redon et al., 2002; Talbert and Henikoff, 2017).

Dado que la unidad bésica de la cromatina es el nucleosoma, y éste esta constituido por histonas,

la modificacién de ambos permite regular la cromatina mediante distintos mecanismos:

-A través de modificaciones postraducionales de las histonas: Las histonas presentan un dominio

globular y una cola amino y carboxilo terminal. La mayoria de las modificaciones se producen en
las colas, puesto que al estar situadas hacia el exterior del nucleosoma su accesibilidad es mayor,
aunque también existen modificaciones en el dominio globular de las histonas, como es el caso de
la H3K79 (van Leeuwen et al., 2002). Las principales modificaciones que pueden sufrir las histonas

son: fosforilacion, acetilacion, metilacion, ubiquitilacion y/o sumoilacion (Lee et al., 2010).

-A través de complejos remodeladores de la cromatina: Estos complejos regulan el ensamblaje

y desensamblaje de nucleosomas, el reemplazamiento de histonas o modificaciones de las

interacciones entre el DNA y las histonas (Clapier and Cairns, 2009).

-A través de la incorporacién de histonas variantes: Estas histonas pueden generar dominios de

cromatina especializados (Talbert and Henikoff, 2010).
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En este trabajo vamos a centrarnos en el estudio de una variante de la histona H2A, la denominada
histona variante H2A.Z.

1.1. La histona variante H2AZ.

En Saccharomyces cerevisiae, el organismo modelo objeto de nuestro trabajo, existe s6lo una
variante de la histona canénica H2A y es la denominada histona variante H2A.Z. En 1980, H2A.Z
se identificé en mamiferos como una de las 8 variantes de la familia H2A (West and Bonner, 1980).
Posteriormente, se descubridé su homoélogo en S. cerevisiae (Jackson et al., 1996). Actualmente
sabemos que, a diferencia de otras variantes de H2A, como H2A-bbd y MacroH2A, H2A.Z se
encuentra conservada en todos los organismos eucariotas, desde protozoos hasta humanos.
En la mayoria de los organismos modelo como Tetrahymena thermophila (Liu et al., 1996),
Caenorhabditis elegans (Updike and Mango, 2006), Drosophila melanogaster (Clarkson et al.,
1999; van Daal and Elgin, 1992), Xenopus leavis (Iouzalen et al., 1996) y Mus musculus (Faast
et al., 2001), la eliminacion de H2A.Z provoca la muerte del organismo. Se ha descrito que la
eliminacion de H2A.Z en Xenopus altera la gastrulacion, produciendo graves malformaciones en
los embriones (Ridgway et al., 2004). En el caso de ratones, la ausencia de H2A.Z genera defectos
en la proliferacion y diferenciacion celular, generando embriones inviables (Faast et al., 2001).
Afortunadamente, en algunos organismos modelo como S. cerevisiae (Santisteban et al., 2000) y
Schizosaccharomyces pombe (Carr et al., 1994), H2A.Z no es esencial, aunque su ausencia genera
un crecimiento lento asi como sensibilidad ante distintas drogas que danan el DNA (Morillo-
Huesca et al., 2010). La falta de letalidad unido a que la secuencia de H2A.Z en S. cerevisiae
presenta un 90% de homologia con la de humanos (Iouzalen et al., 1996) convierte a la levadura

de gemacion en un valioso organismo modelo para el estudio de la funcion de H2A.Z.
1.2. Principales diferencias entre las histonas H2A y H2A.Z.

Ambas histonas, H2A y H2A.Z, presentan una estructura con cinco a-hélices que se sitian
en el interior del nucleosoma (Figura 2A). Tres de estas a-hélices (al, 02 y a3) constituyen el
histone fold domain (region por donde interaccionan las histonas en el nucleosoma) y las otras 2
a-hélices (aN y aC) se sittian hacia el extremo amino y carboxilo, respectivamente. Ademas de
estas a-hélices, las histonas contienen una cola N-terminal y C-terminal fuera de la region central

del nucleosoma (Nucleosome Core Particle, NCP).

La secuencia de ambas proteinas presenta solo un 60% de homologia, lo cual indica una
divergencia considerable entre ambas histonas (Jackson and Gorovsky, 2000; Thatcher and
Gorovsky, 1994). Curiosamente, la secuencia de H2A.Z se ha conservado a lo largo de la evolucion,
presentando un 90% de homologia en todos los organismos eucariotas. Esto sugiere que H2A.Z

divergio tempranamente de la histona canonica H2A para adquirir nuevas e importantes funciones.

El anélisis comparado de la secuencia de H2A y H2A.Z, revela que las diferencias entre ambas
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se observan tanto en las colas terminales como en la region que forma parte del NCP (Figura 2B):
Diferencias en las colas terminales:

-Cola amino terminal: Ambas histonas presentan residuos acetilables en el extremo amino
terminal, sin embargo la presencia de estos residuos es crucial en el caso de H2A.Z. La histona
H2A.Z presenta 4 residuos acetilables: K3, K8, K10 y K14, siendo este ultimo el sitio preferido
de modificacion en vivo (Millar et al., 2006). En Tetrahymena thermophila, se ha descrito que el
cambio de las cuatro lisinas de H2A.Z por argininas provoca la muerte del organismo, mientras
que la presencia de una sola de estas lisinas es suficiente para su viabilidad (Ren and Gorovsky,
2001). Ademas, la acetilacion de estas lisinas es importante para evitar la extension de proteinas de
silenciamiento (Babiarz et al., 2006; Meneghini et al., 2003), asi como para la expresion inducible
de determinados genes (Halley et al., 2010).

-Cola carboxilo terminal: En este caso, la principal diferencia entre ambas histonas radica en que
H2A.Z carece del motivo SQ caracteristico de H2A. Este motivo es una diana de fosforilacion para
las quinasas del checkpoint Mec1/Tell en presencia de roturas de la doble cadena de DNA (Double
Strand Breaks, DSBs), y juega un papel importante en la respuesta celular al dafio genotdxico.
En S. cerevisiae esta funcion la lleva a cabo H2A, mientras que el caso de los mamiferos, este
motivo de fosforilacion se encuentra presente en la histona variante H2A.X. Sin embargo, en
el extremo carboxilo, H2A.Z presenta dos lisinas susceptibles de sumoilacion (K125 y K132),
que son importantes para la relocalizacion a la periferia nuclear de las DSBs que no pueden ser
reparadas (Kalocsay et al., 2009).

Diferencias en las regiones que forman parte del core de los nucleosomas (NCP):

Se ha descrito que H2A.Z presenta una region altamente bdasica, similar a las sefiales de
localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS) reconocidas por multiples carioferinas.
Ambas histonas, H2A.Z y H2A presentan una NLS, pero difieren en su secuencia (Lange et al.,
2007). Esto sugiere la existencia de un transporte especifico para cada una de las histonas. Ademas,
se ha descrito que parte de la region de la NLS de H2A.Z (aminoacidos 21-30 y 25-35 del extremo
amino terminal) es necesaria para su interaccion con otras proteinas como Mps3. Esta interaccion
también requiere la presencia de una region especifica de H2A.Z denominada M5 (Gardner et al.,
2011). Ademas, H2A.Z presenta dos regiones (M6 y M7) especificas para su interaccion con el
complejo remodelador de la cromatina SWR1. Se ha demostrado que tanto la region M6 (Wu et
al., 2005), como los residuos 1109 y S111 (Wood et al., 2013) situados fuera de la regiéon M6, asi
como el triplete de residuos H118-1119-N120 que forma parte de la region M7 (Wang et al., 2011a)

son necesarios para que H2A.Z se incorpore a la cromatina.

A pesar de las aparentes diferencias entre la secuencia de H2A y H2A.Z, cuando se analiza la
estructura cristalografica de un nucleosoma completo que contiene H2A.Z o H2A, las diferencias
no son tan evidentes (Suto et al., 2000). En la Figura 3A se muestra una representacion de la
estructura cristalografica de un nucleosoma que contiene H2A.Z y H2A. En esta representacion se
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ha solapado la estructura secundaria de H2A.Z (en gris) con la de H2 A (en amarillo). Las diferencias
principales entre H2A.Z y H2A se sitian en el docking domain, el cual permite la interaccion con
el tetramero H3-H4; y el Loop 1 (L1), el cual media la interaccion entre moléculas de H2A en un
mismo nucleosoma (Figura 3B). En el docking domain, la sustitucion del residuo Glu104 en H2A
por Gly106 de H2A.Z genera la pérdida de tres puentes de hidrogeno (Figura 3C), sugiriendo que
este cambio podria generar la desestabilizacion de la interaccion de H2A.Z con el tetramero H3-
H4. Algunas de estas regiones divergentes coinciden con las diferencias en secuencia que presenta
H2A.Z con H2A (Figura 2), sugiriendo que estas regiones podria ser claves para la realizacion

de funciones especificas de H2A.Z o para su interaccidon con otras proteinas, como Swrl o Mps3.
1.3. Formacion de nucleosomas con H2A.Z.

Para que se produzca la formacion de los nucleosomas, las histonas sintetizadas en el citoplasma
deben ser transportadas al interior del nucleo a través de complejos de poro nucleares (Nuclear Pore

Complexes, NPCs) (Figura 4). Para que ocurra este importe al nucleo se requiere de unos factores

A ol i \
’ e 0 -
f N D & 2P
% . A
>

o3 Docking
g domain
%1 e

Loop 1

Figura 3. Estructura comparada de un nu-
cleosoma con H2A.Z y con H2A. (A) Nucleo-
soma con H2A.Z (en gris) superpuesta con
H2A (en amarillo). Se muestra H2B en rojo, H4
en verde, H3 en azul y el DNA en marrén. Para
mayor claridad solo se representan 73 pb de
DNA. (B) Detalle de la superposicion de H2A.Z
y H2A. Se muestra en un recuadro la region del
docking domain y el Loop 1 (L1). (C) Compa-
rativa de la interaccion entre los residuos del
docking domain de H2A.Z (en gris) y H2A (en
amarillo) con las regiones de H3 (en azul) y H4
(en verde). Se muestra la pérdida de 3 puen-
tes de hidrégeno entre H2A.Z y H3 debido a la
sustitucion de la Q104 por G106. Los puentes
de hidrégeno intermoleculares se muestran en
morado. Las imagenes han sido modificadas
de (Suto et al., 2000).
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de transporte nuclear denominados carioferinas. En S. cerevisiae se ha descrito la existencia de 14
carioferinas, cada de ellas reconoce especificamente distintas secuencias de senalizacion nuclear,
lo que permite una alta especificidad a la hora de elegir las proteinas a transportar. Ademas de
estos transportadores también se requiere la presencia de chaperonas. Estas proteinas acompafian
a las histonas hasta su incorporacion a la cromatina, favoreciendo el correcto plegamiento de las
histonas y evitando la formacion aberrante de agregados de histonas con los fosfatos del DNA.
Asi, en el citoplasma se establece un complejo formado por chaperonas, histonas y carioferinas
que atraviesa la envuelta nuclear (EN) a través de los NPCs (Cook et al., 2007). Una vez en el
nucleo, las proteinas GTP-Ran se unen al complejo chaperona-histonas-carioferina y la energia
generada mediante la hidrolisis del GTP permite la liberacion de las carioferinas del complejo
histonas-chaperona (Mosammaparast et al., 2002; Mosammaparast et al., 2001; Pemberton and
Paschal, 2005). Asi, por un lado, las carioferinas son exportadas al citoplasma para unirse de
nuevo a otras histonas y permitir un nuevo ciclo de transporte de histonas; mientras que, por otro
lado, las histonas acompafadas de su chaperona correspondiente quedan disponibles para formar

nucleosomas o incorporarse a los ya existentes.

Figura 4. Importe de his-

M tonas del citoplasma al
A nucleo. Representacion es-
Carioferina

quematica del importe del
Citoplasma complejo chaperona-histo-
nas-carioferina del citoplas-
ma al nucleo, a través de los
poros nucleares (NPC). Una
vez en el nucleo, la hidrolisis
del GTP permite la separa-

Chaperona cion del complejo: la cariofe-

rina es exportada de nuevo
A

al citoplasma para permitir un

nuevo ciclo de transporte de
Chaperona histonas y el complejo chape-

N
O

Durante la fase S del ciclo celular, se produce la duplicacién del DNA y la sintesis de las

 Carioferina | ———

GTP

GDP
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rona-histonas queda disponi-
ble para su incorporacion en
la cromatina.

\ 4

histonas canonicas, por lo que es en este momento cuando se produce el transporte de histonas al
nucleo y su ensamblaje con el DNA para dar lugar a los nucleosomas. Las histonas H3 y H4 son
transportadas al nticleo en forma de tetramero, mientras que las histonas H2A y H2B se transportan
en forma de dimero (Akey and Luger, 2003). Una vez que se ha producido su importe al ntcleo, el
tetramero de histonas H3-H4 se une de manera secuencial a dos dimeros de H2A-H2B, generando

nucleosomas constituidos por octdmeros de histonas candnicas (Figura 5A).

Dado que las histonas variantes se sintetizan durante todo el ciclo celular, se cree que su importe

al ntcleo estd separado espacial y temporalmente del de las histonas canonicas. En concreto, se
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Figura 5. Formacién de nucleosomas canénicos y nucleosomas con la histona variante H2A.Z. (A)
Representacion esquematica de la formacion de un nucleosoma con histonas candnicas. A través de los
poros nucleares se introducen en el nucleo tetrameros de histonas H3-H4, asi como dimeros de histonas
H2A-H2B. La unién secuencial de dos dimeros de H2A-H2B a un tetramero de H3-H4 da lugar a la forma-
cion de un nucleosoma canonico. (B-C) Representacion esquematica de la formacion de un nucleosoma
que contiene la histona variante H2A.Z. Uno o dos dimeros de H2A.Z-H2B se incorporan a los nucleoso-
mas canodnicos existentes, mediante su intercambio por uno o dos dimeros de H2A-H2B. Asi, se forman
nucleosomas tipo AZ (B) o tipo ZZ (C).

han descrito la existencia de dos chaperonas, Napl y Chzl, que interaccionan con H2A.Z. La
interaccion de Napl (Nucleosome assembly protein 1) no es exclusiva de dimeros H2A.Z-H2B,
ya que también es capaz de unirse a dimeros de H2A-H2B y H3-H4 (McBryant et al., 2003;
Mosammaparast et al., 2002). Se cree que la funcidén de Napl es mantener estable el pool de H2A.Z
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en el citoplasma, asi como facilitar la union entre la NLS de H2A.Z y la carioferina Kap114. En
cambio, la chaperona Chzl interacciona especificamente con H2A.Z-H2B pero solo lo hace una
vez que el dimero ha sido importado al ntcleo (Straube et al., 2010). De hecho, Chzl posee una
NLS que le permite su importe al nucleo sin necesidad de unirse a un dimero de histonas (Luk et
al., 2007). Ademads, en ausencia de estas dos chaperonas el complejo FACT también es capaz de
acompafiar al dimero H2A.Z-H2B hasta su incorporacion a la cromatina (Luk et al., 2007).

Una vez que los dimeros de H2A.Z-H2B estan en el ntlicleo estos pueden incorporarse a los
nucleosomas existentes mediante el intercambio de uno o dos dimeros de histonas H2A-H2B. Asi,
se generan nucleosomas tipo AZ, con un dimero H2A-H2B y uno H2A.Z-H2B (Figura 5B), o
nucleosomas tipo ZZ con dos dimeros H2A.Z-H2B (Figura 5C).

1.4. Incorporacion de H2A.Z a la cromatina.

La incorporacion de H2A.Z a la cromatina se produce mayoritariamente gracias al complejo
SWRI1. Este complejo permite el intercambio de un dimero de histonas H2A-H2B por un nuevo
dimero de H2A.Z-H2B, gracias a la hidrdlisis de ATP. La accion del complejo SWR1 es compatible
con el acompanamiento del dimero H2A.Z-H2B por Napl, Chzl o FACT, lo que sugiere la

existencia de redundancia entre las tres chaperonas (Luk et al., 2007; Mizuguchi et al., 2004).

El descubrimiento del complejo SWRI1 se realizé de manera independiente en tres laboratorios
distintos (Kobor et al., 2004; Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004). EI complejo SWR1
esta formado por 14 subunidades: Bdfl, Swc7, Actl, Arp4, Yaf9, Swc4, Swes, Arp6, Swco, Swc2,
Swc3, Rvbl, Rbv2 y la subunidad catalitica, Swrl, por la que recibe su nombre. Diversos estudios
han demostrado que el complejo SWR1 comparte subunidades con otro complejo remodelador
de la cromatina denominado INO80 (subunidades Rvbl, Rvb2, Actl y Arp4), el cual realiza la
reaccion inversa a SWRI1, reemplazando el dimero H2A.Z-H2B por H2A-H2B (Papamichos-
Chronakis et al., 2011); y con el complejo histona acetiltransferasa Nua4 (subunidades Yaf9,
Swc4, Actl, Arp4) (Billon and Cote, 2013). Se han descrito homologos del complejo SWR1 en
otros organismos eucariotas como S. pombe, A. thaliana, D. melanogaster (p400) y mamiferos
(SCRAP) lo que sugiere que el mecanismo de incorporacion de H2A.Z a la cromatina se encuentra

muy conservado.

Para que se produzca la incorporacion de H2A.Z a determinados nucleosomas es necesario que
se produzcan 3 pasos: (1) Reclutamiento del complejo SWR1 a la cromatina, (2) union de H2A.Z
al complejo SWR1, y (3) intercambio del dimero H2A-H2B por el dimero H2A.Z-H2B(Figura 6):

1. Reclutamiento del complejo SWRI1 a la cromatina (Figura 6A): H2A.Z se distribuye por
toda la cromatina pero especificamente se incorpora en determinados nucleosomas. Esto implica la
existencia de un mecanismo que permita al complejo SWR1 reconocer en qué nucleosomas debe
incorporar H2A.Z. Este mecanismo conlleva el “marcaje” de los nucleosomas y el reconocimiento

de estas “marcas” por parte de SWRI1. Asi, se ha descrito que la acetilacion de las histonas H2A 'y
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H4 (mediada por la acetiltransferasa Nua4) estimula la actividad del complejo SWR1 y favorece
la incorporacion de H2A.Z a la cromatina (Altaf et al., 2010). Asimismo, la acetilacion de la lisina
16 de la histona H4 (mediada por Sas2) es importante para la deposicion de H2A.Z en las regiones
subteloméricas (Shia et al., 2006). Ademas, se ha descubierto que la subunidad Bdf1 del complejo
SWRI1 reconoce alguna de estas acetilaciones permitiendo el reclutamiento de SWR1 a estos
nucleosomas (Altaf et al., 2010; Kurdistani et al., 2004). Estos datos sugieren que determinadas
modificaciones post-traduccionales de las histonas “marcan” los nucleosomas donde el complejo

SWRI1 debe unirse para incorporar H2A.Z.
2. Uniéon de H2A.Z al complejo SWRI (Figura 6B): El dimero H2A.Z-H2B, acompafiado de

su chaperona, se une al complejo SWR1. Para que se produzca esta union, el extremo C-terminal
de H2A.Z debe ser reconocido por la subunidad Swc2 del complejo SWR1 (Wu et al., 2005).

3. Intercambio del dimero H2A-H2B por el dimero H2A.Z-H2B (Figura 6C): La union del
dimero H2A.Z-H2B al complejo SWR1 estimula la actividad ATPasa de la subunidad Swrl. La
hidrdlisis del ATP genera la energia necesaria para que se produzca un cambio conformacional en
el complejo SWR1, provocando la salida del dimero H2A-H2B y la entrada del dimero H2A.Z-

H2B en el nucleosoma. Una vez que H2A.Z se ha incorporado a los nucleosomas, la subunidad

Swc2 del complejo SWR1 detiene el ciclo de intercambio de histonas y evita la salida de H2A.Z
del nucleosoma (Watanabe et al., 2013). Mediante este proceso se generan nucleosomas con una
sola copia de H2A.Z (tipo AZ). Posteriormente, en determinados nucleosomas podria ocurrir una
segunda ronda de intercambio de dimeros de histonas, generandose nucleosomas con dos copias
de H2A.Z (nucleosoma ZZ). El porcentaje de nucleosomas tipo AZ es del 65% mientras que el de
tipo ZZ es tan solo del 35% (Luk et al., 2010). En levaduras se ha visto que la distribucion en el
genoma de ambos tipos de nucleosomas es similar, en cambio en D. melanogaster los promotores

de genes activos estan enriquecidos con nucleosomas tipo ZZ (Weber et al., 2010).
1.5. Funciones de H2A.Z en mitosis y meiosis.

Normalmente, el estudio de las funciones de una proteina se lleva a cabo mediante la generacion
de mutantes a los que se les ha eliminado el gen que codifica la proteina de estudio. En S. cerevisiae,

la histona variante H2A.Z se encuentra codificada por el gen HTZ1.

H2A.Z se distribuye por todo el genoma, tanto en regiones promotoras de genes como en
regiones codificantes. Sin embargo su distribucion a lo largo del genoma no es uniforme (Gu et al.,
2015; Guillemette et al., 2005; Leach et al., 2000), esto sugiere que su localizacién en determinadas
regiones es importante para la funcidén que va a llevar a cabo. Clasicamente, se han descrito tres
funciones de H2A.Z en mitosis: su papel en transcripcion, en la formacion de la barrera hetero/

eucromatina y en la integridad genémica.

-Papel de H2A.Z en la transcripcion: La primera implicacion de H2A.Z en la transcripcion

se sugirio en 7. thermophila, donde H2A.Z se encuentra presente en el macronucleo activo
transcripcionalmente pero no en el micronucleo inactivo (Allis et al., 1980). Posteriormente, se
12
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confirm¢ el papel de H2A.Z en la regulacion transcripcional en S. cerevisiae (Santisteban et al.,
2000). Ademas, diversos estudios muestran que la presencia de H2A.Z es capaz de activar una
gran cantidad de genes (214 genes), y también de reprimirlos (107 genes) (Lindstrom et al., 2006;
Meneghini et al., 2003), sugiriendo que H2A.Z regula tanto positivamente como negativamente
la transcripcion. Ademas, se ha descrito que el sitio de inicio de transcripcion situado en la region
libre de nucleosomas, estd flanqueado por uno o dos nucleosomas que contienen H2A.Z (Raisner
et al., 2005). También, se ha sugerido que H2A.Z podria ser un elemento de memoria epigenética
en la actividad transcripcional reciente puesto que H2A.Z promueve la retencion en la periferia
nuclear de genes recientemente reprimidos, aumentando asi la posibilidad de estos genes sean
rapidamente reactivados (Brickner et al., 2007). Ademas, se ha propuesto la existencia de dominios
de cromatina activados por H2A.Z (dominios HZADs). Estos clusters de genes se situan a unos

35Kb de los teldmeros y reducen su expresion en ausencia de H2A.Z (Meneghini et al., 2003).

-Papel de H2A.Z en la formacidén de la barrera hetero/eucromatina: En S. cerevisiae, existen

factores de silenciamiento, como las proteinas Sir, que son esenciales para que algunas regiones
como los loci del mating type (HMR y HML), los telémeros y el DNA ribosomico (rDNA)
permanezcan silenciados transcripcionalmente (Gartenberg and Smith, 2016). Se ha descrito que
H2A.Z selocalizaen el locus HMR 'y del rDNA (Dhillon and Kamakaka, 2000), y que la eliminacion
de H2A.Z provoca la pérdida parcial del silenciamiento del HMR, asi como la pérdida total del
silenciamiento telomérico. Ademads, la menor expresion de genes que se encuentran dentro de los
dominios HZADs en un mutante stz es revertida por la delecion de SIR2, sugiriendo que H2A.Z
antagoniza el silenciamiento telomérico (Meneghini et al., 2003). Todo ello sugiere que H2A.Z
funciona como una barrera para la formacion de la heterocromatina, limitando la extension de las

proteinas Sir.

-Papel de H2A.Z en la integridad gendémica: H2A.Z esta presente en la cromatina pericentrica

de muchos organismos (Krogan et al., 2004; Rangasamy et al., 2003; Rangasamy et al., 2004).
Ademas, se ha descrito que H2A.Z presenta interacciones fisicas y genéticas con proteinas
involucradas en la segregacion de los cromosomas, la replicacion, el checkpoint y la reparacion
del DNA (Carr et al., 1994; Madigan et al., 2002). Asi, la ausencia de H2A.Z genera asincronia en
el inicio de la replicacion, retraso en la progresion de fase S del ciclo celular (Dhillon et al., 2006),
pérdida prematura de la cohesion de las cromatidas hermanas (Sharma et al., 2013) y sensibilidad

a agentes genotoxicos (Morillo-Huesca et al., 2010).

Aparte de estas funciones, desde hace algunos afos, se estan descubriendo nuevas funciones de
H2A.Z. Asi, se ha observado que H2A.Z se recluta de manera transitoria a las DSBs (van Attikum
et al., 2007) y, si estas DSBs no pueden ser reparadas, las lisinas 125y 132 de H2A.Z se sumoilan
favoreciendo el reclutamiento de estas DSB no reparables a la periferia nuclear (Kalocsay et al.,
2009). Se ha visto que otras proteinas o complejos relacionados con H2A.Z, como Mps3, SWRI1 e
INO8O0 también estan implicados en este proceso (Horigome et al., 2014). También se ha descrito,
en células vegetativas, que H2A.Z es necesaria para la correcta localizacion de la proteina Mps3
13
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en la membrana nuclear interna. Sorprendentemente, H2A.Z realiza esta funcion de manera
independiente de su incorporacion a la cromatina mediada por el complejo SWR1 (Gardner et al.,
2011).

A pesar de las multiples funciones descritas de H2A.Z en células vegetativas, se desconoce
mucho mds acerca de su relevancia bioldgica durante la meiosis. Durante la espermatogénesis
en mamiferos, H2A.Z sigue una dinamica caracteristica que se ha propuesto que podria estar
relacionada con el silenciamiento del sex body (Greaves et al., 2006; Ontoso et al., 2014). Por
otro lado, se ha descrito que, en A. Thaliana, los mutantes en SWR1 presentan defectos meidticos
(Rosaetal.,2013) y que H2A.Z colocaliza con los focos Rad51/Dmcl por lo que podria promover
la formacion o el procesamiento de las DSBs mei6ticas en plantas (Choi et al., 2013). No obstante,

la informacion disponible acerca de las posibles funciones meiodticas de H2A.Z es muy limitada.

2. LA MEIOSIS.

El ciclo celular consiste en una serie de eventos que permiten tanto el crecimiento de las células
como su division. Existen dos tipos de divisiones celulares, la mitosis y la meiosis (Figura 7)
(Ohkura, 2015). La mitosis es un tipo de division celular a partir de la cual se generan dos células
hijas genéticamente idénticas a la célula original. Para que esto sea posible, las células replican
su material genético, obteniéndose dos cromatidas hermanas por cromosoma. Posteriormente, se
produce la segregacion de las cromatidas hermanas, dando lugar a dos células hijas genéticamente
idénticas a la célula progenitora. En cambio, la meiosis es un tipo de division celular en la que
se generan cuatro c€lulas hijas genéticamente distintas entre si y con la mitad de la dotacidon
cromosomica de la célula original, los gametos. Por tanto, la meiosis es un proceso de division
reducional, dado que la dotacion cromosdmica se reduce a la mitad, permitiendo el mantenimiento
del numero de cromosomas caracteristico de cada especie una vez que se produce la fecundacion.
Para que esto sea posible es necesario que se ocurra una ronda de replicacion del DNA, seguida de
un proceso de apareamiento, sinapsis y recombinacion de los cromosomas homoélogos. Estos tres
procesos son necesarios para el intercambio de material genético y la generacién de conexiones
fisicas entre cromosomas homologos, las cuales son esenciales para su correcta segregacion.
Tras el proceso de recombinacion y sinapsis, se producen dos rondas sucesivas de segregacion:
inicialmente la segregacion de los cromosomas homologos (durante la meiosis I) y, posteriormente,
la segregacion de las cromatidas hermanas (durante la meiosis II). En organismos pluricelulares con
reproduccidn sexual, la mitosis la llevan a cabo las células que forman los tejidos y 6rganos (c€lulas
somaticas), mientras que la meiosis, la realizan las células que dan lugar a los gametos (células
germinales). De esta manera, la mitosis permite el crecimiento y la regeneracion de los tejidos,
mientras que la meiosis se encarga de la generacion de gametos haploides, que tras el proceso
de fecundacion y el desarrollo embrionario daran lugar a un individuo diploide genéticamente

distinto a sus progenitores.
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Figura 7. Diferencias entre mitosis y meiosis. En la mitosis, a partir de una célula madre diploide se
produce la replicacion del DNA y la segregacion de cromatidas hermanas, generando dos células hijas
diploides genéticamente idénticas a la célula progenitora. En cambio, durante la meiosis, se produce una
ronda de replicacion del DNA seguida de dos rondas de segregacion. En la meiosis |, se segregan los
cromosomas homologos y en la meiosis Il, las cromatidas hermanas. Como resultado, se generan cuatro
células hijas haploides genéticamente distintas entre si, debido al proceso de recombinacién que ha ocu-
rrido durante la profase meiética. Para simplificar, se representa una célula diploide con un solo par de
cromosomas homologos.

2.1. Profase meiodtica: Recombinacion y sinapsis

Durante la etapa de la meiosis denominada profase I, se producen tres procesos caracteristicos:

- Apareamiento: Este proceso implica que los cromosomas homologos deben encontrarse en el
nucleo y alinearse mediante la identificacion de secuencias similares.

- Sinapsis: Una vez alineados, los cromosomas homologos se asocian estrechamente entre si
a través de una estructura denominada complejo sinaptonémico (SC, Synaptonemal Complex).
El SC es una estructura proteica, de apariencia similar a una “cremallera” (Figura 8B). Esta
estructura consta de dos elementos laterales (LEs, Lateral Elements) unidos por una region central
constituida por filamentos transversales. La cromatina de los cromosomas homologos se dispone a
modo de bucles a ambos lados de los elementos laterales (Figura 8A). En S. cerevisiae, la proteina
Zip]1 constituye el componente principal de la region central del SC, y las proteinas Hop1 y Redl,
asi como el complejo cohesina con la subunidad especifica de meiosis Rec8 forman parte de los
LEs (Cahoon and Hawley, 2016; Sym et al., 1993).

- Recombinacion meidtica: La recombinacion meiodtica se inicia con la introduccion de DSBs

mediante la endonucleasa Spoll y sus proteinas asociadas (Figura 9A) (Keeney, 2001; Keeney
et al.,, 1997; Keeney et al., 2014). Estas roturas son procesadas para generar DNA de cadena

sencilla con extremos 3"OH libres. Esto sirve como substrato de las proteinas Dmcl y Rad51,
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Figura 8. El complejo sinaptonémico en S. cerevisiae. (A) Representacién del SC. La region central
del SC esta formada mayoritariamente por filamentos transversales de la proteina Zip1, mientras que los
elementos laterales estan formados por las proteinas Hop1, Red1 y el complejo cohesina con Rec8. La
cromatina de cada cromosoma homadlogo se dispone a modo de bucles a ambos lados de los elementos
laterales. Se representa un nédulo de recombinacion. (B) Imagen de microscopia electronica del SC. Se
muestra la regidn central, los elementos laterales (LEs) y la cromatina.
que son homologas a la proteina RecA de Escherichia coli (Bishop, 1994; Hunter and Kleckner,
2001) y catalizan la invasion por parte de una de las cadenas sencillas que se ha generado en
la cadena de una cromadtida intacta procedente del cromosoma homologo para asi, poder ser
reparada. Dmc1 se produce exclusivamente en meiosis y es la responsable de la mayoria de la
recombinacion homologa que tiene lugar en ella, en cambio, Rad51 actla tanto en la reparacion
de DSBs en células vegetativas como en la recombinacion meiotica (Cloud et al., 2012). Después
de la invasion se produce la sintesis de DNA utilizando como molde la cadena de la croméatida
del cromosoma homologo. Esta sintesis termina cuando la cadena desplazada de la cromatida no
hermana se enfrenta con el extremo 3'-OH del lado opuesto del DSB y comienza a sintetizarse
DNA del mismo. Cuando finaliza la sintesis, los extremos 3'-OH se ligan. Si el intermediario que
se ha generado se procesa segun el modelo de reparacion de las DSBs, el resultado es la formacion
de una estructura denominada unién de Holliday doble (dHJ, double Holliday Junction). Las dHJs
pueden ser resueltas como entrecruzamientos reciprocos (CO, crossovers) o no reciprocos (NCOs,
noncrossovers) (Bishop and Zickler, 2004). Los CO dan lugar a estructuras denominas quiasmas
(Figura 9B) y constituyen el lugar donde ha ocurrido el intercambio de informacion genética entre
cromosomas homologos. La formacion de los quiasmas es necesaria para la correcta orientacion
y segregacion de los cromosomas durante la meiosis. En cambio los NCOs, se producen como
consecuencia de que la cadena generada se separa de la doble hélice homdloga y anilla con el
extremo libre de la DSB, mediante la ruta de reasociacion de cadenas dependiente de sintesis
(SDSA, Synthesis-Dependent Strand Annealing) (Allers and Lichten, 2001; Hunter and Kleckner,
2001).

En S. cerevisiae, la endonucleasa Spo11 introduce aproximadamente 200 DSBs en cada meiosis,
de las cuales aproximadamente 45 se reparan mediante la formacion de CO, mientras que el resto

se reparan como NCO (Buhler et al., 2007). Puesto que el nimero de DSBs meidticas es limitado,
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y todos los cromosomas deben recibir al menos un CO, la region adyacente a la cual se produce
un CO sufre la inhibicion de mas COs cercanos, permitiendo asi el reparto igualitario de los COs
entre cromosomas de distinto tamafio. Este mecanismo se denomina interferencia génica, y se
lleva a cabo mediante un conjunto de proteinas denominadas ZMM (proteinas Zipl, Zip2, Zip3,
Zip4; el complejo Msh4/MshS5 y la helicasa Mer3) (Berchowitz and Copenhaver, 2010; Borner
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Figura 9. La recombinacién meioética. (A) Representacion esquematica del proceso molecular de la re-
combinacion meidtica que conduce a la formacion de COs o NCOs, asi como de las interacciones simulta-
neas entre los cromosomas homologos durante las distintas fases de la profase meiética. Ver detalles en el
texto. Imagen modificada de (Hochwagen and Amon, 2006). (B) Representacién de un par de cromosomas
homodlogos conectados por quiasmas, asi como imagen de microscopia electrénica, en la que las puntas
de flecha sefalan los quiasmas. Imagen obtenida de (http:/fbio.uh.cu/sites/genmol/confs/conf5/p02.htm).
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et al., 2004; Lynn et al., 2007; Shinohara et al., 2008). Ademas de la interferencia génica, existen
otros mecanismos (homeostasis de COs) que aseguran que aunque se reduzca el nimero de DSBs
iniciadoras, no se reduzca el nimero de intermediarios que se resuelven como COs (Martini et al.,
2006). Esto pone de manifiesto la extremada importancia del establecimiento de conexiones fisicas
entre los homodlogos para asegurar su correcta segregacion.

En S. cerevisiae, la recombinacion meiodtica ocurre de manera paralela al desarrollo del SC que
marca las diferentes etapas de la profase meiotica (Figura 9A) (Hochwagen and Amon, 2006).
Durante el estadio de leptotene, se generan las DSBs y comienzan a ensamblarse las proteinas
de los LEs. A continuacion, durante zigotene, tiene lugar la invasion de la cadena homodloga y
comienza a extenderse el SC a lo largo de los cromosomas. Este proceso culmina en el paquitene,
donde los cromosomas establecen sinapsis a lo largo de toda su longitud coincidiendo con la
formacion de dHJs. Finalmente, durante diplotene se produce la resolucion de las dHJs y el SC se
desensambla, manteniéndose los cromosomas homologos unidos gracias a los quiasmas que se han
generado previamente.

Una vez que ha concluido la profase meidtica, se produce la segregacion de los cromosomas
homologos hacia polos opuestos de las células (meiosis ), seguido de la separacion de las cromatidas
hermanas (meiosis 1) que dard lugar a células haploides. Para que esto ocurra de manera adecuada,
es necesario que se produzca la pérdida secuencial de la cohesion entre cromatidas hermanas, y la
union monopolar de los cinetocoros. Durante la mitosis, la pérdida de la cohesion para separar las
cromatidas hermanas se produce en un solo paso. En cambio, durante la meiosis esto no es posible
puesto que los entrecruzamientos hacen que no sélo las croméatidas hermanas estén conectadas sino
también los cromosomas homoélogos (Figura 10A). Por este motivo, durante la meiosis, la pérdida
de la cohesion se produce en dos pasos. En primer lugar, durante la meiosis I, se produce la pérdida
de la cohesion a lo largo de los brazos de los cromosomas homologos, permitiendo la disolucion de
los quiasmas y la segregacion de los homologos a los polos opuestos (Figura 10B), manteniéndose
las cromatidas hermanas unidas por la cohesina a nivel de las regiones centroméricas (Brooker
and Berkowitz, 2014). El complejo de cohesinas meidticas estd formado por Scc3, Smcl, Smc3
y Rec8, siendo ésta la subunidad de cohesina especifica de meiosis (Klein et al., 1999; Uhlmann,
2003). Posteriormente, durante la meiosis Il se libera la cohesina centromérica para separar las
cromatidas hermanas (Figura 10C). Esta compleja regulacion se consigue mediante un balance
de fosforilacion y desfosforilacion de las cohesinas de los brazos y del centromero llevado a cabo
por la polo quinasa y la fosfatasa PP2A, respectivamente, y por la proteina shugoshina que protege
la cohesina centromérica durante la meiosis I (Rivera and Losada, 2006; Watanabe and Kitajima,
2005).

Ademas, la orientacion de los cinetocoros también es muy importante para la correcta
segregacion de los cromosomas homologos y de las cromatidas hermanas. Durante la meiosis I,
las cromatidas hermanas permanecen unidas y los cromosomas homologos se dirigen a los polos
opuestos de la célula. Para ello, los cinetocoros de ambas cromatidas hermanas de cada homdélogo
se asocian a microtibulos del mismo polo (mono-orientacién o union sintélica), permitiendo asi
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la segregacion de cromosomas homologos a polos opuestos (Figura 10B). Existe un complejo
denominado monopolina que asegura la co-orientacion de los cinetocoros hermanos en meiosis 1.
La quinasa polo Cdc5 regula la localizacién del complejo monopolina en los cinetocoros (Acosta
et al., 2011; Clyne et al., 2003; Sourirajan and Lichten, 2008) y la quinasa Ipl1/Aurora B colabora
con el complejo monopolina en promover la correcta segregacion de los homologos en la primera
divisién meiotica (Monje-Casas et al., 2007).

En cambio, durante la meiosis Il se produce la segregacion de cromatidas hermanas. Para
que esto ocurra los cinetocoros hermanos deben asociarse a microtibulos procedentes de polos

opuestos de las células (biorientacidon o union anfitélica) (Figura 10C) (Marston and Amon, 2004).

2.2. Reorganizacion del nucleo durante profase meiotica: complejo LINC.

El nucleo se encuentra delimitado por la EN constituida por una membrana nuclear interna (INM,
Inner Nuclear Membrane) y una membrana nuclear externa (ONM, Quter Nuclear Membrane).
La EN separa la cromatina del citoplasma y permite el anclaje de estructuras como los complejos
de poro nuclear (NPCs, Nuclear Pore Complexes) y el centro organizador de microtubulos (SPB,
Spindle Pole Body). El SPB es el encargado de organizar tanto los microtibulos citoplasmaticos,
implicados en el posicionamiento nuclear, como los microtubulos nucleares esenciales para la

segregacion de los cromosomas. En S. cerevisiae esta estructura se encuentra embebida en la
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Figura 10. Dinamica meiética de los cromosomas. (A) Representacién esquematica de los procesos
que conducen a la formacién de conexiones entre cromosomas homaélogos durante la profase meidtica. La
induccion de DSBs produce la formacion de quiasmas, y las cromatidas hermanas se mantienen unidas
por la cohesina. (B) Meiosis |; segregacion de homologos gracias a la pérdida de la cohesion a lo largo de
los brazos con la consiguiente resolucion de las quiasmas y a la orientacion monopolar de los cinetocoros.
(C) Meiosis Il; separacién de las cromatidas hermanas. Se libera la cohesina centromérica y se produce
la biorientacion de los cinetocoros.
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EN y estd compuesta por tres capas, que constituyen el core del SPB: una placa central a nivel
de la EN, una placa externa orientada hacia el citoplasma y una placa interna orientada hacia el

nucleoplasma (Figura 11A).

A B
Citoplasma SPB  Puente medio SPB
Microtubulos
citoplasmaticos
+ 84 . Mps3-Ndj1
A = |

Figura 11. Estructura y dinamica del SPB.

Puente (A) Representacion de la estructura del SPB

. medio de S. cerevisiae y de las proteinas que lo
! forman. Se subrayan las proteinas de inte-

rés mencionadas en este trabajo (Mps3 y
Cmn67). Imagen modificada de (http://www.

ﬁﬁ Wﬁ stowers.org/faculty/jaspersen-lab). (B) Re-

Microtubulos presentacion del SPB duplicado durante la
nucleares profase meidtica. Se muestra la localizacion
(nMTs) de Mps3 y Ndj1 en el puente medio del SPB
Nucleoplasma duplicado. Imagen basada en (Li et al., 2015).

Ademas, en el nicleo existen compartimentos que facilitan distintos procesos, como lareparacion
del DNA o la activacion/represion de la transcripcion en determinadas regiones, dependiendo del
estadio en que se encuentren las células. Asi, durante la profase meidtica la reorganizacion del
nucleo y de los cromosomas es importante para que se produzca la correcta interaccion entre los
cromosomas homologos. Para ocurra esta reorganizacion es necesario que las fuerzas mecénicas
generadas en el citoplasma sean transmitidas hasta el interior del nucleo donde se encuentran
los cromosomas. Para ello, es necesaria la formacion de un complejo que conecta el citoplasma
con el interior del nucleo. A este complejo se le denomina LINC (Linker of nucleoskeleton and
cytoskeleton) (Figura 12A) y se encuentra muy conservado en la escala evolutiva. Sus componentes

principales son:

-Proteinas con dominio SUN: El dominio SUN fue definido por primera vez a través de la
caracterizacion molecular del gen UNC-84 de C. elegans (Malone et al., 1999). A esta region se
le denomindé SUN (Sad1/Unc-84) debido a la homologia encontrada entre Unc-84 y una region
del extremo C-terminal de la proteina Sadl (en S. pombe). A lo largo de la evolucion el nimero
de proteinas con dominio SUN ha ido aumentando (Tzur et al., 2006), siendo de un solo gen en S.
cerevisiae (MPS3) y S. pombe (SADI), dos en C. elegans y D. melanogaster (UNC-84, matefin/
SUNI y Q9V996, Q9VK62, respectivamente) y cuatro en mamiferos (SUN-1, SUN-2, SUN-3 y
SPAG4). Las proteinas con domino SUN presentan 3 caracteristicas principales: se localizan en la
INM, poseen al menos un dominio transmembrana, y presentan un dominio C-terminal conservado

que se extiende por el espacio perinuclear de la EN. Ademas, las proteinas con dominio SUN son
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Figura 12. Componentes del complejo LINC. (A) Representacion esquematica general de los compo-
nentes del complejo LINC: Proteina con dominio SUN (en verde), proteina con dominio KASH (en ama-
rillo), proteinas de interaccion con telomeros (en azul) y proteinas de interacion con el citoesqueleto (en
morado). (B) Representacion de los componentes del complejo LINC en S. cerevisiae: Mps3 (proteina
SUN), Csm4 (proteina KASH), Ndj1 (proteina telomérica) y cables de actina. Se muestra la orientacion
del extremo amino (N) y carboxilo (C) terminal de las proteinas con dominio SUN y KASH, asi como dos
regiones del extremo amino de Mps3 (2-64,75-150) de interés para este trabajo.

capaces de formar dimeros o multimeros.

-Proteinas con dominio KASH: El dominio KASH fue definido por primera vez cuando varios
grupos se dieron cuenta que los genes ANC-1 (en C. elegans), MSP-300 (en D. melanogaster) y
SYNE-1, SYNE-2 (en mamiferos) presentaban una region corta en el extremo C-terminal con un
alto grado de homologia a la proteina Klarsicht (de D. melanogaster) (Starr and Han, 2002). Asi,
a este dominio se le denomindé KASH, por su homologia con Klarsicht, ANC-1 y SYNE. Las
proteinas con dominio KASH presentan 3 caracteristicas principales: se localizan exclusivamente
en la ONM vy requieren de las proteinas SUN para su localizacion en la EN, contienen un dominio
transmembrana seguido de al menos 35 residuos antes del extremo C-terminal, y presentan un
pequefio C-terminal situado en el espacio perinuclear y un gran dominio N-terminal no conservado
que se extiende por el citoplasma.

Asi, el complejo de proteinas SUN-KASH actia de puente entre el interior y el exterior del
nicleo. Ademas de esta unidn, las proteinas KASH se unen a componentes del citoesqueleto
situados en el citoplasma, mientras que las proteinas SUN se unen a proteinas teloméricas. De esta
manera, las tracciones generadas en el citoplasma se transmiten hasta los cromosomas a través de
complejos LINC.

El complejo LINC esta implicado en multiples procesos como el movimiento de los
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cromosomas durante la profase meiotica, las oscilaciones nucleares durante la diferenciacion
neuronal, el reposicionamiento nuclear durante la migracion de fibroblastos, el posicionamiento
nuclear durante el desarrollo embrionario de C. elegans y la migracion nuclear en D. melanogaster
(Bone and Starr, 2016). Actualmente, existen evidencias de que el complejo LINC esta implicado
en enfermedades humanas como laminopatias, que incluyen distrofias musculares (de Emery-
Dreifuss), neuropatias, lipodistrofias y enfermedades de envejecimiento prematuro (progeria)
(Banerjee et al., 2014; Guilluy et al., 2014; Lombardi and Lammerding, 2010).

2.2.1.Reorganizacion del nucleo en S. cerevisiae.

A continuacion, se detallan los principales componentes del complejo LINC, asi como la
reorganizacion del nticleo durante la profase meiotica en el organismo modelo S. cerevisiae objeto
de este estudio.

En la levadura de gemacion, el complejo LINC esta formado por las proteinas Csm4 y Mps3
(Figura 12B). La proteina Csm4, es especifica de meiosis, posee un dominio KASH y se sittia en
la ONM (Kosaka et al., 2008; Wanat et al., 2008). Csm4 se une por su amino terminal a cables
de actina, mientras que por su extremo carboxilo terminal se une a la proteina con dominio SUN,
Mps3. La proteina Mps3 se sitia en el SPB (Figura 11A) y en la INM, sin embargo su union
con Csm4 sélo se produce desde su localizacion en la INM (Figura 12B). Asi, Mps3 se une,
por su extremo carboxilo terminal a Csm4 mientras que por su extremo amino terminal se une a
la proteina telomérica Ndj1, la cual se induce especificamente en meiosis (Conrad et al., 1997;
Chua and Roeder, 1997). La interaccion entre Mps3 y Ndj1 permite y estabiliza el anclaje de los
telomeros a la EN (Conrad et al., 2007). De este modo, las fuerzas generadas en el citoplasma
por los cables de actina son transmitidas hasta los cromosomas. De hecho, la latrunculina B, una
droga que despolimeriza la actina, inhibe el rapido movimiento de los cromosomas y reduce
significativamente las deformaciones nucleares tipicas de profase, indicando que los cables de
actina son necesarios para el correcto movimiento de los cromosomas (Koszul et al., 2008).
Actualmente, en S. cerevisiae se desconocen las proteinas que interaccionan con los cables de
actina y Csm4.

Lareorganizacion del ntiicleo durante la profase meidticaen S.cerevisiae se produce de la siguiente
manera (Figura 13): inicialmente, en estadios premeioticos, los cromosomas se encuentran en lo
que se conoce como orientacion de Rabl. En esta configuracion, los centromeros se encuentran
agrupados en un solo cluster en el SPB, mientras que los teldmeros se encuentran asociados a la EN
en varios clusters (de 2 a 8). Durante la profase meiotica se produce una reestructuracion del nticleo
a través de los movimientos rapidos de los cromosomas (RPMs, Rapid Prophase Movements),
permitiendo la busqueda de los cromosomas homologos, la sinapsis y la recombinacion entre
ellos. Asi, durante el estadio de leptotene-zigotene, los telomeros se anclan a la EN y dispersan
sus clusters hasta converger en uno solo cerca del SPB, mientras que los centrémeros se disocian

del SPB. A esta configuracion se le denomina bouquet meiotico. La organizacion en bouguet es un
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proceso transitorio, durante el cual se producen las DSBs y se inicia la sinapsis. Posteriormente,
durante el estadio de zigotene tardio-paquitene, los teldmeros unidos a complejos LINC se dispersan
de nuevo por la EN, y una vez que los cromosomas homologos se han encontrado, se produce la
elongacion del SC permitiendo la sinapsis y facilitando la recombinacion entre ellos. Durante
¢éste estadio, el SPB se duplica pero la cohesion de los SPBs se mantiene gracias a la proteina
Ndj1 (Figura 11B) (Li et al., 2015). Una vez finalizado el proceso de recombinacion, la proteina
telomérica Ndj1 se degrada permitiendo que los telémeros se desensamblen de la EN, se separen
los SPBs duplicados y se forme el huso de la primera division meidtica. De esta manera se ha
sugerido que la dinamica del SPB y el movimiento de los cromosomas estd acoplada permitiendo
la correcta recombinacion meidtica y la segregacion de los cromosomas.

Actualmente se desconoce la funcion exacta del bouguet meiodtico. Tradicionalmente, se
pensaba que la formacion del bouguet facilitaba el apareamiento de los cromosomas homoélogos
en S. cerevisiae, puesto que mutantes defectivos en la formacion del bouquet (ndjiA, mps342-64
y csm44) muestran un retraso en el apareamiento de homoélogos (Conrad et al., 2008; Conrad
et al., 2007; Trelles-Sticken et al., 2000). Sin embargo, se ha descrito que estos defectos en el
apareamiento se deben al retraso en la progresion meidtica de estos mutantes y no a defectos en la
formacion del bouquet, puesto que se han descubierto mutantes defectivos para la formacion del
bouquet (mps3465-145 y mps34240-430), cuya progresion meidtica y cinética de apareamiento
de homologos es normal (Lee et al., 2012). En cambio, se ha establecido que los RPMs facilitan
el apareamiento de los cromosomas homologos. Esta funcién adquiere una mayor relevancia
en cromosomas de pequeio tamano, los cuales presentan mas dificultades para encontrar a su
homologo en el nucleo y poseen menos sitios de inicio de la sinapsis. Ademas, se ha propuesto
que los RPMs podrian tener algunas funciones adicionales como la eliminaciéon de la formacion
de COs cerca de los telémeros, o de las uniones inespecificas (interlocks) entre cromosomas no
homologos (Koszul and Kleckner, 2009; Storlazzi et al., 2010). En S. cerevisiae, los mutantes
ndjlA, mps342-64 'y csm44 presentan defectos en la formacion del bouguet, RPMs, retraso en el
apareamiento de homologos, en la formacion del SC y en la progresion meiotica; ademas de una
menor viabilidad de las esporas, y elevados niveles de recombinaciéon ectopica (Conrad et al.,
2008; Conrad et al., 2007; Chua and Roeder, 1997; Sonntag Brown et al., 2011; Trelles-Sticken et
al., 2000).

2.2.2. Reorganizacion del nucleo en otros organismos modelo.

A pesar de que la formacion del complejo LINC, el bouguet meidtico, y los RPMs se encuentran
muy conservados en la escala evolutiva, existen algunas diferencias entre algunos de los principales
organismos modelo:

- S. pombe: la levadura de fisién carece de SC, por lo que necesita que el movimiento de los
cromosomas se produce de manera mas drastica que en S. cerevisiae para facilitar la asociacion de
los cromosomas homoélogos y su recombinacion. Asi, después de la cariogamia, la levadura de fision

presenta un movimiento caracteristico denominado horse tail (del inglés, cola de caballo). Este
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movimiento se caracteriza porque los telémeros se asocian al SPB, que unido a los microtibulos,
es el encargado de dirigir el movimiento de los cromosomas de un extremo a otro de la célula
(Chikashige et al., 2007).

En S. pombe, el complejo LINC esta formado por Kms1 (proteina KASH) y Sadl (proteina
SUN). Ademas, Sad1 se une a proteinas de interaccion con los telomeros (Bqtl-4, Rapl y Tazl) y
Kms1 se une a los microtibulos a través de la dineina (Figura 14Ac). Asi, la reorganizacion del
nucleo en S. pombe se produce de la siguiente manera: durante el ciclo vegetativo, los centrémeros
se encuentran asociados al SPB y los telomeros se asocian a la EN a través de las proteinas Bqt3-
4 dando lugar a la configuracion de Rabl (Chikashige et al., 2010) (Figura 14Ba, 14Aa). En
respuesta a las feromonas sexuales, se induce la expresion de las proteinas Bqt1-2, lo que constituye
un prerrequisito necesario para que se produzca la formacion del bouguet meiodtico. Asi, Bqtl-2
se unen a los telomeros (Figura 14Ab, 14Bb) y, a continuacion, se produce el reclutamiento de
complejos LINC (Sadl/Kmsl) a esas regiones (Chikashige et al., 2006; Yoshida et al., 2013)
(Figura 14Ac, 14Bc). Posteriormente, ocurre la formacion del bouquet meiodtico (Figura 14Bd) y
tras el proceso de cariogamia, se produce el movimiento de /orse tail de un lado a otro del nucleo
(Figura 14Be) permitiendo la asociacion de los cromosomas homologos y su recombinacion.

- C.elegans: Al contrario que en S. cerevisiae, el apareamiento de los cromosomas homoélogos
y la formacion del SC en C. elegans es independiente de las DSBs meidticas y la recombinacion
(Dernburg et al., 1998), aunque la reparacion de las DSBs ocurre en el contexto de la formacion
del SC. En C. elegans, el complejo LINC esta formado por SUN-1 (proteina con dominio SUN)
y ZYG-12 (proteina con dominio KASH). La proteina SUN-1 interacciona con las proteinas
teloméricas ZIMs (ZIM-1, ZIM-2, ZIM-3 y HIM-8), y ZYG-12 se une a los microtubulos a través
de la dineina (Figura 15A). En este caso, para que ocurra el apareamiento de los cromosomas
homologos es necesaria la existencia de centros de apareamiento o regiones de reconocimiento de
homologia (PC, pairing centers) (Phillips et al., 2009). Los PC son regiones teloméricas, ricas en
repeticiones heterocromaticas, en donde se reclutan las proteinas ZIMs (Phillips and Dernburg,
2006; Phillips et al., 2005). Estas proteinas reclutan a su vez a la polo quinasa PLK-2, que fosforila
a SUN-1 estabilizando la formacion de agregados moviles de complejos LINC, el apareamiento de
los cromosomas homologos y la sinapsis (Figura 15B) (Harper et al., 2011; Labella et al., 2011)

- Mamiferos: Durante la profase meidtica, las proteinas teloméricas especificas de meiosis
TERBI1, TERB2 y TFR1 se unen inicialmente a una proteina de la EN (MAIJIN, membrane-
anchored junction protein) estableciendo una interaccion inicial entre los telomeros y la EN. Esta
unién es un prerrequisito necesario para que se produzca el reclutamiento de complejos SUN-
KASH (Shibuya et al., 2015). Existen dos proteinas con dominio SUN (SUN1 y SUN2) especificas
de meiosis. La proteina SUN1 colocaliza con los telomeros y es necesaria para la union de los
cromosomas a la EN, el apareamiento de los cromosomas, la sinapsis y la recombinacion (Ding et
al., 2007), mientras que la proteina SUN2 se localiza en las placas de union de telomeros meioticos
(Schmitt et al., 2007) y podria tener un papel parcialmente redundante con SUN1 (Link et al.,

2014). En este caso, la proteina con dominio KASH (KASHY) interacciona con los complejos
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dineina-dinactina asociados a los microtibulos permitiendo el movimiento de los cromosomas
(Morimoto et al., 2012).

Ademas, se ha descrito que la quinasa CDK2 es necesaria para que los complejos SUN1/
KASHS difundan lateralmente por toda la EN permitiendo el correcto anclaje y movimiento de los
cromosomas, y se ha sugerido que CDK2 podria estar fosforilando a SUN1 (Viera et al., 2015).
Ademas, se sabe que la union estable de los telomeros a la EN requiere de la fosforilacion de una
proteina telomérica (TERB1-T647) por CDK (Shibuya et al., 2015).

- Plantas: curiosamente, en Arabidopsis se produce una inusual asociacién de los telomeros
con el nucleolo durante la interfase meidtica-leptotene medio, y es durante este estadio cuando se
produce el apareamiento de los telomeros. Durante zigotene, los centroémeros se asocian entre ellos
y los telémeros pierden su confinamiento en un hemisferio del ntcleo situdndose en la periferia.
Asi, el nucleo adquiere una conformacion que recuerda al bouquet meiodtico de otras especies.
Finalmente, en paquitene los teldémeros y centromeros se distribuyen por el nucleo (Armstrong et
al., 2001; Varas et al., 2015). En plantas, las proteinas con dominio SUN (AtSUN1 y AtSUN2) se
unen proteinas con dominio KASH (SINE-1 y SINE-2) y estas a su vez se unen directamente a la
actina (Tatout et al., 2014). Ademas, las proteinas SUN también pueden unirse a otras proteinas
de la ONM como (AtWIP1-3), las cuales interaccionan con la proteina WIT1 que se asocia
directamente con la miosina XI-I (Tamura et al., 2013). En ausencia de AtSUN1 y AtSUN2, los
telomeros no se anclan correctamente a la EN, se produce un retraso en la progresion meiotica,

defectos en sinapsis y en la formacion de quiasmas (Varas et al., 2015).
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Figura 15. El complejo LINC en C. elegans. (A) Representacion de los componentes del complejo LINC
en C. elegans: proteina con dominio SUN (SUN-1), proteina con dominio KASH (ZYG-12), proteinas te-
loméricas ZIMs (ZIM-1, ZIM-2, ZIM-3 y HIM-8) a las cuales se asocia PLK-2 para fosforilar a SUN-1, y
proteinas de uniodn a los microtubulos, como la dineina. Imagen modificada de (Woglar and Jantsch, 2014).
(B) Representacion de la formacién de agregados de complejos LINC (SUN-1/Z2YG-12), gracias a la fosfo-
rilacion de SUN-1 llevada a cabo por PLK-2. Imagen modificada de (Harper et al., 2011).
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2.3. El checkpoint de recombinacion meiotica.

En organismos eucariotas existen mecanismos de control o de vigilancia del ciclo celular,
conocidos como checkpoints. El término checkpoint tue introducido por Lee Hartwell en 1989
(Hartwell and Weinert, 1989). Estos mecanismos de vigilancia impiden la iniciacion de un evento
tardio del ciclo celular mientras no se haya completado con éxito uno mas temprano. Asi, los
checkpoints son rutas de sefializacion necesarias para reforzar que los procesos celulares ocurran
en el orden adecuado (Subramanian and Hochwagen, 2014) y constituyen mecanismos esenciales
de supervivencia cuando existen dafios o defectos.

Los checkpoints constan de varios componentes que actuan a distintos niveles (Figura 16A).
Los sensores detectan el dafio en el DNA o el proceso celular defectivo y, transmiten la sefial
hasta los efectores, habitualmente mediante una cascada de fosforilaciones. Estos efectores son
generalmente quinasas que actuan sobre diversas moléculas diana provocando distintas respuestas
celulares dependiendo de la naturaleza del dafio en el DNA, de la fase del ciclo celular en que
se haya producido dicho dafio o del evento defectivo que provoco la activacion del checkpoint.
Ademas, se ha descrito la existencia de mediadores o adaptadores que conectan los elementos
sensores con los efectores y promueven la interaccion entre ellos para facilitar la transmision de la
sefial (Melo and Toczyski, 2002). Entre los mecanismos de vigilancia més conocidos se encuentra
el checkpoint de dafio en el DNA, el checkpoint de replicacion y el checkpoint de ensamblaje del
huso (SAC, Spindle Assembly Checkpoint). Ademas, existe un mecanismo de control que funciona
especificamente durante la profase meotica, que es el denominado checkpoint de recombinacion
meiotica o de paquitene.

La funcion del checkpoint de recombinacion meiodtica o de paquitene es impedir la entrada de
las células en meiosis I hasta que la sinapsis y la recombinacion entre los cromosomas homologos
se haya completado correctamente. Cuando alguno de estos procesos es defectivo, este checkpoint
se activa y retrasa o bloquea la salida de profase meiotica (Longhese et al., 2009; MacQueen
and Hochwagen, 2011; Roeder and Bailis, 2000). A continuacion, se describe el actual modelo
propuesto para la activacion del checkpoint de recombinacion meiotica en S. cerevisiae (Figura
16B):

Lasproteinas sensoras Mec1/Ddc2,Rad24/RFCy el complejo “9-1-1detectan los intermediarios
de recombinacion generados por DSBs meidticas sin reparar (MacQueen and Hochwagen, 2011;
Subramanian and Hochwagen, 2014). La sefializacion de este dafio produce la activacion de la
quinasa efectora Mek1, bloqueando la entrada en meiosis I hasta que las DSBs se hayan reparado
correctamente. Para que la sefial de dafio sea transmitida hasta la quinasa Mek1 se necesita de
las proteinas adaptadoras de los LEs, Hopl y Redl. En concreto, la fosforilaciéon de Hopl en
la T318 produce la activaciéon completa de Mekl (Carballo et al., 2008; Penedos et al., 2015).
Para que se produzca la correcta fosforilacion de Hopl se necesitan proteinas adaptadoras como
Dotl y Pch2. La proteina Dotl metila la K79 de la histona H3 y recluta a la ATPasa Pch2 al

nucleolo, favoreciendo la correcta localizacién de Hop1 en los cromosomas (Ontoso et al., 2013) y
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Figura 16. El checkpoint de recombinacién meioética. (A) Representacién esquematica de los compo-
nentes generales de la ruta de los checkpoints. (B) Componentes principales de la ruta del checkpoint de
recombinaciéon meidtica en S. cerevisiae. Actualmente se desconoce si la accion de Mek1 sobre Swe1 y
Ndt80 es directa o indirecta.

permitiendo la fosforilacion de Hop1 (Herruzo et al., 2016) por las quinasas Mecly Tell (proteinas
homologas a ATM y ATR en mamiferos) (Carballo et al., 2008; Penedos et al., 2015). La proteina
Red1 que forma parte de los LEs del SC (Smith and Roeder, 1997) también es esencial para que se
produzca la fosforilacion de Hop1 y la consiguiente activacion de Mekl1 (Eichinger and Jentsch,
2010; Wan et al., 2004). Mediante el empleo de geles de Phostag es posible visualizar las distintas
bandas de fosforilacion de Mek1 (Ontoso et al., 2013). Asi, la primera banda de fosforilacion de
Mekl1 se produce gracias a la accion de las quinasas Mec1/Tell, mientras que las bandas superiores
se corresponden con la autofosforilacion en trans de Mek1 (Thr 327 y Thr331) (Niu et al., 2007).

Una vez que se ha producido la activacion completa de Mek1, ésta lleva a cabo dos procesos:

- Mekl1 refuerza la recombinacidon entre cromosomas homologos evitando la recombinacion
con la cromatida hermana. Para que se produzca la recombinacion con la cromatida hermana
es necesaria la formacion del complejo Rad51-Rad54. La quinasa Mek1 inhibe la formacion de
este complejo regulando la actividad de Rad51 a través de dos mecanismos: por un lado, Mek1
fosforila la Thr132 de Rad54, reduciendo asi su afinidad por Rad51 (Niu et al., 2009); y por otro
lado, Mek1 fosforila la Thr40 de Hedl, estabilizando a Hed1 e impidiendo asi la formacion del
complejo Rad51-Rad54 (Callender et al., 2016).

- Mekl1 inhibe la salida de profase meiotica y la entrada en meiosis I hasta que se haya producido
la correcta reparacion de las DSBs. Esta inhibicion se produce mediante la actuacion de Mekl
sobre dos dianas: la quinasa Swel y el factor de transcripcion Ndt80. Actualmente, se desconoce

si esta inhibicion ocurre directa o indirectamente.

La quinasa Swel inhibe la activacion de Cdc28, la principal CDK (Cyclin-Dependent Kinase)
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de S. cerevisiae mediante la fosforilacion de la Tyr19. Para que Cdc28 se encuentre activa son

necesarios dos requisitos: la union a su ciclina Clb1 y la desfosforilacion de su residuo Tyr19.

Asi, cuando el checkpoint de recombinacién se encuentra activo y, por tanto Mekl estd
completamente fosforilada, Swel se estabiliza e inhibe a Cdc28 mediante su fosforilacion en la
Y19 (Leu and Roeder, 1999). Por su parte, la fosfatasa Mihl1 es la encargada de la desfosforilacion
de Cdc28-Y 19 una vez que se desactiva el checkpoint, permitiendo la reanudacion de la progresion
meiotica (Gil-Torres I, TFM). Por otro lado, la activacion de Mek1 inhibe el factor de transcripcion
Ndt80, el cual es necesario para la transcripcion de alrededor de 150 genes medios, entre los
cuales se encuentran genes requeridos para la salida de paquitene, como la polo-quinasa CDC5
(Sourirajan and Lichten, 2008), para las divisiones nucleares, como la ciclina CLBI (Chu and
Herskowitz, 1998) y para la morfogénesis de las esporas, como SMK/ (Pierce et al., 2003). La
clave de esta induccién masiva de genes por parte de Ndt80, se debe a su union a los elementos
de esporulacion medios (MSE, Middle Sporulation Elements) presentes en los promotores de la

mayoria de los genes medios requeridos para la entrada de las células en meiosis I.

La transcripcion de NDT80 es compleja y se encuentra altamente regulada (Winter, 2012).
Inicialmente, se produce una induccion basal de NDT80 mediada por la expresion de Imel.
Posteriormente, el represor Suml es marcado para su degradaciéon mediante su fosforilacion
mediada por Ime2, Cdc28 y Cdc7 (Corbi et al., 2014). El promotor de NDT80 contiene un MSE
reprimible por Suml e inducible por Ndt80, por lo que se ha propuesto que la competicion
entre Ndt80 y Sum1 por unirse a los MSE regula la expresion de los genes medios (Chu et al.,
1998; Lindgren et al., 2000; Pierce et al., 2003). Finalmente, la activacion de Ndt80 requiere su
fosforilacion mediada Ime2 y Cdc5. Niveles basales de Cdc5 son necesarios para la activacion
inicial de Ndt80, permitiendo la uniéon de Ndt80 a su propio promotor y generando un bucle de
autoactivacion (Acosta et al., 2011). Ademas, se ha descrito que Ndt80 podria estar regulada post-
transcripcionalmente mediante su localizacidon puesto que, en una cepa silvestre, Ndt80 se encuentra
localizada en el nucleo, mientras que en mutantes como zip/ o dmcl, Ndt80 se encuentra en el
citoplasma (Wang et al., 2011b). Se ha propuesto que Ndt80 podria ser retenida en el citoplasma
cuando el checkpoint de recombinacion esta activo, evitando asi su entrada en el nucleo y por tanto

la activacion de genes requeridos para la entrada en meiosis 1.

Asi, la activacion de Mek1 bloquea la entrada en meiosis I a través de dos vias: mediante la
inhibicién de Cdc28 (CDK) por Swel y mediante la inhibicion de Ndt80, y por tanto de genes
medios requeridos para la entrada en meiosis I, como la ciclina CLBI necesaria para la activacion
de Cdc28 y de CDCS5, requerida para la resolucion de dHJs, el desensamblaje del SC (Sourirajan

and Lichten, 2008) y la completa desactivacion de Mek1 (Prugar et al., 2017), entre otras funciones.

Para el estudio del checkpoint de recombinacion en S. cerevisiae, se emplean mutantes como
zipl, dmcl, hopl y sae2 que presentan defectos en reparacion de las DSBs, formacion de COs

o del SC, y por tanto mantienen el checkpoint de recombinacion activo. La proteina Zipl forma
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parte de la region central del SC y, por tanto, los mutantes zip/ son defectivos en sinapsis (Sym
et al., 1993). Ademas, el mutante zip/ presenta defectos en la formacion de COs puesto que no se
resuelven de manera adecuada los intermediarios de Holliday (Borner et al., 2004). Dmc1 es una
proteina especifica de meiosis homologa a RecA. Los mutantes dmc! presentan DSBs procesadas
sin reparar dado que la invasion de la cadena homdloga no se produce (Bishop et al., 1992).
La proteina Hop2 forma un complejo con Mndl1, facilitando la recombinacion meidtica entre
homologos dependiente de Dmcl. Los mutantes hop2 presentan sinapsis entre cromosomas no
homologos (Leu et al., 1998) y DSBs procesadas sin reparar (Chen et al., 2004; Henry et al., 2006;
Tsubouchi and Roeder, 2002, 2003). La proteina Sae2 participa en la reseccion de DSBs, por lo
que mutantes sae2 presentan DSBs sin procesar y sin reparar (Keeney et al., 1997; McKee and
Kleckner, 1997; Prinz et al., 1997). En concreto, en este trabajo empleamos un mutante zip/ para

el analisis de la activacion del chekpoint de recombinacion meidtica.

El checkpoint de recombinacion meidtica se encuentra muy conservado en la escala evolutiva,
existiendo en levaduras (Nyberg et al., 2002; Perez-Hidalgo et al., 2003), C. elegans (Bhalla and
Dernburg, 2005), D. melanogaster (Joyce and McKim, 2009) y mamiferos (de Rooij and de Boer,
2003; Pacheco et al., 2015). De este modo, su estudio en organismos modelo como S. cerevisiae
permite avanzar en el conocimiento del funcionamiento de los mecanismos de control de la meiosis

en eucariotas superiores.

En humanos, diversos estudios muestran que las aneuploidias resultantes de errores meidticos
son la principal causa de abortos espontaneos, defectos de nacimiento (sindrome de Down, etc.)
e infertilidad (Burgoyne et al., 2009; Hassold and Hunt, 2001; Nagaoka et al., 2012). Asi, el
conocimiento detallado del funcionamiento de los mecanismos de control de los diferentes eventos
meioticos puede ayudar a entender como se desarrollan determinadas patologias, lo que contribuye

€n un primer paso para su prevencion.
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Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis es la realizacién de un estudio completo de las posibles

funciones de la histona variante H2A.Z durante la meiosis en S. cerevisiae.

Para facilitar la comprension de este estudio, la memoria se ha estructurado en tres capitulos:

Capitulo 1, se analiza el papel de H2A.Z en la ruta del checkpoint de recombinacion
meiotica, la cual se activa en respuesta a defectos en los procesos de sinapsis y/o

recombinacion (mutante zip /).

Capitulo 2, se realiza una caracterizacion general del mutante /#z/, asi como un analisis

de la localizacion de H2A.Z y su relacion con otros genes en profase meidtica.

Capitulo 3, se analiza el papel de H2A.Z en el movimiento rapido de los cromosomas
durante la profase meiotica, y su relacion con la proteina Mps3, durante la meiosis sin

perturbar (checkpoint inactivo).
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Abreviaturas

BIFC

CDK
ChIP-Seq
CcoO

dHJ
DNA

DP

DNP
DSB

EN
FRAP

HZADs
INM
JMs
LEs
LINC
MSE
NCO
NCP
NLS
NPCs
ONM
ORF
PC
rDNA
ROIs

SAC
SC
SDSA
SGD
SPB
ssDNA

Bimolecular Fluorescence Complementation (complementacion bimolecular
fluorescente)

Cyclin-Dependent Kinase (quinasa dependiente de ciclina)

Chromatin inmunoprecipitation followed by sequencing

Crossovers (entrecruzamiento reciproco)

double Holliday Junction (union doble de Holliday)

deoxyribonucleic acid (4cido dexosirribonucleico)

Ditipo Parental

Ditipo No Parental

Double Strand Break (rotura de doble cadena)

Envuelta Nuclear

Fluorescence Recovery After Photobleaching (Recuperacion de la fluorescencia
posterior al foto-blanqueamiento)

H2A.Z activated domains (dominios de cromatina activados por H2A.Z)
Inner Nuclear Membrane (membrana nuclear interna)

Joint Molecules

Lateral Elements (elementos laterales)

Linker of pucleoskeleton and cytoskeleton

Middle Sporulation Elements (elementos de esporulacion media)
Non-crossover (entrecruzamiento no reciproco)

Nucleosome Core Particle (core del nucleoma)

Nuclear Localization Signal (sefial de localizacion nuclear)

Nuclear Pore Complexes (complejos de poro nucleares)

Quter Nuclear Membrane (membrana nuclear externa)

Open Reading Frame (fase de lectura abierta)

Pairing Centers (centros de apareamiento)

DNA ribosémico

Regions Of Interest (regiones de interés)

Rapid Prophase Movements (Movimiento rapido de los cromosomas durante la
profase meidtica)

Spindle Assembly Checkpoint (checkpoint de ensamblaje del huso)
Synaptonemal Complex (complejo sinaptonémico)

Synthesis-Dependent Strand Annealing

Saccharomyces cerevisiae Genome Database

Spindle Pole Body (cuerpo polar del huso)

single stranded DNA (DNA de cadena sencilla)






