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Riassunto

Il superavvolgimento del DNA nelle cellule, regalatalle DNA Topoisomerasi,
influenza molti processi biologici, quali la tragoone, la replicazione, la
ricombinazione ed il rimodellamento della cromatinaa DNA Topoisomerasi 1B
eucariotica, (Topl), € un enzima efficiente nellaozione dei superavvolgimenti del
DNA in vitro e la sua principale funzione cellulare e la riroo® dei superavvolgimenti
positivi € negativi generati durante la trascrigi@la replicazione.

Risultati recenti hanno fornito evidenze sperimimal coinvolgimento di Topl
in meccanismi multipli di regolazione dell’espres® genica eucariotica, in particolare
nella fase di inizio e maturazione dei trascrifittavia, le funzioni di Topl non sono
ancora state stabilite a livello globale. Pertantgla presente tesi di dottorato abbiamo
risposto a questa domanda con I'analisi dei prdifilirascrizione genica globale e con
studi di immunoprecipitazione della cromatina (QhtPcellule diS. cerevisiae

Circa il 9% dei geni sono influenzati da Topl,anklisi dei profili di espressione
mostra che Topl wt aumenta l'utilizzo del glucosidei pathway per la produzione di
energia, con specifica diminuzione della trascrigiodei geni telomerici e sub-
telomerici. Abbiamo inoltre dimostrato che Topl wta non il suo mutante inattivo,
aumenta la velocita di crescita cellulare nelldubeldi lievito studiate. Le analisi di
ChIP mostrano che, in confronto allassenza detima, Topl wt diminuisce
I'acetilazione dell'istone H4, compresa quella sfieg della lisina 16, nel telomero
destro del cromosoma XIV mentre la mutazione clatira I'enzima aumenta in
maniera marcata |'acetilazione dell'istone H4 e dametilazione della lisina 4
dell'istone H3. Topl wt incrementa anche il recémto di Sir3 nelle regioni di
confine della cromatina silenziata dello stessonbelro. Studi di immunoprecipitazione
indicano che l'enzima interagisce direttamente dan struttura della cromatina
telomerica poiche entrambe le proteine, quella vefuella inattiva, sono localizzate
sulle ripetizioni telomeriche dei cromosomi di li@v

Questi risultati dimostrano che Topl, una protenta essenziale in lievito,
ottimizza i livelli globali dei trascritti per unerescita piu efficiente di cellule in fase
esponenziale. Indagando il meccanismo che € afla talla specifica repressione dei
geni telomerici, abbiamo dimostrato che Topl faaaei delle modifiche post-
traduzionali degli istoni che indicano una strudtdella cromatina repressa nelle regioni

telomeriche.
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Capitolo 1 Introduzione

1.1. Il problema topologico

1.1.1. Lacellula e la topologia del DNA

Nel 1963 Dulbecco e Vogt scoprirono che il DNA geliomavirus esisteva in una
forma circolare chiusa. In questa forma, i duenfgati che danno origine alla doppia
elica, oltre che essere strettamente associath@aemplementari, sono chiusi su loro
stessi: questa é la forma prevalente in cui il DBNAInzionale all’interno della cellula
(1). Altri DNA circolari furono scoperti in un cresnte numero di organismi; per un
certo numero di fagiX, 9X174, fd) fu scoperto che le molecole di DNA, clens
presenti nelle particelle fagiche in una forma dsee adottano la forma circolare chiusa
guando inserite e funzionali all'interno della &l come nel caso del batteriofagan
cui, quando il DNA é all'interno del batteriofagd presenta in una forma lineare con le
estremita coesive, ma diventa circolare spontanetama soluzione o all'interno del
batterio quando ik DNA e iniettato nella cellula. La forma circolarkiusa €, dunque,
caratteristica del DNA batterico.

Nella meta degli anni 70, si scopri che anche léeonde di DNA piu grandi,
caratteristiche delle cellule superiori, formanoutttire a loop, tenute insieme da
complessi proteici, in cui ciascun loop ha caratiehe topologiche analoghe alle
molecole di DNA circolare chiuso. Gradualmente dive chiaro che la struttura del
DNA circolare chiuso ed il superavvolgimento adoeassociato giocassero un ruolo
estremamente importante negli organismi viventi.

Durante il processo di trasformazione del DNA Imea un circolo chiuso, la
molecola che ne risulta puo mostrare di non esasen®data o di essere annodata in
modi diversi (Figura 1; 2). La probabilita di anawosi dipende dalla lunghezza e dal
diametro effettivo del DNA. |l diametro effettivo ed DNA pud essere
significativamente maggiore del suo diametro geooweta causa della repulsione
elettrostatica tra due segmenti di DNA in avvicimeto, ciascuno dei quali e
fortemente carico negativamente. Questa repulstaigrostatica € schermata da piccoli
ioni positivi presenti in soluzione o all'internelt cellula (di solito ioni sodio). Tanto
maggiore sara la concentrazione degli ioni sodata piu il diametro effettivo si
avvicinera al suo valore minimo geometrico. La ubta di annodamento del DNA e

stata calcolata accuratamente (3, 4) e questilcalmoo stati pienamente confermati da
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misure sperimentali della frazione di DNA annodaito soluzioni a diverse

concentrazioni di sodio (5).

D8.9DD
@6@ HB .G,

Figura 1. Rappresentazione dei possibili nodi che possono formare quando una
molecola di DNA lineare assume una struttura circare in maniera casuale. La
prima cifra indica il numero di incroci, la seconda(il pedice) il numero di nodi per
ogni molecola.

Poiche la trasformazione del DNA lineare in un @iocchiuso avviene in caso di
infezione da parte di alcuni batteriofagi (non solel caso del batteriofagh), la
probabilita consistente, prevista teoricamentdodnazione di nodi, ha suggerito che
deve esistere un particolare meccanismo in gradadetivenire nella topologia del DNA
(3).

In termini fisici, la caratteristica distintiva delmolecole circolari chiuse, in
confronto con il DNA lineare, € che una volta chdilamenti complementari si
richiudono in un circolo, la molecola assume uraicstopologico che non puo essere
alterato da nessun riarrangiamento conformaziomahlaeno di un taglio nei filamenti
stessi: nel 1969 James Wang scopri la DNA topoisasnébatterica, un enzima capace

di controllare il livello del superavvolgimento deNA (6).
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1.1.2.  Superavvolgimento del DNA

Data una doppia elica di DNA, in cui i due filametdmplementari sono associati
in una molecola circolare chiusa, I'asse della dmpglica pud formare un’elica di
ordine superiore(figura 2). Questa deformazione dell'asse delllié chiamata
superavvolgimento, e il numero di volte che unnfiéato si avvolge intorno all'altro si
chiamanumero di legame, indicato coR (linking number).

Il parametro k € una costante topologica che non pud essere atnduin alcuna
deformazione dei filamenti di DNA senza la rottdei medesimi. Il valore dilsi puo
facilmente calcolare dal numero di volte che uanfiento passa attraverso la superficie
sulla quale € posto l'altro filamento quando il DMAdosto su un piano e non presenta
superavvolgimenti.

A
- 7770
{

o
‘Q\"\{_\

Supercailed Relaxed
circular DNA circular DNA

Figura 2. Due filamenti complementari di DNA circolre chiuso (a destra) formano
intersezioni di ordine superiore (a sinistra)

Per convenzione, il Lé considerato positivo per ogni giro a destraadétppia
elica; in ogni caso si tratta di un numero inteedidto da due componenti: il “twisting
number” ed il “writhing number” secondo I'equaziohg =W + T.

Il Twisting number, T, &€ una proprieta della dopgliaa stessa perché rappresenta
il numero totale di giri del duplex, determinatil damero di paia di basi per giro. Per
una molecola rilassata che sta su una superfiaigapil twist € il numero totale di paia

di basi diviso il numero di paia di basi per giro.
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Il Writhing number, W, rappresenta la rotaziond’dste del duplex nello spazio,
corrispondendo al concetto intuitivo di superavuolgnto, senza pero avere lo stesso
significato quantitativo. Per molecole rilassates0\ L=T (figura 3).

Molecole di DNA di sequenza identica possono augréiverso e presentare vari

superavvolgimenti. Tali molecole sono chiamate isortopologici (7).

VAN NN
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Large writhe, small change in twist
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- i< -l |

Zero writhe, large change in twist
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Figura 3. Modello nastriforme per illustrare Writh e Twist. (a) molecola di DNA
rilassata; (b) molecola di DNA con W alto e T bassdc) molecola di DNA con W=0
e T alto.

Se N é il numero di coppie di basi del DNAygée il numero di coppie di basi
presenti in un giro della doppia elica, in detemténcondizioni ambientali, allora la
differenza

T=Lx — Nho

esprime il numero di superavvolgimenti in un DNAcolare in determinate condizioni.

Quandor # 0, il DNA circolare non puo formare un anello gjiace su un piano con

avvolgimento dell'elica di valore pariyg quindi o cambia I'avvolgimento dell'elica o la
molecola di DNA nel suo complesso deve superavvsigello spazio. In effetti, par

# 0 si verificano entrambi gli eventi: il DNA cirane si superavvolge e cambia |l
proprio avvolgimento. La distribuzione dell'energissociata al superavvolgimento del
DNA (cioé cont # 0), tra l'avvolgimento e il superavvolgimento tiita, €

determinata dalla rigidita di torsione e di ripieganto. Queste rigidita sono state

10
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misurate con buona precisione. Ne é risultato aadcoli teorici del superavvolgimento
del DNA sono piuttosto accurati (8).

Molecole di DNA circolari chiuse, estratte da clluli eucarioti, sono sempre
superavvolte negativamente< 0, la doppia elica & “sottospiralizzata’).

Di solito il superavvolgimento e caratterizzatowte “densita'«) della superelica
data dall'espressione:= ty,/N.

Nei procarioti, I'intero cromosoma consiste spaasan DNA circolare chiuso a
doppio filamento. Anche la maggior parte dei plasirmono molecole di DNA circolare.

Il grado di superavvolgimento di un DNA circolaredpessere analizzato tramite
la sua mobilita elettroforetica su gel di agarostmme €& mostrato in figura 4, un
plasmide superavvolto migra piu velocemente dalla ®rma rilassata in un gel di
agarosio (pozzetto 1). Se il plasmide e sottopa@dfazione di una topoisomerasi
(pozzetti 2 e 3) esso puo trovarsi in diversi gtgiblogici (topoisomeri) la cui presenza

e rivelata dalle diverse bande nel gel di agarosio.

1 2
Rilassato ——
/
Topoisomeri<
(.
Superavvolto——

Figura 4. Separazione elettroforetica di topoisomer su gel di agarosio. 1
Separazione elettroforetica di un plasmide negativaente superavvolto; 2-3.
Separazione elettroforetica di topoisomeri di DNA fasmidico dopo reazione per
tempi diversi con una topoisomerasi .

ARl

11



Capitolo 1 Introduzione

1.1.3. L'impacchettamento del DNA nella cromatina

Il concetto di superavvolgimento e dunque appliealali solo DNA circolare
chiuso, tuttavia abbiamo visto che le molecole NiADpiu grandi, caratteristiche delle
cellule superiori, formano strutture a loop conati@ristiche strutturali analoghe alle
molecole di DNA circolare chiuso, necessarie perdh@enoma degli organismi
eucariotici, di dimensioni variabili, sia interantemacchiuso all'interno del nucleo.

Per risolvere i problemi di carattere strutturalefumzionale associati alla
dimensione del DNA eucariotico, esso é condensalta noromatina, una struttura nella
guale le lunghe molecole di DNA lineare presentdebsuperavvolgimenti dovuti al
loro arrotolamento intorno a particelle istonichencconseguente formazione dei
nucleosomi. Ogni nucleosoma €& costituito da un étarostituito da un ottametro
istonico (H2A-H2B) e (H3-H4) intorno al quale si avvolge il DNA per una lunghaz
di 146 bp e, nel punto in cui il doppio filamentotra ed esce dal complesso istonico,
dopo aver compiuto un giro e ¥, si colloca l'istdfie Su ciascun nucleosoma il DNA
compie quasi due superavvolgimenti negativi cenl.8 (figura 5).

L'organizzazione dei nucleosomi determina un g@didmmpattamento del DNA
di circa 6-7 volte e rappresenta l'unita di bas#odganizzazione gerarchica della

cromatina.

Figura 5. Rappresentazione tridimensionale di un ncleosoma in cui 146 bp di
DNA avvolgono a spirale delle molecole istoniche. liGistoni H2A e H2B sono
rappresentati in rosso, H3 e H4 in verde.

Il successivo ordine di condensamento del DNA #bla da 30 nm che aumenta
il compattamento del DNA di 40 volte, ulteriori éili sono dati da strutture piu
complesse come le anse radiali, fino alla formaziaurante il processo mitotico, del

cromatidio, fondamentale per una segregazionefiatdi del materiale genetico.
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Se un lungo segmento di DNA nella cromatina fordumque, strutture ad ansa e
le estremita del segmento sono bloccate da compigmeteiche in modo che esse non
possano ruotare una rispetto all'altra, allora tséggmento formera un dominio
topologico. Se le proteine istoniche sono rimossetale dominio, il DNA sara
sottoposto a una forte tensione di torsione. Negdarioti il principale meccanismo di

superavvolgimento consiste, dunque, nell'arrototamdel DNA attorno ai hucleosomi.

1.1.4. Topologia e trascrizione

Diversi eventi molecolari che generano superavwodgiti del DNA avvengono
nel nucleo degli eucarioti. Per molti processi dgiti che richiedono I'accesso
all'informazione genetica, in cui i due filamentelbelica devono essere separati
temporaneamente, come nel caso della trascriziondel@a ricombinazione, o
permanentemente, come nel caso della duplicazemecessaria una manipolazione
topologica del DNA, perché i due filamenti non s@wo appaiati, ma anche avvolti
uno intorno all’altro e la loro separazione riclgeche essi siano prima srotolati (9).
Dato che il DNA si comporta come una struttura naate di estremita libere di ruotare,
una separazione dei filamenti temporanea o pern@neetermina l'incremento
dell'avvolgimento lungo la molecola, producendo wesistenza sempre maggiore ad
un ulteriore movimento in avanti. Ogni evento, getv, che generi un’'onda di
denaturazione della doppia elica pud determinassttorsionali a monte e a valle
dell'onda. La trascrizione di un gene € uno di gumgenti.

Il processo di trascrizione richiede la rotazioeé abmplesso multiproteico della
RNA polimerasi intorno al DNA oppure la rotazionel ®NA stesso; poiché il nucleo é
un ambiente con alta densita e con alto ingombevicst probabilmente I'RNA
polimerasi non puo ruotare se non, al piu, per n@vibsimo tratto di stampo. Anche i
due filamenti, in una lunga molecola di DNA orgamta nella complessa struttura
cromatinica, a loro volta non sono liberi di ruetamno intorno all’altro. In questi casi, il
movimento di traslazione dellRNA polimerasi lunda doppia elica determina
superavvolgimenti positivi e negativi davanti etdidda RNA polimerasi che trascrive
(figura 6). Questo evento genera due domini topolagdjstinti ed opposti nel DNA

stampo, noti come “twin-supercoiled domain” (10;) 1llcui risultato € un aumento

13
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dello stress torsionale oltre una certa soglia, pn@ impedire I'ulteriore avanzamento

della RNA polimerasi e la sintesi del trascritto.

Twin-domain model

Figura 6. Twin-domain model. Variazioni topologicheindotte durante i processi di
trascrizione. Il superavvolgimento trascrizionale, positivo a valle e negativo a
monte della polimerasi, si genera quando si verifamo due condizioni: la prima &
che ci sia impedimento nella rotazione del compless$rascrizionale attorno al DNA
stampo e l'altra &€ che vi sia una barriera alla roazione libera dei due filamenti di
DNA.

Nell'organizzazione dell'informazione genetica, ssge, dunque, un problema
topologico, dovuto per molecole di DNA piu sempligila probabilita di formazione di
nodi e allo stato topologico assunto in seguitcessi, che non puo essere alterato da
nessun riarrangiamento conformazionale, a menadaglio nei filamenti stessi. Per
molecole di DNA eucariotico che sono superavvokgativamente con meccanismi
attivi all’interno della cellula, il problema topmico, ossia 'aumento degli stress
torsionali, impedisce I'avanzamento e la proce&sidi molti eventi biologici. Tutto
guesto suggerisce che deve esistere un particalaceanismo in grado di intervenire

nella topologia del DNA.
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1.2. Le DNA Topoisomerasi

Le DNA topoisomerasi sono enzimi che regolano &iostopologico del DNA
nella cellula. Esse giocano un ruolo importantéan@plicazione, nella trascrizione, nel
rimodellamento della cromatina e nel mantenimergbadstabilita genomica poiché
risolvono i problemi strutturali derivanti dall’aemulo di superavvolgimenti prodotti da
guesti processi biologici e permettono il raggimmgnto di uno stato stazionario
fisiologico. Visto che lo stato topologico degliidicnucleici non puo essere modificato
senza un taglio nella catena del DNA, il lavoroqdiesti enzimi comincia con la
creazione di un taglio temporaneo a singolo o apdogilamento, mentre I'altro
filamento, quello rimasto intero oppure un‘altréeca, passa attraverso il taglio, seguito
dalla ricucitura. Come risultato dell’attivita enmtica, la catena di DNA perde la sua

integritd, ma il suo stato topologico risulta caatbi(figura 7).

Rotation about a free end
A" VANYZANY/ANYZNS /NS

Rotation at fixed ends

- DATVANYANTIANTYEANT AN AN

e

Strand separation compensated by positive supercoiling
) PAN/ANYZANY/ANY) ;\\m_

Nicking, rotation, and ligation
Mick

FVANYZANYZANY/NYZNYZN

ANYZANVIANVIANYSAN
Figura 7. La separazione dei filamenti di DNA a dopia elica € compensata dalla
formazione di superavvolgimenti positivi (in alto). Le DNA topoisomerasi

determinano taglio, rotazione e rilegazione del fmento (in basso). Immagine
tratta da “Genes VI”, B.Lewin, Oxford University Pr ess.
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La rottura del DNA avviene tramite un attacco nafile di una tirosina catalitica
su un legame fosfodiesterico del filamento che gaita formazione di un legame
covalente tra il gruppo idrossilico della tirosimail gruppo fosfato di una delle due
estremita del filamento tagliato (figura 8). In gqtee modo si forma un varco per il
passaggio di un altro segmento di DNA a singolodoppio filamento che determina
I'effettivo cambiamento topologico che puo consisiger esempio, nel rilassamento di
superavvolgimenti negativi o positivi, in altri teini nella variazione del numero di

legame (Lk) oppure nella decatenazione di due iahdlINA catenati.

) ) ) )
% % 4 “
S B e
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L 7
~ ~) ~/! ~
~ - ) ”~
2 B\ £ X
/' b / b /1\ ,: ‘
2 Z\NR KX
X N N S
F-0H
5-PTyr

Figura 8. Meccanismo di azione delle DNA topoisomasi, con ingrandimento del
complesso covalente DNA-enzima. Immagine tratta déGenes VI”, B. Lewin,
Oxford University Press.

La prima DNA topoisomerasi fu purificata nel 197& Hscherichia coli(la
proteinaw); da allora questi enzimi sono stati individuatitutte le cellule eucariotiche
e procariotiche e in alcuni virus e batteriofaga tlassificazione piu generale delle
topoisomerasi € in base al loro meccanismo d’azisoeo definiti ditipo | gli enzimi
che tagliano solo un filamento di DNA, tpo Il quelli che operano una rottura a
doppio filamento. Entrambi i due gruppi si dividomo ulteriori sottofamiglie A e B

definite in base a considerazioni strutturali; fetopoisomerasi | la sottofamiglia A
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comprende le proteine che si legano al 5’ fosfaioDINA tagliato e la sottofamiglia B

guelle che si legano al 3’ fosfato (tabella 1).

TIPO | TIPO I
A B A B

. o protein DNA girasi
E. coli Topo Il Topo IV
S. cerevisiae Topo I Topo | Topo Il (Spo 11)
Virus vaccino Topo |
Archea Termofili  Gyr inversa Top V Top VI

. Topo Il a Topo | Topo lla
H. sapiens Topo Il B mitTopo | Topo IIB (Spo 11)

Tabella 1. Classificazione delle DNA topoisomerasi.

Le DNA topoisomerasi di tipo 1A sono enzimi monomerici che tagliano un
filamento singolo di DNA formando un legame covaédecon il 5’ fosfato del filamento
rotto. Essi rilassano DNA superavvolti negativareema non quelli superavvolti
positivamente, possono catalizzare la formazione rimozione di nodi e
l'interconnessione di circoli a singolo filament@osi come la catenazione e
decatenazione di circoli di DNA duplex con taglja@p. Le topoisomerasi IA richiedono
Mg** per la loro attivitd. Si osserva inoltre che laziene non va a completamento
perché l'efficienza di questi enzimi &€ proporzianal numero di superavvolgimenti
negativi e decresce col proseguire della reazione.

Il prototipo di questa famiglia e la topoisomerkdi E. coli. La struttura, di 865
amminoacidi, € organizzata in tre domini: il doriiN-terminale, corrispondente al sito
di taglio e di passaggio del filamento integro, teame la tirosina catalitica; un dominio
di legame dello zinco(ll) che contiene tre dometracisteinici; il dominio C-terminale,
ricco di amminoacidi basici per il legame al DNAiagolo filamento. Le topoisomerasi
lll di E. coli e S. cerevisiae pur essendo della stessa sottofamiglia, mancaho d
dominio di legame per lo zinco, mentre laallimana ne possiede uno fortemente
omologo a quello della IA d&. coli

La figura 9 rappresenta la struttura cristallografiella topoisomerasi | &. col.

il dominio | € composto da un foglietfd antiparallelo testa-coda a 4 filamenti e da
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guattroa eliche; anche il dominio IV, successivo al |, étdadi o eliche; segue il
dominio Il in alto, e il lll che contiene la tirgw catalitica all’interfaccia col dominio I.
Il movimento di due regioni cerniera, la II-1V e I&lll, permette al dominio Il di
sollevarsi a formare un canale per I'entrata delADi¢lla cavita centrale.

Il meccanismo d’azione prevede un cambiamento cord@pionale del dominio
[Il in modo che I' OH nucleofilo della tirosina siacino al legame fosfato da rompere.
Dopo il taglio, il 5" e legato dalla tirosina, meat’altra estremita e legata da un sito di
legame nucleotidico del dominio [; il dominio lli solleva dal | per formare un
cancello attraverso il quale passa il flamentegntd o la regione del DNA duplex che
deve essere decatenato. Subito dopo I'enzima Biude ed il flamento tagliato e
rilegato (figura 10). Poiché I'energia di legameca@nservata nell'intermedio DNA-
proteina nessun cofattore energetico € richiestdepeeazioni di transesterificazione e
per I'attivita catalitica.

Le DNA topoisomerasi di tipo IB sono strutturalmente e funzionalmente distinte
dai membri della sottofamiglia IA. Questi enzimirftano un intermedio covalente con
il 3’ fosfato del DNA tagliato, possono rilassatgeravvolgimenti positivi e negativi e
la reazione va a completamento. Non hanno sitedame per ioni metallici e non
richiedono M@" per il rilassamento del DNA.

Il prototipo di questa famiglia e la topoisomerdsumana. Sulla base della
struttura cristallografica e di analisi biochimictella proteina, la topoisomerasi IB &
organizzata in quattro distinti domini: un domini-terminale (non presente nel
cristallo, figura 11), un dominio centrale (“corendain”), un dominio “linker” e un
dominio C-terminale (figura 12). | singoli dominiqteici, espressi in batteri, possono
ricostituire un’attivita di rilassamento del DNA ando mescolati insieme, anche se
'enzima ricostituito si lega al DNA con affinitaferiore rispetto all’enzima intatto, e
I'equilibrio taglio-ricucitura e spostato versorlaucitura (12).

Il dominio N terminale, di circa 200 residui, noonservato e molto carico, e
dispensabile per I'attivita catalitica; contieneyisali di localizzazione nucleare (13) e
siti di interazione con altre proteine cellulari.

Il dominio core, altamente conservato, contiendé tutesidui catalitici meno la
tirosina attiva; segue il dominio del linker, pitelse e meno conservato, ed e seguito

dal dominio C-terminale contenente la tirosina lgtita.
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I/IV hinge

W

Domain Il 1 < &K
g ;%\/ Wy

Domain I

E. coli topoisomerase |

Figura 9: Struttura cristallografica della topoisomerasi | di E. coli. Il dominio |
colorato in rosso, il Il in blu, il lll in verde, il IV in arancione. Sono in evidenza i
due punti di connessione fra il dominio Il e gli alri domini.

Figura 10: Meccanismo proposto per il rilassamentala parte della topoisomerasi
IA.
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a ‘ Cap Core subdomain II

Core
subdomain I

C-terminal

Core subdomain II1 .
domain

C-terminal £ b Core

domain

Figura 11: Struttura della topoisomerasi | umana. Mlla sezione A, I'enzima é
mostrato con l'asse del DNA orizzontale, nella B ppendicolare al foglio. Il
sottodominio | del core € in giallo, il Il in blu, il lll in rosso, il linker & in arancione,

il C terminal domain in verde.

Linker C-terminal

N-terminal domain Core domain dornan d6man
N
1 215 636 713 765
Poorly conserved, Highly conserved, Poorly Conserved,
highly charged, binds DNA, conserved. contains
unstructured, contains most catalytic residues. active site
protease sensitive, Tyr723.

contains targeting signals.

Figura 12. Domini della topoisomerasi IB umana. | anfini fra i domini sono basati
su allineamenti di sequenze, studi di proteolisi eristallografici.

20



Capitolo 1 Introduzione

La struttura cristallografica della topoisomerasinhana € stata risolta: i cristalli
comprendono complessi enzima-DNA in cui 'enziméegato covalentemente e non
covalentemente alla doppia elica. La figura 11 (ab)e mostra un co-cristallo
dell’enzima, mancante dei circa 200 residui del shoonN terminale, in legame non
covalente con un oligonucleotide di 22 paia di basi

La proteina forma un anello che avvolge la dopdiaaedel DNA e che é
costituito dai domini core e C-terminale. In pastare, il dominio core é suddiviso, dal
punto di vista della struttura terziaria, in trétedomini: I, 1l e Ill. Una parte dell'anello
comprende i due sottodomini | e Il che si strutharansieme costituendo il “cap” della
proteina (b). L’altra parte dell’anello, nota corbase della proteina, consiste del
sottodominio core lll e del dominio C-terminale@donnessa alla prima da una lunga
elica chiamata connettore. Dal lato opposto di guekca, i sottodomini Il e 11l sono in
contatto mediante due brevi anse, dette “lips”,, dnéeragendo attraverso soli sei
amminoacidi e un ponte salino, hanno la funzioneatinettere il cap alla base della
proteina. L’'apertura e la chiusura della proteiea ip legame ed il rilascio del DNA
avviene per interazione di queste zone.

Tra il sottodominio core Il e il dominio C-termilessi trova il dominio del linker,
organizzato in una struttura a due lungheliche che protrude dall'anello proteico. La
funzione del linker sembra essere quella di regdlamrotazione del filamento tagliato
intorno all'altro (14). Tale funzione viene persdroducendo una discontinuita, nella
catena polipeptidica, nella giunzione tra il linked il dominio C terminale. Infatti, &
stato dimostrato che il dominio linker risulta @id dalla proteolisi quando I'enzima e
legato, in modo non covalente, al DNA, mentre &stibile al taglio quando non c’¢é il
legame all’acido nucleico (14), e da cio si pensa it linker interagisca con il DNA.
Inoltre il linker stesso pare contribuire alla peesivita dell'enzima e permettere
all’enzima di lavorare a concentrazioni saline atiementi lo inibirebbero (12). Infatti,
mutazioni nel dominio linker che aumentano la pssogta dell’enzima, ne aumentano
anche la sensibilita alla camptotecina, un velgreziéico della Topoisomerasi | (15).

La specificita per il substrato e sia a livello ldetequenza nucleotidica, sia a
livello della struttura terziaria del DNA. L'enzintaglia il DNA in un sito preferenziale

di taglio mediante il riconoscimento di una seq@eoansenso lassa che si estende su 4
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paia di basi, (da —4 a —1 rispetto all’effettivtodili taglio 0): si tratta della sequenza 5'-
(A/T)(GIC)(AIT)T-3' con I'enzima covalentemente &g al residuo T -1.

Il sito attivo della proteina e costituito da cieqresidui: Arg 488, Arg 590, His
632, Lys 532, Tyr 723 e l'attivita catalitica hamo® fulcro I'azione della tirosina il cui
ossidrile assume una conformazione tale da pergkttéattacco nucleofilo e la
successiva formazione di un legame covalente ctamriiinale 3' del filamento di DNA
tagliato, poiché viene a trovarsi sullo stesso @idall'ossigeno 5 del fosfato. Gli altri
residui restano vicini al legame fosfodiestericaantribuiscono alla stabilizzazione
dello stato di coordinazione pentavalente del tosfattraverso il legame con I'O1 dalla
Arg 488 e dall'Arg 590 e con I'0O2 dalla Ser 632teawgerso il legame idrogeno tra I'N2
della Lys 532 e I'O5 che ne riceve un protone a&aiella stretta vicinanza (16).

La chiave della catalisi € dunque l'organizzazitsitémensionale dei residui del
sito attivo intorno al sito di taglio del DNA. Lagtira 13 mostra l'attacco nucleofilo
della Tyr 723 sul sito di taglio.

Il modello del meccanismo enzimatico & noto conmazione controllata™ una
volta che il DNA é stato tagliato e I'enzima ¢ fkegal terminale 3, il terminale 5' ruota
intorno al filamento non tagliato in modo non coetpmente libero, ma in qualche
modo frenato dall'interazione con il cap e conirikér della proteina (figura 14). I

rilassamento dello stress torsionale avviene a&tsav uno o piu cicli di rotazione

controllata.
Arg4gs D@f\rgsso )'5632 Arg488 WA@SQO )lsssz
2-..& é'.d
2_‘5 :;.11’ Tyr723 2% 3 Tyr723
Lys532 Lys532

Figura 13. Stereochimica della catena amminoacidicanel sito attivo della
topoisomerasi | umana. | legami idrogeno sono indati in linee verdi tratteggiate,
le distanze sono espresse in Angstrom.
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Figura 14. Meccanismo di rilassamento tramite rotamne controllata da parte
della topoisomerasi | umana.

A differenza delle topoisomerasi |, le topoisomethsono enzimi che legano il
DNA in forma dimerica e tagliano il duplex su filanti opposti. Il taglio, che necessita
del legame covalente di ciascuna subunita del dinar5' del DNA attraverso un
legame fosfotirosinico, introduce una rottura amlodilamento attraverso cui passa il
DNA duplex della stessa molecola o di una moleddfarente. Solo le topoisomerasi |l
pertanto sono in grado di catenare/decatenare calecale di DNA. La reazione
richiede Md@" e lidrolisi di ATP.

Un esempio delléopoisomerasi IIA € la DNA girasi diE. coli che mostra una
forte omologia con le altre topoisomerasi notealstesso tipo, cioe la topoisomerasi IV
di E. coli stesso, i due isoenzimi umani topoisomerasiel, la topoisomerasi Il db.
cerevisiaee del fago T4.

La DNA girasi e fatta da due subunita: ggrB corrisponde all’N-terminale
dellenzima eucariotico, e lagyrA che si allinea con il C-terminale dell’enzima
eucariotico. Analogamente al dominio N-terminaldadeopoisomerasi 1B, il dominio
C-terminale degli enzimi di tipi IIA € importanteepil trasporto nel nucleo e per le
interazioni con le altre proteine. La tirosina tta e localizzata a circa 120
amminoacidi dal dominio N terminale di gyr A; iksidi legame per I'ATP & nei primi
400 residui digyr B ed e seguito da una regione collocata nel C-telmiclae media

I'interazione tra le due meta dell'enzima dimerico.
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La struttura cristallografica della proteina funzde intera manca, ma sono stati
risolti alcuni frammenti che forniscono informaziastrutturali utili, che insieme alle
evidenze biochimiche, delineano un buon modello ecmhre del meccanismo
catalitico. Ognuna delle due subunita del dimermtituita da un dominio ATPasico,
da un dominio centrale che lega il DNA e contiem€elyr catalitica e un dominio C-
terminale non conservato tra i membri della sottofgia. Il primo passo della reazione
e il legame del segmento di DNA da tagliare (ilmegto G) ad un sito di legame per |l
DNA ad alta affinita ad opera del dominio centrdidla proteina. Intanto anche il
filamento complementare T viene catturato nel dooniIrPasico (uscita-N); una volta
intrappolato, e fatto passare attraverso I'aperhehfilamento G verso l'uscita C e
quindi verso la cavita inferiore della proteinar Bgni ciclo in cui il segmento T non
viene intrappolato, sul segmento G non & permésaglio e I'apertura.

Una serie di cambiamenti conformazionali avvengdua@ante tutto il corso della
reazione, dovuti all'interazione fra I'enzima, lilsstrato di DNA e 'ATP che viene
idrolizzato ad ADP dopo il taglio per aiutare a$porto del filamento T e per ricucire il
DNA. Il ciclo &€ completato con la rapida richiusutell’'uscita C seguita dall'idrolisi di
una seconda molecola di ATP. Il rilascio dell’AD@rmpette di riaprire l'uscita-N e di

iniziare nuovamente il ciclo catalitico (figura 15)

T-segment DNA
G- segmey

ATPase domains ¢
(N-gate)
DNA capture/ B regions _b
domains
~ CAP regions

C-gate
a

. .
A *%f—
= >

Figura 15. Meccanismo proposto per il rilassamentodel DNA operato dalla
topoisomerasi lIA.

e d
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Il prototipo delle DNA topoisomerasi di tipo IIB & la topoisomerasi VI
dell'archeabatteriGulfolobus shibatael'enzima é un tetramero,By; c'eé una debole
omologia fra il dominio N terminale della subunBae il dominio ATPasico della
topoisomerasi lIA. La subunita A, invece, e distida ogni altra topoisomerasi e mostra
omologia con la proteina Spoll 8i cerevisiaeche e coinvolta nel taglio del DNA
all'inizio del meccanismo di ricombinazione omoladi&rante la meiosi.

Il meccanismo catalitico e similare a quello ddlgpoisomerasi IIA, il solco
centrale carico positivamente ha le dimensioniatterper funzionare da sito di legame
per il segmento G del DNA. Una differenza notewvidpetto alle topoisomerasi lIA € la
mancanza della cavita inferiore che fa da canakllascita per il segmento T del DNA
dopo il trasporto.

In S. cerevisiada ricombinazione meiotica inizia con la formaaah una rottura
a doppio filamento. Tale rottura e effettuata da8pche inizialmente rimane legata al
DNA per formare un complesso DNA-proteina e sudeasente viene rilasciata e il 5’
del DNA tagliato viene degradato per generare ua Sihgolo flamento. Quest'ultimo
invade una doppia elica di DNA omologa per formara giunzione di Holliday e
terminare il processo di ricombinazione.

Nel meccanismo d'azione proposto per Spoll (17)Tyel35 della proteina
attaccherebbe la catena di DNA generando un ledashatirosinico tra la proteina e il
5" del DNA. Negli stadi iniziali di questo procesaa dimero di Spoll formerebbe un
complesso di “pre-taglio” in cui si stabilirebbe equilibrio fra forme tagliate e non del
DNA. Lattivazione di tale complesso sarebbe in dgradi generare un taglio
irreversibile e la dissociazione di Spoll. A qugstmto il 5’ libero potrebbe essere
generato dall’idrolisi del legame fosfotirosinicalal taglio di una endonucleasi a valle
(Figura 16). Oltre a Spoll in tale processo intege@o altre proteine quali RAD50,
MRE11 e XRS2.

Spoll e omologa a Top6A dilethanococcus jannaschinella figura 17 e
possibile vedere come tale proteina (forse in matkdogo anche Spol1l) sia in grado di
legare il DNA.
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Figura 16. Meccanismo d’azione di Spol1l.

Figura 17. Struttura di Top6A: A. Proiezione ortogmale del dimero a forma di U
con un monomero colorato e l'altro in grigio. La regione nel cerchio contiene il
putativo sito catalitico. B. Medello del legame aDNA di Top6A. La freccia in rosa
indica I’ a-elica che contatta il DNA (James Berger, UC Berkel).
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1.3. Inibitori e veleni delle DNA Topoisomerasi

Un gran numero di farmaci antibatterici ed antituaticsono stati individuati per
la capacita di esplicare la loro azione citotossitarferendo con I'attivita catalitica
delle DNA topoisomerasi. E’ necessario distingdeaedue grosse classi di farmaci:

Veleni: sono composti che agiscono stabilizzando l'intelimeovalente del ciclo
catalitico, in cui i filamenti di DNA sono tagliaéi legati covalentemente alla proteina.
Tali composti agiscono trasformando le topoisomenatssine letali che danneggiano
il DNA stesso stimolando la rottura del DNA in sagualla stabilizzazione del
complesso covalente.

Inibitori : composti che inibiscono il ciclo catalitico serstamolare la rottura ma
bloccando I'accesso dellenzima al DNA legandosolstessi al DNA. Inibiscono
I'attivita catalitica dell’enzima ma non stabilizaa il complesso covalente di rottura
(18).

La sensibilita ai veleni € aumentata da una oveesspne delle topoisomerasi,
mentre una riduzione dellattivita dell’enzima poomportare resistenza delle cellule a
questi farmaci. Gli inibitori, al contrario, hanmeaggiore attivita in cellule con bassa
espressione dell'enzima (19; 20).

1.3.1.  Veleni della DNA topoisomerasi I: la CPT

Alla classe dei veleni della topoisomerasi | (figli9) appartengono la camptotecina
(CPT) e i suoi derivati, usati, prevalentemente, nell@a dei tumori solidi. Questo
farmaco, scoperto circa 35 anni fa, € un alcal@di&atto dall’alberocCamptotheca
acuminata la sua identificazione come antitumorale € mgitd recente. Studi clinici
con il sale sodico della CPT, ora conosciuto esgeasforma inattiva del farmaco, sono
stati interrotti a causa degli effetti molto toss{@1). Successivamente sono stati
sviluppati derivati solubili in acqua e con minagffetti tossici, come CPT-11 e
topotecano. Il topotecano (Hycamtin®) é usato tattel trattamento di tumori ovarici,
CPT-11 (Irinotecan®) di tumori al colon. Benché CPII sia debolmente attivo contro
la topoisomerasi, il suo metabolita, SN-38, e fr@ui potenti veleni di questo enzima.
Altri derivati usati in recenti studi clinici son®@-amminoCPT (9-AC) e la 7-N-
metilpiperazinometil-10,11-etilendiossi-20-S-CP D)1
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Alcuni studi su ceppi di lievitaftopl, in combinazione con le mutazioni per la
permeabilita ai farmaci e alla delezione del ged®®2, hanno dimostrato che mentre
le cellule di lievito che mancano della topoisonseriasono completamente resistenti
alla CPT, le cellule che esprimono I'enzima sonoe@samente sensibili (Nitiss, 1988).
Questi esperimenti identificano la topoisomerasbine unico bersaglio cellulare della
CPT,; l'espressione plasmidica della topoisomeratii llevito 0 umana € necessaria e
sufficiente per ripristinare la sensibilita al faaoo di cellule di lievito prive della
topoisomerasi | (22).

La CPT e una molecola planare a forma di arco;rhanello lattonico terminale
che la rende instabile in soluzione acquosa a cdusea rapida e non enzimatica
idrolisi pH dipendente verso una forma aperta dassilata dell’anello, nella quale
funziona da farmaco meno potente sulla topoisomeraspH neutri o basici,
'equilibrio per questa reazione di idrolisi faveee la formazione della specie
carbossilata meno attiva, mentre a pH acidi e fevda formazione della forma
lattonica attiva (23). A dispetto della planarit@ld molecola, essa non si intercala al
DNA. L’interazione avviene con una guanina nel eolminore, alcuni studi
suggeriscono un’interazione diretta tra la formdoassilata della CPT e il DNA (24).

Se in assenza di CPT non é stata evidenziata reegseferenza da parte delle
Topoisomerasi | per la posizione +1, in presenz@€RITl invece, in +1 €& preferita una
guanina (G). Vari esperimenti con oligonucleotidvedsi, con basi differenti nella
posizione +1, hanno dimostrato che il taglio indatalla CPT € massimo quando c’é
una G, mentre € minimo quando c’e una T, un valotermedio ai due si riscontra
guando e presente una adenina o una citosina (19).

Il complesso della topoisomerasi | umana covaleategmlegato alla doppia elica
del DNA e al farmaco e stato cristallizzato. Dalleuttura ai raggi X si vede che la CPT
mima una coppia di basi del DNA e si lega al sitotaglio intercalandosi nella
posizione —1 a monte e +1 a valle. L'intercalapgista il DNA a valle, e cio previene la
ricucitura del filamento tagliato. Il farmaco agiscome un inibitore non competitivo
(25).

La stabilizzazione del complesso covalente DNA its@moerasi indotta dal

farmaco porta a morte cellulare attraverso passaggiessivi (figura 18; 26):
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- il complesso di taglio da luogo ad un danno citsitas | complessi DNA
topoisomerasi | stabilizzati dalla CPT durante dgifG1 e G2 sono meno tossici di
quelli stabilizzati durante la fase S, perché i ptassi di taglio di per sé non danno
lesioni citotossiche. Esse sono provocate, invéakljnterazione tra il complesso e la
forca replicativa che avanza lungo il DNA, provodardelle rotture a doppio filamento.

- risposta al danno al DNA. Una volta generate lefeitotossiche, si avvia la
risposta cellulare mediante la segnalazione delnalaimdotto, l'arresto del ciclo
cellulare, lattivazione di pathway coinvolti neiparo o nella risposta allo stress,
I'avviamento dei macchinari enzimatici dell’apoptos

- morte cellulare programmata. Dopo trattamento dorfaimaco le cellule
mostrano caratteristiche morfologiche e biochimidhe@poptosi. Morfologicamente si
ha perdita di volume cellulare, iperattivita dettembrana plasmatica e condensazione
dell’eterocromatina periferica seguita dal taglel ducleo e del citaplasma in corpi
apoptotici multipli contenenti frammenti nucleati. cambiamenti biochimici che
accompagnano la morte cellulare programmata indodtespressione del gene che
codifica per il fattore di trascrizione jun e deirtor necrosis factos simile al Fas
ligand; l'attivazione della caspasi 3.

TOPOISOMERASE I TOPOISOMERASE II

Figura 18. Meccanismo di
citotossicita dei veleni delle
Topoisomerasi | e Il. Quando
gli enzimi si legano al DNA
per formare un complesso
transiente, essi creano
rispettivamente una rottura a
singolo o doppio filamento: in
presenza di veleni i complessi,_,
di taglio (tra parentesi ~
guadre) aumentano e
incontro tra i siti di rottura

e la forca replicativa causa la

formazione di rotture =
permanenti a doppio -
filamento Tali eventi RIFDAENESE ' TROCHREERES

culminano nella morte
cellulare.

Bia
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1.3.2.  Veleni ed inibitori delle DNA topoisomerasi Il

Le DNA topoisomerasi Il sono bersaglio di una atagsgl ampia e varia di composti
antineoplastici: epipodofillotossine, antraciclimaitoxantrone (figura 19). Tali veleni
possono agire sia impedendo all’enzima di compdetaisuo ciclo catalitico con la
ricucitura del DNA tagliato che aumentando la viébdodi reazione di taglio. Gli
inibitori della topoisomerasi Il sono in grado diliazare entrambi i meccanismi. Infatti
mentre I'etoposide e le amsacrine sono potentitoribdella ricucitura (27; 28), agenti
guali i chinoloni e le ellipticine aumentano la~ela di taglio da parte dell’enzima (27,
29; 30).

Le caratteristiche principali dei composti che agi® contro le topoisomerasi |l
pOSSO essere riassunte come segue.

- Epipodofillotossine. L’etoposide e il teniposideneaderivati semisintetici delle
podofillotossine derivate dalla pianta della magdta. Anche se le podofillotossine si
legano alla tubulina come gli alcaloidi della vinéa epipodofillotossine sono potenti
veleni della topoisomerasi Il, ed inducono rottutel DNA mediate dall’enzima.
L’etoposide viene usato principalmente nel trattaimedei linfomi e del cancro del
polmone e del testicolo. Il teniposigdéne impiegato soprattutto nel trattamento delle
leucemie pediatriche.

- Antracicline Le antracicline agiscono come inteacdil facendo scivolare la loro
struttura ciclica planare perpendicolarmente tra doppie di nucleotidi dell’elica del
DNA. Il risultato € un blocco della sintesi di DNRNA e proteine o di tutti e tre. La
generazione di radicali liberi puo contribuire, man € la causa principale, all’effetto
antineoplastico. E’ stato pero dimostrato che gqupsbcesso ha un ruolo nella tossicita
cardiaca causata da questi farmaci. E' probab#etapto, che la citotossicita indotta
derivi in realta dalla sovrapposizione di moltepheeccanismi di danno cellulare. La
daunorubicina e lidarubicina sono due tra i chederiapici piu efficaci nel trattamento
delle leucemie acute; la doxorubicina € molto ugsa il trattamento di leucemie,
linfomi e molti tumori solidi come quello della mamella, del polmone, dell'ovaio e dei
sarcomi.

- Mitoxantrone Il mitoxantrone, un antracendione,recomposto di sintesi che
consiste di una struttura triciclica con due catéaterali. Come le antracicline, il
mitoxantrone si intercala nel DNA e quindi inter$ee con la funzione della
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topoisomerasi Il. Non ha capacita di produrre ralditberi ed e pertanto molto meno
cardiotossico della doxorubicina. E’ registrato pertrattamento della leucemia
mieloblastica acuta e viene impiegato anche i &trme di leucemia, nei linfomi e nel

cancro della mammella.
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1.4. Ruolo delle DNA topoisomerasi nei processi cellular

1.4.1. Replicazione

Il processo della replicazione semi-conservativd @NA e dell’'accurata
segregazione dei cromosomi richiedono che gli aywwnti dei filamenti stampo di
DNA siano ridotti a zero (31). E’ infatti difficilgpensare che la DNA polimerasi e la
catena di DNA nascente girino intorno al DNA stangoperavvolto: &€ piu verosimile
che sia il DNA stampo a srotolarsi intorno al pro@asse (32).

L’inizio della replicazione richiede I'apertura dha corta regione di DNA vicino
all'origine di replicazione (33); man mano che larca replicativa procede, lo
svolgimento del DNA stampo genera dei superavvagitmpositivi davanti alla forca
stessa. Le topoisomerasi sono richieste per ril@ssgpidamente i superavvolgimenti
positivi accumulati e permettere la progressionéaderca, oltre che assicurare che |l
DNA stampo sia ben dissociato e che i cromosomlica@p siano correttamente
segregati nelle cellule figlie. La separazione digieri intercatenati di DNA a doppio
filamento circolare € una reazione catalizzataadalpoisomerasi Il, e questo suggerisce
che I'enzima é richiesto nel complesso di repliocagi(31).

In sistemi procariotici € stata dimostrata (34) differente richiesta di
topoisomerasi in tre stadi della replicazione:ifia, I'elongazione e la terminazione e
segregazione dei cromosomi replicati. All'inizia, formazione di un complesso aperto,
in cui la doppia elica del DNA non é superavvo$tal|’origine di replicazione richiede
l'attivita di superavvolgimento negativo della DNdirasi. Poi, un’elicasi replicativa
estende I'apertura della doppia elica del DNA, igsha per l'inizio della sintesi. Infine
la decatenazione ¢ affidata alla topoisomerasché, € la topoisomerasi piu efficiente a
tale scopo e percio é richiesta negli stadi terfindela replicazione.

La replicazione dei sistemi eucariotici € meno auita nei dettagli. In lievito
l'inattivazione della topoisomerasi Il da sola radtera in modo significativo la velocita
di allungamento della catena di DNA nascente iutelrilasciate da un arresto del
ciclo. Un ritardo temporaneo € stato invece ossernia cellule mancanti della
topoisomerasi | (35). Inoltre, in presenza delle $opoisomerasi | i plasmidi di lievito
replicati si accumulano in dimeri catenati. Quesiperimenti suggeriscono che in

lievito la topoisomerasi | sia pricipalmente respanle del controllo del
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superavvolgimento durante la replicazione, e chguka funzione pud essere sostituita
dalla topoisomerasi .

In assenza sia della topoisomerasi | che della liepblicazione comincia ma e
fortemente difettiva (35; 36): questo significa ctessuno dei due enzimi é richiesto nel
complesso d'inizio. La richiesta di topoisomerasp lll nella replicazione in lievito

mostra, inoltre, che la sola topoisomerasi Il uificiente in questo processo.

1.4.2. Ricombinazione
La topoisomerasi IB ha un ruolo importante nel mak la frequenza di
ricombinazione e quindi nel mantenimento dellaifitalpenomica (33).

L’inattivazione di una qualsiasi delle tre topoisrasi in lievito ne &€ un esempio
in quanto tutti i singoli mutanti per le topoisoragrdanno lo stesso fenotipo di iper-
ricombinazione (31). La prima dimostrazione fu dgio allaumento della
ricombinazione nei geni del’RNA ribosomale ripétirt tandem (rDNA) (38): € poi
stato dimostrato che il doppio mutantdppl e Top2s, presenta un fenotipo di iper-
ricombinazione alla temperatura non permissivargedi tali geni ma nessun aumento
di ricombinazione e osservato per i geni presemti singola copia. L’iper-
ricombinazione é probabilmente causata dall'altmero di copie dei geni rDNA, dalla
loro ripetizione in tandem e dagli alti livelli ditivita della RNA polimerasi | (39). La
mancanza della topoisomerasi | e Il in lievito idtéa mobilita in gel del cromosoma
XIl che contiene tutti i geni dellrDNA. Contempaor@amente si formano anelli
extracromosomali contenenti una o piu copie deatiéaudi rDNA che si mantengono in
tale forma grazie a sequenze che funzionano danodgreplicazione. Questi anelli,
escissi dal locus cromosomico presumibilmente peombinazione omologa, si
reintegrano se la topoisomerasi | o 1l sono esprdsauovo da un plasmide.

Mutanti della topoisomerasi Ill crescono molto Enente. Alcuni studi (37)
dimostrano divisione nucleare difettiva e letalith ceppi di Schizosaccharomyces
pombemancanti del gene TOP3, ma la letalita e soppi®a concomitante mancanza
del gene RQH1 che codifica per un’elicasi omolodeaQ diE. coli. Da qui si ricava
che una funzione importante della topoisomeras kiuella di processare una struttura
del DNA prodotta da questa elicasi, per cui I'iai@one Top3-Rghl potrebbe giocare

un qualche ruolo nella replicazione.
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Un altro importante coinvolgimento delle topoisoaseré nella meiosi, dove alti
livelli di ricombinazione omologa sono richiestirgisgiungere i cromosomi alla prima
divisione meiotica riduzionale. Inoltre, la ricomhzione meiotica comincia con un
taglio sulla doppia elica del DNA e studi biochimiadicano che una proteina é
covalentemente attaccata a questo sito di tagligehe implicato nellinizio della
ricombinazione meiotica € SPO11, in sua assenza aes avviene. SPOl1l e
covalentemente legato al DNA mediante la tirosiatald¢ica 135: la proteina avvia la
ricombinazione mediante una reazione di taglio @ayal a quelle viste per le

topoisomerasi Il (31).

1.4.3. Condensazione dei cromosomi

Alcuni studi suggeriscono che la topoisomerasiidticg un ruolo importante nella
condensazione dei cromosomi durante la mitosi.Hteimato “scaffold” cromosomico
I'insieme di proteine che resta dopo la rimozioegldistoni e del DNA dai cromosomi
mitotici. Esaminando le proteine che compongoncstpu&azione, una delle maggiori
componenti e la topoisomerasi Il.

Lo studio delle strutture nucleari attorno al DN#tratto da cellule mitotiche di
uovo di Xenopusha dimostrato che la topoisomerasi Il € richigsta la formazione
della struttura cromosomica condensata. In assededa topoisomerasi I,
'assemblaggio e la condensazione sono inibite; aggjungendo la topoisomerasi |l
purificata si ristabilisce la capacita della cromatdi condensare (40). Una volta
completata, la morfologia del cromosoma rimanearastanche se la topoisomerasi Il &
rimossa (41).

Gli stadi finali della condensazione cromosomicagano bloccati in cellule db.
pombe mutanti per la topoisomerasi Il termosensibileartdo portate a temperature
non permissive. La condensazione cromosomica namera con l'aumento della
temperatura. Inoltre l'inattivazione della topoisenasi Il risulta letale in mitosi, quando
i cromosomi vengono separati.

Del resto e noto che il mutante della topoisomelasi lievito e letale: il suo
fenotipo dimostra che I'enzima é richiesto perlartinazione della replicazione e per la
segregazione dei cromosomi nella divisione nucl¢4?g. 1l ruolo fondamentale della
topoisomerasi Il per la segregazione dei cromosaitfda mitosi € probabilmente

universale, in quanto I'enzima risulta essenzialeuesta fase anche in altri sistemi
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modello. L'iniezione di anticorpi contro la toporserasi Il in embrioni dDrosophila

ostacola o previene la segregazione cromosomiantiufanafase (43).

1.4.4. Trascrizione mediata da RNA polimerasi

Il grado di superavvolgimento del DNA pud attivdare modo differenziale i
promotori. Evidenze sperimentali suggeriscono ksenza di siti sul DNA lontani dal
promotore sui quali le DNA topoisomerasi possongatsi ed, esercitando la loro
azione catalitica, sono in grado di modulare I'esprone di determinati geni. |
meccanismi tramite cui la topologia del DNA inflzeta trascrizione non sono ancora
ben stabiliti. Nei procarioti € chiaro che la fozizme del complesso aperto della RNA
Pol e molto favorita da superavvolgimenti negadiei DNA.

Relativamente alla trascrizione mediata da RNA metasi I, € noto che la
Topoisomerasi | gioca un ruolo in diverse fasi @#thscrizione genica, come l'inizio e
'elongazione. Tuttavia, studi in lievito indicambe né Topl, né Top2 siano essenziali
per la trascrizione da RNA Pol ith vivo (36), mentre 'RNA ribosomale & fortemente
limitato da mutazioni che inattivano I'enzima (44).

Molte informazioni sono state ricavate dallo studih mutanti per le
topoisomerasi in lievito. InS. cerevisiaela capacita di sopravvivere senza
Topoisomerasi | suggerisce che il macchinario disdrizione in lievito non é
dipendente da questa proteina: comunque e staervass che, all'inizio ed in tarda
fase stazionaria, i livelli di mMRNA diminuisconote@olmente secondo un meccanismo
Topl-dipendente suggerendo un ruolo della Topoisasnel nella repressione
trascrizionale generale in fase stazionaria intle{45).

La Topoisomerasi | € stata localizzata in regidtiva per la trascrizione, ed é
stato dimostrato che tale localizzazione e mediatalominio N-terminale, dispensabile
per I'attivita catalitica, ma critico per il suoctatamento al complesso di inizio e quindi
di elongazione della trascrizione (46; 13).

E’ noto che la Topoisomerasi | puo influenzare risdrizione funzionando da
attivatore su determinati promotori: € stata dimaiat la sua specifica e diretta
interazione con fattori di regolazione e i GenéFednscription Factors (GTFs) (47).
Dato un DNA circolare contenente 5 siti di legamiASGAL4 a monte del motivo
TATA del promotore di adenovirus (Ad-MPL) é statsservato che livelli fisiologici di

attivazione non possono essere riprodotti in tadeema di trascrizione ricostruito
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vitro composto soltanto da un attivatore TFIIA, da TF8DJai restanti GTFs; questo
contatto e necessario ma non sufficiente, per &lirad’attivazione della trascrizione
sono necessari fattori addizionali: in particolage necessaria la presenza della
topoisomerasi | (Figura 20) (47).

Altri studi hanno dimostrato che un cofattore dstralal nucleo delle cellule
HelLa reprimeva la trascrizione basale e aument@\veascrizione attivata in presenza
dell'attivatore GAL4-AH che contiene gli amminoacidall’l al 147 dell'attivatore
GAL4 di lievito, incluso il suo dominio di legaméR@NA, fuso ad un corto peptide che
serve come dominio di attivazione (48). Questoofattfu ancora identificato con la

topoisomerasi .

DNA-binding
site for GALA

:\ﬁa
AW o
‘ TFIIA ‘ TFIB

Figura 20. Coinvolgimento della Topoisomerasi | nelcomplesso d’inizio della
trascrizione della RNA Polimerasi Il.

La prima ipotesi relativa a questa funzione deligdisomerasi | fu che I'enzima
causasse dei cambiamenti conformazionali del DNKa segione del promotore, o
legandosi al DNA stesso o mediante il rilassameletgli stress torsionali, facilitando
direttamente il legame di altri fattori di trascome e favorendo energeticamente la
formazione di un complesso aperto (48). In red##iivita di rilassamento del DNA
associato alla topoisomerasi | umana non e richigetr la repressione della
trascrizione, perché il mutante della tirosina lgada in fenilalanina (Y723F), che
manca dell'attivita di rilassamento, € comunqu&@thella repressione e nell'aumento
della risposta all’attivatore (47; 49).

La topoisomerasi | coattiva la trascrizione in esisit altamente purificati con
TFIB, TFIIE, TFIIF, TFIID, TFIIA, TFIIH, RNA Pol I e DNA stampo lineare. In
assenza dell’attivatore reprime la trascrizionealgadal filamento stampo; in presenza

dell'attivatore stimola la trascrizione e la forna®e del complesso TFIID-TFIIA che e
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il primo stadio critico per linizio della trasciane. Si deve notare che la presenza
dell'attivatore in assenza della topoisomerasi h rincrementa la formazione del
complesso TFIID-TFIIA (49). Il mutante cataliticeelth topoisomerasi |, che perde la
capacita di rilassare il DNA superavvolto, coatti@arascrizione proprio come il wild-
type (49) suggerendo che le proprieta di legaméedelma sono sufficienti per la fase
iniziale della trascrizione, mentre le propriefagsanti sono richieste per la successiva
fase di elongazione. Il modello, per questa secdasde, € che la topoisomerasi | sia
traslocata dal complesso TFIID al complesso di gdaione dove permette lo
svolgimento delle tensioni topologiche e garantlagerocessivita dell’evento.

Sono state identificate alcune proteine in graddedarsi con il dominio C-
terminale (CTD) ripetuto ed iperfosforilato delldNR polimerasi Il umana: una di
gueste fosfo-CTD-associating-proteins (PCAPSs) tofeisomerasi |, insieme ad altre
proteine che agiscono sul DNA e sulla cromatinare@<coinvolte nel metabolismo del
pre-mRNA (50).

Recentemente sono stati valutati gli effetti ditttimenti con CPT sui siti di
legame di RNA Polll su alcuni geni trascritti: gtta di effetti molto marcati, in quanto
i livelli di Polll si abbassano nei siti di pausaogsimi alla regione promotrice ed
aumentano lungo la sequenza trascritta in moltii gemani. L'inibizione della
Topoisomerasi | da CPT nelle regioni trascritteetlenregioni regolatorie adiacenti ha
una conseguenza diretta ed immediata sulla digiobe di RNA Polll lungo i geni
trascritti in cellule umane. In particolare, & stairoposto che la CPT aumenti la
trascrizione di RNA Polll interferendo con la Topaminerasi | che, in base all'ipotesi
formulata, potrebbe avere un ruolo nella regolazidella pausa trascrizionale di RNA
Polll (51).

1.4.5. Topoisomerasi | e RNA polimerasi |
La topoisomerasi | € coinvolta nella regolaziondladérascrizione dei geni
ribosomali. | geni del DNA ribosomale negli eucérisono organizzati in tandem e
ripetuti molte volte e la loro trascrizione e aéfid alla RNA polimerasi I. Il promotore
del gene per I''RNA 35S é una struttura bipartitastituita da un Core Promoter
Element (CPE) che e vicino al sito d’inizio dellaadcrizione, e ne controlla

l'accuratezza e un Upstream Promoter Element (UHE&Hiesto per aumentare
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I'efficienza dell’evento d’inizio. Molte proteineegolatorie agiscono su queste sequenze
come “trans-acting factors” (52).

In S. cerevisiaeé stato dimostrato che la topoisomerasi | & imapicnella
trascrizione del rDNA mediante footprinting vivo per l'interazione DNA-proteina
nella regione del promotore 35S. Il DNA ribosomale lievito e presente sul
cromosoma XllI: il CPE del 35S comprende circa 506lentidi sul sito d’inizio della
trascrizione; 'UPE copre la regione da -50 a —1B8hKaltra sequenza importante
coinvolta nella trascrizione dellrDNA é I'EnhancEfement. Tutta una serie di fattori
di trascrizione sono stati geneticamente e bioatamente identificati: in particolare, il
Core Factor (CF) si lega al CPE ed € assolutamecdéesto per la trascrizione;
'Upstream Activation Factor (UAF) si lega ad URa, una funzione stimolatoria per la
trascrizione anche se non essenziale ed é dirattarneinvolto nel reclutamento del CF
sul promoter per interazione con la TATA bindingtein (53).

Sono stati studiati i cambiamenti nella strutturanzatinica che avvengono al

locus dell'rDNA di S. cerervisiaegquando la topoisomerasi | € mancante. Sebbene la
vitalita cellulare non sia compromessa, si osseh&l’organizzazione della cromatina
per il 35S rDNA ¢ alterata e la sua trascrizion#RISA polimerasi | € compromessa
durante I'elongazione in ceppi mutanti per TOP1).(hZaccumulo di rRNA in lieviti,
che si dividano per gemmazione o per fissione jedd I'attivita topoisomerasica nella
cellula; la RNA polimerasi | € abortiva in sua asze

In cellule mutanti pertopl-top2 gli effetti sulla trascrizione dellrDNA sono
duplici: nella fase iniziale si ha accumulo di s@wwolgimenti positivi davanti alla
polimerasi e negativi dietro (42) che non vengomeossi, e questi ultimi stimolano
fortemente il complesso d'inizio. Ma nella fase elongazione, la mancanza di
rilassamento blocca la RNA polimerasi |, perciosjaanodello spiega gli effetith vivo
dell'inattivazione delle topoisomerasi sulla trasome dalla RNA polimerasi | (55).

Ancora in lievito é stata individuata una subundélla RNA polimerasi |
chiamata A34.5, non essenziale nelle cellule wifzkf ma richiesta nei mutanti per la
topoisomerasi Itppl-). Questa subunita gioca un ruolo nella risoluzideeproblemi
topologici associati alla trascrizione della steR8EA polimerasi |, perché, in assenza di

topoisomerasi |, la sua assenza riduce fortemanteekcita del ceppo di lievito (56).
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1.5. Topoisomerasi | e la cromatina silente irs. cerevisiae

Il locus dellrDNA in S. cerevisiaee una delle regioni di cromatina silente
insieme alle regioni telomeriche e ai loci per iatmg type HML e HMR. Queste
regioni mostrano caratteristiche comuni, come Bipetilazione istonica e la dipendenza
dalle proteine regolatrici dell'informazione siler(SIR) (57).

Sir2 & una deacetilasi NAD-dipendente che silelazteascrizione ai loci suddetti.
Le lisine 9 e 14 di H3 e le lisine 5, 8 e 16 di Bldno generalmente acetilate nella
cromatina attiva ed ipoacetilate nella cromatinanziata. L'overespressione di Sir2
promuove la deacetilazione istonica, suggerendadlo della proteina come istone-
deacetilasi (58). Studi mutazionali indicano chédme 9, 14 di H3 e specificamente la
lisina 16 nella coda ammino-terminale di H4 (5®no deacetilate da Sir2 e sono
criticamente importanti per il silencing, mentrdigne 5, 8 e 12 di H4 hanno funzioni
ridondanti (58).

| meccanismi attraverso i quali il silencing viestabilito e mantenuto sono simili
per le regioni telomeriche e per i loci HMR e HMlgeni dellrDNA richiedono Sir2 e
non altre proteine Sir.

In cellule di lievito Asir2 si osserva iperacetilazione istonica e perdeda
struttura silenziata della cromatina al rDNA. E‘atst inoltre dimostrato che la
Topoisomerasi | causa perturbazioni localizzatelanedtruttura della cromatina,
abolendo il silencing trascrizionale del retroti@spma Tyl integrato nelle ripetizioni in
tandem dei geni per 'RNA ribosomale RDN1 (60). dellule recanti la delezione
Atopl, si verifica un decremento della deacetilagi@stonica, cido corrisponde ad un
incremento dell’accessibilita alla cromatina, indocsimile a quello che succede con
linattivazione della Sir2. Il meccanismo propostoche una maggiore densita di
superavvolgimenti dovuta alla mancanza della Tapoeyasi | interferisca con la
capacita di altri fattori di reclutare Sir2 (52).

Data l'identificazione di una sequenza consensei@gta attorno ai siti di taglio
della Topoisomerasi | in presenza o assenza di (BRT18) é stato ipotizzato che la
proteina possa legare ed interagire con le ripetizielomeriche. Anche per Top2 e
stata dimostrata I'accessibilita alle regioni tetiohe nella cromatina (62): questi

risultati, del resto, sono coerenti col fatto chetomatina nelle ripetizioni telomeriche
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mostra una caratteristica struttura aperta e diffascessibile a fattori che agiscono in
trans. Successivamente € stato dimostrato cheettango la Topoisomerasi | al

telomero, essa di fatto accede alla cromatina tetima ed € cataliticamente attiva nel
taglio del filamento ricco in GC in presenza di Cpadiché il complesso covalente

endogeno Topl-DNA e presente nel DNA telomericoetiule trattate con CPT (63).

1.5.1.  Struttura del telomero e meccanismo del silencingetomerico

In Saccharomyces cerevisite sequenza telomerica € composta da circa 350 bp
contenenti la ripetizione della sequenzg,ATG;.3. Queste ripetizioni sfavoriscono la
formazione di nucleosomi e sono organizzate in ttstre, chiamate telosomi,
strettamente associate alla proteina Rap1l e, dieguenza, resistenti alle nucleasi.

A monte della sequenza telomerica si trovano leoregvariabili in numero,
definite Sub-Telomeric Repeated elements ($ERgli elementi X, presenti in forma
completa, costituita dal core X e da STR A, B, B,®ppure in forma piu corta formata
dal solo core X o da una sola sua parte (64).rk o€ la sola sequenza ripetuta trovata
in tutte le terminazioni; esso contiene alcune sagea funzionali quali ACS (ARS
consensus sequence, sito di legame per ORC) in ¢tai e Abflp-binding site in 31 su
32 terminazioni. Questi sono due dei tre elemerg@sgnti nei silencer dei loci HM; il
terzo elemento Rapl-binding site, si trova nejpetizioni G.3A/TG;.3. Nelle sequenze
STR, c’é anche il sito di legame per la telomerdhig protein Tbflp, per cui queste
sequenze, insieme alle ripetizioni piu a valle,csdeputate al reclutamento dei fattori
responsabili del silencing.

Nel 70% dei telomeri di lievito si trovano anchériaélementi, definiti elementi
Y, che sono molto conservati (64; 65; 66) e matafes una caratteristica resistenza al
silenziamento, al contrario del core X che e senfipitemente represso. In seguito alla
valutazione del “telomeric position effect” (TPE) wh reporter clonato nelle regioni
telomeriche, €& stato dimostrato che il complessq1R&ir2/Sir3/Sir4-ripetizioni
telomeriche interagisce con le proteine legateoad &<, permettendo la formazione di
un nucleo di cromatina fortemente repressa dalcelementi Y sono esclusi tramite la
formazione di strutture a loop (67).

Il meccanismo di formazione e mantenimento delteteomatina sia a livello

telomerico sia nei loci HML e HMR & ben conosciula:proteina Rapl, attivatore
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trascrizionale in regioni eucromatiniche (68), ledjeettamente le ripetizioni GA
reclutando due diverse classi di proteine: le pnet&IR,che mediano 'effetto TPE, e
le proteine RIF che inibiscono l'azione dell’enzimalomerasi ma, soprattutto,
competono per l'interazione Rap1-Sir4 (69).

Il ruolo di Sir4, reclutata da Rapl direttamenteindipendentemente dalla
presenza delle altre Sir, non & ancora ben chiaaogvidenze sperimentali indicano che
il complesso Sir4- Rapl sia necessario per il taohento delle altre proteine Sir. (70).
Sir4, infatti, recluta Sir2, antagonista dell’aitidv acetilasica di Sas2 sugli stessi siti di
modificazione istonica (59). L’attivita di deacasi NAD-dipendente di Sir2 é cruciale
nella formazione della cromatina silenziata (mwazidi K16 su H4 distruggono
completamente il silencing telomerico) perché lacd¢ilazione della lisina 16 su H4 e
necessaria per il legame di Sir3, che interagisceir4 (71), con la coda dell’istone
H3 ipo-acetilato (72) e con i residui amminoacidjo-acetilati 4-28 della coda N-
terminale dell'istone H4. La presenza di Sir2 e SIr3 permette la diffusione
dell’'eterocromatina dalle prossimita telomericheofad una distanza di circa 2-3 kb con
un meccanismo a catena con il quale Sir3 reclutd &e a sua volta recluta Sir2
(figura 21).

Sir2 Sir2 Sir2 8,

¢ Histone H3
and H4 N-termini

Rap1 A A

70bp 0.5kb

Figura 21. Meccanismo di reclutamento dei fattori oinvolti nella formazione e
nella propagazione dell’eterocromatina telomerica.

Il silenziamento telomerico necessita, dunque, delnvolgimento di un
complesso sistema di fattori proteici e di modi#icai istoniche. Queste modificazioni
possono svolgere un’azione diretta a livello triasmnale sulle sequenze geniche
posizionate in tali regioni oppure, indirettament®,alterazione della struttura della
cromatina in modo da influenzare il silencing. Da deriva I'importanza nel silencing

degli enzimi che modificano la cromatina.
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Dotl e una metilasi specifica per la lisina 79 @i ideppi in cui Dopl e assente o
molto espressa sono difettivi nel silenziamentoaasa della ridistribuzione delle
proteine Sir lontano dal telomero. Nello stato redlato, dunque, si genererebbe una
sorta di feedback positivo che rafforza la staditielle proteine Sir sulla cromatina con
K79-H3 ipometilata. Lo stato non silenziato e godo da un feedback positivo in cui
la metilazione di K79-H3 indebolisce il legame dgroteine Sir, provocando, a catena,
un incremento nella metilazione di K79-H3 ed uncessivo indebolimento del legame
delle Sir stesse (73).

Setl, un’altra metiltransferasi associata al silemnche agisce in maniera simile a
Dotl, metila specificamente la lisina 4 di H3. dirtvolgimento della metilazione della
lisina 4 nel silencing e stato un individuato dariabrganismi nei quali questa
metilazione e associata alle regioni attive delogesy, inS. cerevisiaginfatti, le regioni
codificanti dei geni attivi sono fortemente metlamentre le regioni telomeriche, i loci
HM e I'rDNA sono ipometilati nella lisina 4. Nei ppi setlA, la delezione influenza |l
silencing attraverso la riduzione della metilaziaméutto il genoma oppure attraverso la
mis-regolazione delle proteine Sir, la cui concanibne cala nelle posizioni
eterocromatiniche ed aumenta nelle regioni adiacdat subtelomeriche, suggerendo
un ruolo per K4 metilata nella prevenzione dellapagazione del silencing fuori dalle
posizioni silenziate (74).

La metilazione della lisina 36 su H3 é catalizzdéaSet2. Finora era noto che
guesta metilazione da parte del complesso Rpd3Se fo®cessaria per prevenire
I'erroneo inizio della trascrizione. Recentementst&o dimostrato che mutazioni di
K36-H3 o delezioni di SET2 causano anch’esseehsiing ectopico di un reporter nelle
regioni fiancheggianti dell’eterocromatina del lscdel mating type HMRa, perché in
cellule set2Delta Sir3 si propaga nelle regionaadnti (75). Questi risultati implicano
che anche la metilazione di K36-H3, come quell&4li abbia un ruolo nel prevenire la
propagazione ectopica del silencing.

Rad6 & un enzima ubiquitinante importante perl@nsing. Esso ubiquitina la
lisina 123 dell'istone H2B, e questo evento & Bshd per la metilazione sia della lisina
4 su H3 da parte di Setl, sia della lisina 79 sw&iParte di Dotl. L'ubiquitina idrolasi
Dot4, inoltre, interagisce con Sir4 e rimuove lgtina dall'istone H2B nei

nucleosomi associati a Sir4, prevenendo la mutifezidi H3 da Dotl e Set2. (76)
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La metilazione della lisina 9 su H3, infine, & uarcatore di cromatina silenziata
riportato in molti organismi ma non i8. cerevisiaeEssa rappresenta un marker che
viene riconosciuto e legato da proteine contenergmo-domini, che a loro volta
reclutano iston-metiltransferasi per la metilazi@heK9 su H3. In altri organismi la
cromatina silenziata € marcata e mantenuta usatrdege simili ma proteine
completamente diverse.

Per quanto riguarda le modificazioni nell’acetitam istonica, sono le
acetiltransferasi Sas2 e Sas3 che giocano un rclolave nella modulazione del
silencing. In particolare, evidenze genetiche iadache Sas2 acetila la lisina 16 di H4,
residuo bersaglio di Sir2: le due proteine hannoloruopposto e provvedono,
alternativamente, alla formazione dell’eterocromaitompletamente ipo-acetilata e alla
prevenzione della propagazione dell’eterocromatialle regioni adiacenti. Si parla,
dunque, di un meccanismo attivo di anti-silencidgpendente da Sas2, in quanto in
mutanti sas2 e stato osservato lincremento della localizzagiodi Sir3 e
dell'ipoacetilazione nelle regioni distali dal teiero, suggerendo un ruolo della
proteina nel bloccare la propagazione del silen€i7g.

Si suppone, inoltre, che gli enzimi che modificagipistoni, precedentemente
descritti, possano giocare un ruolo importante ancella determinazione di veri e
propri confini delle regioni silenziate agendo suicleosomi alle terminazioni dei
domini cromatinici silenti.

Un ruolo attivo di anti-silencing €& stato attrituianche all’istone H2A.Z,
componente della cromatina eucariotica che sostiéul’istone convenzionale H2A in
una frazione significativa di nucleosomi. In alcwudi € stato dimostrato che i geni
attivati da Htz1 (il gene che codifica per H2A.4)-localizzano vicino ai telomeri in
piccoli domini cromosomici ed e stata dimostrataa uiunzione per Htzl nella
protezione dei geni dal silencing Sir-dipendente gueste regioni telomeriche,
antagonizzando la formazione di eterocromatinaattiso pathway indipendenti dagli
elementi di confine (78).

La funzione della cromatina silenziata &€ quelleegjolare la trascrizione genica di
un insieme di geni, in maniera indipendente daflacgica funzione di ognuno, ma
dipendente dalla loro posizione cromosomica. Nebazei loci HM, le copie dei geni

per il mating type in HML e HMR sono silenziate @csla copia presente nel locus
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MAT é attivamente trascritta; nel caso dei geni ip&NA ribosomale, la presenza di

DNA ripetuto in tandem per 100-200 copie rende ssaBo che, di esse, solo alcune
presentino un alto livello trascrizionale, mentrelt@ altre siano silenziate. Allo stesso
modo, i geni telomerici sono repressi in condizigamerali di stress, quasi che la cellula

opti per un metabolismo basale in cui le attivdasdarie siano ridotte o soppresse
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SCOPO DELLA RICERCA DI TESI

Le DNA topoisomerasi sono richieste durante matticpssi nucleari per risolvere
stress torsionali ed altri problemi topologici @M A. Nelle varie fasi della trascrizione,
ad esempio, sono necessari passaggi in cui lamoafone del DNA necessariamente
subisce degli stress torsionali che possono infaen la trascrizione stessa,
positivamente o negativamente, e che devono essett da un’attivita rilassante. E’
plausibile, inoltre, che qualsiasi variazione ne#iruttura della cromatina passi
attraverso una variazione della topologia del DNA.

La maggiore attivita rilassante e data, nelle tellaucariotiche, dalla DNA
topoisomerasi IB. In letteratura ci sono molte enzke sperimentali che suggeriscono
un ruolo della proteina nella sintesi di RNA ribosdi 0 mRNA, tuttavia, manca ancora
un’analisi globale completa degli effetti della oigomerasi | sui livelli di tutti i
trascritti cellulari. Pertanto, lo scopo del prdselavoro é stato quello di identificare i
geni in S. cerevisiada cui trascrizione sia influenzata dalla Topoisoasi | con un
approccio globale utilizzando microarrays contenterte le ORFdel lievito. | risultati
hanno mostrato una specifica downregolazione dei tgéomerici e sub-telomerici da
parte della Topoisomerasi |. Pertanto, abbiamo essiczamente voluto indagare il
possibile meccanismo attraverso il quale I'enzinessp reprimere o diminuire la

trascrizione dei geni telomerici e sub-telomerici.
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2.1. MATERIALI

Enzimi di restrizione

Gal4,Atopl)

Tipo Produttore
Aat I BioLabs
Age | BioLabs
Hind IlI Fermenta
Sac BioLabs
Mlul BioLabs
Enzimi vari
Tipo Produttore
PLATINUM ™pfxDNA polymerase 5U/ ul LifeTechnologie
Tag DNA polymerase 5U/ ul Promeg
DyNAzyme Il DNA polymerase 2U/ uL Finnzyme
Alcaline Phosphatase, Calf Intesti (CIP) BioLabs
DNAase BioLabs
T4 DNA Ligasi BioLabs
RNAse A Sigme
Farmaci
Tipo Produttore
Ampicillina Sigme
Tetraciclina Sigme
Camptotecin Sigme
Ceppi di batteri e lieviti
Tipo Produttore
E.coliTOP10F Stratagen
S. cerevisiae JELAtopl (MATaq, leu2, trpl, Prof. P. Benedetti,
ura3-52, prb1-1122, pep4-HHIS3::pGall- Universita di
Padova

X4004-3a (MATa lys5 trpl met2 ura3)

ATCC Cell Biglo
Collectior

YOLOO6C-TAP (MATa, hisdl, leuA0Q,
met130, ura\0, YOLOO6C-TAP,
HIS3MX6)

Open Biosistem

BY4741 (MATa, hisal, leu2A0, metl30,
uraa0)

Open Biosistem
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Plasmidi

Tipo Produttore

YCp5C American Type Culture Collectic

pCC10 Prof. G. Camilloni, Universita “La
Sapienza’ Rome

TOPO pCR 2.: Invitroger

pFABA-13Myc-His3MX Mark Longtine, Washington
University School of Medicine, St.

puG27 Euroscarf

In figura 22 é riportata la mappa del plasmide YC@pb plasmide porta 3 ORF,
una che codificano per URAS3: orotidina-5-fosfatecdrbossilasi, AP(R): beta-
lattamasi, ampicillina resistenza e TC(R): tetriawéc resistenza. Sono indicate due
regioni Poly dG-dC, le sequenze CEN4 (centromerd JVARS1 (sequenza di
replicazione autonoma) e l'origine di replicazioR&1B1.

In figura 23 e riportata la mappa del plasmide p@Qdl plasmide & derivato da
YCp50, con il clonaggio della ORF per Topl di Sevesiae.

In figura 24 é riportata la mappa del plasmide ECRTOPO, indicando la regione
in cui si inserisce il prodotto di PCR da clonalleplamide ha una ORF per la
canamicina resistenza; una ORF per I'ampicillirgistenza; un’origine di replicazione
F1; un’origine di replicazione pUC; inLaaz c’e il sito di clonaggio interno agli M13
Reverse e Forward priming sites.

In figura 25 é riportata la mappa del plasmide pkASMyc-His3MX. Il plasmide
porta 2 ORF, una che codifica per His3 di K. Laotid una che codifica per
'ampicillina resistenza. Sono indicate le 13 ripiehi dell’epitopo Myc-tag, ed i
primer con cui la cassetta e stata amplificata.

In figura 26 é riportata la mappa del plasmide p@GR plasmide porta 2 ORF,
una che codifica per His3 di S. pombe, sotto ilhpstore TEF, ed una che codifica per
'ampicillina resistenza. Sono indicate le regia@i due LoxP che fiancheggiano il

marcatore per 'auxotrofia e la sequenza del teatone.
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Aall (7881) Hindlll (33)

~_ POLY

_ URA3
~ POLY
CEN4
Figura 22. Mappa del plasmide YCp50.
Aall (11670)  Hindill (34)
Pvd (11118 -
AP  Agé (1292)
PMBL
TOP1
ARS1
' pCC10
11739 bp
M (3327)

Sad (3347)

CEN4 ~ Hindlll (3817

/

POLY URA3

Figura 23: Mappa del plasmide pCC10.
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lacZa ATG

M13 Reverse Primer

| Hr'nld m Kp;nl SafT BlamHI Sfel

205 [CAG GAR ACA GCT ATG ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA

TAC TGF TAC TAR TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

GTA ACG GCC GCC
CAT TGC CGG CGG

Ec?RV
AGA TAT CCA TCA
TCT ATA GGT AGT

T7 Promotar

BstX| EcoR| EcoR |

|
AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT AG GGC GAA TTC TGC
TCA CAC GAC CTT ARG CGG CARIMMAMMMMMMMTTC CCG CTT AAG ACG

BsiX | Not | Xho |l Nsil Jlt‘bs | Apa |
| | | | I

CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
4

M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT
\ TCA CTC AGC ATA

TAC AAT TCA [ETG GCC GTC GTT TTA CGr CGT GAC TGG GAA AAC | 426
ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT QTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Figura 24. Mappa del plasmide pCR2.1-TOPO.
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FW Myc
— 13XMyc
N

\"\_ Promoter
pFA6A 13Myc His3MX6 \

4590 bp {/

Rv Myc

Figura 25. Mappa di pFA6A-13Myc-His3MX6.

Lox p site
Promotore TEF

Terminator

Lox P site

Figura 26. Mappa di pUG27.
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Terreni di coltura

LB (per 1 litro) :
Tryptone (Sigma) 10 g
Yeast Extract (Sigma) 5 g
NacCl (Sigma)10 g
pH 7.2
per terreno solido agar (Sigma) 1.5%

SOB (per 1 litro):
Tryptone (Sigma) 20 g
Yest Extract (Sigma) 5 g
NacCl (Sigma) 0.5 g
KCI (Carlo Erba) 250 mM 10 mL
pH7.0

SOC:
SOB
Glucosio (Sigma) 20mM

YP (per 1 litro):
Yeast Extract (Sigma) 10 g
Tryptone (Sigma) 20 g
Per terreno solido agar (Sigma) 20 g
2% di glucosio (Sigma)

Terreno SC selettivoper lievito (per 1 litro):
Drop Out Mix (meno I'aa per cui si vuole seleziamdrceppo auxotrofico) 0.72 g
Ammonio Solfato(Sigma) 5 g
Yast Nitrogen Base (Sigma) 1.7 g
Per terreno solido agar (Sigma) 20 g
pHa6.2
2% di glucosio (Sigma)

Drop Out Mix
0.8 g adenina, uracile, arginina, istidina, metianitriptofano
1.2 g tiroxina
1.48 g lisina
2 g fenilalanina
2.4 g leucina
8 g treonina

GYT:
Glicerolo (Sigma) 10%
Yeast extract (Sigma) 0.125 %
Tryptone (Sigma) 0.25%

GTE:
Glucosio (Sigma) 50mM
EDTA (Sigma) 10mM
Tris (Sigma) pH8.0 25mM
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Elettroforesi di acidi nucleici:

Gel di agarosio
Agarose (SeaKem) da 0.8% a 1.5%
TAE 1X

TAE 5X (per 1 litro):
Tris Base (Sigma)242 g
Acido Acetico Glaciale (Sigma) 57.1 mL
EDTA (Sigma) pH8 0.5M 100 mL

Elettroforesi di proteine:

Gel di poliacrilammide 6.5%
Resolving gel:
Acrilammide:Bisacrilammide 29:1 6.5 ml
Tris-Cl pH=8.8 8.1 ml
SDS 20% 15Ql
APS 0.1% 15Ql
TEMED 15yl
H20 15.105 ml
Il volume finale & di 30 ml

Stacking gel:
Acrilammide:Bisacrilammide 29:1 2.25 ml
Tris-Cl pH=6.8 3.75 ml

SDS 20% 75l

APS 0.1% 751l

TEMED 15yl

H20 8.835 ml

Il volume finale & di 15 ml

Tampone di corsa
Trizma base 3 g
Glicina 14.,4 g
SDS 10% 10 mi
Portare ad 1 | con acqua

Tampone di trasferimento
Trizma base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0.0375%

Metanolo 20%

Rosso ponceau
130 mg ponceau
20 ml isopropanolo
7,5 ml acido acetico
a 50 ml con acqua
Agitare fino a dissolvimento della polvere e filea

Coomassie Brilliant blue
250 mg Comassie Brilliant Blue
90 ml metanolo:acqua 1:1
10 ml acido acetico
sciogliere e filtrare
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2.2. METODI

Protocollo di PCR

Reagenti Concentrazioni finali
DNA 1-10 ng

Buffer 10X 1X

MgCl, 50 mM 1.5 mM

dNTP 2.5 mM 20QuM

Primer Forward 2M 0.2uM

Primer Reverse gM 0.2uM

Taq polymerase 0.05WL

Protocollo di PCR REAL TIME

Reagenti (ROCHE) Concentrazioni finali
DNA 2 ul di DNA

Master mix 10x (10 mM MgCI2) 1X (20 mM Mggll
MgCI2 25 mM 2.08 mM

Primer Forward 21M 0.35uM

Primer Reverse gM 0.35uM

Il termociclo utizzato € il seguente:

1. 95°C 10 denaturazione

2. 95°C 15" denaturazione

3. 60-65°C 10" annealing

4, 72°C 20" elongazione

5. 70-89°C5” acquisizione della fluorescenza peguantificazione
6. ritornare allo step 2 da 35 a 50 volte

7. 95°C0”

8. 65°C 15"

9. 95°C 0’ acquisizione della fluorescenza per la audivmelting

10. 401°C Y’ raffreddamento
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Primer usati in PCR

SensAge?2 5’-tatcagcgaaaatttgttagggagaacgataagagg-3’

AntiTyr2 5’-ccacagaaagtctagggictataaaattgattttgg-3’

AntiAat2 5’-ttgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcgg-3’

SensTyr2 5'-ttcactgggcactticcaaaatcaattttatagaccc-3’

SeqAge?2 5’-aagagggccattttacaatt -3’

M13F 5'-ttgtaaaacgacggccagt-3’

M13R 5’-caggaaacagctatgacc-3'’

HAfw 5’-acgcgtaaaaatgggccgcatcttttaccca-3’

HArw 5’-acgcgtcccatatggcactgagcagcgtaat-3’

epitopoHA 5’-tcttttacccatacgatgttcctgactatgcgggaietatgacgtcc
cggactatgcaggatcttatccatacgacgttccagattacgetgttca-3

Leoyeal 5'-ttccgtacgtacaatgcttcc-3’

Leoyea2 5’-ccatgtcaatggcccatttgaa-3’

Sir3 fw taaattacgccttttcgatggatgaagaattcaaaaatatggactmettcc
cgggttaattaa

Sir3 rv catgtgtacataggcatatctatggcggaagtgaaaatgaatgticatadr
aaaacacctttgg

Sir3 V1rv gagcccagtgcaagcattat

Sir3 V4 fw tggaatttccagcggatggt

Sir3-K2 fw tatgggctaaatgtacgggc

LoxP-HIS- ttttcactgtcattggattttcattcgtaaaggcatcactccctagiticiicgtac
LoxP rv gctgcag

LoxP-HIS- tcttgagacccatagtagcttttgtttgcccgaggatattticagaegtbotact
LoxP fw gagcggtcaga

YNRO76 fw | ttaacttcaatcgctgetgg

H2 fw ggggacaattcaaagaatct

76A rv ccataaaaatgagtcgctgc

76B rv atcaaaatttctgggttgcg

Per le coppie Sir3 e LoxP-HIS-LoxP, la porzionetdoteata € quella che si appaia
rispettivamente ai plasmidi pFA6A-13Myc-His3MX6 &@27, la porzione non sottolineata

indica la regione omologa al DNA genomico nel siosaglio della ricombinazione omologa.
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Primer usati in PCR REAL TIME

Nella tabella seguente sono riportati i primer ugatPCR real time con la regione di
appaiamento sul genoma di S. cerevisiae valutata S:ocerevisiae WU-BLAST2 Search,

(http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-sgd pbno riportate le sequenze che producono

allineamenti significativi (score 100, identity 2ap.

Nome Posizione* Sequenza (8% 3)

1fw CHR14 772360 ACAGGCAAAATAGCACGGAA

lrv CHR14 772676 CTTTCAGTGGATGATTGCAT

2 fw CHR14 773965 TGGGCTCCTGTTGCTTATATTG

2rv CHR14 774341 CCCTTTGAGAACTTCAAAAATTTC

3 fw CHR14 775149 TTTGATGGGCTCTGGTAAG

3rv CHR14 774811 TCCTTAATAGCGGCAATTGG

4 fw CHR14 776370 TGGAGTTATACGGAAAGATC

4rv CHR14 776653 ACGTGAACCAATTAAGCTTG

5 fw CHR14 779038 GATGAGCATTGTACAGCTTAC

5rv CHR14 778714 CTATGTTCTTTGTGTTAATTGTCAT

6 fw CHR14 780667 CAGCATGCTTGGTATCTTATTGG

6 rv CHR14 781019 ACAGCTCAATTGCGCTTCTTG

7 fw CHR14 781927 TTAACTTCAATCGCTGCTGG

7rv CHR14 782261 ATACCGTCCTTGGATAGAGCC

8 fw CHR14 782480 TTGTAGAAAAAGCGTGGACG

8rv CHR14 782595 GCAGCGACTCATTTTTATGG

9 fw CHR14 782653 AAGAACAAGATTGCAGATCAGG
CHR12 1063650

9rv CHR14 782761 CGCAACCCAGAAATTTTGAT
CHR12 1063760

10 fw CHR14 783041 CGGTTAGCATATGGGAATGG

10 rv CHR14 783160 AATATGCCACCTCACTGTCG

11 fw CHR14 783521 CGGTCTATACCCTGAGCCATTTA

11rv CHR14 783318 TTATGTTTAGGTGATTTTGGTGG

12 fw CHR14 783650 GCACACGAATGCTACAGTATATACC

12 rv CHR14 783412 CGTATGTATTAAGAGCAGTTATACA

13 fw CHR14 783763 TGGGTGAACAACAGTATAGTG

13rv CHR14 783991 CCCTGATAAACCTGTCTCTTA

14 fw CHR14 784226 GTGGGTGTGGTGTGTGGTGT

14 rv CHR14 784324- 784152 ACACCCACACACACCCACAC

RDN 18 fw CHR12 456234- 465371 CCGAGAGGTCTTGGTAATC

RDN 18 rv CHR12 455982- 465119 AGTTCCTCTAAATGACCAAG

RDN NTS1fw | CHR12 460781 ATATACGATGAGGATGATAGT

RDN NTS1 rv CHR12 460521 TGAGCTTTTCTCAATTCTCTA

RDN NTS2 fw | CHR12 467799- 458662 AATAGTGAGGAACTGGGAC

RDN NTS2 rv CHR12 467571- 458434 GAAGTACCTCCCAACTARTT

YCRO12W fw CHR3 138624 CCAACACCAAGACTGTCACTG

YCRO12W rv CHR3 138964 TGGCAATTCCTTACCTTCC

YDRO050C fw CHR4 556068 AAGGCCGGTAAGACTTTGGAT
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YDRO50C rv

CHR4 555746

TCAACAAATTCTGGCTTCAAA

YGR254W fw

CHR7 1001933

TATCGAAAAGAAGGCTGCCG

YGR254W rv

CHR7 1002226

TGGAAGTTTTCACCAGCGAA

YHRO057C fw

CHRS8 218480

TTTGAAGCATGATCGCAAGG

YHRO57C rv

CHR8 218253

TCACCGCATTTTGCGATC

YHR174W fw

CHR8 452334

AAAGAAGGCTGCTGACGCTTT

YHR174W rv

CHR8 452633

TTGTCACCGTGGTGGAAGTTT

YHR183W fw

CHR8 472160

GCTCAATCTGGTTGGAGAAAGT

YHR183W rv

CHR8 472424

CTTGGTATGTAGAGGAAGAAACATT

YKLO60C fw

CHR11 326374

GTTGCAAGGAAGAAAAGCC

YKLO60C rv

CHR11 326064

AGTGGTACGGAAAGTTTCCAA

YLRO044C fw

CHR12 232717

ACCATGATCAGATGGGGCTT

YLRO44C rv

CHR12 232432

CAACCAAGTTTTGTGGAGC

YPLO79W fw

CHR16 407233

GACCGGTGTCGTCTACAACGTTACC

YPLO79W rv

CHR16 407536

TTAAATGAAGGTTTCGTATGGAAC

YPRO80OW fw

CHR16 701593

TTGCGCTTCTTTCAACGCTA

YPRO8SOW rv

CHR16 701953

CTTTTGAGCAGCCTTGGTAA

TERMOCICLI

<
c
-

ONoO~WNE

ONogk~wNET

95°C %’
95°C 30"
55°C I’ annealing
72°C 1'30"elongazione
. step 2 per 39 volte

72°C 10’

. 4°C for ever

end

denaturazione

>

.95°C %
. 95°C 40"
55°C 40” annealing
72°C 40" elongazione
. step 2 per 34 volte

72°C 10’

4°C for ever

end

denaturazione

SeqYtop

1
2
3
4,
5
6
7

.95°C %
. 95°C 40"
.47°C 1 annealing
72°C I’ elongazione
. step 2 per 34 volte

.72°C 10

. 4°C for ever

denaturazione
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SIR

1.95°C % denaturazione
2.95°C 30"

3.48°C I’ annealing
4.72°C 1'30” elongazione
5. step 2 per 7 volte

6. 95°C 30" denaturazione
7. 60°C 1 annealing
8.72°C 1'30” elongazione
9. step 6 per 21 volte

10. 72°C 10’
11. 4°C for ever

SCREENING

1.95°C 1% denaturazione
2.95°C 40"

3.45°C 40" annealing
4.72°C 2 elongazione
5. step 2 per 34 volte

6.72°C 1%

7. 4°C for ever

8.end

L-H-L

1.95°C 10 denaturazione
2.95°C 30"

3.54°C 40" annealing
4,72°C 2 elongazione
5. step 2 per 9 volte

6. 95°C 30" denaturazione
7. 60°C 40" annealing
8.72°C 2 elongazione
9. step 6 per 24 volte

10. 72°C 10’

11. 4°C for ever

Purificazione del DNA

Protocollo per Amicon Microcon-PCR Centrifugaltéil Devices

Diluire il prodotto di PCR fino a 500 uL con H2CGeste
Aggiungere il volume totale alla resina senza toeta membrana
Centrifugare 1000 g 15’ RT

Spostare il filtro in una provetta da 1.5 mLpufier la raccolta
Aggiungere 20 uL di H20O ed invertire la resina

Centrifugare 1000 g 2' RT

Volume finale atteso: 18-20 uL
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Protocollo per il Topo TA Cloning Kit (Invitrogen)

« Trattamento del DNA con polimerasi con attivita @itente in 3’:(la PLATINUM

pfXDNA polymerase ha attivita 3' e 5’ esonucleasi&c® aggiunge e rimuove adenina)

Reagente Concentrazione finale
Buffer 10X 1X

dNTP 5uM 0.5 uM

Taq DNA polymerase Promega 05U

DNA 400 ng

H20 A volume (10 uL )

Incubare 72°C 15’

* Topo Cloning Reaction

Reagenti Concentrazioni finali
DNA 3'-A 100 ng

Salt Solution 1 uL diluizione 1:4*
Topo vector 10 ng

H20 A volume (6 uL)

* Salt Solution stock:
MgCI2 0.06 M — 50 mM finale
NaCl 1.2M  — 2.5 mM finale

Mescolare la reazione delicatamente
Incubare 5° RT

Elettroporazione di E. coli Top 10 F’

* Protocollo per la preparazione delle cellule

elettrocompetenti:

Inoculare una colonia singola di E. coli Top 10if'2 mL di terreno liquido LB +

Tetraciclina 15 ug/mL
Incubare 6h 37°C 170 rpm

Diluire la coltura a 50 mL con terreno LB + antitied fresco

Incubare 16 h 37°C 170 rpm

Inoculare 25 mL della coltura in 475 mL di terrdtt® + antibiotici
Incubare a 37°c 170 rpm fino a densita otticd M3}
Incubare la beuta in ghiaccio 15'-30’ e agitarldadito in tanto

Centrifugare le cellule 1000 g 15" 4°C
Eliminare il supernatante

Risospendere il pellet in 500 mL di H20 (4°C) ¢BQ per 10 falcon 50)

Centrifugare 1000 g 20’ 4°C
Eliminare il supernatante

Risospendere il pellet in 250 mL di glicerolo (Sani0% (25 mL per 10 falcon 50)

Centrifugare 1000 g 20’ 4°C
Eliminare il supernatante

Risospendere il pellet in 10 mL di glicerolo (Sigmé&% (1 mL per 10 falcon 50)

Centrifugare 1000 g 20’ 4°C
Eliminare tutto il supernatante

Risospendere il pellet in 1 mL totale di GYT fred@d°C) agitando delicatamente,

Aliguotare 40 uL di cellule per ogni tubo da 1.5 mL

Conservare subito a —80°C

e dichli Top 10 F
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* Protocollo per 'elettroporazione di E. coli Top EO

Preraffreddare le cuvette a —20°C (Kartel)

Aggiungere ad un’aliquota di cellule appena scaatgedla —80°C una quantita di DNA fra 10 pg e 25
ng in volumi di 1-2 uL

Incubare 10’ RT

Elettroporare a 1.8 V (BioRad)

Risospendere velocemente le cellule in 1 mL detesrSOB

Incubare 1h 37°C

Piastrare 100 uL su piastre SOB Agar + MgS0O4 20mMnmpicillina 50 ug/mL
Centrifugare i restanti 900 uL 1' 20000 g

Eliminare il sopranatante e risospendere le ceifuli00 uL di SOC

Piastrare tutto su piastre SOB Agar + MgSO4 20mAmpicillina 50 ug/mL
Incubare 16 h 37°C

PCR Colony

Stemperare la colonia di E. coli in 20 uL di H2Qigtisciarla su LB + Ampicillina 50ug/mL +
Tetraciclina 15 ug/mL
Reazione di PCR con 5 uL /20 di H20 in cui si ecpdentemente stemperata la colonia

Estrazione di DNA plasmidico

* Protocollo per estrazione di DNA plasmidico (MineB) da batteri

Inoculare una singola colonia batterica in 5 mLBi+ Ampicillina 50 ug/mL
Incubare 16 h 37°C 170 rpm

Centrifugare 1.5 mL della coltura in provetta dal2 3' a 18000 g
Eliminare il supernatante

Centrifugare altri 1.5 mL di coltura nella stessavetta da 2 mL 3’ a 18000 g
Eliminare il supernatante

Aggiungere 100 uL GTE (Glicerol Tris EDTA)

Aggiungere 200 uL di una miscela di NaOH 0.2 M eSSDD%
Mescolare 10’ per la rottura delle membrane

Aggiungere 150 uL di KOAc 3 M pH 5.0 (+4°C)

Mescolare delicatamente per inversione 10”

Incubare in ghiaccio 5’ per far precipitare sol®@MA gnomico
Centrifugare 17000 g 5’ 4°C

Recuperare il supernatante

Aggiungere 5 uL RNAasi A 10mg/mL Sigma

Incubare 1 h 37°C

Aggiungere 450 uL di Phe/CH3CI (Sigma)

Agitare vigorosamente 30"

Centrifugare 3’ 4°C 15000 g

Trasferire il supernatante in una nuova eppendorf
Aggiungere 450 uL di CH3CI (Sigma)

Agitare vigorosamente 30"

Centrifugare 3' 4°C 15000 g

Trasferire il supernatante in una nuova eppendorf
Aggiungere 900 uL EtOH 100%

Incubare almeno 1 h —20°C

Centrifugare 30’ 4°C 20000 g

Lavare con EtOH 70%

Centrifugare 15’ 4° 20000 g

Eliminare il supernatante e far seccare il pellet
Risospendere in H20
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Protocollo per estrazione di DNA plasmidico da éattQiagen)

Inoculare una singola colonia in 2 mL (x 2) di & LB + Ampicillina 50 ug/mL
Incubare 6 h 37°C 170rpm

Aggiungere | 2 mL di coltura a 48 mL di terreno EBAmpicillina fresco (x 2)
Incubare 16 h 37°C 170 rpm

Centifugare 1 100 mL totali (in 2 falcon da 50 m8Q00 g 15’ 4°C
Eliminare il supernatante

Risospendere i pellet in 4 mL di Buffer P1 (+4°@pdRNAasi A 10mg/mL Sigma
Agitare vigorosamente

Aggiungere 4 mL di Buffer P2

Mescolare delicatamente 4-6 volte —non agitarereiggmente-

Incubare RT 5’ —non oltre-

Aggiungere 4 mL di Buffer P3

Mescolare delicatamente 4-6 volte

Incubare in ghiaccio 15’

Centrifugare 10600 g 30’ 4°C

Recuperare il supernatante

Ricentrifugarlo 10600 g 15’ 4°C

Recuperare il supernatante

Equilibrare la QIAGEN-TIP 100 con 4 mL di Buffer @B

Far svuotare la colonna per gravita

Mettere il supernatante in colonna e lasciarlorelper gravita

Lavare la colonna con 2 x 10 mL di Buffer QC

Eluire il DNA con 5 mL di Buffer QF

Precipitare il DNA con isopropanolo, mescolare

Centrifugare 15000 g 30’ 4°C

Lavare il pellet con EtOH 70%

Centrifugare 15000 g 10’ 4°C

Eliminareil supernatante e far seccare il pellet

Risospendere in 200 uL di H20

Protocollo per estrazione di DNA plasmidico dailiev

Inoc ul are una singola colonia di lievito in 1Q ahi terreno selettivo URA-
Incubare 30°C 40 h 170 rpm

Centrifugare la coltura 800 g 10’ RT

Eliminare il supernatante

Lavare con 10 mL H20O sterile

Centrifugare 800 g 10’ RT ed eliminare il sup¢amse
Risospendere in 800 uL di soluzione: LiCl (SigmapN, Tris 50mM pH8.0,
Na2EDTA (Sigma) 62.5mM, Triton X-100 (Sigma) 4%

Aggiungere lo stesso volume di glass bits (Sigma)

Agitare vigorosamente 2’

Centrifugare 2° RT 18000 g

Recuperare il supernatante

Aggiungere 4 uL RNAasi A 10mg/mL Sigma

Incubare 5’ 37°C

Aggiungere Proteinasi K 0.1 mg/mL (Invitrogen)

Incubare 60’ 60°C

Aggiungere ugual volume di fenolo: cloroformio (Big)

Centrifugare 1600 g 3’ 4°C

Recuperare la fase superiore

Ripetere I'estrazione con fenolo: cloroformio

Aggiungere ugual volume di cloroformio (Sigma)

Centrifugare 1600 g 3’ 4°C

Recuperare la fase superiore

Precipitare con NaOAc 3M pH5.2 (1/10 vol) ed EtOB0% (2.5 volte)
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Digestione enzimatica

Digestione con AGE |

Reagente Concentrazione finale
Buffer NEB1BioLabs 10X 1X
Spermidina Sigma 6.3 mM 0.1 mM

Enzima AGE | BioLabs 5U/ uL

1U/100 ng DNA

Incubare 16 h 37°C

Digestione con AAT Il

Reagente

Concentrazione finale

Buffer NEB4 BioLabs 10X

1X

Enzima AAT Il BioLabs 20U/ uL

1U/250 ng DNA

Incubare 8 h 37°C

Digestione con Hind 111

Reagenti

Concentrazione finale

Buffer R+ (Fermentas) 10X

1X

Enzima Hind Il (Fermentas) 10U/ uL

1U/100ug DNA

Incubare 3 h 37°C

Digestione con SAC |

Reagenti

Concentrazione finale

Buffer NEB1 (BioLabs) 10X

1X

Enzima Sac | (BioLabs) 20U/ uL

1U/100ug DNA

Incubare 3 h 37°C

Digestione con Mlu |

Reagenti

Concentrazione finale

Buffer NEB3 (BioLabs) 10X

1X

Enzima Mlu | (BioLabs) 10U/ uL

1U/500ug DNA

Incubare 3 h 37°C

62



Capitolo 2 atdriali e metodi

Defosforilazione del 5’ fosfato

Defosforilazione con Alcaline Phosphatase, Cakdtihal (CIP)

Reagenti Concentrazione finale
Buffer NEB4 BioLabs 10X 1X
Enzima CIP BioLabs 10U/ uL 0.5U/1 ug DNA

Incubare 60’ 37°C

Ligazione

Reazione di legazione con T4 DNA Ligasi:
Pre-incubare vettore ed inserto a 50°C 5’

Utilizzare opportuni rapporti molari dei frammedtiDNA da ligare

Reagenti Concentrazione finale
Buffer T4 BioLabs 10X 1X
Enzima T4 DNA Ligasi 10U/ uL 70U/100 ng DNA vettor

Incubare on 16°C

Elettroeluizione di DNA da gel d’agarosio

« Pretrattamento delle membrane da dialisi (dialygiéng Sigma)

Rimuovere la glicerina lavando i tubi con H20O intagjone per 3-4 h

Rimuovere i componenti sulfurei con 0,3% (peso/ma) di solfito di sodio a 80°C 1’
Lavare con H20 calda (60°C) 2’ seguita da acidfficae con 0,2% (volume/volume) di acido
solforico

Risciacquare con H20 calda per rimuovere I'acido

Riporre a RT

Bollire le membrane 10’ in 2% di NaHCO3 (Sigma) ®TA (Sigma) 1 mM pH 8.0
Lavarle con H20 distillata

Bollirle 10’ in EDTA 1 mM pH 8.0

Lasciarle raffreddare in H20 distillata (sommerse)

Conservarle a +4°C

« Elettroeluizione

Chiudere la membrana da dialisi con una clip edrirsla fetta d’agarosio tagliata

Aggiungere un certo volume di TAE 1X (proporzionalle dimensioni della fettina di gel)
Chiudere I'altra estremita della membrana conifaelitando le bolle d’'aria

Corsa in tampone TAE 1X a 4-5 V/cm per 2-3 h

Invertire la polarita 1’

Rimuovere il tampone TAE dalla membrana e lavaokaadel tampone fresco ( 100 uL)
Precipitazione del DNA elettroeluito con NaOAc 3M p.2 (1/10 vol) ed EtOH 100% (2.5 VOL)
Colorazione con EtBr delle fettine di gel per viegfe I'eluizione
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Trasformazione di lievito JEL 1 A topl1 con sali (litio acetato)

Inoc ul are una colonia singola in 10 mL di YRuiap

Incubare 16 h 30°C 170 rpm

Leggere la densita ottica finché non diventa 1

Controllare i lieviti al microscopio ottico

Centrifugare i 10 mL di coltura 800 g 5 RT

Eliminare il surnatante

Lavare le cell ul e pellettate con 1 mL di solu&dA
Centrifugare 800 g 5 RT

Eliminare il surnatante

Risospendere le cellule in 1/100 del volume in&id00 uL) di soluzione A
Aggiungere 100 ug di DNA Salmon Sperm (prebollitp Sigma
Aggiungere per ogni trasformazione 50 ng DNA

Aggiungere 0.7 mL di soluzione C

Risospendere bene le cellule

Incubare 1 h 30°C 170 rpm e invertire i tubi dit@in tanto
Heat Shock in bagno caldo a 42°C 15’

Centrifugare 12000 g 5" RT

Aspirare il supernatante con la pipetta

Lavare il pellet con 1 mL di TE 1X e risospendeeadle cellule
Centrifugare 12000 g 5” RT

Aspirare il sopranatante

Risospendere in 100 uL TE 1X e piastrare 100 uteseno selettivo URA- agar
Incubare 30°C

Soluzione A

LiAc (Fluka) 0.1 M

Tris HCI 10mM pH 7.5-8.0
Na2EDTA (Sigma) 1mM

Soluzione C

PEG 4000 40% Sigma
LiAc (Fluka) 0.1 M

Tris HCI 10mM pH 7.5-8.0
Na2EDTA (Sigma) 1mM

TE 1X
Tris HCI 10mM pH 7.5
Na2EDTA (Sigma) 1mM

Estrazione e purificazione di acidi nucleici da ligito

e Estrazione di DNA genomico

Inoculare una singola colonia in 5 ml di terreno 298 di glucosio e crescere O/N a 30°C 170 rpm
Raccogliere i lieviti centrifugando a 800 g per bati a temperatura ambiente

Risospendere il pellet in 1 ml di acqua

Centrifugare a 800g per 5 minuti

Risospendere in 504 di Lysis buffer (100 mM Tris pH=8.0, 50 mM EDTA% SDS)

Aggiungere un uguale volume di glass beads acidh \(Bigma)

Agitare vigorosamente per 2 minuti

Recuperare la fase liquida

Aggiungere 27451 di sodio acetato 3 M pH=5.2

Incubare 5 minuti a 65°C e poi 5 minuti in ghiaccio
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Aagiungere 50Qul di cloroformio, agitare, centrifugare alla masaivelocita e recuperare la fase
superiore

Aggiungere 1 ml di isopropanolo

Incubare 5 minuti a temperatura ambiente, centife@lla massima velocita 5 minuti

Lavare il pellet con etanolo al 70%, essiccarsespendere in 5@ di acqua

Aggiungere Rnasi alla concentrazione di 0.4 mg/ml

Incubare 3 ore a 37°C

Aggiungere 45Ql di TE pH=7.5 (Tris HCI 10mM pH 7.5, Na2EDTA (SigtdhImM)

Agiungere 50Qul di cloroformio, agitare vigorosamente, centriftgalla massima velocita per 1’
Recuperare la fase superiore

Aggiungere 5Qul di sodio acetato 3 M pH=7.5

Aggiungere 1 ml di etanolo 100%

Incubare a -20°C per almeno 30 minuti

Centrifugare alla massima velocita per 30 minu@ 4°

Eliminare fase liquida e lavare il pellet con 10@li etanolo al 70%

Centrifugare alla massima velocita per 25 minu@ 4°

Essiccare il pellet e risospenderlo in2@li acqua

+ Estrazione di RNA totale

Inoculare una singola colonia di lievito J&tbpl + plasmide (pCC10, pCC10AR7, YCp50) in 10
mL di terreno URA- liquido

incubare 16 h 30°C 170 rpm

diluire riportarndo la densita ottica a 260 nm @ar0.05 in 250 mL
incubare la coltura 10 h 30°C 170 rpm

raccogliere le cellule centrifugando 800 g 5 RT

eliminare il supernatante

conservare il pellet a —80°C

risospendere il pellet (da 250 mL di coltura) inrhR di AE Buffer
aggiungere 800 uL di SDS (BioRad) 25%

aggiungere 12 mL di fenolo acido (pH 4.5) (Sigma)escolare bene
incubare 65°C 10’ e agitare vigorosamente ogniutoi

incubare 5’ in ghiaccio

centrifugare 15’ 4°C 12000 g

recuperare la fase superiore

aggiungere 15 mL di cloroformio e mescolare bene
centrifugarel0’ 4°C 1800 g

recuperare la fase superiore (10 mL)

aggiungere 1/10 vol (1 mL) di NaOAc 3M pH5.2 e 1 {dd mL) di isopropanolo
centrifugare 40’ 4°C 12000 g

lavare con EtOH 70% risospendendo il pellet

centrifugare 20’ 4°C 12000 g

eliminare il supernatante e seccare il pellet ssoaédarlo

AE Buffer:
NaOAc pH5.2 50 mM
EDTA (Sigma) 10mM

SDS 25%:
Sciogliere12.5 g di SDS (BioRad) in 50 mL H20 sealdio a 68°C

Trattamento con DNAasi

Risospendere il pellet di RNA secco in 180 uL H20
Aggiungere 20 uL Buffer DNAase (Fermentas)
Aggiungere 2 uL DNAase | (Fermentas) 1U/ uL
Incubare 37°C 15’

Estrazione fenolo:cloroformio
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Aggiungere 200 uL di fenolo:cloroformio
Agitare vigorosamente 30"

Centrifugare 1’ RT 20000 g

Recuperare la fase superiore

Aggiungere 200 uL di cloroformio

Agitare vigorosamente 30"

Centrifugare 1’ RT 20000 g

Recuperare la fase superiore
Precipitazione con NaOAc ed EtOH 100%

» Purificazione di Poly (A)+ RNA da RNA totale (Oliggx mMRNA Spin-Column
Kits, Qiagen)

Riscaldare Oligotex Suspension a 37°C , mescolaplasla a RT

Riscaldare a 70°C Buffer OEB

Se il Buffer OBB forma un precipitato sul fondossiblverlo riscaldando a 37°C e riporlo a RT
Determinare la corretta quantita di RNA di partenza

Risospendere 0.500 mg di RNA totale in provettaldamLRNAase free da 1.5 mL in 500 uL di
H20 RNAase free

Aggiungere 500 uL Buffer OBB

Aggiungere 45 uL Oligotex Suspension

Mescolare

Incubare il campione a 70°C 3’

Incubarlo a RT 10’

Centrifugare il complesso Oligotex:mRNA 14000-18@0 2’ RT

Rimuovere molto delicatamente il supernatante agripetta

Risospendere il pellet Oligotex:mRNA in 400 uL BarffOW2 mescolando vigorosamente o
pipettando

Introdurre il campione in una spin column piccofmsta in provetta da 1.5 mL RNAase free
Centrifugare 3' 4000 g RT

Trasferire la spin column in una provetta da 1.5RMNAase free pulita

Aggiungere 400 uL Buffer OW2 alla colonnina

Centrifugare 1’ 14000-17000 g RT

Eliminare 'eluato

Trasferire la spin column in una nuova provettd damL RNAase pulita

Aggiungere 80 uL Buffer OEB preriscaldato a 70°fa ablonna pipettando su e giu per risospendere
la resina

Centrifugare 1000 g 2' RT

Riscaldare 'eluato a 70°C 1’

Raggiungere lo stesso eluato alla colonna, risgipdo e ripetere I'eluizione per altre 4 volte

Retrotrascrizione del’lRNA a cDNA

* Retrotrascrizione del’RNA totale a cDNA (cDNA CgcKit, Invitrogen)

Risospendere 5 ug di RNA totale oppure 0.5 ug dNiin 11.5 uL H20 DEPC
Aggiungere 1 uL di Primer OLIGO d(T)18-20 5 ug/ uL

Incubare 65°C 10’

Incubare 2’ RT

centrifugare tutti i componenti della miscela

Aggiungere 1 uL RNAase Inhibitor

Aggiungere 4 uL RT Buffer 5X

Aggiungere 1 uL dNTP 100mM

Aggiungere 1 uL Sodio Pyrophospato 80mM

Aggiungere 0.5 uL Reverse Transcriptasi AMV
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Mescolare bene ed incubare a 42°C 60’
Incubare 2" a 95°C

Aggiungere RNAase A (Sigma) 10ug/mL finale
Incubare 15’ 37°C

Aggiungere SDS (BioRad) 0.1% finale
Incubare 30’ 55°C

Aggiungere 1 uL EDTA (Sigma) 0.5M pH8.0
Aggiungere 22 uL fenolo:cloroformio
Centrifugare 3’ 7000 g

Recuperare la fase acquosa

Aggiungere 22 uL Ammonio Acetato ed 88 uL EtOH
Precipitare e seccare il pellet

Risospendere in 20 uL H20

Retrotrascrizione con ammino-allil dUTP e couplingal NSH-Cyanine Dye

Procedura originale: www.microarrays.org/protoddlsL

| seguenti protocolli sono in gran parte derival €old Spring Harbor Microarray Corse manual.
Fra gli autori sono inclusi: H. Bennett, J. De R¥éi lyer, A. Alizadeh, J. Lieb ed altri membri del
laboratorio Brown e De Risi. | protocolli sono starfezionati da Keith Morneau e Duccio Cavalieri
al Center for Genomics Research.

» Trascrizione inversa (SuperScript Il Rnase H Rev@ranscriptase, Invitrogen)

Risospendere 3 ug di Poly (A)-RNA o 50 ug di RN#ate in 14.5 uL di H20 DEPC
Aggiungere 1 uL Oligo dT/pdN6 (5ug/ ul ciascuno)
Mescolare in tubi da PCR 0.2 mL RNAase free
Incubare la miscela primer/RNA 70°C 10’
Incubare in ghiaccio 10’
Preparare la mix per la sintesi del cDNA aggiungend
6 uL/ rxn Buffer 5X
0.8 ulL/rxn 50X aa-dUTP/ dNTP
3 ul/rxn DTT 0.1M
3 ul/rxn H20 DEPC
Aliguotare 12 uL di mix per ciascuna miscela RNAfger
Aggiungere 3 uL di Superscript II/ rxn
Incubare a 42°C 2 h

La miscela di primer pdN6 é ordinata come NNNNNNGiaco/BRL

Gli Oligo dT sono una miscela di dT 18-20 da GilBfl

Ammino-allil dUTP & ordinato da Sigma in aliquota d§ mL e dissolto in 20 uL H20 DEPC e
mischiato con 30 uL di dATP, dGTP, dCTP 100mM eul2di dTTP 100mM,; il rapporto finale di
aa-dUTP e dTTP & 3:2.

+ |drolisi basica di RNA

Aggiungere ad ogni reazione 10 uL NaOH (Carlo Etbi)

Aggiungere 10 uL EDTA (Sigma) 0.5 M

Mescolare bene

Incubare 7' a 65°C

Neutralizzare ogni reazione con 25 ul HEPES (@ighiM pH7.5
Mescolare bene

Porre in ghiaccio fino al cleanup o conservare @€%ino a 2 settimane
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e Cleanup

| trascritti ottenuti dalla reazione di trascrizéomnversa devono essere purificati e tutto il Tris
dev'essere rimosso prima del coupling al NSH-cyaniye.

Marcare ogni microcon Y-30 e pesare ciascun filtrmng (di solito 635)

Diluire la reazione neutralizzata a 500 uL con HR@leasi free

Aggiungere la soluzione al microcon-30

Centrifugare 10000 g 8' RT

Rimuovere l'eluato

Aggiungere 470 uL H20 nucleasi free e ricentrifegdi0000 g 8’ RT

Rimuovere I'eluato e ripetere il lavaggio

Centrifugare i microcon finché la differenza di pe®mn € fra 18 e 25 mg

Raccogliere (invertendo la colonnina in una nugwgeadorf) centrifugando 1900 g 5 RT
Il volume finale dovrebbe essere di 10-13 uL

e Coupling

L'ammina dell’'ammino-allil gracile deve essere libalalle basi prima del coupling all’estere dell’'N
idrossi-succinammide del colorante cyanine.

Ai 10 uL di campione purificato, aggiungere 1.5dilNaHCO3 1M pH9.0 (la concentrazione finale
non dev'essere minore di 50 mM)

Aggiungere la soluzione basica del campione adligni@ta di NHS cyanine dye

Incubare al buio 1 h RT

L’'NHS-estere del colorante cy3 e cy5 €& acquista&dchersham. In ciascuna confezione, ci sono 5
aliquote di colorante. Ciascuna di esse dev'esaskgeotata in 10 parti, essendo disciolta in 20 uL

DMSO e aliquotata in 10 provetta da 1.5 mL RNAase fLe aliquote devono essere poi concentrate
con la speed-vac a bassa temperatura e conservat€dino all’'uso.

e Purificazione (Qiagen PCR Purification Kit)

Purificare singolarmente i campioni Cy3 e Cy5

Aggiunger 70 uL H20 a ciascuna reazione di mareatur

Aggiungere 50 uL PB Buffer

Aggiungere la miscela alla colonna Qiaquick

Centrifugare 18300 g 1' RT

Rimuovere il supernatante con la pipetta

Aggiungere 700 uL PE Buffer

Centrifugare 18300 g 1' RT

Rimuovere il supernamente con la pipetta e ripatéagaggio

Aspirare il supernatante e centrifugare 18300 gRT per asciugare la colonnina
Trasferire in provetta da 1.5 mL RNAase free pulite

Aggiungere 30 uL EB Buffer al filtro

Incubare 1' RT

Centrifugare 18300 g 1' RT

Ripetere lo step di eluizione con altri 30 uL EBffeu

Segnare i microcon-30 e pesarne il filtro

Mettere insieme i campioni Cy3 e Cy5 s ulL filtro

Centrifugare 10000 g 2' RT

Centrifugare finché la differenza in peso non éidia 55 mg

Raccogliere (invertendo la colonnina in un nuovmojucentrifugando 1900 g 5° RT
Assicurarsi che il volume non sia mai minore diem 50 uL , se non lo € portarlo a 50 con H20
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Ibridazione ed acquisizione dati

e Preparazione all'ibridazione

Aggiungere al campione 6 uL SSC 20X

Aggiungere 3 uL Poly(A) 10ug/ uL

Aggiungere 0.96 uL HEPES (Sigma) 1M pH7.0
Bagnare il filtro Millipore 0.45 um con 10 uL H20
Centrifugare 18300 g 1' RT

Aspirare il supernatante

Aggiungere il campione al filtro

Centrifugare 18300 g 1' RT

Rimuovere il filtro

Aggiungere 0.9 uL SDS (BioRad) 10%

Lavare accuratamente la camera di ibridizzaziomeSIDS
Porci sopra il vetrino*, con il numero voltato verigbasso
Apporre il coprivetrino, con le strisce biancheotte verso il basso

SSC 20X:

Dissolvere 175.3 g NaCl (Sigma) e 88.2 g Na3 Git(€6H507-Na3 Sigma) in 800 uL H20
Aggiustare il pH a 7.0 con qualche goccia di HON14

Portare a volume con H20 (1 litro)

Sterilizzare in autoclave

La concentrazione finale dev'essere NaCl 3M e N&dte 0.3M

*| vetrini a cDNA sono stati forniti da Duccio Cdiexi (Harvard University, Boston)
« lbridazione

Mettere il campione in tubi da PCR da 0.2 mL

Riscaldarlo a 100°C 2’

Spinnare il campione prima dell’'uso

Iniettere lentamente sul vetrino il campione, imuvoe di almeno 50 ul, ad una estremita del vetrino
stesso e continuare ad applicarlo dall’altra passendo sicuri di non lasciare bolle d’aria
Aggiungere 100 uL SSC 3X a ciascuno dei pozzelithdamera di ibridizzazione

Incubare la camera a 65°C in bagnetto caldo, depdaposto in piano

Lasciare procedere l'incubazione 16 h (14-16 h)

e Lavaggi post ibridazione

Rimuovere la camera di ibridizzazione delicatamelatebagnetto

Rimuovere il vetrino dalla camera usando della@inz

Invertire il vetrino nella soluzione 1: 387 mL MilQ Water, 12 mL SSC 20X, 1 mL SDS (Sigma)
10% per far scivolare il coprivetrino

Lavare il vetrino nella soluzione 1 immergendolaesgiu 40 volte

Lavare il vetrino nella soluzione 2: 399 mL Milli-@ater, 1 mL SSC 20X immergendolo su e giu
40 volte

Far asciugare il vetrino in centrifugare ( 2' 450 g

* Rivelazione con GenePix 4000a Microarray Scanner
Inserire il chip con la parte ibridizzata versdtbanello scanner
Settare, nel software GenePix Pro 3.0, il fotorpbttatore nel canale 635nm (Cy5) e 532nm (Cy3)

Avviare una “preview scan” per determinare la l@zazione degli spot e lintensita di
ibridizzazione
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Mentre I'immagine é rivelata, “istogramma” permetieosservare in tempo reale le intensita relative
di entrambi i canali. L’istogramma & funzione dmticuratezza del settaggio del fotomoltiplicatore
L'istogramma dev’'essere settato : Image both; X-&xul Iscale; Y-axis Log Axis On Fullscale
Osservando l'istogramma, aggiustare il fotomoltiatore in modo che il rapporto fra le intensita dei
due laser sia 1.0 e ci siano al massimo 2 spoti gtublocco

Una volta determinata I'area di scansione, iderdit la “scan area” sull’array intero

Avviare “data scan”

Salvare 'immagine acquisita con open/save e smlere save images (TIFF files)

o Analisi

Aprire le immagini da analizzare con open/savelezgmare open images (TIFF files)

Costruire la griglia opportuna: 20 colonne e 2heiger ognuno dei 16 blocchi. Il diametro degli
spot & di 100nm, la spaziatura fra le colonne eglee all'interno di ciascun blocco €& di 200nm, la
distanza fra i blocchi lungo le due direzioni &8Dnm

Assegnare con “load array list” il nome dei gerli agot mediante I'uso del GALfile (si tratta dian
matrice in cui al nome di ogni gene sono assegr@iedinate spaziali sull'array. Il file ha il segiie
formato: block, row, column, ID)

Eliminare gli spots saturati (bianchi) = Flag

Correggere le aree per gli spot di dimensioni >rsgetto al circoletto della griglia

Premere tasto “Analyze” che genera sia lo scattrrplativo alle intensita di Cy3 e Cy5, che una
tabella di dati. Salvare la tabella dei dati (fifer che puo essere aperto in xIs)

¢ Normalizzazione

Salvare i risultati in foglio xIs (selezionare tittcopia, inserire nuovo foglio di lavoro, incolla
speciale = valori, dare nome al nuovo foglio esi. mlarmalizzati)

Eliminare righe da 1 a 29 o 31 nel caso si abbiaeB& Pro 4.0: Comunque fermarsi fino a che si
incontra le seguenti caselle: Block, column, roame

Eliminare colonne ABC (block, column, row)

Eliminare tutte le colonne ad eccezione di: Narbe,H532 Median - B532, F635 Median — B635 e
Flags

Ordina dati con riga di intestazione per ID creseen

Eliminare i blank e gli empty

Ordina dati con riga di intestazione ID decrescéstdo per lievito)

Solo per vetrino di S cerevisiae togliere i 12 viedenza intestazione (sono in fondo)

Ordina dati con riga di intestazione Flags creseent

Eliminare i valori negativi (-50 e -100)

In colonna F : =media (C2:C6000 o fino in fondayjo [ media del’F635 median-B (Cy5)]

In colonna G : =media (D2:D6000 o fino in fondmyio [ media del’F532 median (Cy3)]

Cy3/Cy5 in colonna H = Fattore di normalizzazioRél)

Cy5 normalizzato : = FN * F635 median (C2....)

Fold change : Cy5 norm/ F532 median

Fold change: F532 median /Cy5 norm (Il valoré-did change che interessa dipende chiaramente
dalla marcatura, ad esempio se il controllo & stedocato con Cy3 e il campione sperimentale con
Cy5, il valore di Fold change sara Cy5/Cy3)

Copiare intero foglio di xlIs in nuovo foglio di lako dove lasciare solo le colonne : Name, ID, Fold
Change

Ordinare per Cy5 o Cy3. Per i valori <0.50 far@elgativo dell'inverso ovvero nel caso del valore
0.45 =-1/0.45. Ordina per fold change in ordieerescente.

Salvare il file

* Repliche
Nel caso in cui si abbiano 2 repliche R1 e R2 caase per ciascuna ibridazione solo le colonne

come indicato nella normalizzazione. Procedere amalfelo sullo stesso foglio di xIs con le
normalizzazioni.
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Ordinare dati con riga di intestazione Flags Rlagete

Eliminare tutti gli spot con valore neg (-50 e 8L0A questo punto si puo verificare il caso che
vengano eliminati spot che nella replica R2 eramsgnti. Vanno comunque eliminati

Ordinare dati con riga di intestazione Flags RZ2@eate. Eliminare tutti gli spot con valore negativ
(-50 e —100). A questo punto si puo verificare aado stesso avvenuto per la replica R1 ovvero
verranno eliminati spot che nella replica R1 erpresenti. Vanno comunque eliminati

Calcolare la deviazione standard per ciascun sfiugerisci funzione, DevSt (C1:D1)

Calcolare I'errore standard per ciascun spot

Calcolare la media dei due valori di Fold change

Creare una colonna in cui al valore di Fold Chanigme sottratto I'errore Standard (positivo) ai
valori >2. Vengono eliminati tutti quei geni conleee < 2.

Creare una colonna in cui al valore di Fold Chavigee aggiunto I'errore Standard (positivo) ai
valori <2. Vengono eliminati tutti quei geni conlmae > 2.

Rimarranno quindi solo quei geni significativameaspressi (>2 o <2) nelle due repliche.

Estrazione proteica da lievito, test di attivita rlassante di Topl in vitro,
immunoprecipitazione e Western blotting

« Estrazione proteica

Inoculare una singola colonia di lievito in 2 mLtdireno
Incubare 8h 30°C 170rpm

Portare la coltura a 10 mL di terreno

Incubare 16 h 30°C 170 rpm

Portare la coltura a 50 mL di terreno

Incubare 16 h 30°C 170 rpm

Centrifugare i 50 mL di coltura 5’ 4°C 1200 g

Eliminare il supernatante

Risospendere in 1 mL di H20

Centrifugare 8 4°C 1800 g

Eliminare il supernatante

Pesare il pellet

Risospendere in TEEG 1X + Inibitori delle protedsinL/ 1g) (Sigma)
Aggiungere ugual volume di glass bits (Sigma)

Agitare vigorosamente 30" e incubare in ghiacdy per 15 volte
Centrifugare 30’ 4°C 1800 g

Recuperare il supernatante

Conservare a -80°C

TEEG + Inibitori (1mL):

TEEG 2X 0.5mL

DTT (1M) 1ulL

PMSF (100mM) 10 uL

Sodio Bisolfito (100mM) 1 uL
Benzamidina (100mM) 10 uL
Pepstatina (Img/mL) 1 uL
Leupeptina (lug/mL) 1.25 uL
H20 475.75 uL

TEEG 2X (50mL):

Tris HCI pH8.0 1M 5mL
EDTA (Sigma) 0.5 M 200 uL
EGTA (Sigma) 100mM 1mL
Glicerolo (Sigma) 10% 5mL
H20 a volume 38.8 mL
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« Quantificazione dell'estratto proteico con Prot@ssay Kit Sigma

Preparare i campioni con 500 uL di H20 e 2 ul tlisg® proteico (nel bianco solo H20)
Aggiungere ad ognuno 500 uL di Lowry Reagent Sofuti

Incubare 20’ RT

Aggiungere e mescolare 250 uL di Folin & ClocalteRhenol Reagent Working Solution

Incubare 30" RT al buio

Leggere la densita ottica a 600 nm da cui si ridav@ncentrazione delle proteine per interpolagion
dell'assorbanza con la curva standard fatta a carecgoni note di BSA (fig.14)

Diluire gli estratti in modo da riportarli tuttilal stessa concentrazione

Curva standard BSA
450
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Figura 27: Curva standard di concentrazioni note d#a BSA in funzione della loro
rispettiva assorbenza a 260 nm. Su questa curvaisterpolano i valori di assorbanza
deir campioni a concentrazione proteica ignota.

* Test di attivita per la topoisomerasi | di lievito

Reagenti Concentrazione finale
Buffer 2X 1X

Plasmide pTC1 250 ng

Estratto proteico* 9 uL

H20 A volume (20 uL )

* diluizioni dell’estratto proteico: 1:1, 1:2, 1:4,8; nel controllo negativo I'estratto & sostibuiton
H20

Incubare 30’ 30°C

Bloccare la reazione con SDS (BioRad) 0.1% e RragiK (Invitrogen) 500ug/mL finali

Incubare 1 h 50°C

Buffer 2X

Tris HCI 50mM pH7.5
MgCI (Sigma) 10mM
NacCl (Sigma) 300mM
DTT (Sigma) 0.2mM
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e Immunoprecipitazione della proteina

Equilibrare la concentrazione delle proteine da imaprecipitare fra i vari campioni in 1 mL di
buffer di immunoprecipitazione NaCl 150 mM, EDTATM, Tris-Cl pH 8.0, NP40 1% piu inibitori
(15-20 mg di estratto proteico totale)

Aggiungere 1Qug di anticorpo specifico (anti-HA e anti-Myc tagrpreazione

Incubare 16 ore a 4°C a 20rpm

Aggiungere 5Qul di beads equilibrate in buffer di immunoprecigitane

Incubare 3h a 4°C a 20rpm

Centrifugare 1000g 2’

Recuperare il supernatante per controllo

Lavare il pellet in buffer di immunoprecipitaziop@l inibitori

Risospendere il pellet in ugual volume di buffeebdi 4X

Incubare 100°C 4

Centrifugare a massima velocita

Recuperare il supernatante

« Equilibrare sepharose beads (Amersham) in buffendiunoprecipitazione

Prelevare 1ml della sospensione di sepharose ljgasisela di IgG e IgA, si conserva a 4°C al 20%
di MetOH)

Centrifugare 1000g 3’

Eliminare il surnatante

Lavare con acqua

Lavare in buffer di immunoprecipitazione per 2-3tgo

Risospendere il pellet in 5Q0 di buffer di immunoprecipitazione e Na-azide @5

Conservare a 4°C

* Western blot

Bollire i campioni di estratto proteico in buffeeamli 1X per 5 minuti

Caricare in gel di poliacrilammide 6.5% e applicarecampo elettrico appropriato alla dimensione
del gel

Effettuare il trasferimento su membrana PVDF (Arhars) in tampone Tris-Glicina-Metanolo 20%
O/N a 4°C 140mA (la membrana € pretrattata in 180%di metanolo per 10 minuti, lavata per 5
minuti in acqua ed equilibrata per 10 minuti infeufdi trasferimento; il gel & equilibrato 10 minut
in buffer di trasferimento)

colorare la membrana con rosso poceau per vegfiegpresenza delle proteine

colorare il gel in comassie brilliant blu per vardre che tutte le proteine si siano trasferite
correttamente

Decolorare la membrana in acqua e lavarla in TB&tw0.1% pH=7.6

Bloccare la membrana in 10% latte in polvere in f&8en 0.1% per 1 h a temperatura ambiente in
leggera agitazione

Lavare la membrana due volte per 10 minuti in T&8en 0.1%

Incubare la membrana con I'anticorpo primario (dduaizione 1:400 per anti HA 3h, dil 1:1000 anti
Myc tag 2h) a temperatura ambiente in agitazione

Lavare la membrana tre volte per 10 minuti in TB®&dn 0.1%

Incubare la membrana con I'anticorpo secondarim (diduizione 1:2000 per anti-mouse 1 h) a
temperatura ambiente in agitazione

Incubare con la soluzione kit ECL plus (Amersham)

Acquisire la chemiluminescenza con lo scanner@&itorm 840 (Amersham Bioscience)
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Southern Blotting

Analizzare su gel di agarosio il DNA genomico diggecon un enzima di restrizione opportuno
Procedere con il trasferimento su membrana (Hybomérsham) con la pompa VacuGene XL
(Amersham) posizionando sul VacuGene XL un foglioatta watman grande quanto la vaschetta
Dopo averlo bagnato con acqua, poggiare la memleas@vrapporre il pannello di plastica con il
buco in corrispondenza della membrana
Poggiare il gel sulla membrana
Sigillare il buco con agarosio low melting
Accenderela pompa vujoto a 55 mbar
Coprire il gel con la soluzione di depurinazione2{0 HCI) e lasciare finche il blu di bromofenolo
non sia deiventato giallo
Spegnere la pompa e rimuover il buffer
Aggiungere la soluzione di denaturazione (0.5 M Na®,5 M NaCl), accendere la pompa e
attendere che il blu di bromofenolo ritorni al a@dlu
Spegnere la pompa e rimuovere il buffer
Aggiungere la soluzione di neutralizzazione e adeem la pompa per un tempo analogo a quello
degli stadi precedenti
Spegnere la pompa e rimuovere il buffer
Coprire il gel con SSC20X ed incubare per 2 h
Spegnere la pompa, marcare i pozzetti con un agwuto da perforare leggermente la membrana e
avere un punto di riferimento
Controllare che sul gel non sia rimasto del DNAocahdolo con etidio bromuro
Lavare la membrana in SSC 20X per 10 minuti
Porre la membrana fra due fogli di carta watman O/N
Bagnare la membrana con SSC 2X e porla nei tuliirittazione.
Porre i tubi con la membrana in SSC 2X in rotaziad2°C
Rimuovere il buffer SSC 2X e aggiungere la solueial ibridazione (SSC 6X, Denhard’s reagent
5X, SDS 0,5%, tRNA di lievito 10Qg/ml, formammide 50%, filtrare prima dell’'uso)
Lasciare 1-2 ore in rotazione a 42°C
Eseguire la marcatura della sonda (kit Amersham):
riscaldare 2-3 minuti a 100°C
porre in ghiaccio
aggiungere a 25-50 ng di DNA-B2P]dCTP 5Q.Ci
acqua fino a 5@l
incubare 5-15 minuti a 37°C
aggiungere EDTA 0.2 M per fermare la reazione
rimuovere i nucleotidi marcati non incorporati amionnine del kit Amersham
centrifugare le colonnine 2 minuto a 735 g
Denaturare la sonda a 100°C con tRNA di lievito
Aggiungere alla soluzione di ibridazione gia preéserel tubo
Lasciare in rotazione a 42°C O/N
Eliminare la solizione di ibridazione
Lavare 10 minuti con SSC 2X
Ripetere il lavaggio precedente
Lavare con SSC 2X, SDS 0.1% a 65°C due volte penihQti
Lavare con SSC 1X, SDS 0.1% a 65°C per 15 minuti
Mettere la membrana nella cassetta di rivelazioweibare un’ora
Acquisire la fosforescenza con lo scanner ottiay8t840 (Amersham Bioscience)
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Analisi della cinetica di crescita e della variazioe di concentrazione di glucosio
nel mezzo di crescita della coltura di lievito

+ Allestimento di una curva di crescita

Inoculare una singola colonia di lievito in terreicrescita

Incubare a 30°C a 170rpm

Leggere la densita ottica OD600 e riportare lauzalas 0,05 in 10ml

Leggere la densita ottica OD600 e contare le leeifucamera di Burker ad intervalli regolari

* Valutazione della concentrazione di glucosio nektao di crescita di lieviti

Inoculare una singola colonia in 5 ml di terrenpapuno

Crescere O/N a 30°C 170 rpm

Leggere la densita ottica a 260 nm e riportarlaradbre di 0.05 in beute da 240 ml di terreno
opportuno e con concentrazione di glucosio desidera

Crescere a 30°C 170 rpm

Prelevare 10 ml di coltura prima di inoculare vite(tempo t=0) e a intervalli di 2 h

Centrifugare i 10 ml a 1000 g 5 min a temperatunaiante

Recuperare surnatante

Scaldare 15 minuti a 80°C

Aggiustare il pH=8.00 con NaOH

Lasciare 15 minuti a temperatura ambiente

Aggiungere 500ul di solution 1 (D-glucose UV-method Roche) ad utilizione del campione
opportuna (da 1:10 a 1:100); preparare un bianamudirollo aggiungendo dell’acqua al posto del
campione da testare- entrambi i campioni vannaatiaatl un volume finale di 1 ml con acqua
Incubare 3 minuti a temperatura ambiente

Leggere I'assorbanza ad una lunghezza d’onda dn840

Aggiungere 1Qu della suspension 2 (D-glucose UV-method Roche)

Incubare 15 minuti a temperatura ambiente

Leggere I'assorbanza ad una lunghezza d’onda dn8#40

Calcolare la concentrazione di glucosio come segue:
AA = (A2-Al)campione — (A2-Al)bianco
C=(V*PM/e*d*v*1000) * AA
V = volume finale (ml)
v = volume del campione (ml)
PM = peso molecolare del glucosio (180.16 g/mol)
d = cammino ottico della luce (cm)
¢ = coefficiente di estinzione molare del NADPH340 nm & 6.3 | x mmol-1 x cm-1)

e Test di crescita su terreni contenenti diverse epntrazioni di glucosio

Inoculare una colonia in 5 ml di terreno opporterfar crescere a 170 rpm O/N 30°C

Riportare la densita ottica a 260 nm a 0.3

Effettuare diluizioni seriali (1:10; 1:100; 1:1000:;10000; 1:100000)

Depositare volumi di pul sulle piastre opportune con concentrazioni dghio finali del 2%, 1%,
0.5%, 0.1%

Far crescere per 3 giorni a 30°C
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Chromatin immunoprecipitation (ChiIP)

* Coltura cellulare e formazione dei crosslinks cormfaldeide

Avviare una coltura del ceppo di lievito a densitéca OD600 0,05 in 240 ml di terreno selettivo

Incubare a 30°C a 170 rpm per 10-14 h

Leggere la densita ottica OD600 e calcolare leau@D600 secondo la formula
Asoo*Volume coltura = Unita OD600

Aggiungere formaldeide alla concentrazione final&%

Agitare bene ruotando la beuta 4-5 volte

Lasciare andare la reazione per 15’ (agitare lasbegni tanto)

Fermare la reazione aggiungendo glicina 1M allaentrazione finale di 0.125 M

Incubare per 5’

Trasferire la coltura in falcon da 50 ml e centgdive a 1000g per 5’ 4°C

Lavare con 20 ml di TBS freddo

Risospendere il pellet e centrifugare nuovamente

Risospendere il pellet in TBS freddo in modo darev#0 Unita OD600 / mL

Aliquotare 100 Unita OD600 per tubo

Centrifugare alla massima velocita ed eliminareatante

Il pellet cellulare pud essere conservato a —80°C

e Lisi cellulare e preparazione della cromatina

Risospendere il pellet (100 U OD600) in 10 ml diffBuz
Aggiungere 3 mg di liticasi (10 mg/ml, 1 mg/5*10¢8llule)
Incubare 30 min a 30°C in leggera agitazione

Controllare al microscopio I'avvenuta lisi celludar

Centrifugare a 3000 g 10’ 4°C

Risospendere il pellet in 5 ml di NP-S Buffer +hiori delle proteasi
Incubare 5’ in ghiaccio

Centrifugare 10’ a 3000g, 4°C

Risospendere il pellet in 5 ml di NP-S Buffer +hitori delle proteasi
Centrifugare 10’ a 3000g, 4°C

Risospendere in 2 ml di YLB con SDS 0.1% + inikitelle proteasi

* Sonicazione

Sonicazione con il sonicatore Bramson, potenza, High
30" ON
50" OFF

Centrifugare 10000 g 10’ 10°C

Recuperare il surnatante

Effettuare un secondo ciclo di sonicazione ugubpgiemo

e Equilibrare i campioni in base alla lettura di OD2tlla cromatina

Aggiungere 1Qu della sospensione della cromatina a 4B6i SDS 0.5% per misurare I'assorbanza
a 260 nm

Conservare il resto della cromatina in ghiaccio

Pipettare per favorire la risospensione (evitaffenimazione di schiuma)

Incubare 10’ a temperatura ambiente (I'SDS facditia solubilizzazione della cromatina crosslincata
e permettera al lettura dell'assorbanza)

Procedere alla lettura allo spettrofotometro doper azzerato lo strumento con il bianco

Diluire la cromatina crossilinkata con YLB in moda avere uguali A260 fra i diversi campioni in
un volume di 40QuL
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¢ Controllo della dimensione media dei frammenti mitétramite sonicazione

Prelevare 5QL di cromatina sonicata

Aggiungere 45QL di YEB

Incubare on a 65°C per la reversione dei crosslinks

Incubare a 50°C 4h con Proteasi K 1 mg/ml

Purificare il DNA con una o piu estrazioni fenolofoformio

Precipitare il DNA con EtOH e sali

Risospendere il pellet in 30 di acqua

Incubare con RNAse A 1 mg/ml 1h a 37°C

Correre il DNA su gel di agarosio (1,2%) per colére la dimensione media dei frammenti ottenuti
dopo la sonicazione

In figura 28, € riportata la corsa elettroforetidalla frammentazione della cromatina in un
esperimento rappresentativo. | frammenti hannodiima&nsione da 200 a 500 bp.

e ——
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-

Figura 28. Corsa elettroforetica del DNA frammemtatopo la sonicazione, la digestione delle
proteine e del’RNA in un esperimento rappresewntati

* Purificazione della cromatina di lievito sonicathieimunopreclearing

Portare i campioni a 80QL in buffer lisi 1X senza SDS e con inibitori e aspendere (la

concentrazione finale di SDS in cui avviene I'imroprecipitazione € 0,05%)

Caricare 40QuL su microcon PCR

Centrifugare 15 minuti 1000g a temperatura ambiente

Ripetere aggiungendo al microcon il volume rimaaent

Invertire la resina e recuperare centrifugando §0@0minuti in un nuovo tubo da 1.5 ml

Bilanciare i campioni in modo da avere per tuttstesso volume

Utilizzare 0,3 Unita Ago di cromatina per ogni reazione di immunoprecipiae secondo la formula
A2¢0*Volume cromatina = Unita ORg

Portare il volume di cromatina per una reazion&Gyd

Generalmente si procede con tre reazioni: una’ipemlunoprecipitazione con l'anticorpo specifico,

una per I'immunoprecipitazione con I'anticorpo iermune e un campione non immunoprecipitato,

'immunopreclearing delle tre reazioni si fa in wmico tubo

Aggiungere hg/reazione di anticorpo anti-rabbit o anti mouse

Aggiungere 4Qu/reazione di Beads non bloccate

Incubare 1 ora a 4°C in agitazione

* Immunoprecipitazione della cromatina

Centrifugare 1000g 3 minuti a temperatura ambiente

Recuperare il surnatante senza beads

Trasferire in un tubo pulito 458 del campione per reazione, per il campione irgolo 100ul
Aggiungere 5ug di anticorpo in ogni reazione, eccetto che gt

Incubare in agitazione a 4°C on
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Gli anticorpi usati sono:

e anti-HA, clone 12CA5 (Roche)

e anti acetyl-Histone H4 (06-866, Upstate)

« anti acetyl Histone H4 Lys16 (06-762, Upstate)
e Histone H4 (ab10158, Abcam)

e anti-Myc Tag, clone 9E10 (05-419, Upstate)

e anti dimethyl-Histone H3 Lys4 (07-030, Upstate)

» Recupero degli immunocomplessi

Aggiungere 3QL di beads bloccate (non nel campione input) ebace 4 h in agitazione a + 4°C

e Lavaggi della cromatina immunoprecipitata e remrsidei crosslinks

Centrifugare ciascun campione 1000g 3' (non I'thpu

Lavare con 1 mL YLB-140 (X2) 10', centrifugare 190 min e ripetere lavaggio
Lavare con 1 mL YLB-500 (X2) 10", centrifugare 1@ min e ripetere lavaggio
Lavare con 1 mL YWB (X2) 10, centrifugare 1000gB e ripetere lavaggio
Lavare con 1 mL TE (X2) 10', centrifugare 1000gi8 mripetere lavaggio
Risospendere il pellet in 160 di Buffer Eluizione (YEB)

Portare 10QL di input a 100QuL con Buffer di eluizione (YEB)

Incubare 65°C o/n

» Digestione con proteinasi K e purificazione del DNA

Centrifugare brevemente i campioni per raccoglmilifondo del tubo

Aggiungere la proteinasi K a concentrazione firthle.5 mg/mi

Incubare 50°C 4h

Centrifugare alla massima velocita i tubi

Trasferire 16Qu di soluzione in un tubo pulito senza portarsidide beads (1ml per I'lnput)
Purificare il DNA con due estrazioni fenolo/cloraiaio

Precipitare il DNA con EtOH 100, sali e glicogerdrhg/tubo

Risospendere il pellet in 50 di TE per i campioni immunoprecipitati, 1QQ per I'lnput (10%)
Preparare la curva standard nel range opportuntaggrantita di DNA immunoprecipitato

Buffer Z
Sorbitolo 1 M
TrisCl, pH 7.4 50 mM
Mercaptoetanolo 10 mM
NP-S Buffer
Spermidina 0.5 mM
TrisCl, pH 7.4 10 mM
NP-40 0.075 %
NacCl 50 mM
EDTA 10 mM
Mercaptoetanolo 1 mM

TBS pH=7.6 (1L)
Trizma Base 2.42 g
NacCl 8 g
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Yeast lysis buffer (YLB) 10X

HEPES, pH 7,5 500 mM
EDTA 10 mM
NacCl 1.4 M
Triton X100 10%

Sodium deoxycholate

1%

ChIP lysis buffer 500mM (YLB-500)

HEPES, pH 7,5 50 mM
EDTA 1 mM
NaCl 500 mM
Triton X100 1 %
Sodium deoxycholate 01 %
ChlIP wash buffer (YWB)
TrisCl, pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
LiCl 250 mM
NP-40 0.5%
Sodium deoxycholate 0.5%
ChIP elution buffer
TrisCl, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
SDS 1 %
TE
TrisCl, pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

+ Preparazione delle Protein A/Protein G Sephatose bds

NON-BLOCKED BEADS

BLOCKED BEADS

Volume,pl V, ul
pA beads (sospensione al 50%) 750 750
pG beads (sospensione al 50%) 750 750
Lavare 4-5 volte con acqua (1000g, 3min 4°C) Alle elads asciutte
aggiungere
H20 600 600
YLB 10x 150 150
Equilibrare per 10 min in agitazione, centrifugare 1000g, 3 min, 4°C,
aspirare il surnatante e aggiungere:
H,O 660 571
YLB 10x 75 75
BSA (DNAase
free) 9,95 mg/ml - 50
s.s. DNA 10,5 mg/mi - 6
tRNA 10 mg/ml - 33
azide 5% 5% 15 15
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ChIP per proteine TAP-tagged

Il ceppo YOLOO6C-TAP (Ghaemmaghami et at., Natu#@b, 737-741, 2003) porta 'ORF
YOLOO6C fusa con un epitopo ad alta affinita espoedalla sua naturale posizione cromosomica.
BY4741 é il ceppo do controllo.

Far crescere la coltura di lievito in 400 ml dirésro fino ad OD ~0.5
Fissare le cellule con formaldeide 1% (11.4 mlafirfaldeide 36%) per 20 minuti a temperatura
ambiente, agitando occasionalmente
Aggiungere glicina ad concentrazione finale di 24@ (7.40 gr) e incubare 5’
Raccogliere le cellule e lavare 2 volte con TBSldi@ (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl)
Lavare 1 volta con FA-lysis buffer freddo
Risospendere in 1 ml di FA-lysis buffer freddo @mgnte 0.5% SDS
Rompere le cellule aggiungendo un ugual volumeglliss beads” (diam. 0.5 mm) e vortexando per
15’ in ghiaccio
Diluire il lisato in 8 ml di FA-lysis buffer; bucaril fondo del tubo e raccogliere il lisato con una
breve centrifugazione
Pellettare la cromatina “crosslinkata” centrifugarmd20000 g 20’
Lavare la cromatina per 1 ora con FA-lysis buffeisespendere in 1.5 ml di FA-lysis buffer per 1 h
a4°C
Sonicare in modo da avere frammenti di 200-700 bp
Portare il volume dei campioni a 8 ml con FA-lysidfer, chiarificare centrifugando a 20000 g 20’
Conservare le aliquote di cromatina (8§09 a —80°C
Per precipitare le proteine TAP-tagged, lavare Ifevoabbit IgG-agarose” con TE
Mescolare 1QiL di “beads” con 80QL di cromatina e incubare o/n a 4°C
Non immunoprecipitare un campione (controllo “inpd& usare in PCR)
Lavare le “beads” con
1.4 ml di FA-lysis buffer + 275 mM NacCl,
1.4 ml di FA-lysis buffer + 500 mM NacCl,
1.4 ml di wash buffer (cfr. YWB)
1.4 mldi TE
Eluire dalle “beads” la cromatina immunoprecipitataldando per 10 minuti a 65°C in 20ai 50
mM Tris, pH 7.5, 10 mM EDTA, 1% SDS
Recuperare il surnatante (centrifugare brevemepstegcessario)
Lavare le “beads” con 20QL di TE
Aggiungere il TE al surnatante
Lavare la cromatina in condizioni stringenti — [@agso opzionale
Aggiungere Pronase 0.8 mg/ml e incubare per 1 d2f@ e per 5 ore a 65°C
Estrarre il DNA con fenolo-cloroformio-isoamyl aluce cloroformio
Precipitare il DNA con etanolo 100% e sodio aceBal, a —20°C o/n, con 2L di glicogeno
Risospendere in TE buffer

FA-lysis buffer

50 mM HEPES-KOH pH 7.5
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1% Triton X-100

0.1% sodio deossicolato
0.1% SDS

1 mM PMSF
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Formazione dei complessi Topl-telomereon vivo con precipitazione con K+-
SDS

Far crescere la coltura di lievito a 30°C 170 rpm

Preparare i protoplasti digerendo la parete in &uff con lyticasi 10mg/ml
Trattare con CPT in buffer di cleavage 3' RT

Trattare i campioni con SDS 1%

Sonicare con tre cicli a potenza del 10% e trepmianza del 15%
Aggiungere 0,1 Vol di KCI 2.5 M

Incubare 15’ in ghiaccio

Centrifugare i precipitati a 12000 g 3’

Lavare i pellet tre volte con 0,1 Vol di KCI 2.5 éytRNA Jug/ml
Incubare i pellet con proteinasi K 50 pg/ml a 58

Purificare il DNA con estrazione con fenolo/cloraofalcool isoammilico
Precipitare con sali

Analizzarlo con RT-PCR

Buffer di cleavage:
3 mM CaCl2

1 mM MgCI2

10 mM Tris-Cl pH 8.0
1 M sorbitolo
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3.1. Costruzione di plasmidi per [I'espressione di BA

Topoisomerasi | in lievito

Nella nostra attivita di ricerca abbiamo scelt@édlule eucariotiche del lievit8.
cerevisiaecome modello di studio allo scopo di indagareeffietti cellulari della DNA
Topoisomerasi IB e della sua attivita enzimaticespressione genica. Questo lievito
€ un microrganismo comunemente utilizzato duraatpreparazione della birra e del
pane e costituisce un ottimo modello per la facitlt manipolazioni genetiche e la sua
efficiente crescita nelle condizioni di laboratorio

E’ stato scelto un ceppo di lievito in cui il geM®P1, che codifica per la DNA
Topoisomerasi IB, e stato inattivato a livello casomico ma ripristinato a livello
plasmidico, cioé mediante I'uso di un plasmide (AGyentilmente donato dal prof. G.
Camilloni, Universita La Sapienza di Roma) (42) eprime il gene wild type TOP1 di
lievito sotto il controllo del suo stesso promotdrplasmidi usati sono a basso numero
di copie (2-3 per cellula) in modo da avere livelliespressione della proteina il piu
possibile simili a quelli fisiologici. Sono statrgparati, inoltre, ulteriori costrutti che
esprimono l'enzima inattivo (pAR7) ed entrambi ghzimi (quello cataliticamente
attivo ed inattivo, rispettivamente in pCC10-HA &Ry7-HA) fusi in N-terminale ad un
peptide riconosciuto specificamente da un anticalfmscopo di immunoprecipitare le
proteine per verificarne i livelli di espressionger i successivi studi di localizzazione
sulla cromatina.

| plasmidi che sono stati preparati durante il favdi tesi sono riportati di seguito

insieme alle loro caratteristiche.

3.1.1 Costruzione del plasmide pAR7

Allo scopo di ottenere la DNA Topoisomerasi | inate stato modificato, con
una mutazione puntiforme, il residuo della Tyr tta in posizione 727 in Phe. Tale
mutazione é stata inserita tramite PCR usando camepo il gene per Topl wild type

di lievito che é contenuto nel plasmide pCC10 (f#&g23 in materiali e metodi).
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Il plasmide pCC10 deriva a sua volta dal plasmi@p%0 (figura 22 in materiali
e metodi) e si distingue da esso per la preserizgede per Topl di lievito posto sotto
il controllo del suo promotore endogeno. YCp50, eahseguenza tutti i suoi derivati,
ha una sequenza CEN-ARS che controlla la replic@z{@RS: origine di replicazione
autonoma) e la segregazione plasmidica alla m{toEN: sequenza centromerica); il
plasmide é presente, pertanto, all'interno delltulzedi lievito in numero di copie di
circa 2-3. Esso porta, inoltre, come marcatorielezone i geni URA3 (orotidine-5'-
phosphate decarbossilasi), TCr (tetraciclina res&t) e APr (ampicillina resistenza).

Il plasmide pCC10 é stato utilizzato come stamplie neazioni di PCR con i
seguenti primers: SensTyr2, AntiTyr2, AntiAat2 enS&ge2 (figura 29). Di questi,
AntiAat2 si appaia vicino al sito di restrizionerp@atll presente nel plasmide ed
esterno alla sequenza codificante della Topoissnér&ensAge2 nei pressi del sito di
restrizione per Agel, nella sequenza codificantellg@mzima (i due siti di restrizione
Aatll e Agel sono presenti nel frammento amplificcabn questi primers); SensTyr2 e
AntiTyr2 si appaiano entrambi su 36 basi fra leligg@ompresa la tripletta codificante
per la tirosina catalitica 5’-TAT-3’ (figura 30).u@sto codone € mutato nella seconda
base nei due primers diventando 5-TTT-3' codifieaper la fenilalanina (Phe), che
differisce dalla Tyr per il solo gruppo OH dell'dloearomatico della catena laterale. Le
reazioni di PCR sono state eseguite con la DyNAzyméNA polymerase e
utilizzando il termociclo MUT. Le due reazioni diCR con le coppie di primers
AntiAat2-SensTyr2 e SensAge2-AntiTyr2 hanno prodattie frammenti di DNA del
peso molecolare atteso di 310 bp e 1352 bp (Figlyal due frammenti, isolati con gel
elettroforesi, estratti da gel d’agarosio e puaficsono stati assemblati per ottenere un
frammento unico tramite I'appaiamento di 50 paiédsi delle due regioni terminali,
con una reazione di PCR senza primers. La reazibrfeCR senza primers € stata
eseguita con la PLATINUMpfxDNA polymerase, usando i due frammenti di DNA in
un rapporto molare di 4:2 (310 bp:1352 bp) edrineciclo MUT. Il frammento finale
di 1612 bp e stato amplificato con un’ulteriore P@$&ndo i primers esterni, SensAge2
e AntiAat2 (figura 32).
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SensAge2
Agel (2046)
Hin dill (788) SensTyg
Aat 1l (685) AntiTyr2| | Sacl (4101)
AntiAat2 | LeoYea2 LeoYeall769(c3) Hin dlll (4571)

—_—

hI: | -

Figura 29. Posizione dei primers utilizzati lungod sequenza codificante di TOP1
di lievito in pCC10. La CDS della Topl di lievito ela direzione di trascrizione sono
indicate dalla freccia arancione. Sono mostrati almni siti di restrizione ed i primer
AntiAat2, SensTyr2, AntiTyr2 e SensAge2 (la frecciaossa indica direzione 55 3').

Sequenza Wild Type:

cgt at ccaaact agt t ccat t cagt t gaaagat aaagaggaaaact cccaggtttcactg
gcat aggt t t gat caaggt aagt caactttctatttctccttttgagggt ccaaagt gac
RI QT S SI QL KDZEKTETENSZ QV S L
ggcact t ccaaaat caat at agaccct agact ttct gt ggt att t t gcaaaaagt at
ccgtgaaggttttagtta at ct gggat ct gaaagacaccat aaaacgtttttcata
G T SK I NYI DPRULSVVF CKIK'Y
gat gttccgatt gaaaagatttttacaaaaaccct aagagaaaaat t caaat gggccat a
ctacaaggctaacttttctaaaaatgtttttgggattctctttttaagtttacccggtat
Dv P11 EKI FTIKTULREIKFK WA |

Sequenza Mutante (primer SensTYR2, primer AntiTYR2)

cgt at ccaaact agttccattcagtt gaaagat aaagaggaaaact cccaggtttcactg
gcat aggt tt gat caaggt aagt caactttctatttctccttttgagggt ccaaagt gac
RI QT S SI QL KDIKEIENSOQV S L
ggcacttccaaaat caattttat agaccctagactttctgtggtattttgcaaaaagtat
ccgtgaaggttttagtt aaaat at ct gggat ct gaaagacaccat aaaacgtttttcata
G T S K1 N I DP RL SV V F CK K'Y
gatgttccgatt gaaaagatttttacaaaaaccct aagagaaaaatt caaat gggccat a
ctacaaggctaacttttctaaaaatgtttttgggattctctttttaagtttacccggt at
DV P11 EKI1 FTIKTULREIKTFK WA I

Figura 30. Sequenze nucleotidiche della Topoisomesial wild type e mutata di

lievito. La sequenza mostrata si estende da 1041bpl221bp del plasmide pCC10.
Nel wild-type la tripletta TAT per la tirosina catalitica & evidenziata in violetto, nel
mutante la tripletta mutata TTT codificante per la fenilalanina € evidenziata in
verde. | primers con la mutazione sono SensTyr2 igiallo e AntiTyr2 in azzurro.
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Figura 31: PCR mutageniche. pozzetto 1: corsa elettforetica del prodotto da 310
bp della PCR con i primers SensAge2-AntiTyr2; poza& 2: corsa elettroforetica
del prodotto da 1352 bp della PCR con i primer Anthat2-SensTyr2.

1612 by —» [ «— 1500 bp

T

310 by —

Figura 32. PCR con i primers AntiAat2-SensAge2. Paetto 1: corsa elettroforetica
del prodotto di PCR di 1612 bp. A 310 bp si vede &he il frammento d’origine che
nella PCR self-priming € in eccesso.

Il frammento di PCR da 1612 bp ottenuto, contendntedone 727 mutato da
TAT in TTT, é stato clonato nel vettore pCR2.1-TO&@ il TopoTA Cloning System
(fig. 24 in materiali e metodi), poi inserito tramielettroporazione nel ceppoli coli
Topl0-F. Sono state ottenute 103 colonie resis@ntmarcatore ampicillina, solo 9
colonie nel controllo negativo. Su 18 colonie dBX¥)stato eseguito un primo screening
con PCR Colony (eseguita con Tag DNA polymerasenega e termociclo MUT) per
verificare I'effettiva presenza dell'inserto edsillo orientamento nel vettore. | primers

usati e il prodotto atteso, a seconda dell’'oriemtatm dell'inserto sono riassunti nella
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tabella 2. Le due modalita di inserimento possibdno in direzione Agel — Aatll
oppure Aatll — Agel (con riferimento ai siti di tagione) rispetto al primer M13
reverse sul plasmide pCR2.1 TOPO. Delle 18 colodispno state analizzate con le
coppie di primers forward/SensTYR2 e M13 forwardiANR2. La prima coppia di
primer amplifica un prodotto dal peso molecolaré463 bp per se l'inserto si e inserito
nel verso Agel — Aatll, altrimenti non si verificamplificazione perché i primers
risultano divergenti; la seconda coppia di primaphfica un prodotto di 421 bp, con se
si e inserito in direzione opposta Aatll — AgelldAktesso modo, sulle altre 9 colonie
analizzate, i primers M13 Revers/SensTYR2 e M13 eR®/AntiTYR2 daranno
rispettivamente una prodotto da 1442 bp (inserimégel — Aatll) oppure da 400 bp
(inserimento Aatll — Agel).

: . : PM atteso PM atteso
Colonie Primer Primer . . inserimento
campione | Forward Reverse inserimento

Agel — Aatll | Aatll-Agel
1-9A M13 Forward | SensTYR2 1463bp -
1-9B M13 Forward | AntiTYR2 - 421bp
10-18 A M13 Reverse | SensTYR2 1442bp -
10-18B M13 Reverse| AntiTYR2 - 400bp

Tabella 2: Schema dello screening: sono riportati pesi molecolari (PM) dei
prodotti attesi a seconda delle coppie di primer w#e. Il segno — indica assenza di
amplificazione.

Delle 18 colonie, 8 risultano positive per il pladmcon l'inserto nella direzione

DNA
plasmidico. 5 plasmidi degli 8 risultano di pesolesolare maggiore, indicando un

corretta; esse sono state ulteriormente analizz@mite ['estrazione del

possibile inserimento del frammento clonato: esspbsstati analizzati tramite analisi di
restrizione con I'enzima di restrizione Hind Il ehaglia una volta sul plasmide
pCR2.1-TOPO vuoto ed una volta all’interno dellén®, dando frammenti di 277 bp e
5266 bp se l'inserto € inserito nel verso AatligeA oppure di 1453 bp e 4089 bp se é
inserito nel verso opposto Agel — Aatll. Un’ulteoanalisi e stata condotta utilizzando
'enzima Sac | che linearizza il plasmide: il pevolecolare atteso e per il plasmide
ricombinante di 5543 bp (3931 bp del vettore vubt612 bp del frammento mutato). |
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risultati mostrano che i 5 plasmidi analizzati sopositivi per l'inserto e che
l'inserzione e avvenuta in entrambi gli orientamgffigura 33). In particolare, nel
pozzetto 6 della figura 33, Hind Il riconosce pldsmide estratto dal clone 8 due siti di
taglio producendo due frammenti di 5266 bp e 27,7chp indicano 'inserimento nella
direzione Aatll-Agel.

Il plasmide pAR8 €& stato sequenziato con i primd3Morward e M13 reverse
(figura 34 e 35). L’allineamento fra il filamentateésenso del plasmide pCC10 wild
type e del plasmide sequenziato mostra che la muzlel codone 727 (da 5’-ATA-3’
a 5'-AAA-3’) e presente ed e unica. Il clone pAR&tato quindi utilizzato nelle fasi

successive del lavoro.

5000 bp
4000 bp

1 2 3 4567

Figura 33. Analisi di restrizione del DNA plasmidi® dai cloni 6 (pozzetti 1-3,
possibile negativo) e 8 (pozzetti 4-6, possibile §itvo). Pozzetti 1 e 3: plasmidi non
digeriti; pozzetti 2 e 4: plasmidi linearizzati conSac |; pozzetti 3 e 6: plasmidi
digeriti con Hind llI.

pARS TTGCTTCCAAAACAT CAAGAGATACGGACAATACGT TTNTTATATGCAGGTAACTAAGAA

ATAATAGGAGGGGTAAAGTAACTGTGGCATGATTACACTGCAGTATACTCTTTAAAAGT T

ATAATAGGAGGGGTAAAGTAACTGTGGCATGATTACACTGCAGTATACTCTTTAAAAGT T

TTAAATTATTTCTATATATGTGTATAAGATATCTTCCTAGTAACCCTAATGCGAACTTGA

TTAAATTATTTCTATATATGTGTATAAGATATCTTCCTAGTAACCCTAATGCGAACTTGA

TGCGTGAATGTATTTGCTTCTCCCCTATGCTGCGT TTCTTTGCGT TAAAACCTCCAATTT

TGCGTGAATGTATTTGCTTCTCCCCTATGNTGCGT TTCTTTGCGT TAAAACCTCCAATTT
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TCATCTACCGATTCTATGGCCCATTTGAATTTTTCTCTTAGGGT TTTTGTAAAAATCTTT

TCATCTACCGATTCTATGGCCCATTTGAATTTTTCTCTTAGGGT TTTTGTAAAAATCTTT

TCAATCGGAACAT CATACT TTTTGCAAAATACCACAGAAAGT CTAGGGTCTATEIBATTG

TCAATCGGAACAT CATACT TTTTGCAAAATACCACAGAAAGT CTAGGGTCTATIEBBATTG

ATTTTGGAAGT GCCCAGT GAAACCTGGGAGT TTTCCTCTTTATCTTTCAACT GAATGGAA

ATTTTGGAAGT GCCCAGT GAAACCTGGGAGT TTTCCTCTTTATCTTTCAACT GAATGGAA

CTAGI TTGGATACCCTGITCTAATTTCTCTACTTGTGCTTTTATTTTTTCGACTGAATTC

CTAGTI TTGGATACGCTGITCTAATTTCTCTACTTGTGCTTTTATTTTTTCGACTGAATTC

CAACTTGATTTCAGT TCCACTTCACCGGI TTTCAATTCCTTTTCGAATTCTTGITTCTTT

CAACTTGATTTCAGT TCCACTTCACCGGI TTTCAATTCCTTTTCGAATTCTTGITTCTTT

TCGTCGACTTTCTCCAACCATTCCTTCAATTGACTTTCCGGCAATAATTCTTCCTTTTCA

TCGTCGACTTTCTCCAACCATTCCTTCAATTGACTTTCCGGCAATAATTCTTCCTTTTCA

Figura 34. Allineamento dei DNA plasmidici di pCC10con pARS8 sequenziato con
il primer M13. In rosso e evidenziata la mutazionali Tyr 727 in Phe. In azzurro é
evidenziato il sito di restrizione di Agel.

pCC10wt ATTTATCAGGGT TATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA

pAR8 -------- GGGTTATTGI CTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA

ACAAATAGGGEGT TCCGCGCACAT TTCCCCGAAAAGT GCCACCTGACGICTAAGAAACCAT

TATTATCATC—ACATTAACCT ATAAAAAT AGCCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGA

TGT TATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGECGTATCACGAGECCCTTTCGT CTTCAAGA

ATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAAGCTTGTACTAGCGCTCGTGGTGATTTTG

ATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAA- CCTTGTACTAGCGCTCGTGGTGATTTTG

GCCATTTTAGTGCTTGAAGT GACATTATGACT TGACGAAACATCCTTACTGGT TAC- TC—A

GCCATTTTAGTGCTTGAAGT GACATTATGACT TGACGAAACATCCTTACTGGT TACCT C—A

GCTTTTGCCTAAGGACG- TGGTTGTCTTGGECTGAAGAGCTGCCTTTACTAGAACTATCTG

GCTTTTGCCTAAGGACGGTGGT TGTCT TGGCTGGAGAGCTGCCTTTACTAGAACTATCTG

CTGCCTTTGTACTACTTGATAAAGAGGGCAAAT TTGCAGCGGAGACAAGT TGAAATTCTT

CTGCCTTTGTACTACTTGATAAAGAGGGCAAAT TTGCAGCGGAGACAAGT TGAAATTCTT

Figura 35. Allineamento dei DNA plasmidici di pCC10con pARS8 sequenziato
utilizzando il primer M13 reverse. In verde e evideziato il sito di restrizione di
Aatll. Le mutazioni eventualmente avvenute, a valledel sito per Aatll, sono
esterne alla CDS di Topl.
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Il frammento che porta la mutazione-TF nel plasmide pARS8 e stato clonato nel
pCC10 per ricombinazione omologa in lievito. Il frmento e stato amplificato dal
PAR8 con una reazione di PCR con i primers SensAgdAat2 con la
PLATINUM ™pfxDNA polymerase ed il termociclo MUT, & stato poirificato con
Amicon PCR-Microcon. Il plasmide pCC10 e stato pgedto con gli enzimi Agel e
Aatll, successivamente defosforilato con I'enzim# dn modo da sfavorire la
richiusura dei suoi terminali 3' e 5’ ed infine fdicato tramite eluizione da gel ed
utilizzato come vettore per trasformare il lievito.

10ml di coltura di lievito a densita otticas# di circa 1.0 sono state trasformate
con 50 ng di vettore linearizzato (pCC10) e comsérto di pAR8 in un rapporto molare
di 1:1000. La selezione dei lieviti ricombinantistata eseguita con terreno selettivo
URA-, poiché il vettore porta il marcatore di setere URA3. Sono state ottenute circa
1000 colonie (valore dello stesso ordine di gramdeadel controllo positivo), 35 colonie
dalla trasformazione con il solo pCC10 linearizzdtmntrollo negativo). Questo
risultato suggerisce che la ricombinazione omokigavvenuta efficientemente.

La selezione del clone positivo € stata effettattf@verso piu passaggi:

le colonie di lievito sono raccolte in un pool da si sono estratti i plasmidi.

il DNA del pool plasmidico e trasferito #&. coli Top10-F'. In questo passaggio
sono state ottenuteb00 colonie per il pCC10 mutante500 colonie per il controllo
positivo, O colonie per il negativo.

su 16 delle 500 colonie mutanti, & stata eseguigaRCR Colony (figura 36) con
I primer (AntiAatll-SensAgel) esterni ai siti digio degli enzimi Agel e Aatll, con
Taqg DNA polymerase Promega ed termociclo MUT. 1@=dk6 colonie mostrano la
presenza dell'inserto di interesse.

Dalle 10 colonie batteriche positive e estrattpldsmide. 9 di essi mostrano lo
stesso peso molecolare di pCC10.

I 9 plasmidi positivi sono digeriti con Hind lll’enzima taglia due volte il
plasmide, rilasciando due bande da 3783 bp e 7p56 & campioni danno tutti lo
stesso pattern di digestione del controllo posig@C10 (Figura 37).

Uno di essi (pAR7) é stato sequenziato con il prifegAge2. La sequenza ha

mostrato che la regione codificante per la Topom@si | si € ricostituita integralmente
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mantenendo il registro di lettura corretto e il aod 727 risulta essere 5-TTT-3’,
codificante per la Phe e non piu per la Tyr.

Pertanto, il plasmide pAR7 contiene un cDNA codifite per la Topoisomerasi |
mutata e inattiva sotto il controllo del promoteredogeno del gene TOP1 di lievito.

ua
{5

1 234 56 7 8 910111212151617 1

Figura 36. Corsa elettroforetica dei prodotti di PR colony su singole colonie di
batteri dopo ricombinazione omologa in lievito. llpeso molecolare atteso e di 1361
bp.

<«—— 8000 bp
“— 4000 bp

1 2 3 4 5 6 7 89 10 1

Figura 37. Corsa elettroforetica dei prodotti di dgestione con Hind Il dei plasmidi
ricombinati (clone 1, 2, 3,5, 6, 7, 9, 15 €16, @etto 1-9), del pCC10 (pozzetto 10).

3.1.2 Plasmide pCC10HA

Allo scopo di studiare I'espressione e la localzaae in siti genomici di cellule
di lievito tramite immunoprecipitazione della cramma della Topoisomerasi |
codificata dal plasmide pCC10, abbiamo inserittiNakerminale della CDS codificante
per enzima, un triplo epitopo di emoagglutininaH2y) riconosciuto specificamente
dall' anticorpo 12CA5 (Roche). In particolare, abhb clonato una sequenza
codificante tale epitopo nel sito di restrizione fienzima Mlul su pCC10 posto a
monte del codone di inizio del gene TOP1.

Sono stati fatti sintetizzare due primers HAfw er/fed un frammento di 100 bp
(epitopo HA) con la sequenza codificante il trigpitopo di emoagglutinina (Figura
38). HArw porta la sequenza ATG per l'inzio dell@duzione dell’epitopo ed e
complementare al 3’ del DNA stampo dell’epitopo HAfw invece € omologo al 5’
del DNA stampo dell’'epitopo HA. | due primers sostati utilizzati per effettuare una

PCR (termociclo HA) utilizzando come stampo il fraento epitopo HA (figura 39).
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| due primer ripristinano, inoltre, un sito di nésibne per Mlul per ciascuna parte

del frammento.

1 ACGCGICCCA TATGGCACTG AGCAGCGTAA TCTGGAACGT CGTATGGATA
TGCGCAGGGT ATACCGTGAC TCGICGCATT AGACCTTGCA GCATACCTAT

51 AGATCCTGCA TAGTCCGGGA CGICATAGGG ATAGCCCGCA TAGICAGGAA
TCTAGGACGT ATCAGGCCCT GCAGTATCCC TATCGGGCGI ATCAGICCTT

101 CATCGTATGG GTAAAAGATG CGGCCCATTT TTACGCGT
GITAGCATACC CATTTTCTAC GCCGGGTAAA AATGCGCA

Figura 38. Sequenza dell’epitopo di emoagglutinindn rosso HArw, in blu HArw,
sottolineato I'epitopoHA.

1

138 bp =P

Figura 39. PCR per I'amplificazione dell’epitopo HA completo. PCR con i primers
HAfw e HArw su epitopoHA (pozzetto 1), controllo ngativo (pozzetto 2).

Il frammento di PCR ottenuto é stato clonato ndétore pCR2.1-TOPO con il
TopoTA Cloning System, poi inserito per elettroioae nel ceppo dt. coli Topl0-
F’. Dalle colonie ottenute sono stati purificati i DN#Aasmidici e controllati tramite
PCR per verificare la presenza dell'inserto. Resudt essere positivi i cloni 3, 5, 6, 7, 8
e 10. Questi plasmidi sono stati digeriti con l'ema di restrizione Mlul: cosi e stato
verificato che tutti sono positivi per l'insertddéira 40); questo frammento (138 bp) &
stato purificato da gel di agarosio. Si e procedatana reazione di ligasi tra lI'inserto e
il plasmide pCC10 digerito anch’esso con Mlul, dédoilato nelle estremita per
sfavorirne la richiusura, in diversi rapporti malak:1, 2:1, 4:1, 8:1. Con i prodotti di
tali reazioni é stato trasformato, tramite elettn@zione, il ceppo dt.coli Topol0 F'.
Da 20 delle colonie ottenute si e estratto il DNAsmidico. Si e controllato il corretto

inserimento dell'inserto tramite reazione di PCR ¢@rimer che si appaiano a monte
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dell'inserto per HA. La prima coppia da origine @ frammento di 361 bp la seconda
coppia di 365 bp se il frammento si € inserito’agntamento corretto. Se l'inserto si
inserisce in senso opposto, le coppie di primeitzzdte non sono in grado di dare
origine ad un prodotto di amplificazione, perchgultano essere divergenti. Da tale
analisi risultano essere positive tre colonie. Daste colonie € stato estratto il plasmide
e controllato tramite sequenziamento (figura 4Jpitopo si € inserito nel modo
corretto. Il plasmide ottenuto € il pPCC10HA (figuta).

1 2 345 6 7 8

3908 bp—s

138 bp-»

Figura 40. Corsa elettroforetica dei plasmidi pCR2L TOPO-TA con l'inserto HA
digeriti con I'enzima Mlul. Pozzetti 1-6: clone 35, 6, 7, 8, 10; pozzetto 7: plasmide
non digerito.

10 20 30 40 50 60

ST CGOGTAAAAABIIBGGCCGCATCTTTTACCCATACGATGITCCTGACTATGOGGGCTATCC

HAW  CGCGTAAAAARIIBGGOCGCATCTTTTACCCATACGATGTTCCTGACTATGOGGGCTATCC
190 200 210 220 230 240

70 80 90 100 110 120

ST CTATGACGTCCCGGACTATGCAGGATCTTATCCATACGACGT TCCAGATTACGCTGCTCA

HAW  CTATGACGTCOOGGACTATGCAGGATCTTATCCATACGACGT TOCAGATTACGCTGCTCA
250 260 270 280 290 300

130 140 150 160 170 180

ST GIGOCATATGEGACGCGT AAAARIIBACT ATTGCTGATGCT TCCAAAGT TAATCATGAGTT

HAW GTGCCATATGGGACGCGT AAAARIIBACT ATTGCTGATGCTTCCAAAGT TAATCATGAGT T
310 320 330 340 350 360

Figura 41. Allineamento della sequenza teorica (STHi HA-Topl wt (linea
superiore) e della sequenza del plasmide pCC10-HAIAWL, linea inferiore). In
azzurro e evidenziata la sequenza dell’'epitopo HAn giallo i siti di restrizione di
Mlul, in rosso le ATG dell'epitopo HA da cui parte la traduzione in frame con
'ATG di Top1l.
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PMB1

pCC10 HA
11866 bp

HATAG

Mlul (3459

POLY
URA3

Figura 42. Mappa del plasmide pCC10HA.

3.1.3. Plasmide pAR7HA

Analogamente alla costruzione del plasmide pCC104lA,scopo di ottenere una
DNA Topoisomerasi | Y727F in grado di essere rigmigta da un anticorpo diretto
contro I'epitopo HA, abbiamo proceduto alla cosioue del plasmide pAR7HA. A tal
fine si & partiti dall'inserto Mlul-Mlul ottenutoalla digestrestrizione con I'enzima del
plasmide pCR2.1-TOPO descritto nel paragrafo prated Tale frammento recante
I'epitopo HA e stato inserito nel plasmide pAR7etifiando una reazione di ligasi tra il
plasmide linearizzato con Mlul, defosforilato peritarne la richiusura, e I'epitopo
stesso tagliato con Mlul. Con i prodotti delle rieaz, nei rapporti molari: 1:1, 2:1, 4:1,
8:1, é stato trasformato, tramite elettroporazioheeppo diE.coli Topol0 F'. Da 20
delle colonie ottenute si & estratto il DNA plasiwed Si e controllato il corretto
inserimento dell'inserto tramite reazione di PCR ¢@rimer che si appaiano a monte
dell'inserto per HA). La prima coppia da origine @d frammento di 361 bp la seconda
coppia di 365 bp se il frammento si € inserito’agéntamento corretto. Se l'inserto si
inserisce in senso opposto, le coppie di primeilzzdte non sono in grado di dare
origine ad un prodotto di amplificazione, perchgultano essere divergenti. Da tale
analisi risultano essere positive tre colonie. Da di queste colonie é stato estratto il

plasmide e controllato tramite sequenziamento (&g@lB): si osserva la presenza di una
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delezione puntiforme a monte dellATG che, peronh nmcompromette il corretto

inserimento e frame dell’'epitopo stesso. Il plasgmottenuto e il pAR7HA (figura 44).

490 500 510 520 530 540
416303 TTAACTTTGGAAGCATCAGCAATAGTIBEIITTTTACGCGT CCCATATGGCACT GAGCAGCG

TTAACTTTGGAAGCAT CAGCAATAGT BT TTTACGCGT CCCATAT GGCACT GAGCAGCG
540 550 560 570 580 590

550 560 570 580 590 600
416303 TAATCTGGAACGT CGTATGGATAAGATCCTGCATAGT CCCGGACGT CATAGGGATAGCCC

TAATCTGGAACGT CGTATGGATAAGAT CCTGCATAGT CCGGGACGT CATAGGGATAGCCC
600 610 620 630 640 650

610 620 630 640 650 660
416303 GCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTAAAAGAT GCGGCOBBIITTTTTACGCGT TTCAAGT T

GCATAGT CAGGAACAT CGTATGGGTAAAAGAT GCGGCOBAIITTTT= ACGCGT TTCAAGT T
660 670 680 690 700 710

Figura 43. Allineamento della sequenza antisensodrca di HA-ToplY727F (linea
superiore) e della sequenza antisenso del plasmigAR7-HA (linea inferiore). In
azzurro € evidenziata la sequenza dell’epitopo HAR giallo i siti di restrizione di
Mlul, in rosso le ATG dell'epitopo HA da cui parte la traduzione in frame con
'ATG di ToplY727F, in verde una delezione.

PMB1

pAR7 HA
11866 bp

<&
. HATAG
Ml (3459

POLY
URA3

Figura 44. Mappa del plasmide pAR7HA.
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3.2 Caratterizzazione del ceppo di lievito JELAtopl

Il ceppo di lievito su cui sono stati condotti istid esperimenti € un ceppo 8i
cerevisiage JEL1Atopl (79), che porta la delezione della Topoisosidrandogena ed il
cui genotipo € MAT, leu2, trpl, ura3-52, prb1-1122, pepdABiIS3::pGAL4,Atopl

Queste cellule sono state trasformate con i plassoidiportati per esprimere le
Topoisomerasi IB wild type o mutata. Il ceppo JBidpl e stato quindi trasformato
con uno dei seguenti plasmidi:

pCC10 (derivato da YCp50 che esprime una Topoisasnédi lievito wild type
sotto il controllo del suo promotore endogeno)

pAR7 (derivato da pCC10 ma che esprime una Topasasn| inattiva)

YCp50 (plasmide controllo, a basso numero di copie)

pPpCC10HA (derivato da pCC10 ma che esprime una Bopoerasi | fusa in N
terminale al tag di emoagglutinina)

pPpAR7HA (derivato da pAR7 ma che esprime una Topo&masi | inattiva fusa
in N terminale al tag di emoagglutinina)

Questo modello di studio € stato caratterizzatdfigando il genotipo, la velocita
di crescita in presenza/assenza di Topl wt e mutéiteelli di espressione e I'attivita
catalitica delle proteine.

La delezione a livello genomico del gene TOP1 (bBgd5) e stata verificata
tramite PCR (termociclo SeqYtop). Sono stati wtdéiz due primers Leoyeal e
Leoyea2, posti rispettivamente a 1545 bp e 2287dalinizio della sequenza
codificante, in grado di dare un prodotto di amgdizione di 742 bp sulla sequenza
intera, di circa 400 bp nel caso in cui essa pteserelezione (79). Come controllo
positivo della PCR sono stati usati il DNA genomiestratto dal ceppo di lievito
X4004-3a (MATa lys5 trpl met2 ura3) ed il DNA pladmo di pCC10, i quali portano
il gene TOPL1 integro. Il risultato dimostra chiaente che il ceppo JEWAiopl porta
una delezione parziale del gene della TopoisoméBashe altera significativamente la

sequenza codificante (Figura 46).
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769 AA
742bp
1545 2287
= -
Y
2307bp

A delezione

Figura 45. Mappa del locus del gene della Topoisomasi 1B sul cromosoma XlI di
S. cerevisiae JellAtopl (MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbl-1122, pep4-3,
AHIS3::pGAL4, Atopl). IL triangolo blu indica la regione deleta, & barra verde
indica la tirosina catalitica, la freccia nera indca il sito di inizio della trascrizione,
le frecce blu indicano le posizioni dei primer Leogal(1545) e Leoyea?2 (2287).

+—742 bp

400 bp —

Figura 46. Corsa elettroforetica dei prodotti di P(R effettuata con i primer
Leoyeal-Leoyea2 sul DNA genomico di JeAtopl (pozzetto 1), sul DNA genomico
di X4004-3A (pozzetto 2), sul DNA plasmidico di pC@C0 (pozzetto 3).
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3.2.1 Controllo dei livelli di trascrizione della Tgoisomerasi 1B

plasmidica

Abbiamo verificato che il gene plasmidico TOP1,respo sotto il controllo del
suo promotore endogeno, fosse effettivamente tttsarei ceppi trasformati con i
plasmidi pCC10 (wt), pAR7 (T727F) e YCp50 (Null).tal fine e stata fatta una PCR
con i primer Leoyeal-Leoyea2 su cDNA preparati dingada RNA messaggero dei tre
ceppi. Come controllo positivo della PCR sono statati il DNA genomico di
JELI1Atopl ed il DNA del plasmide pCC10.

| risultati indicano la presenza di due prodottiR€R: uno di 742 bp ed uno di
400 bp; il primo corrisponde al DNA plasmidico dC@10 (figura 47, pozzetto 5) e al
cDNA plasmidico di JELAtopl con pCC10 e di JEAtopl con pAR7 (figura 47,
pozzetti 1 e 2) ad indicare che il gene per Togbipidico e presente ed e integro. Il
prodotto a 400 bp corrisponde all’amplificazionel dene TOP1 nel genoma di
JELI1Atopl (pozzetto 4) e del cDNA dal ceppo JBLdpl con pCC10, di JElAtopl
con pAR7 e JELAtopl con YCp50 (pozzetto 1, 2, 3). | primer si appa anche sul
gene TOP1 del genoma cellulare all’esterno ddidtretie ha subito la modificazione, a
dimostrare che il DNA genomico viene trascrittonda luogo ad un frammento piu
corto di quello proveniente dal genoma wild typeu#idriore prova della presenza della
delezione.

Relativamente alla traduzione di questo trascritbm abbiamo indicazioni sul
fatto che essa avvenga oppure no: in ogni casisultato potrebbe essere solo una
proteina tronca ed inattiva, pertanto le cellulecsprive di una Top1l funzionale.

Inoltre, i risultati dimostrano che i geni TOP1 ¢éasmidi pCC10 e pAR7 sono
trascritti a livelli simili in cellule JELAtop1di lievito.
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Figura 47. Amplificazione del cDNA dei geni TOP1 m@smidici e del genoma
cellulare. PCR su (pozzetto 1) JELAtopl con il plasmide pCC10 (wt); (2)
JEL1Atopl con il plasmide pAR7 (Y727F); (3) JELAtopl con il plasmide YCp50
(Null); (4) DNA genomico di JELIAtopl; (5) DNA dal plasmide pCC10; (6)
controllo negativo.

3.2.2 Controllo dei livelli di espressione di Topo@merasi |

Confermata la presenza dellmRNA del gene TOP1npidiso wild type e con la
mutazione Y727F, abbiamo controllato quali fosserbvelli di espressione delle
proteine tramite Western blotting successivo ad umoprecipitazione dall’estratto
proteico totale dei ceppi JEAIopl con il plasmide pCC10-HA, JEAfopl con il
plasmide pAR7-HA e JELAtopl con il plasmide YCp50.

L’'immunoprecipitazione ed il Western blotting sonstati effettuati con
'anticorpo 12CA5 (specifico per il riconoscimentiel tag di emoagglutinina). I
risultato, in figura 48, mostra che solo i ceppiev¥727F codificano per una proteina

riconosciuta dall’anticorpo, e che le due protenao espresse agli stessi livelli.

Wt Y727F Null

— . 95 kDa

Figura 48. Western Blotting dopo immunoprecipitazime da estratto proteico totale
del ceppo JELIAtopl con il plasmide pCC10-HA (pozzetto 1), JELAtopl con il
plasmide pAR7-HA (2) e JELIAtopl con il plasmide YCp50 (3).
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3.2.3. Controllo dell’ attivita catalitica della Topoisomerasi IB in

estratti cellulari

Abbiamo verificato I'attivita catalitica delle Tommmerasi | espresse nel nostro
sistema mediante un saggio enzimatico che vefiitvita rilassante della proteina in
assenza di ATP, escludendo, dunque, il contribat@alte della topoisomerasi Il che
che richiede ATP durante il processo di catalisi.

L’attivita catalitica di Topl é stata valutata meippi JELAtopl con il plasmide
pCC10, pAR7, YCp50 e per valutare gli eventualegiffdel tag anche nei ceppi con il
plasmide pCC10-HA e pAR7-HA. I risultati in figu#® indicano che solo Topl wt e
HA-Topl wt hanno attivita rilassante: a concentvazimaggiori dell’estratto proteico e
possibile osservare il totale rilassamento delmpids superavvolto, man mano che la
concentrazione diminuisce l'effetto diventa piu dyrale ed € possibile vedere la
presenza di topoisomeri intermedi, non rilassatigietamente.

Nell’estratto proteico dai lieviti con pAR7, pAR7AHe YCp50 e possibile
osservare la mancanza totale di attivita rilassashdguta all’'inattivita catalitica della
proteina (pPAR7 e pAR7-HA) o alla sua assenza (YQp50

Il risultato indica, inoltre, che il tag HA non hafluenza sulla presenza di tale

attivita (pCC10) o sulla sua assenza (pAR?7).

YT727F HA-Y727 Wit HA-Wt Null
c " — [ —

— . — » 1H1 . T Hr--. » i — E—
— Wt Gt G— — | — —_— b
: S i R v

Figura 49. Test per l'attivita rilassante di Topl.C: DNA plasmidico di controllo
non esposto ad estratti proteici. SuccessivamenteDNA plasmidico con
concentrazioni decrescenti di estratto proteico daJEL1Atopl con il plasmide
pAR7, pAR7-HA, pCC10, pCC10-HA e YCp50.
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3.2.4. Effetto della Topoisomerasi | sulla cinetica di crecita

L’effetto di Topl sulla cinetica di crescita € stafalutato confrontando le curve
di crescita dei ceppi JEtopl con il plasmide pCC10, pAR7, YCp50. E’ notech
'enzima non € essenziale B cerevisiagperché Top2 ne ripristina integralmente le
funzioni (9), pertanto Topl ha un effetto modemaitha crescita di lievito.

Le cinetiche di crescita sono state valutate interreno selettivo senza uracile
(poiché tutti i plasmidi derivati da YCp50 portaihanarcatore di selezione URA3 per
'auxotrofia in terreno sintetico completo mancarte uracile) a pH 6.2 (ura-) o
tamponato con HEPES 24 mM a pH=7.5 (ura- con HEPE®Yimo rappresenta le
condizioni ottimali di crescita per i lieviti, ilegsondo € comunemente usato per
trattamenti cellulati con CPT, per ridurre I'inatizione del farmaco a pH bassi durante
la crescita cellulare (20). In entrambi i casi¢éaecentrazione di glucosio utilizzata é del
2%.

| risultati in figura 50A indicano che le celluleot Topl wt crescono piu
velocemente nella fase esponenziale e raggiungauorero piu alto di cellule in fase
stazionaria rispetto alle cellule senza I'enzimeon un enzima mutato che seguono un
andamento piu lento e un ritardo iniziale piu lungderreno sintetico completo ura-.
Anche se la crescita cellulare € un po’ rallentégacellule che esprimono Topl wt
crescono piu velocemente anche in terreno sintetoopleto ura- con HEPES (figura
50B). Questi risultati indicano che Topl wt corded una crescita piu rapida ed

ottimale delle cellule di lievito nelle comuni caridni di laboraratorio.
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Figura 50. Curve di crescita di JELIA con pCC10 (rosso), pAR7 (blu) e YCp50
(verde). Le colture sono state incubate a 30°C, 17Pm in terreno SC ura- pH 6.2
(25A) e ura- con HEPES (25B) partendo dalla stesshensita ottica (0.05) al tempo
t=0. A tempi successivi (h) e stata misurata la deita cellulare della coltura
(OD600). Le barre indicano gli errori standard peri valori per i quali & stata fatta
piu di una determinazione.

Visto che a parita di concentrazione di glucosiaiate nel terreno di coltura i
lieviti che esprimono la Topoisomerasi IB crescamananiera piu efficiente rispetto a

guelli che non esprimono I'enzima o esprimono queiutato, si € pensato di valutare
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la cinetica del consumo di glucosio durante laaitedi tali lieviti. Per fare cio e stata

valutata la concentrazione di glucosio restantenmetzo di coltura quando le cellule
vengono lasciate crescere in ura- che inizialm@nésenta una concentrazione dello
zucchero pari al 2%. Dalla figura 51 si pud notre il consumo di glucosio e identico
per i tre ceppi nonostante il fatto che le cellntan aventi la Topoisomerasi | o quelle
che la possiedono mutata mostrino una cineticaedictta rallentata rispetto alle cellule
che possiedono un enzima attivo. Sembra che lelleefion recanti una proteina
funzionante non siano in grado di effettuare unrettd consumo di glucosio,

ottimizzandolo per la loro crescita.

GLC (g/)

tempo (h)

Figura 51. Curve della concentrazione di glucosiorpsente nel terreno di coltura
durante la crescita di JEL1Atopl con pCC10 (rosso), pAR7 (blu) e YCp50 (verde).
Le colture sono state incubate a 30°C, 170 rpm iretreno SC (URA-) al 2% di
glucosio, partendo dalla stessa densita ottica (®)0al tempo t=0. A tempi successivi
e stata misurata la concentrazione di glucosio (/I
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3.3. Analisi dei profili di espressione influenzatda Top1l in cellule

di S. cerevisiae in fase esponenziale di crescita

Per indagare il ruolo della Topoisomerasi IB ablmaeterminato tramite DNA
microarrays i livelli globali dei trascritti in dele JELIAtopl che esprimono Topl wt

ed in cellule JELAtopl senza I'enzima.

3.3.1. Procedure sperimentali, tipi di vetrini e nomalizzazione

Abbiamo preparato il cDNA dalla frazione di RNA dtg di cellule raccolte in
uno stadio precoce della fase esponenziale, conggnte a 10 ore della figura 50A, in
terreno sontetico completo ura- con glucosio al R#agni esperimento tutti i campioni
di cellule sono costituiti da pool di colture dgg allo scopo di diminuire la variabilita
sperimentale in questi tipi di esperimenti. Comadicato schematicamente dalla figura
52 la preparazione dei campioni prevede I'estrazidael’RNA totale dalle colture di
lievito di cui si vuole valutare I'espressione, parifica del’lRNA messaggero, la
retrotrascrizione a cDNA in presenza di aminodllTP, la marcatura indiretta con
lausilio di fluorocromi derivati della succinimidee [libridazione di entrambi i
campioni sulla stessa matrice dell’'array. | fluooni usati sono esteri di Cy3 e Cyb5.
Le strutture chimiche dei fluorocromi sono indicatdla figura 53.

Ogni vetrino a cDNA (gentilmente forniti da D. Céiea, Harvard University,
Cambridge, MA, USA) contiene due matrici identichearrays. Il numero degli spots e
di 6720, di cui 6155 sono le ORF di lievito, e iteedi sono controlli interni, spots
bianchi o vuoti.

La fluorescenza del DNA e rilevata con lo scanregrmicroarray GenePix 4000,
ed e stato usato il softwasenerix 4000 per dare una corrispondenza agli spot lagatliz
sul vetrino. | dati che si ottengono con libridexzé sono costituiti da una matrice
derivata dai rapporti delle intensita di fluorestlegli spots, ottenuti con la scansione
del vetrino nelle due lunghezze d’onda di emissideedue fluorofori (635 nm per |l
Cy5 e 532 nm per il Cy3). Per evitare di ottenealon falsi positivi di over-espressione
dovuti alla presenza di valori vicini allo zero dgnominatore, l'intensita di ciascuno
spot &€ normalizzata considerando I'intensita mediirtutti i pixel che lo compongono
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a cui e sottratto un valore di background localgniGspot € esculso dall'analisi se i
segnali di fluorescenza da Cy3 e Cy5 hanno unaadewie standard pari a 2 dalla
distribuzione delle intensita del background. pparto segnale totale di Cy3 / segnale
totale di Cy5 é stato calcolato per ottenere utofatdi normalizzazione tra i due
fluorofori che poi viene applicato a ciascuno sjpomodo che la media dei valori dai

fluorofori Cy3 e Cy5 sia la stessa.

DNA microarray

Figura 52. rappresentazione schematica della proceada sperimentale per i DNA
microarray. Figura ura modificata da Nature genetics Vol.11 Jan 1999 pag.3
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Figura 53. Struttura chimica dei due fluorocromi incorporati nel cDNA per
marcatura indiretta.
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Fra i dati ottenuti, abbiamo considerato signifidgaguelli con fold change
maggiore o uguale al valore soglia 1.8: percio oapp>1.8 indicheranno up-
regolazione della trascrizione, mentre i valori 58).saranno indice di down-
regolazione. | rapporti intermedi indicano gencila espressione non risulta influenzata

nelle nostre condizioni sperimentali.

3.3.2. Confronto dei livelli di trascrizione in cepp di lievito che
esprimono la Topoisomerasi IB wild type rispetto aceppi privi

dell’enzima

L’'analisi della variazione dell’espressione genne ceppo di lievito che ha la
Topoisomerasi | plasmidica rispetto al ceppo sdazaoteina € stata fatta in duplicato
sullo stesso vetrino. Dalla scansione dei vetrinotteengono delle tipiche immagini
rosso/verdi corrispondenti rispettivamente allaghezza d’onda di 635 nm per Cy5
(Figura 54A) e alla lunghezza d'onda di 532 nm geCy3 (Figura 54B). La
sovrapposizione delle due immagini (Figura 55) éadvisivamente i geni non alterati
(gialli) quelli up-regolati (rossi) o down-regoldtierdi).

L’analisi dei rapporti delle intensita e del loralere di significativita statistica
mostra che il numero di geni valutabili € moltooakd il 9% di essi mostra
un’espressione aumentata o diminuita da parte diLT un fattore pari 0 maggiore a
1.8 (tabella 3).

In particolare, I'espressione di 343 e di 237 genaumentata e diminuita,
rispettivamente, piu di 1.8 volte; di essi, 47 e 68no up e down-regolati,
rispettivamente, di piu di 3 volte da Topl wt. lppandice, le tabelle A e B riportano
rispettivamente I'elenco dei geni che risultanoeugown regolati, con il valore di fold

change e la descrizione biologica.

Geni totali Up - regolati Down — regolati
6155 344 (5.6 %) 237 (3.8 %)

Tabella 3. Numero di geni i cui livelli di trascrizone sono modulati da Topl.
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Figura 54: Immagini relative ad un esperimento di bridizzazione con cDNA in
presenzal/assenza di topoisomerasi I. La figura A rstra l'intensita di fluorescenza
per ciascuno spot nella lunghezza d’onda a 635 nrig figura B mostra l'intensita
di fluorescenza per ciascuno spot nella lunghezzéothda a 532 nm.
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Figura 55. Immagine ottenuta dalla sovrapposizionedelle scansioni nelle due
lunghezze d’onda.

Questi numeri indicano una marcata influenza detipoisomerasi | sulla trascrizione

globale dipendente dalla RNA polimerasi Il nelledizioni sperimentali utilizzate.
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3.3.3. Conferma tramite PCR real-time quantitativa di risultati di

trascrizione ottenuti dall’analisi con microarray

Su alcuni dei geni la cui espressione risulta algedall’analisi con microarray,
abbiamo svolto un’analisi quantitativa con realdiCR per verificare e confermare le
alterazioni dei livelli di trascritto precedenteneimdicate.

Sperimentalmente, abbiamo proceduto come per I&n&@on microarray,
abbiamo infatti preparato il cDNA dalla frazione dRNA di cellule raccolte in uno
stadio precoce della fase esponenziale, corrispade 10 ore della figura 50A, in
terreno sintetico completo ura- con glucosio al 2%. preparazione dei campioni
prevede l'estrazione del’RNA totale dalle coltute lievito di JELIAtopl che
esprimono Topl wt e senza l'enzima, la purifica 'T/B&IA messaggero, la
retrotrascrizione a cDNA e lanalisi quantitativanc real-time PCR su 3 geni
(YJRO70C, YNL190W e YERO043C) scelti per il loroaltvello di trascrizione e per il
valore di fold change superiore a 3. La posizion®&' idel gene YHR0O57W ¢ stata scelta
per controllo, in quanto si tratta di un gene i buelli di espressione risultano non
alterati da Topl. | valori ottenuti, espressi in egquantificati su una curva di DNA
genomico, sono stati normalizzati fissando arbd@raente ad 1.00 i valori del gene di
controllo per ciascun ceppo; in ordinata, pertastmo riportate delle unita arbitrarie.

La figura 56 indica i livelli trascritto in presemzli Topl (istogramma nero) ed in
assenza dell’enzima (istogramma bianco): i risu@ho concordi con le alterazioni di

espressione genica individuate tramite microarray.

) B Wit O Null

YJRO70C YNL190W  YERO043C YKRO57W

Figura 56. Analisi quantitativa tramite real-time PCR dei livelli di trascritto in
cellule con Topl wt e in assenza di Topl.
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3.3.4. Topl e frequenza di trascrizione

Se la Topoisomerasi | ha un ruolo critico nel sk® i superavvolgimenti
generati durante la trascrizione, la sua presergllulare potrebbe influenzare
positivamente i geni con alta frequenza di tragmnie (9; 33).

Percio abbiamo messo in relazione i valori di fddnge, ottenuti dall'analisi con
microarray, con la frequenza di trascrizione, laghezza dei trascritti ed altre
caratteristiche dei geni (web.wi.mit.edu/young/@gsion/transcriptome.html) e
abbiamo verificato che i geni piu frequentemenéesdritti sono preferenzialmente up
regolati (figura 57), mentre non c’e nessuna relaitra fold change e le altre
caratteristiche osservate. Tra i 37 geni con esmes alterata e frequenza di
trascrizione piu alta di 50 mRNA/ora, 34 sono upgotati e solo 3 down regolati;
abbiamo notato, inoltre, una marcata tendenza @i gon bassa frequenza di
trascrizione (meno di 0.8 mRNA/ora) ad essere dgolati.

Queste considerazioni potrebbero essere consistamil ruolo rilassante di Topl
nella fase di elongazione durante la trascrizionedso di geni altamente trascritti,
sebbene la preferenziale down regolazione dei gamibassa frequenza di trascrizione

non possa essere spiegata semplicemente conaéde ru
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Figura 57. Distribuzione in funzione della frequena di trascrizione (MRNA/ore)
dei geni alterati da Topl. In rosso e verde sono ppresentate rispettivamente le
ORF up regolate e down regolate, in blu e viola I®RF posizionate rispettivamente
nelle regioni subtelomeriche e telomeriche.
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3.3.5. Top1l reprime cluster di geni vicini al telomeo

Valutando la localizzazione cromosomica dei gemérati da Topl, abbiamo
trovato che i geni up e down regolati mostranoedéhze molto significative. | geni
down regolati sono stati localizzati in clusterlaeegioni telomeriche e subtelomeriche

mentre i geni up regolati sono uniformemente disidango i cromosomi (figura 58).
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Figura 58. Distribuzione dei geni alterati da Topllungo l'intero genoma di lievito.
L'immagine e stata creata con il software “Genome )pression mapper”
(http://atlas.med.harvard.edu/expmapper/)

La distribuzione dei geni alterati in funzione dedlistanza dal telomero piu vicino

del cromosoma su cui si trovano mostra una madiffierenza fra i due set di geni

come rappresentato in figura 59.
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Figura 59. Distribuzione dei geni alterati da Topl.l numero di geni alterati (in
rosso quelli up regolati, in verde quelli down reglati) € diagrammato in funzione
della distanza dal telomero.

In particolare il 50% dei geni down regolati si d&izzano nelle 35 kbp dai
telomeri (tabella 4). Topl reprime il 59% dei get@lomerici ed il 30% dei
subtelomerici mentre up regola solo I'1-2% dell@ssb gruppo di geni. Questa
percentuale e significativamente diversa dalladfeega attesa (5.6% e 3.8% per i geni
up e down regolati, rispettivamente) con un vajgreninore di 0.001.

Questi risultati dimostrano, dunque, che Topl ha specifico ruolo repressivo
alle terminazioni dei cromosomi di lievito nelle nebzioni di crescita ottimali e

all'inizio della fase di crescita esponenziale.
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Intervallo

0-5 5-15 15-35 >35 Totale
(kbp)
ORF totali 49 158 265 5683 6185
nell'intervallo
geni 1 (2%) 2 (1.3%) | 9 (3.4%)| 327(5.8%) 344 (5.5%)

up-regolati

gerggg%n' 29 (59%) | 47 (30%)| 41 (15%) 115 (2%) 237 (3.80%)

Tabella 4. Distribuzione lungo i cromosomi dei genalterati da Topl. Gli intervalli
indicano la distanza dei geni dal telomero. La peentuale e calcolata relativamente
al numero di geni nell'intervallo.

#Numbero dello ORF presenti nell’intervallo indicato e spottate sul vetrino.

Pl numero totale di ORF nucleari nel database di S® & 6576 nell’ultimo update
(ottobre 2006).
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3.3.6. Ruolo di topl sulla stabilita dei telomeri

E’ noto che Topoisomerasi | contribuisce alla ditgbidel locus dellrDNA.
L’'osservazione che I'espressione di un gran nundeigeni telomerici e subtelomerici
risulta diminuita in presenza di Topl, potrebbegaue che I'enzima possa essere
coinvolto in meccanismi di silenziamento che pdbesb sia reprimere la trascrizione
dei geni subtelomerici/telomerici sia aumentarestabilita dei telomeri impedendo
eventi di riarrangiamento genomico. Abbiamo pedargtlutato la presenza di eventuali
riarrangiamenti del DNA telomerico tramite Southetatting (figura 60) in cellule che
esprimono Topl wt, Topl Y727F e che mancano delifea. | risultati mostrano in
modo chiaro che non vi sono consistenti riarrangiatira livello delle sequenze ripetute
dei telomeri delle cellule che mancano dell’enzim&on enzima mutato rispetto a
cellule con I'enzima wild type. La Topl, quindi, m@ essenziale per la stabilita dei

telomeri in lievito almeno nelle condizioni sperimi@li saggiate.
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Figura 60. Stabilita delle regioni telomeriche in ellule con o senza una Topl attiva.
DNA genomico estratto da cellule JELAtopl con il plasmide pCC10 (1), con il

plasmide YCp50 (2), con il plasmide pAR7 (3). Comsonda si e utilizzata la
sequenza del frammento ripetuto (poly @3A) dei telomeri di lievito.
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3.3.7. Topl aumenta I'espressione dei geni del metdismo del glucosio

e del metabolismo energetico

L'analisi dei livelli di alterazione con il softwarPathway Processor (80), usando
il “/KEGG pathway database”, ha indicato quali sorercorsi metabolici alterati da
Topl in cellule di lievito in fase di crescita egpoziale.

In tabella 5 sono indicati i percorsi alterati dgpIcacon il valore di significativita
statistica (Fisher Exact Test <0.002). La secoradlanoa indica il numero di geni che
fanno parte del percorso; la terza il numero di gbe sono alterati in quanto superano
il livello soglia (-1.8, 1.8); la quarta colonnalina la probabilita che un certo numero di
geni del percorso biochimico considerato risultemdto in maniera casuale; la quinta
colonna calcola il valore di alterazione dei genconfronto ai geni che non rientrano in
un particolare percorso metabolico.

L'analisi indica che il metabolismo del glucosio gdmetabolismo energetico
sono aumentati da Topl, in particolare la glicodidii percorsi metabolici a valle del
ciclo di Krebs. L'analisi ha rivelato anche cheniétabolismo del galattosio e ridotto da

Topl, in maniera coerente con 'aumento dell’'utizione del glucosio.

. . .| N°geni o . . Fisher Livello di
Percorsi metabolici tot%lli N° geni alterati Exact Testl  alterazione
Glicolisi / 39 16 8.50E-05 0.950507
Gluconeogenesi
Metabolismo 29 12 5.98E-04 -0.85687
del galattosio
Fosforilazione 61 19 0.001233 1.016904
ossidativa
Metabolismo 10 6 0.001471 0.507279
del propanoato
Sintesi di ATP 24 10 0.001607 1.091375

Tabella 5. Percorsi metabolici alterati da Topl incellule di lievito in fase di

crescita esponenziale.
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La valutazione delle caratteristiche funzionaliGine Ontology (GO; 81) con |l

tool GO Term Finder www.yeastgenome.ojgha mostrato che tra i geni la cui

espressione risulta aumentata, il processo GO ignifisativo e la generazione di
metaboliti precursori e di energia, seguito dalahetismo degli acidi carbossilici, il
metabolismo degli acidi organici e la fosforilazeonssidativa. La funzione GO piu
significativa e I'attivita di ossidoreduttasi. L'alisi dei componenti cellulari GO indica
la membrana mitocondriale e le membrane degli @ijanitoplasmatici come la
localizzazione principale dei geni up regolati. nadéisi GO dei geni la cui espressione
risulta ridotta indica funzioni e processi sigréfivi correlati al trasporto degli esosi
dopo l'esclusione, pero, di molti geni down regotain caratteristiche “sconosciute”,
suggerendo che Topl reprime i geni responsabiliidpbrto cellulare di zuccheri
alternativi, che sono collocati spesso nelle reigsab-telomeriche.

Questi risultati sono coerenti con 'aumento dagdr Topl dell’'utilizzazione del
percorso metabolico del glucosio per la produzidnenergia, e con la repressione
dell'utilizzazione degli zuccheri alternativi e Hespressione dei geni sub-telomerici.

Poiché nelle nostre condizioni sperimentali leuwdelcrescono in un terreno al 2%
di glucosio, ci siamo chiesti se la concentrazidnglucosio potesse avere un qualche
effetto sulla crescita cellulare dei lieviti corveise varianti di Topl. Cosi, le cellule che
esprimono Topl wt, Topl inattiva o che non esprimdopl sono state cresciute in
terreno sintetico completo ura- con diverse comegidni di glucosio (figura 61).

| risultati indicano che concentrazioni decrescatitiglucosio sopprimono in
modo progressivo la diversa velocita di crescithedeellule che esprimono Topl wt
rispetto alle cellule senza enzima o con I'enzinsdtivo. La concentrazione cellulare di
nucleotidi resta non modificata nelle diverse caiutii di crescita (dati non mostrati),
indicando che il bilancio ATP/ADP/AMP non viene ludnzato. Topl, dunque,
aumenta la velocita di crescita in maniera glucop@ndente incrementando la
trascrizione dei geni correlati al consumo del ghig e alla produzione di energia.

L'insieme di questi risultati permette di tracciauaa prima conclusione sulle
funzioni cellulari di Topl. L’'enzima ottimizza i @iili di trascrizione durante la crescita
cellulare nelle comuni condizioni di crescita dod@atorio, aumentando il consumo di
glucosio e la produzione di energia, e reprimendeni che non sono necessari (come

quelli che si localizzano vicino ai telomeri). Itrel, in condizioni di stress da pH, Topl
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non mostra una specifica down regolazione dei tgomerici e subtelomerici e non
aumenta l'espressione dei geni per il consumo detogio e del metabolismo

energetico nelle condizioni ottimali di crescitdlaare (dati non mostrati).
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Figura 62. Analisi delle cinetiche di crescita di BL1Atopl che esprime Topl wt (in
rosso), di JELIAtopl che esprime Topl mutata (in blu) e di JELAtopl che non
esprime Topl (in verde), a diverse concentrazionii@lucosio nel mezzo di coltura.
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3.4. Topl silocalizza ed e cataliticamente attiva he ripetizioni
telomeriche in cellule diS. cerevisiae

| profili di espressione allo stato stazionario $w® essere determinati da una
regolazione diretta mediata da Topl sui geni taefetla effetti secondari. Poiché Topl
ha un effetto repressivo specifico sui geni sulotelaci, ci siamo domandati se Topl
possa essere coinvolta direttamente nel meccaniBrsbencing telomerico in lievito
dipendente dai complessi SIR, Raplp ed altri fia{id).

3.4.1. Topl interagisce fisicamente con le regionelbmeriche e sub-
telomeriche in JEL1Atopl

Per determinare se Topl possa interagire fisicaneah la cromatina nelle
regioni  telomeriche e  sub-telomeriche, abbiamo asatla tecnica
dell'immunoprecipitazione della cromatina (ChlIP).

Abbiamo selezionato una regione di circa 12000 bp lsaccio destro del
cromosoma XIV che comprende le ripetizioni telorleei (figura 63): all'interno di
guesta regione, 5 delle 6 ORF subiscono un auncitespressione genica da Topl
(cfr. la tabella A in appendice).

YNROD76 W

YNRO77C

YNRO72W YNRO73C YNRO74C

c
8 1 13
1 z @ 4 5 8 T 8 42 4
———— []Core X 11
1000:55 [l Repeat T
B tc1-3

Figura 63. Mappa del telomero XIVR. 1-14: frammentidi DNA amplificati con
real-time PCR dopo ChlIP.
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La figura 63 riporta la mappa delle regioni analizzper l'interazione fisica di
Topl: in arancio sono rappresentate le ORF; ilntel@, che si estende per 1000 bp
circa, € localizzato nelle regioni indicate comeaeCK in giallo, Repeat T in verde e TG
1-3in blu. | segmenti da 1 a 14 indicano i frammempéficati con real-time PCR dopo
ChlP, si tratta di regioni in 3’ dei geni (2, 3,8,11, 12), nel promotore (1, 4, 5) 0 in
sequenze intergeniche (8, 9, 10, 13, 14), posimomal subtelomero (1-11) e nel
telomero (12-14).

Abbiamo svolto le analisi di ChIP in condizioni spgentali identiche a quelle
degli esperimenti per valutare i profili di espiesg, nelle cellule di JELAtopl che
esprimono HA-Topl wt, HA-Topl Y727F e che non esomo Topl, utilizzando i
plasmidi pCC10-HA e pAR7-HA (precedentemente désorapitolo 3.1).

| risultati in figura 64 mostrano che sia Topl wa $opl Y727F sono presenti
sulle ripetizioni telomeriche (pannello superiocen un incremento di circa 2 volte nel
recupero di DNA rispetto al livello soglia, mentnelle regioni piu distanti il legame
dell’enzima non é individuabile. Anche altri locergomici sono stati analizzati per |l
legame di Topl, come i siti NTS1 e NTS2 che appgdao a regioni regolatorie non
trascritte dei geni per il DNA ribosomale; tali regi sono state precedentemente
individuate (Vogelauer 1999) come siti di legamedidaglio da parte di Topl. Sono
state analizzate, inoltre, le regioni in 3’ di alcgeni trascritti che risultano up regolati
da Topl. Nel pannello inferiore della figura 64,psi0 notare che i siti ribosomali
risultano positivi per il legame di Topl wt e TopyYI/27F, come precedentemente
indicato; inoltre livelli di legame simili tra Topdit e Topl Y727F sono osservabili su
alcuni dei geni up regolati, senza, pero, nesspparante correlazione con i valori di
fold change.

Questi risultati derivano da due esperimenti diRChHh cui per ciascuna delle
posizioni sono state fatte almeno due determinazon real-time PCR. | massimi
valori di recupero del DNA, espressi % dell'input, per Topl Wt e Y727F sono stati
arbitrariamente fissati ad 1.00, per cui quelloeogsto in figura 64 € un recupero di
DNA relativo. La linea tratteggiata indica il re@rp soglia in assenza di Topl (Null,

normalizzato sul massimo recupero di Topl Wt).
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Figura 64. Recupero di Topl nelle regioni telomerite (pannello superiore) ed in
altri loci genomici (pannello inferiore). Media di due esperimenti di ChlP, eseguiti
con l'anticorpo anti-HA su cellule di JEL1Atopl con pCC10-HA (Wt, colonne
nere), con pAR7-HA (Y727F, colonne barrate), con Y@50 (Null, colonne bianche).
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Figura 65. Corsa elettroforetica dei frammenti di DNA recuperato in diverse
posizioni in un esperimento di ChlIP rappresentativo
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In figura 65 € mostrata la corsa elettroforeticapal PCR quantitativa, sui
frammenti di DNA recuperato in un esperimento diFCrappresentativo sui tre ceppi in
diverse posizioni: con I'anticorpo anti-HA é vidibiun aumento del recupero specifico
di Topl Wt e Y727F nelle regioni 12, 13 e RDN NTS2.

3.4.2. Topl interagisce fisicamente con le regionielbmeriche e

subtelomeriche in un diverso ceppo di lievito

Abbiamo esteso I'analisi dell'interazione fra Tople regioni telomeriche ad un
ceppo di lievito diverso da JEA1opl in cui la Topl € espressa da un plasmideatsat
del ceppo YOLOO6C-TAP, che porta il gene endoge@t.06C per Topl fuso ad una
Tandem Affinity Purification protein (TAP; 82) e ldguo ceppo di controllo, BY4741,
che non porta alcuna proteina TAP.

| risultati in figura 66 derivano dalla media diealiper alcune posizioni tre)
determinazioni con real time PCR su una ChIP; e&icano che TAP-Topl e stata
localizzata sulle ripetizioni del DNA telomericojpportando i risultati gia visti per
Topl codificata dal plasmide in cellule JRtbpl, in cui Topl mostra un sito di

legame preferenziale per le terminazioni cromosbmic
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Figura 66. DNA recuperato in ChIP tramite la Tandem Affinity Purification
protein sul ceppo BY4741 (senza TAP, istogramma lngo) e sul ceppo YOLOO6C-
TAP (con TAP-Topl, istogramma nero). La linea trateggiata indica la media del
recupero con BY4741, come livello soglia del recupeaspecifico.
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3.4.3. Topl localizzata sulle ripetizioni telomerich €& cataliticamente
attiva

Poiché sia Topl wt che la proteina inattiva legensequenze ripetute del DNA
telomerico, ci siamo domandati se I'enzima sialtatamente attivo sul telomero.

Percio, abbiamo determinato i livelli di DNA recugi® con precipitazione con
K*-SDS in seguito a trattamento con CPT per 5 mir@tiesta tecnica permette di
determinare se e quanto DNA ¢ intrappolato neéifimedio di reazione con I'enzima
tramite CPT, poiché I'enzima resta covalentemesgato al DNA (83).

Abbiamo misurato i livelli di recupero del DNA traen PCR real time quantitativa,; il
grafico in figura 67 rappresenta la media di du@egmenti. Il recupero alla
concentrazione di M, ossia senza trattamento con il farmaco, € stdidrariamente
fissato a 1.00 per ogni posizione analizzata, peotarecuperi a 10 e 100M sono
relativi al controllo per ciascuna posizione. Quincecuperi di ogni posizione (0, 10 e
100uM) sono stati normalizzati sul recupero della piosie 6.

| risultati indicano che le ripetizioni di DNA tatwerico sono recuperate in modo
dose-dipendente da CPT in cellule di lievito chpriesono solo Topl wt (figura 67).
Alcuni frammenti di controllo, come il sito regotaio NTS2 del rDNA ed il gene
YPRO80W sono recuperati anch’essi in modo dosendipete nei precipitati con’K
SDS in cellule che esprimono Topl wt. Nelle cellalee esprimono Topl Y727F,
nessun frammento di DNA e stato recuperato, in fquiawalori di recupero sono tutti al
di sotto del livello soglia, in maniera coerentendb fatto che I'enzima inattivo e
resistente alla CPT (figura 67, pannello inferiore)

Questi risultati dimostrano che Topl localizravivo ed e cataliticamente attiva
nelle ripetizioni telomeriche in lievito. In ognaso, poiché si tratta appunto di regioni
ripetute (core X, repeater T e T.g}, esse sono presenti nei telomeri di tutti i creomi
di S. cerevisiaerendendo difficile discriminare se Topl si lozaiio no soltanto su un

determinato gruppo di telomeri in lievito.
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Figura 67. Recupero relativo di DNA con precipitazbne con K-SDS in seguito a
trattamento degli sferoplasti di lievito con CTP pe 2 minuti. Nel pannello

superiore e riportato I'esperimento sul ceppo JELAtopl con pCC10-HA (Wt), nel

pannello inferiore sul ceppo JELAtopl con pAR7-HA (Y727F).

123



Capitolo 3 Risultati

3.5. Topl influenza le modificazioni istoniche ed ileclutamento di
Sir3 nel telomero destro del cromosoma XIV in celle di S.

cerevisiae in fase esponenziale di crescita

Dato che Topl si localizza sui telomeri in lievigol € cataliticamente attiva,
abbiamo indagato se la sua attivita avesse o neff@tto in cis Sir-dipendente sul
silencing telomerico, con possibili conseguenzd’esgressione genica nel telomero
studiato. Percio abbiamo valutato se Topl alterimedificazioni istoniche ed il
reclutamento di Sir3 nel telomero destro del cramnas X1V in cellule di JELAtopl
tramite ChliP.

3.5.1. Topl wt altera [l'acetilazione dell'istone H4 nelle regioni

telomeriche

Abbiamo valutato l'influenza di Topl sui livelli dicetilazione delle lisine 5, 8,
12 e 16 dell'istone H4 tramite ChIP con Il'anticorpati acetil-istone H4 (06-866
Upstate) in cellule di JElAtopl con pCC10 (Wt), pAR7 (Y727F) e YCp50 (Null),
analizzando alcune regioni telomeriche e subtelminer del braccio destro del
cromosoma XIV (figura 68, pannello superiore) edeategioni di controllo, quali i siti
NTS1 e NTS2, regolatori dei geni per il DNA ribosalmed altre regioni in 3’ di alcuni
geni trascritti che risultano up regolati da Topdura 68, pannello inferiore).

| risultati, derivati dalla media di due esperimgnindicano che la tetra-
acetilazione dell'istone H4 é sensibilmente ridot&aTopl wt in quasi tutte le posizioni
telomeriche analizzate, rispetto allenzima Tophttiino e allassenza dell’enzima
stesso. Una riduzione della tetra-acetilazione di éHstata osservata anche ai siti
regolatori del rDNA NTS1 e NTS2, in accordo coratigpubblicati sugli effetti di Topl
sulle lisine 12 e 16 in queste regioni (54).

E’ molto interessante notare che i livelli di tetreetilazione di H4 sono molto

simili negli altri loci genomici osservati confr@mdo cellule che esprimono Topl wt,
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mutata o in assenza di enzima, indicando che tteffdi Topl wt sull’acetilazione

dell'istone € specifico delle regioni subtelomeeahdei siti ribosomali.
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Figura 68. Ruolo di Topl nella regolazione delladdazione dell'istone H4 in
regioni telomeriche. Negli esperimenti di ChIP e sito usato I'anticorpo anti acetil-
Lys 5, 8, 12 e 16 dell'istone H4 su cellule di JEIAtopl con pCC10 (Wt, colonne
nere), con pAR7 (Y727F, colonne barrate) e con YCPSNull, colonne bianche).
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3.5.2. Topl wt altera l'acetilazione della lisina 1&ell'istone H4 nelle

regioni telomeriche

Successivamente abbiamo esaminato i livelli di ilezedbne della lisina 16
sull'istone H4, poiché essa rappresenta il resideisaglio della proteina Sir2, che ne
rimuove il gruppo acetile permettendo la propagazidella cromatina silenziata alle
regioni adiacenti alle ripetizioni telomeriche (75)

Gli esperimenti di ChIP sono stati condotti comtiaorpo anti acetil-istone H4
Lys 16 (06-762 Upstate) in cellule di JEAtbpl con pCC10 (Wt), pAR7 (Y727F) e
YCp50 (Null), analizzando le regioni telomerichesubtelomeriche del braccio destro
del cromosoma XIV (figura 69A, pannello superioed)altre regioni di controllo, quali
i siti NTS1 e NTS2, regolatori dei geni per il DNAdbosomale ed altre regioni in 3’ di
alcuni geni trascritti che risultano up regolatifd#l (figura 69A, pannello inferiore).

| risultati, derivati dalla media di tre esperimentdicano che I'acetilazione della
lisina 16 sull'istone H4 é ridotta da Topl wt men& aumentata dall’enzima inattivo
Y727F rispetto all’assenza dell’enzima, indicande d’'attivitd enzimatica influenza
sensibilmente l'acetilazione delle lisina 16 su H4nutante di Topl, infatti, aumenta di
2-3 volte i livelli di acetilazione nella regionaitgelomerica del cromosoma XIV.
Sebbene Topl inattiva incrementi l'acetilazione Kdi6 su H4 in molti altri loci
genomici, 'aumento nelle posizioni NTS1 e NTS2ieé alto e simile a quello delle
regioni subtelomeriche.

Questi effetti di Topl Y727F indicano che I'enzinmattivo potrebbe interferire
con lattivita deacetilasica di Sir2 e quindi cdnmeccanismo del silencing piu in
generale.

In figura 69B € mostrata la corsa elettroforetidapo PCR quantitativa, sui
frammenti di DNA recuperato in un esperimento diFCrappresentativo sui tre ceppi in
diverse posizioni: con l'anticorpo anti-acetil H4visibile una riduzione del recupero
specifico per Topl Wt nelle regioni 3 e 12; comtieorpo anti-acetil H4 Lys 16 un

aumento del recupero specifico per Y727F nelleor@d, 1, 13 e NTS2.
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Figura 69. Ruolo di Topl nella regolazione dell'addazione della lisina 16
sullistone H4 in regioni telomeriche. Negli espementi di ChlP & stato usato
'anticorpo anti acetil-istone H4 Lys 16 su celluledi JEL1Atopl con pCC10 (WHt,
colonne nere), con pAR7 (Y727F, colonne barrate) eon YCp50 (Null, colonne
bianche). B. Corsa elettroforetica dei frammenti diDNA recuperato in diverse
posizioni in un esperimento di ChlIP rappresentativo
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3.5.3. Controllo dei livelli totali di istone H4 le@to al telomero destro del

cromosoma XIV

In seguito a questi risultati, che indicano un dseegrado di acetilazioni istoniche
in ceppi con o senza una Topl funzionale, abbiaerdicato quali fossero i livelli
dell'istone H4 non modificato associato alla cromatdelle regioni analizzate, allo
scopo di confermare che le differenze nell’aceilae osservate precedentemente non
siano dovute ad un’alterata densita dell'istone Itddgo in telomero studiato nei tre
ceppi di lievito.

Gli esperimenti di ChIP sono stati condotti conntiaorpo anti istone H4
(ab10158 Abcam) in cellule di JEAfopl con pCC10 (Wt), pAR7 (Y727F) e YCp50
(Null), analizzando le regioni telomeriche e suimetriche del braccio destro del
cromosoma XIV (figura 70).

| risultati, derivati dalla media di tre esperimiemdicano che i livelli dell'istone
H4 legato alle regioni analizzate sono simili ®ackllule di lievito con Topl wt, Y727F
e in assenza di Topl.

E’ interessante notare che la densita dell’istodeéH2-3 volte minore (e quindi
'acetilazione € proporzionalmente piu alta) nellegione promotrice del gene
YNRO74C (amplicone 5), che e noto essere esprediselid significativi (77) e non
risulta alterato da Topl nel nostro studio.

Nella parte inferiore della figura 70, € mostratadrsa elettroforetica, dopo PCR
guantitativa, sui frammenti di DNA recuperato in uesperimento di ChIP
rappresentativo sui tre ceppi in diverse posiziaan I'anticorpo anti istone H4 e
visibile che il recupero specifico per Topl Wt, YR2e Null nelle regioni 3, 12 e 13 e

simile.
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Figura 70. Controllo della densita dell’istone H4 elle regioni telomeriche. Negli
esperimenti di ChIP é stato usato I'anticorpo antiistone H4 su cellule di
JEL1Atopl con pCC10 (Wt, colonne nere), con pAR7 (Y727FEplonne barrate) e
con YCp50 (Null, colonne bianche). Nel pannello iefiore: corsa elettroforetica dei
frammenti di DNA recuperato nelle posizioni 3, 12 43 in un esperimento di ChIP
rappresentativo.
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3.5.4. Topl wt altera la metilazione della lisina 4ell'istone H3 nelle

regioni telomeriche

In seqguito ai risultati ottenuti sull'influenza diopl sull'acetilazione di H4,
abbiamo esteso 'analisi ad altre modificazionimeola di-metilazione della lisina 4 su
H3, che & noto essere coinvolta nel prevenire glamee del complesso Sir alla
cromatina.

Gli esperimenti di ChIP sono stati condotti comtieorpo anti dimetil-istone H3
K4 (07-030 Upstate) in cellule di JEAIopl con pCC1l0 (Wt) e pAR7 (Y727F)
analizzando le regioni telomeriche e subtelomeridlebraccio destro del cromosoma
XIV e tre regioni di controllo, quali il sito NTS2na regione intergenica e la regione in
3’ di YDRO50C, un gene molto trascritto che risulfaregolato da Topl. (figura 71).

| risultati, derivati dalla media di due esperimemdicano che la dimetilazione
della lisina 4 non cambia nelle tre regioni di colb, ma é sensibilmente diversa nelle
regioni subtelomeriche tra cellule con Topl wt atiiva. Topl Y727F aumenta, infatti,

i livelli della modificazione su H3 in alcune regioanalizzate, in particolare la

dimetilazione della lisina 4 € aumentata al 3'la fithe del gene YNRO76W, che e il piu

vicino alle ripetizioni telomeriche. E’ interessantotare che non si osservano effetti
nella regione regolatoria per I''DNA, NTS2; questoggerisce la specificita per il

telomero delle modificazioni osservate.

Nella parte inferiore della figura 71, e mostratadrsa elettroforetica, dopo PCR
guantitativa, sui frammenti di DNA recuperato in uesperimento di ChIP
rappresentativo sui tre ceppi in diverse posizioan I'anticorpo anti dimetil-istone H3

Lys4 é visibile un aumento del recupero specifieoopl Y727F nelle regioni 2 e 7.
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Figura 71. Ruolo di Topl nella regolazione della dietilazione della lisina 4
sull'istone H3 in regioni telomeriche. Negli espementi di ChlP & stato usato
'anticorpo anti dimetil-istone H3 Lys 4 su celluledi JEL1Atopl con pCC10 (WHt,

colonne nere) e con pAR7 (Y727F, colonne barratelel pannello inferiore: corsa

elettroforetica dei frammenti di DNA recuperato nele posizioni 2, 7 ed intergenica
in un esperimento di ChlP rappresentativo.
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3.5.5. Topl altera la distribuzione della proteina B3 nella regione

subtelomerica studiata.

Per analizzare se Topl alteri la propagazione @®lptesso SIR lungo le regioni
subtelomeriche, abbiamo misurato i livelli delleot@ina Sir3 legata alla cromatina,
dopo aver costruito un ceppo di lievito derivatal@. 1Atopl che porta un tag per Myc
nel C terminale della CDS di Sir3 endogena (figi2a

Nel ceppo ALE1l abbiamo realizzato I'inserimento frame di una cassetta
13xMYC-His3, amplificata dal plasmide pFA6A-13Myad3MX6 (fig. 25 in materiali
e metodi; gentilmente fornito da Mark Longtine, \Magton University School of
Medicine, St. Louis, MO; 84), nel C terminale deflaquenza codificante del gene
YLR442C (Sir3) per ottenere una proteina Sir3 falapitopo 13Myc.

La cassetta 13Myc-His3 e stata amplificata coreiinbciclo SIR, con i primer
Sir3 fw- Sir3 rv, in cui la porzione sottolineataappaia al plasmide nelle posizioni
indicate, la porzione non sottolineata protrudeSindel primer ed € omologa alla
regione genomica del cromosoma XllI, rispettivaméesfiebp a valle e a monte del
codone di terminazione della traduzione del gen®#42C. In seguito al processo di
ricombinazione omologa, i cloni positivi sono steiezionati su terreno selettivo his-,
successivamente il loro genoma é stato analizzatdappresenza dell’inserto con PCR
(termociclo screening) con i primer, indicati igdra 72: Sir3 V1 e Sir3 V4 si appaiano
nella regione genomica non modificata rispettivai@em valle e a monte dello stop
codon di YLR442C, Sir3-K2 e Sir3-K3 si appaiandimtérno del frammento clonato.
Delle 32 colonie positive alla selezione su terrbis, 10 sono state analizzate tramite
PCR secondo lo schema della tabella 6 e 2 sonbbatisypositive per I'inserimento del
frammento: in figura 73 é riportata la corsa etdtiretica dei prodotti di PCR sul clone
1.

Abbiamo poi verificato che la proteina fusa al fagse correttamente espressa,
immunoprecipitata e riconosciuta dall’anticorpoidiyc tag, clone 9E10 in western
blotting. Dalla figura 74 €& evidente che la prote®BIR3-Myc espressa nel ceppo ALE1
presenta il peso molecolare atteso, e riconosesipggificamente e si immunoprecipita

tramite il tag clonato con I'anticorpo anti-Myc tag
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Figura 72. Mappa della sequenza codificante per S3r nel ceppo JELAtopl
(pannello superiore) e nel ceppo ALE1 (pannello iefiore): in quest’ultimo si pud
notare la presenza dell’epitopo 13xMyc clonato nel porzione C terminale della
CDS e del marcatore di selezione His3. | primer S& V1 e Sir3 V4 si appaiano
rispettivamente a valle e a monte dello stop codati YLR442C in entrambi i ceppi,
producendo frammenti di PCR di dimensioni diversej primer Sir3-K2 eSir3-K3 si
appaiano solo all'interno del frammento clonato, pganto solo nel ceppo ALEL.

Coppia di primer/ceppo ALE1 JEL1Atopl H,0
V1 fw- K2 rv 1023 bp
K3 fw- V4 rv 442 bp - ---
V1 fw- V4 rv 2244 bp 366 bp

Tabella 6. Schema delle coppie di primer e dei pegei prodotti di PCR attesi per i
diversi ceppi nello screening dei ricombinanti.
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Figura 73. Corsa elettroforetica dei prodotti di PQR per lo screening del clone 1
positivo alla ricombinazione omologa con il tag 13¥yc in C terminale della CDS
di YLR442C con la coppia di primer V1 fw- K2 rv suALE1, JEL1Atopl e H0
(rispettivamente pozzetti 1,, 2 e 3), con la copp@i primer K3 fw- V4 rv su ALE1,
JEL1Atopl e HO (rispettivamente pozzetti 4,, 5 e 6). con la copdi primer V1
fw- V4 rv su ALE1, JEL1Atopl e HO (rispettivamente pozzetti 7,, 8 e 9).

132 kDa

Figura 74. Western blotting sull’estratto proteicototale dal ceppo ALE1 (pozzetto
3), sullimmunoprecipitato dell'estratto proteico (1) e sul supernatante
dellimmunoprecipitazione (2) nel ceppo ALEl. L’anicorpo usato per
immunoprecipitare la proteina e per rivelare il wesern blotting € anti-Myc tag,

clone 9E10.
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Dopo aver verificato che la proteina di fusione MBic3 sia correttamente
espressa e immunoprecipitata dall'anticorpo spmxiper il tag, abbiamo misurato i
livelli di Sir3 legata alla cromatina tramite ChlP.

Gli esperimenti sono stati condotti con I'anticoguati-Myc Tag, clone 9E10 (05-
419 Upstate) in cellule di ALE1 con pCC10 (Wt), pARY727F) e YCp50 (Null),
analizzando le regioni telomeriche e subtelomeriddlebraccio destro del cromosoma
XIV ed in una regione di controllo, nel 3’ di YKIOE, un gene molto trascritto che
risulta up regolato da Topl. (figura 75).

| risultati, derivati dalla media di tre esperimemdicano che Topl wt aumenta il
reclutamento di Sir3 da 1.5 a 2.0 volte nelle regidi confine delle ripetizioni
telomeriche, vicino alla regione in cui sono staiservati minori livelli di di-
metilazione della lisina 4 su H3 e di acetilazial®da lisina 16 su H4. La topl Y727F
non ha effetti sul reclutamento di Sir3 relativateesil’assenza dell’enzima.

16 Myc-Sir3

14 O Null mWt SY727F
12

10

DNA recovery (%o)

N & o @

NI
YKLOGOC 9 11

Figura 75. Ruolo di Topl nella distribuzione di SiB nelle regioni telomeriche.
Negli esperimenti di ChIP e stato usato I'anticorpoanti-Myc Tag su cellule di
ALE1 con pCC10 (Wt, colonne nere), con pAR7 (Y727F;olonne barrate) e con
YCp50 (Null, colonne bianche). Nel pannello inferie: corsa elettroforetica dei
frammenti di DNA recuperato nelle posizioni YKLO60C 9 e 11 in un esperimento
di ChIP rappresentativo.
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3.6. Costruzione e caratterizzazione di un ceppo dievito con

un gene reporter inserito nel telomero XIV - bracoo destro.

| risultati precedentemente descritti individuano wwolo forte per Topl nella
regolazione dell’'espressione dei geni telomeridne csi esprime attraverso le
modificazioni della struttura della cromatina ediatribuzione dei complessi Sir e che
avviene attraverso un’interazione diretta di Topllesripetizioni telomeriche stesse.

A questo punto, ci siamo domandati quale sia Itedfedella proteina
sull’espressione di un gene reporter clonato nedizione telomerica di interesse e
abbiamo costruito un ceppo, derivato da JEbpl, che porta un marcatore di
selezione per l'auxotrofia nel braccio destro dedtnmosoma XIV per valutare il
coinvolgimento dell’enzima nella regolazione sidl’dspressione del gene sia della
struttura della cromatina.

Alcuni lavori (85; 86) indicano, inoltre, una segta per esaminare la topologia
del DNA cromosomale a livello dei loci HM silenzighe consta nell'inserimento di
due siti per una ricombinasi che affiancano lagegid’interesse: la ricombinazione tra
qguesti due siti porta alla formazione ed excisiaieun micro-circolo che, dopo
deproteinizzazione, puo essere analizzato nelléofuudogia.

Percio, tramite ricombinazione omologa, abbiamamato nella porzione genica da
2 a 4 kb dal telomero indicato una cassetta Lox$5HixP (figura 76), formata da due
sequenze LoxP che fiancheggiano il gene HISSatlizosaccharomyces ponte € in
grado di complementare la funzione di HIS3Sdiccharomyces cerevisiagntrambi i
geni codificano per I'enzima deidratasi imidazoliceyolo fosfato. | loci P sono 2
sequenze di 34 bp ripetute, nello stesso orientmmdrersagli di un sistema di
ricombinazione del fago T4, riconosciute dalla mionasi Cre che contatta
contemporaneamente i due loci, ravvicinati daknmazione con I'enzima, e permette la
ricombinazione tra essi con la formazione di unrogccolo di DNA contenente il
DNA fiancheggiato dalle sequenze stesse (87).

Il marcatore di selezione per HIS5 ¢ stato clomdiettuando una sostituzione della
porzione genomica telomerica, piuttosto che uniisisee che avrebbe alterato la

lunghezza del telomero studiato e la distanza d@IRF in esso contenute dalla
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terminazione stessa. La regione da deletare € staiia tenendo conto sia della
posizione rispetto al telomero (dista infatti 2 ddb esso), sia della funzione delle ORF
deletate e sostituite, in essa contenute: YNRO75MRO76w.

La delezione di YNRO75w e YNRO76w € stata motivaiaque, dalla vitalita dei

mutanti, dalla posizione delle ORF rispetto al tedvo, dalla dimensione della ORF
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Figura 76. Sistema LoxP/Cre gene distruction. La csetta consiste di un
marcatore di selezione fiancheggiato da due sequenkoxP di 34 bp ed adiacenti a
circa 50 bp di sequenza omologa alla sequenza tatggomosomica da deletare. La
cassetta di delezione e costruita tramite PCR usanddei primer omologhi al
plasmide che porta il marcatore e che portano in 5una sequenza omologa ai siti a
monte e a valle della sequenza target gnomica. Dofmotrasformazione, la cassetta
entra in cellule di lievito, i trasformanti sono séezionati ed analizzati tramite PCR
per la corretta integrazione. In fine, I'espressior della ricombinasi Cre provoca la
rimozione del marcatore, lasciando un solo sito LdX nel locus cromosomico.

Figura modificata da Gueldener, 2002.

137



Capitolo 3 Risultati

rispetto alla cassetta sostituente e dal fatto pbiehé si tratta di proteine appartenenti a
famiglie con funzione non chiaramente definita,i@ gprobabile che la loro delezione
fosse complementata funzionalmente da altri meddila stessa famiglia.

YNRO75w e una ORF verificata che codifica per umatgna, classificata nella
famiglia delle DUP380, con funzione non conoscilia.delezione di questo gene non
comporta la morte cellulare, anzi si osserva cheufaa di crescita del ceppo col gene
deletato va a coincidere con quella del ceppo wyje.

YNRO76w € anch’essa una ORF verificata che codfi@auna proteina che fa parte
della famiglia multigenica della seuripauperinagspa famiglia contiene 23 membri
codificati in regioni subtelomeriche, attivi duranta fermentazione alcolica, regolati
dall’'anaerobiosi e repressi in presenza dell’eme.

In figura 77 é riportata la mappa delle 15 kbp ieai del braccio destro del
cromosoma XIV: sono indicate tutte le CDS presentnel pannello A in giallo la
regione che sara delegata in JBtdpl, nel pannello B in verde il frammento clonato.
Per amplificare della cassetta LoxP-His5-LoxP,nfiiclo L-H-L), e stato utilizzato
come stampo il plasmide pUG27, (figura 26 in matee metodi), precedentemente
linerizzato. La mappa riporta le posizioni dei pemevidenziati in verde, uno interno
(YNRO76 fw e H2 fw, rispettivamente per il ceppoLdBtopl e per il suo derivato) e
due esterni (76Arv e 76B rv) alla regione di riconazione.

Il prodotto atteso € di 2483 bp, utilizzando duémer che presentano una
porzione omologa al plasmide pUG2 che permettedlditazione della cassetta LoxP-
HIS5-LoxP ed in 5 una porzione di 50 bp protunéeeid omologa alla regione
genomica a monte ed a valle della regione da deleta

Il ceppo JelATopl e stato trasformato con 318.di DNA della cassetta LoxP-
HIS5-LoxP: i lieviti positivi per la ricombinazionemologa sono stati selezionati su
terreno selettivo per istidina. Delle colonie crage su terreno his-, 3 sono state isolate
ed analizzate tramite PCR colony, (termociclo sureg, T° di annealing 50°C), per
poterne valutare il genotipo in seguito alla ricomalzione. Le coppie di primer sono

state utilizzate secondo la tabella 7.
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Figura 77. Mappa del telomero XIVR. In arancio sonoriportate le CDS, con le
frecce verdi sono indicate tutte le ORF maggiori di50 bp. Nel pannello A, il
rettangolo in giallo evidenzia la regione che sardeletata; sono indicate le posizioni
dei primer (in verde) utilizzati per lo screening ci ricombinanti, uno interno

(YNRO76 fw) e due esterni alla regione deletata. N@annello B, il rettangolo in

verde evidenzia la cassetta inserita attraverso adombinazione omologa; sono
indicate le posizioni dei primer(in verde), uno inérno (H2 fw) e due esterni alla
regione clonata.

Coppia di primer/ceppo EM1 JEL1Atopl
H2fw-76Arv 665 bp
YNRO76fw-76Brv 835 bp

Tabella 7. Schema delle coppie di primer e dei pedei prodotti di PCR attesi per i
diversi ceppi nello screening dei ricombinanti.
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La figura 78 mostra la corsa elettroforetica deldmtto di PCR colony sul clone 1
con le coppie di primer H2fw-76Brv e YNRO76fw-76Asul ceppo EM1 e JEIAtopl.
Nel pozzetto 1 si osserva I'amplificato su una n@aicombinante con la coppia H2fw-
76Brv: il peso ottenuto € 665bp; nel pozzetto 4ostnata 'assenza di amplificato sulla
stessa colonia ricombinante con la coppia YNRO7B8B+v. Questi risultati indicano
I'effettivo inserimento del frammento Loxp-His5-LBxLe PCR sulla colonia wild type

amplificano solo con la coppia YNRO76fw-76Brv (peitp 3) e non con la coppia
H2fw-76Brv (pozzetto 2).

1 2 3 4
=
au
gy 1031 bp
e
- -
- < 500 by

Figura 78. Corsa elettroforetica dei prodotti dellaPCR colony sul ceppo EM1 (1-2)

e JEL1Atopl (3-4) con le coppie di primer H2fw-76Brv (1 &) e YNRO76fw-76Arv
(2 e?3).

Nella fase di caratterizzazione del ceppo trasftmrsae osservato che le colonie
cresciute su terreno privo di istidina sono di piacole dimensioni rispetto a quelle
cresciute in terreno completo. Questo dato € caaece con il fatto che il gene HIS3 o
HIS5, in regioni telomeriche & espresso a livediali di trascrizione (87).

Dopo aver isolato e verificato il clone positivo ésiproceduto con il ripristino
della Topl tramite trasformazione con i plasmidQiOHA, pAR7HA e YCp50 al fine
di valutare l'effetto di Topl sull'espressione dalarcatore clonato nella regione
telomerica valutando nei tre ceppi la cinetica discita in terreno selettivo e non
selettivo per istidina.

| risultati in figura 79 mostrano che i ceppi EMdncd plsmidi YCp50, pCC10HA
e pAR7HA presentano un andamento della curva diciteemolto simile; & percettibile
che I'assenza di Topl rallenta leggermente la teeeda presenza di Topl wt e mutata

ha il medesimo effetto sulla crescita sebbene l@mmne di Topl, come la sua assenza,
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sembrino allungare la fase di latenza. Per cont®ktata allestita una curva di crescita

degli stessi ceppi in terreno non selettivo petitlina (figura 80).

cell/mL
5,00E+07 1
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-

T T T T T 1
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Figura 79. Curva di crescita di EM1 con i plsmidi YCp50, pCC10HA e pAR7HA in
terreno URA-HIS-. Le barre verticali indicano I'err ore standard per i punti in cui
e stata fatta piu di una determinazione.
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Figura 80. Curva di crescita di EM1 con i plsmidi YCp50, pCC10HA e pAR7HA in
terreno URA-. Le barre verticali indicano I'errore standard per i punti in cui
stata fatta piu di una determinazione.
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Le cinetiche di crescita di Jelitopl AADE2 HIS+ con Topl wt, Topl mutata e
in assenza di Topl sono molto simili tra loro, s& caso di cellule cresciute in un
terreno con istidina sia di terreno senza istididan questo metodo di indagine non
siamo in grado di cogliere nessun effetto di Topll'espressione del marcatore e
quindi sulla crescita cellulare probabilmente pértzhcellula di lievito ha bisogno di un
bassissimo livello di espressione del gene HIS5sp@ravvivere. E' stato da tempo
riportato l'utilizzo del 3-AT (3-ammino-1,2,4-triafo) come competitore del prodotto
di HIS3 di S. cerevisiaee HIS5 diS. pombg88). A dosi crescenti del competitore
corrispondono crescenti livelli di trascrizione IS, per cui, in queste condizioni,
potrebbe essere valutato I'effetto di Topl suliNazione della risposta trascrizione di
HIS5.

Molto utile a chiarire il ruolo di Topl e della sa#tivita catalitica nel telomero,
sara inoltre l'analisi del numero di nucleosomi ella struttura topologica di
microcircoli telomerici ottenuti con I'excisione Idenarcatore HIS5, in seguito a
ricombinazione sito specifica dei LociP, inducedspressione della ricombinasi Cre
(figura 81).

o~ YO~

Figura 81. Strategia per analizzare la topologia dDNA cromosomico nel suo locus
endogeno. La ricombinazione fra i due siti inseritial fianco della regione di
interesse, permette I'excisione di un mini-cromosoan circolare. Figura tratta da

Bi, 1997.
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Discussione

In questo lavoro, abbiamo raccolto molte eviderzerimentali per una nuova
funzione della Topoisomersi | in cellule eucaribgdi lievito.

Innanzitutto, a livello globale, abbiamo verificatibe cellule che esprimono Topl
wt crescono piu velocemente nella fase esponenasgetto alle cellule senza I'enzima
0 con un enzima mutato, che seguono un andamentéepio ed hanno un ritardo
iniziale piu lungo, in terreno sintetico completo gondizioni di crescita fisiologiche
(pH 6.2) e non fisiologiche (terreno tamponato a P, crescita). Il consumo di
glucosio per i tre ceppi € identico, nonostantdifierenze indicate nella crescita. Cio
suggerisce che le cellule senza una Topl funziomatesono in grado di consumare
efficientemente il glucosio, e ottimizzare il matéibmo per la crescita cellulare. Topl
wt conferisce, quindi, una capacita di crescita @ipida ed ottimale delle cellule di
lievito nelle comuni condizioni di laboratorio.

La valutazione dei profili di espressione genicluenzati da Topl ha indicato
che il 9.4% dei geni risponde con una variaziond’edpressione, aumento o
diminuzione, con variazioni di un fattore pari oggeore a 1.8. Questi risultati indicano
una marcata influenza della Topl sulla trascrizighabale dipendente dalla RNA
polimerasi Il nelle condizioni sperimentali utiledz.

L’analisi dei percorsi metabolici alterati da Topa indicato che il metabolismo
del glucosio ed il metabolismo energetico sonoem@ntati dall’enzima, in particolare
la glicolisi ed i percorsi metabolici a valle detlo di Krebs, e che il metabolismo del
galattosio € represso, in maniera coerente comkautio dell’utilizzazione del glucosio.

Geni alterati mostrano, inoltre, differenze di lixzazione, a livello
cromosomico, molto significative. Infatti, il fatteche i geni repressi siano stati
localizzati nelle regioni telomeriche e subtelorolee mentre i geni piu espressi siano
uniformemente dispersi, indica indubbiamente chelTda uno specifico ruolo
repressivo alle terminazioni dei cromosomi di lievin condizioni di crescita ottimali e
all'inizio della fase esponenziale.

Topl reprime, quindi, i geni responsabili dell'inmmo cellulare di zuccheri
alternativi, che sono collocati spesso nelle reigsutelomeriche: questi risultati sono

coerenti con l'aumento da parte di Topl dellusbzione del glucosio per la
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produzione di energia, e con la repressione déifmhzione degli zuccheri alternativi e
dell’'espressione dei geni sub-telomerici.

L’insieme di questi risultati permette di tracciawea prima conclusione sulle
funzioni cellulari di Topl. L'enzima aumenta la e®eita di crescita cellulare
ottimizzando i profili di trascrizione, aumentandb consumo di glucosio e la
produzione di energia, e reprimendo i geni che smmo necessari (come quelli chie
localizzano vicino ai telomeri) nelle comuni condid di crescita di laboratorio.
Abbiamo verificato che in condizioni di stress dd, @opl non mostra una specifica
repressione dei geni telomerici e sub-telomericioa aumenta I'espressione dei geni
per il consumo del glucosio e del metabolismo eztérg nelle condizioni ottimali di
crescita cellulare.

Gia in studi precedenti (45) era stato dimostrdte Topl fosse necessaria per la
repressione generale della trascrizione in tardse fatazionaria inS. ceravisiae
Mutazioni di Topl, infatti, rendono inefficiente leepressione della trascrizione,
richiedendo tempi piu lunghi e suggerendo un rymo Topl nell’'ottimizzazione del
programma di trascrizionale della fase stazionaria.

La funzione globale di Topl nella regolazione @siiressione genica puo essere
associata alla regolazione degli stress torsianainaniera simile a quanto gia noto in
cellule procariotiche. Nei batteri, il superavvohginto del DNA e strettamente regolato
dalle DNA Topoisomerasi e da proteine simili adomst (89) ed il grado di
superavvolgimento pud regolare I'espressione geni@d; 91). Come diversi
cambiamenti ambientali possono avere effetto suéayvolgimento di DNA genomici
di E. coli, é stato suggerito che variazioni del superavuodgito del DNA siano un
meccanismo tramite il quale gli stimoli esterni $m$ essere comunicati al
macchinario trascrizionale.

Un lavoro recente (92) mostra che il 7% dei gentdcoli sono influenzati dal
superavvolgimento del DNA ed i geni influenzati sofunzionalmente differenti,
indicando che il superavvolgimento puo trasmetiafermazioni ambientali a molti
network regolatori. Inoltre, mutazioni selezionattraverso la selezione in vitro di
batteri adattatisi ad un ambiente periodicamenteqmodi nutrienti sono state trovate a

carico di geni che regolano il superavvolgimentb@MEA in E. coli. Cioindicache la
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regolazione del superavvolgimento € un bersaglita d®lezione in esperimenti di
adattamento all’evoluzione (93).

A guesto punto, abbiamo cercato di definire il/iccenismi molecolari attraverso
cui Topl esercita la regolazione della trascriziodi effetti di Topl riportati
sull’espressione genica globale in lievito possesgere una conseguenza diretta oppure
un effetto secondario dell’attivita di Topl. Nonsp@mo escludere la possibilita che gl
effetti di Topl sulla crescita cellulare e sui llvdi trascritti specifici siano secondari e
successivi ad altre attivita enzimatiche.

A favore di quest’ultima ipotesi, c’'é I'osservazeohe, sebbene Topl non alteri i
livelli di trascritto delle proteine Sir e delle feoole istoniche in generale, gli enzimi
NPT1 e PNC1, cruciali nel percorso di recuperoNi&D+, subiscono un aumento in
presenza di Topl. Il percorso di recupero del NAD#na via metabolica presente nelle
cellule che serve a rigenerare il NAD+ consumattieddeacetilasi tra cui Sir2p.
L’aumento dell’'espressione genica di questi enzpotrebbe quindi evitare una
inibizione di Sir2p (deacetilasi) dovuta a una oaeedi Nptlp e Pnclp. Il fatto che
Sir2p possa funzionare in modo piu efficiente iag@nza di Topl potrebbe contribuire
alla repressione dei geni delle regioni telomeriengub-telomeriche che naturalmente
sono silenziate in lieviti cresciuti in condiziosttimali e attivate invece in condizioni di
stress per la cellula.
| risultati presentati, tuttavia, indicano che atmelcuni degli effetti trascrizionali sono
dovuti direttamente all’attivita dell’enzima. Abloi@ dimostrato, infatti, Topl wt e
Topl Y727F localizzano preferenzialmente su sitiageici specifici, tra i quali ci sono
le ripetizioni telomeriche, in accordo con quanfmrtato in precedenza relativamente
alla localizzazione di topl sui telomeri di cellulmane (63). Inoltre, il legame di Topl
wt e Topl Y727F e stato rilevato anche in altii g&nomici, quali i siti NTS1 e NTS2
che appartengono a regioni regolatorie non traeati¢i geni per il DNA ribosomale, in
accordo con il fatto che tali regioni erano giaestadividuate come siti di legame e di
taglio da parte di Topl (52). Anche la Topl gen@nfasa al TAP (figura 66), & stata
localizzata sulle ripetizioni del DNA telomericay accordo con i risultati gia visti nel
ceppo diS. cerevisiag@recedentemente indagato ed indicando che Topfiranas sito

di legame preferenziale per le terminazioni cromauisbe.
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Abbiamo dimostrato che Topl e cataliticamente attiaelle ripetizioni
telomeriche in lievito. L’attivita enzimatica in#mza fortemente le modificazioni
istoniche lungo la sequenza telomerica analizzatguanto I'acetilazione relativa alle
lisine 5, 8, 12 e 16 dell'istone H4 & sensibilmendotta da Topl wt in quasi tutte le
posizioni telomeriche analizzate, rispetto allenai Topl inattivo e all’assenza
dell'enzima stesso. Una riduzione della tetra-éaatine di H4 e stata osservata anche
ai siti regolatori del rDNA NTS1 e NTS2, in accorcan i dati pubblicati sugli effetti di
Topl sulle lisine 12 e 16 in queste regioni (54jvelli di tetra-acetilazione di H4 sono
molto simili, invece, negli altri loci genomici amwati confrontando cellule che
esprimono Topl wt, mutata o in assenza dell’enzinthgando che I'effetto di Topl wt
sull’acetilazione dell'istone e specifico delle i@y subtelomeriche e dei siti
ribosomali. Piu specificamente, anche l'acetilagiatella lisina 16 sull'istone H4,
bersaglio della deacetilasi Sir2 e dell’acetileasd e ridotta da Topl wt. Topl potrebbe
essere coinvolta in meccanismi di regolazione dshattura della cromatina in diverse
regioni genomiche, incluso il locus del DNA ribosalm (54).

L'acetilazione della lisina 16 sull'istone H4, abrdrario, € drasticamente
aumentata dall’enzima inattivo Y727F rispetto afanza dell'enzima. I mutante di
Topl aumenta di 2-3 volte i livelli di acetilaziomella regione subtelomerica del
cromosoma XIV: questi effetti di Topl Y727F indicarche lattivita enzimatica
potrebbe interferire con l'attivita deacetilasicguendi con il meccanismo del silencing
piu in generale.

Anche i livelli di reclutamento di Sir3 risultanm iparte alterati dall’attivita
enzimatica di Topl, nel senso che il reclutament8i8 aumenta da 1.5 a 2.0 volte
nelle regioni di confine delle ripetizioni telomelie, vicino alla regione in cui sono stati
osservati minori livelli di acetilazione della &l 16 su H4. La topl Y727F non ha
effetti sul reclutamento di Sir3 relativamenteadBenza dell’enzima.

Le due proteine, inoltre, hanno effetto differeig opposto sui livelli di di-
metilazione della lisina 4 sull'istone H3 nei sénalizzati sul telomero destro del
cromosoma XIlV, indicando un effetto dell’attivittnz2matica sito-specifica per il
telomero in quanto non si osservano effetti simélila regione regolatoria per ''DNA,
NTS2.
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| risultati descritti individuano un ruolo forte peTopl nella regolazione
dell’'espressione dei geni telomerici, che avvietteagerso un’interazione diretta di
Topl sulle ripetizioni telomeriche stesse e siizgal interferendo con il meccanismo di
regolazione delle modificazioni istoniche e cortdiecromatina SIR-dipendente delle
ripetizioni telomeriche.

In S. cerevisiagacetilazione e metilazione degli istoni sono emsde alla cromatina
attiva, e le proteine SIR legano preferenzialmeglie istoni non modificati. Di
conseguenza, la perdita delle modificazioni istbeiosservate con Topl wt potrebbe
favorire lo stato represso della cromatina per auata affinita con le proteine SIR,
come si pensa dall'incremento dei livelli di recupedi Sir3 su alcune regioni di
confine.

L’attivitd enzimatica di Topl potrebbe determinare legame specifico delle
proteine SIR nelle regioni subtelomeriche, aumedtdda loro effettiva concentrazione
e rafforzando il silencing ai normali loci silentzialn maniera inversa, la mutazione
dell'attivita catalitica potrebbe aumentare le nficdizioni istoniche dei loci
normalmente silenti e prevenire I'associazione edelIR. Secondo questa ipotesi,
dunque, l'attivita di Topl sulla regolazione trasicnale dei geni telomerici si potrebbe
realizzare attraverso il meccanismo di ridistrilonz delle proteine SIR.

La funzione della cromatina silenziata € quellaptkvenire la trascrizione, ma,
sorprendentemente, ben poco € conosciuto rigudfésadto meccanismo con cui la
cromatina silenziata blocca la trascrizione. La giagparte dei modelli propongono
che la struttura compatta di “cromatina-complessi iSibisca I'associazione di RNA
Polll con il DNA a causa di un meccanismo di ingomsterico. Tuttavia, nella regione
di HMR, la TATA binding protein (TBP) e RNA Pollloso entrambe presenti alla
regione promotrice anche quando il gene é silemZi@4). Del resto, componenti del
complesso di preinizio sono associati al promo@Y&1 represso is. cerevisiag9b)

e con promotori di geni di Drosophila repressi datgine del gruppo policomb (96).

Questi risultati sono coerenti con lipotesi chepleteine SIR blocchino uno step
successivo alla formazione del complesso di priginMolti sono gli step regolabili nel
processo di trascrizione, dall’assemblaggio delmesso di preinizio alla formazione
del complesso aperto, dalla disponibilita del preana@ll’elongazione, e per molti di

essi gia e noto il coinvolgimento diretto di Topl.
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Le proteine SIR potrebbero inibire la trascrizidnemolti modi: attraverso la
deacetilazione di un fattore di trascrizione, reludone I'attivitd, oppure, attraverso
I'alterazione delle proprieta dei nucleosomi in mdadle da bloccare la disponibilita del
promotore o I'elongazione. Il legame delle prote8iR al nucleosoma potrebbe rendere
la struttura molto piu rigida e meno capace di segucambiamenti conformazionali
necessari per la trascrizione, inclusi i riarranggati strutturali, gli spostamenti del
dimero H2A-H2B, o gli spostamenti dell'intero nuat®ma.

D’altro canto, l'influenza di Topl sulle modificami istoniche potrebbe passare
per l'interazione della proteina con altri enzinfiecmodificano gli istoni, come per
Top2 umana per la quale é stata dimostrata I'inter& con altre deacetilasi istoniche
(97), per cui I'effetto di ridistibuzione delle Sipbtrebbe essere un effetto successivo a
gueste interazioni. Poco, dunque, &€ ancora chiatatitamente al meccanismo
attraverso cui Topl e coinvolta regolazione del&sdrizioneassociataal silencing
telomerico.

Tuttavia, l'identificazione di una nuova funzioneolecolare per Topl é
particolarmente rilevante, insieme alle consegueredulari e farmacologiche
dell'inibizione di tale funzione, alla luce del fatche la proteina € over-espressa in
molte cellule tumorali umane (98) ed i risultati gportati suggeriscono che essa possa
favorire la proliferazione cellulare attraverso aumnentata efficienza del programma

trascrizionale e contribuendo alla stabilita dereeri.
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Tabella A. Geni di Saccharomyces cerevisiae up regolati da Topl Wi.

Gene

Common
Name

Fold
Chang
e

P-value

Description

YNLO31C

HHT2

6.4

0

One of two identical histone H3 proteins (see atfdT1); core

histone required for chromatin assembly, involvedn| i
heterochromatin-mediated telomeric and HM silencirgulated by
acetylation, methylation, and mitotic phosphoryati

YLR339C

YLR339C

5.91 0

hypothetical protein; open reading frame overlapers of essential
RPPO gene encoding a component of the ribosome

YNL190W

YNL190W

5.21

2.61E-04

hypothetical protein

YLR355C

ILV5

4.98

0

Acetohydroxyacid reductoisomerase, mitochondrialtgin involved
in branched-chain amino acid biosynthesis, alsouired for
maintenance of wild-type mitochondrial DNA

YBRO10OW

HHTL

4.87

0.04

One of two identical histone H3 proteins (see atf#dT2); core

histone required for chromatin assembly, involvedn| i
heterochromatin-mediated telomeric and HM silencirgulated by
acetylation, methylation, and mitotic phosphorylati

YERO043C

SAH1

4.78

7.35E-06

S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase, catabolizeadehosyl-L-
homocysteine which is formed after donation of disévated methy
group of S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) to anegtor

YHLO15W

RPS20

4.3¢

b 2.39E-09

Protein component of the small (40S) ribosomal sitbu
overproduction suppresses mutations affecting RNKrperase ll-
dependent transcription; has similarity to E. c®li0 and rat S2p
ribosomal proteins

YGL256W

ADHA4

4.34

1.78E-10

Alcohol dehydrogenase type IV, dimeric enzyme destraed to be
zinc-dependent despite sequence similarity to activated alcoha|
dehydrogenases; transcription is induced in respots zinc
deficiency; alcohol dehydrogenase isoenzyme IV

YML123C

PHO84

4.31

2.30E-10

High-affinity inorganic phosphate (Pi) transporemd low-affinity
manganese transporter; regulated by Pho4p and ;Sptdgation
confers resistance to arsenate; exit from the ERngumaturation
requires Pho86p

YBR196C

PGI1

3.98

Glycolytic enzyme phosphoglucose isomerase, catalyzhe
interconversion of glucose-6-phosphate and fruefephosphate)
required for cell cycle progression and completi@i the
gluconeogenic events of sporulation

YPRO80OW

TEF1

3.9]

Translational elongation factor EF-1 alpha; alscosied by TEF2}
functions in the binding reaction of aminoacyl-tRNAA-tRNA) to
ribosomes

YBRO39W

ATP3

0.02

Gamma subunit of the F1 sector of mitochondrial GFL&TP
synthase, which is a large, evolutionarily conseérgazyme comple
required for ATP synthesis

X

YNLOG66W

SUN4

3.85

5.46E-08

Cell wall protein related to glucanases, possiblived in cell wall
septation; member of the SUN family

YGLO54C

ERV14

3.79

0.03

Protein localized to COPIl-coated vesicles, involved vesicle
formation and incorporation of specific secretoaygo; required fo
the delivery of bud-site selection protein AxI2pcill surface; related
to Drosophila cornichon

YMR120C

ADE17

3.75

0.02

Enzyme of 'de novo' purine biosynthesis containingth 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide tramsfdase and
inosine  monophosphate cyclohydrolase activitiespzyime of
Adel6p; adel6 adel7 mutants require adenine atidimés

YBRO97W

VPS15

3.64

b 8.57E-04

Myristoylated serine/threonine protein kinase iweadl in vacuolal
protein sorting; functions as a membrane-associatadplex with
Vps34p; active form recruits Vps34p to the Golgi mbeane;
interacts with the GDP-bound form of Gpalp

YNLO52W

COX5A

3.62

3.58E-06

Subunit Va of cytochrome ¢ oxidase, which is threnteal member of
the mitochondrial inner membrane electron transpcohain;
predominantly expressed during aerobic growth witdésoform Vb
(Cox5Bp) is expressed during anaerobic growth

YLR295C

ATP14

3.54

6.71E-04

Subunit h of the FO sector of mitochondrial F1IFOPASynthase,
which is a large, evolutionarily conserved enzyreplex required
for ATP synthesis
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YPL135W

ISU1

Conserved protein of the mitochondrial matrix, perfe a scaffolding
function during assembly of iron-sulfur clustensteracts physicall
and functionally with yeast frataxin (Yfhlp); isigu2 double mutant
is inviable

YCRO024C-A

PMP1

3.52 3.51E-04

Small single-membrane span proteolipid that fumdtias a regulatony
subunit of the plasma membrane H(+)-ATPase Pmaitmsf unique
helix and positively charged cytoplasmic domainttig able ta
specifically segregate phosphatidylserines

YDR210W

YDR210W

3.47 0.03

Protein of unknown function; green fluorescent pit(GFP)-fusior
protein localizes to the cell periphery

YLR180W

SAM1

3.39 0.01

S-adenosylmethionine synthetase, catalyzes tran$fédre adenosyl
group of ATP to the sulfur atom of methionine; ooé two
differentially regulated isozymes (Samlp and Sam2p)

YMRO095C

SNO1

3.3¢ 1.35E-04

Protein of unconfirmed function, involved in pyrkine metabolism
expression is induced during stationary phase; gomn putative
glutamine amidotransferase complex with Snzlp, Bitlhlp serving
as the glutaminase

YDLO15C

TSC13

3.36 6.63E-04

Enoyl reductase that catalyzes the last step ih epde of very long
chain fatty acid elongation, localizes to the ERyhly enriched in &
structure marking nuclear-vacuolar junctions, coimoprecipitates
with elongases Fenlp and Sur4p

YBLO30C

PET9

Major ADP/ATP carrier of the mitochondrial inner mbrane,
exchanges cytosolic ADP for mitochondrially synihed ATP;
required for viability in many common lab strairenying a mutation
in the polymorphic SAL1 gene

YGR155W

CYS4

3.3 4.14E-07]

Cystathionine beta-synthase, catalyzes the systledsiystathionine
from serine and homocysteine, the first committegbp 9n cysteine
biosynthesis

YPR191W

QCR2

3 0.03

Subunit 2 of the ubiquinol cytochrome-c reductasmglex, which ig
a component of the mitochondrial inner membraneteda transport
chain; transcription is regulated by Haplp, Hap2p8p, and heme

YDR281C

PHM6

Protein of unknown function, expression is reguaby phosphat
levels

1%

YERO062C

HOR2

3.26 0.01

One of two redundant DL-glycerol-3-phosphatases (RBRP1
encodes the other) involved in glycerol biosynthiesnduced ir
response to hyperosmotic stress and oxidativessteesl during th
diauxic transition

w

YNL160W

YGP1

Cell wall-related secretory glycoprotein; induced bwtrient
deprivation-associated growth arrest and upon entcy stationary
phase; may be involved in adaptation prior to stetiy phase entry;
has similarity to Sps100p

YLRO41W

YLRO41W

3.2 0.02

Dubious open reading frame unlikely to encode agimo based on
available experimental and comparative sequence; dadrtially
overlaps the uncharacterized ORF YLR040C

YBR296C

PHO89

3.1

Na+/Pi cotransporter, active in early growth phasenilar to
phosphate transporters of Neurospora crassa; tiptise regulated
by inorganic phosphate concentrations and Pho4p

YJLOO4C

SYS1

3.1

Integral membrane protein of the Golgi required tingeting of the
Arf-like GTPase Arl3p to the Golgi; multicopy sugssor of ypt§
null mutation

YJR070C

LIA1

3.18

1.29E-06

Deoxyhypusine  hydroxylase, a HEAT-repeat containing

metalloenzyme that catalyses hypusine formationgddito and i$
required for the modification of Hyp2p (elF5A); cplaments S
pombe mmd1 mutants defective in mitochondrial parsing

YKLO67W

YNK1

3.18

3.34E-05

Nucleoside diphosphate kinase, catalyzes the @ansf gamms
phosphates from nucleoside triphosphates, usudlR, Ao nucleoside
diphosphates by a mechanism that involves formatafn an
autophosphorylated enzyme intermediate

YPR170C

YPR170C

3.1

8 0.01

hypothetical protein

YLRO93C

NYV1

3.14

0.01

v-SNARE component of the vacuolar SNARE complex iagdlin
vesicle fusion; inhibits ATP-dependent Ca(2+) trambspactivity of
Pmclp in the vacuolar membrane

YPRO28W

YOP1

3.1

B 1.50E-04

Membrane protein that interacts with Yiplp to méslimmembrane
traffic; overexpression results in cell death amgtuanulation of
internal cell membranes; regulates vesicular taffistressed cells
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YFLO37W

TUB2

3.1

0.01

Beta-tubulin; associates with alpha-tubulin (Tublyd arub3p) ta
form tubulin dimer, which polymerizes to form mitubules

YBR224W

YBR224W

3.04

0.01

hypothetical protein

YJLO12C

VTC4

3.07

7.63E-06)

Vacuolar membrane protein involved in vacuolar pblysphate
accumulation; functions as a regulator of vacuothr-ATPase
activity and vacuolar transporter chaperones; weal in non-
autophagic vacuolar fusion

YBR118W

TEF2

3.06

1.21E-06

Translational elongation factor EF-1 alpha; alscosied by TEF1}
functions in the binding reaction of aminoacyl-tRNAA-tRNA) to
ribosomes

YGL040C

HEM2

3.03

9.41E-05

Delta-aminolevulinate dehydratase, a homo-octamegitzyme,
catalyzes the conversion of delta-aminolevulinic idacto
porphobilinogen, the second step in the heme bibsyic pathway
localizes to both the cytoplasm and nucleus

YLR230W

YLR230W

3.02

8.70E-04

hypothetical protein; open reading frame overlapens of essential
CDC42 gene encoding a small Rho-like GTPase essefuigl
establishment and maintenance of cell polarity

YKR065C

PAM17

Presequence translocase-associated motor sulemuired for stabl
complex formation between cochaperones Paml6p ardl®p,
promotes association of Paml6p-Paml18p with the epgtesice
translocase

N7

YGR233C

PHO81

0.01

Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor, regulatdso80p-Pho85p
and Pcl7p-Pho85p cyclin-CDK complexes in responsphtosphate
levels; required for derepression of PHOS5; tramsicmally regulated
by Pho4p and Pho2p

YGL187C

COX4

0.05

Subunit IV of cytochrome ¢ oxidase, which is thertimal member of
the mitochondrial inner membrane electron transpdrain; N-
terminal 25 residues of precursor are cleaved duniitochondria
import

YJLO34W

KAR2

2.99

ATPase involved in protein import into the ER, algots as &
chaperone to mediate protein folding in the ER aag piay a role i
ER export of soluble proteins; regulates the unfblpetein respons
via interaction with Irelp

YDR417C

YDR417C

2.9

)

1.35E-05

hypothetical protein

YHR143W

DSE2

2.9¢

)

0.02

Daughter cell-specific secreted protein with simifijato glucanases,

degrades cell wall from the daughter side causmgytter to separate

from mother; expression is repressed by cAMP

YNLO57W

YNLO57W

2.89

0.02

hypothetical protein

YBRO0O36C

CSG2

2.8

3

0.04

Endoplasmic  reticulum membrane protein, required r
mannosylation of inositolphosphorylceramide anddmwth at high
calcium concentrations

YORO045W

TOM6

2.8§

2.65E-04

Component of the TOM (translocase of outer membraoe)plex
responsible for recognition and initial import sepfor all
mitochondrially directed proteins; promotes assgnalld stability of
the TOM complex

YLR134W

PDC5

2.84

6.89E-04

Minor isoform of pyruvate decarboxylase, key enzyimealcoholic
fermentation, decarboxylates pyruvate to acetaldehyegulation i$
glucose- and ethanol-dependent, repressed by tigarmvolved in
amino acid catabolism

YOLO58W

ARG1

2.81

0.01

Arginosuccinate synthetase, catalyzes the formatioh L-
argininosuccinate from citrulline and L-aspartate the argining
biosynthesis pathway; potential Cdc28p substrate

YCRO004C

YCP4

2.7

3

4.75E-04

Protein of unknown function, has sequence and tsiralcsimilarity to
flavodoxins; green fluorescent protein (GFP)-fusmotein localizes
to the cytoplasm in a punctate pattern

YNRO36C

YNRO36C

2.7¢

0

Putative mitochondrial ribosomal protein of the #nsabunit, has
similarity to E. coli and human mitochondrial Sif2osomal proteins

YLR395C

COX8

2.74

8.10E-04

Subunit VIII of cytochrome ¢ oxidase, which is tleeminal membef
of the mitochondrial inner membrane electron transphain

YOR146W

YOR146W

2.7¢

0.03

hypothetical protein; open reading frame overlaperns of essential
PNO1 gene required for pre-18S rRNA processing

YERO091C

MET6

2.74

6.29E-05)

Cobalamin-independent methionine synthase, invoimezimino acid
biosynthesis; requires a minimum of two glutamates the
methyltetrahydrofolate substrate, similar to baatenetE homologs

YGL258W

VEL1

2.73

Protein of unknown function; highly induced in zdepleted
conditions and has increased expression in NAPgtidalmutants
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YDL232W OST4 2.73 0.01| Subunit of the oligosaccharyltransferase complexhef ER lumen
which catalyzes protein asparagine-linked glycasyta type |
membrane protein required for incorporation of @st8 Ost6p intd
the OST complex

YBR0O54W YRO2 2.73 0.02| Putative plasma membrane protein of unknown functio
transcriptionally regulated by Haalp; green fluoesd protein
(GFP)-fusion protein localizes to the cell periphand bud

YNL122C YNL122C 2.73 0.02| Putative protein of unknown function; green flua@st protein
(GFP)-fusion protein localizes to mitochondria; YNI2C is not ar
essential gene

YBL045C COR1 2.72 0| Core subunit of the ubiquinol-cytochrome ¢ reductesplex (bcl
complex), which is a component of the mitochondnaker membran
electron transport chain

1%

YPLO19C VTC3 2.71 1.64E-04) Vacuolar membrane protein involved in vacuolar pblysphate
accumulation; functions as a regulator of vacuothr-ATPase
activity and vacuolar transporter chaperones; weal in non-
autophagic vacuolar fusion

YLLO44W YLLO44W 271 0.05| Dubious open reading frame unlikely to encode aeimo based on
available experimental and comparative sequence; dadrtially
overlaps verified gene RPL8

YDLO04W ATP16 2.69 0.01| Delta subunit of the central stalk of mitochondriglFO ATP
synthase, which is a large, evolutionarily consérgazyme complex
required for ATP synthesis

YMR116C ASC1 2.64 0.01| WD repeat protein (G-beta like protein) involved iranslation
regulation; required for repression of Gen4p attiin the absence ¢
amino-acid starvation; core component of the ribosoortholog of
mammalian RACK1

=

YER178W PDA1 2.68 1.80E-05| E1 alpha subunit of the pyruvate dehydrogenase {P&diplex,
catalyzes the direct oxidative decarboxylation pfupate to acetyl
CoA, regulated by glucose

YBR151W APD1 2.68 1.40E-04 Protein of unknown function, required for normatatization of actin
patches and for normal tolerance of sodium ions agdrogen
peroxide; localizes to both cytoplasm and nucleus

YPR110C RPC40 2.68 0.01| RNA polymerase subunit, common to RNA polymerased! iin

YNL111C CYB5 2.67| 7.55E-04| Cytochrome b5, involved in the sterol and lipid dyiothesis
pathways; required for sterol C5-6 and fatty acisatigration

YKL137W YKL137W 2.67 0.01| Putative protein of unknown function; mutation hésun growth
defect on a non-fermentable (respiratory) carbamco

YOR122C PFY1 2.66 9.62E-04| Profilin, actin- and phosphatidylinositol 4,5-big@phate-binding

protein, plays a role in cytoskeleton organizati@guired for normall
timing of actin polymerization in response to thafstress; localizes
to plasma membrane and cytosol

YPL187W MF(ALPHA 2.66 0.03| Mating pheromone alpha-factor, made by alpha ceitgracts with
)1 mating type a cells to induce cell cycle arrest atlter response
leading to mating; also encoded by MF(ALPHA)2, altgh
MF(ALPHA)1 produces most alpha-factor

(72]

YPL095C EEB1 2.65 9.02E-04| Acyl-coenzymeA:ethanol O-acyltransferase respoadiot the majo
part of medium-chain fatty acid ethyl ester biosgsis during
fermentation; possesses short chain esterasetgcthay be involved
in lipid metabolism and detoxification

YERO72W VTC1 2.63 0.01| Vacuolar transporter chaperon (VTC) involved in mlistting V-
ATPase and other membrane proteins; together wikieroVTC
proteins, forms a heterotetrameric complex thab@ates with the
SNARE Nyvlp and the VO sector of the V-ATPase

YOR117W RPT5 2.68 0.03| One of six ATPases of the 19S regulatory particfetree 26S
proteasome involved in the degradation of ubigatiéd substrates;
recruited to the GAL1-10 promoter region upon irtthre of
transcription

YNLO15W PBI2 2.61] 0 | Cytosolic inhibitor of vacuolar proteinase B, reguirfor efficient
vacuole inheritance; with thioredoxin forms protemmplex LMAL,
which assists in priming SNARE molecules and prasotacuole
fusion

YDR502C SAM2 2.61 1.89E-04| S-adenosylmethionine synthetase, catalyzes tran$fére adenosyl
group of ATP to the sulfur atom of methionine; ooé two
differentially regulated isozymes (Samlp and Sam2p)
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YOL007C

Csi2

2.61 0.01

Protein of unknown function; green fluorescent pit{GFP)- fusior
protein localizes to the mother side of the budkresed the vacuoleg;
YOLO007C is not an essential gene

YLR217W

YLR217W

2.61 0.05

Dubious open reading frame unlikely to encode aeimo based on
available experimental and comparative sequence; dadrtially
overlaps the verified gene CPR6

YPLOG61W

ALD6

2.6

3.59E-04

Cytosolic aldehyde dehydrogenase that is activéagdg2+ and
utilizes NADP+ as the preferred coenzyme; requifed the
conversion of acetaldehyde to acetate; constitiytivepressed

YLLO24C

SSA2

2.59 3.88E-05

ATP binding protein involved in protein folding awdcuolar impor
of proteins; member of heat shock protein 70 (HSPfZdnily;
associated with the chaperonin-containing T-compgegsent in the
cytoplasm, vacuolar membrane and cell wall

YBRO009C

HHF1

2.58 0

One of two identical histone H4 proteins (see a#idF2); core
histone required for chromatin assembly and chramesfunction;
contributes to telomeric silencing; N-terminal démanvolved in
maintaining genomic integrity

YMRO015C

ERG5

2.58 0

C-22 sterol desaturase, a cytochrome P450 enzyredteyzes the
formation of the C-22(23) double bond in the stesmle chain in
ergosterol biosynthesis; may be a target of azatiéuagal drugs

YORO008C

SLG1

25

Sensor-transducer of the stress-activated PKC1-MPKdase
pathway involved in maintenance of cell wall infggrinvolved in
organization of the actin cytoskeleton; secretoaghpray Wsclp is
required for the arrest of secretion response

YDRO77W

SED1

2.58 0.01

Major stress-induced structural GPl-cell wall glgootein in
stationary-phase cells, associates with translatb@somes, possib
role in mitochondrial genome maintenance; ORF costavo distinct
variable minisatellites

D

YNLO81C

SWS2

2.58 0.01

Putative mitochondrial ribosomal protein of the #nsabunit, has
similarity to E. coli S13 ribosomal protein

YDR377W

ATP17

Subunit f of the FO sector of mitochondrial F1FO FABynthase,
which is a large, evolutionarily conserved enzyrenplex required
for ATP synthesis

YOR240W

YOR240W

2.5]

[ 2.70E-04

Merged open reading frame, does not encode a thsetein;
YOR240W was originally annotated as an independd&,®ut wag
later demonstrated to be part of an adjacent ORFR239W, via g
+1 translational frameshift

YDR084C

TVP23

2.57 0.03

Integral membrane protein localized to late Gokgieles along with
the v-SNARE Tlg2p; green fluorescent protein (GRI®gidNn protein
localizes to the cytoplasm in a punctate pattern

YOR142W

LSC1

2.56 0.01

Alpha subunit of succinyl-CoA ligase, which is a @cihondrial
enzyme of the TCA cycle that catalyzes the nudiiestiepender
conversion of succinyl-CoA to succinate

—

YGR167W

CLC1

2.54 5.47E-04

Clathrin light chain, subunit of the major coat intinvolved in
intracellular protein transport and endocytosiguiht to regulate
clathrin function, two Clathrin heavy chains (CHC Iynfiothe clathrin
triskelion structural component

YILO10W

DOT5

2.53

0.05

Nuclear thiol peroxidase which functions as an lafiggdroperoxide
reductase during post-diauxic growth

YJRO77C

MIR1

2.572

Mitochondrial phosphate carrier, imports inorgapicosphate into
mitochondria; functionally redundant with Pic2p bubre abundant
than Pic2 under normal conditions

YOL080C

REX4

2.51]

0

Putative RNA exonuclease possibly involved in pre-fRdocessing
and ribosome assembly

YPL131W

RPL5

2.51

4.19E-04

Protein component of the large (60S) ribosomal gitbwith
similarity to E. coli L18 and rat L5 ribosomal peats; binds 5%
rRNA and is required for 60S subunit assembly

YFLO31W

HAC1

2.5

5.96E-04

bZIP transcription factor (ATF/CREB1 homolog) that uleges the
unfolded protein response, via UPRE binding, and bmange
biogenesis; ER stress-induced splicing pathwayzirtdi Irelp, Trilp
and Ada5p facilitates efficient Haclp synthesis

YJR045C

SSC1

b 0.01

Mitochondrial matrix ATPase that is a subunit oé thresequeng
translocase-associated protein import motor (PANM)Nolved in
protein translocation into the matrix and protedtding; member of
the heat shock protein 70 (HSP70) family

[¢)
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YNL307C

MCK1

2.48

0.01

Protein serine/threonine/tyrosine (dual-specifickinase involved in
control of chromosome segregation and in regulatmgry into
meiosis; related to mammalian glycogen synthaseskis of the
GSK-3 family

14

YJR121W

ATP2

2.48

0.05

Beta subunit of the F1 sector of mitochondrial FIAP synthase,
which is a large, evolutionarily conserved enzymelplex required
for ATP synthesis

YOR136W

IDH2

2.46

Subunit  of mitochondrial NAD(+)-dependent isocigrat
dehydrogenase, which catalyzes the oxidation dfiisde to alphat
ketoglutarate in the TCA cycle

YPRO35W

GLN1

2.44

0.01

Glutamine synthetase (GS), synthesizes glutamora §lutamate angd
ammonia; with Gltlp, forms the secondary pathway dtutamate
biosynthesis from ammonia; expression regulateditrpgen source
and by amino acid limitation

YPL239W

YAR1

2.45

3.58E-04

Cytoplasmic ankyrin-repeat containing protein okmmwn function,
proposed to link the processes of 40S ribosomalirstitbiogenesis
and adaptation to osmotic and oxidative stressressgon represse
by heat shock

o

YOLO71W

EMI5

2.44

0.02

Non-essential protein of unknown function requiretbr
transcriptional induction of the early meiotic-sifiectranscription
factor IME1, also required for sporulation

YBR221C

PDB1

2.43

E1l beta subunit of the pyruvate dehydrogenase (PBdthplex,
which is an evolutionarily-conserved multi-prote&iomplex found in
mitochondria

YDRO33W

MRH1

2.43

Protein that localizes primarily to the plasma meanle, also found at
the nuclear envelope; has similarity to Hsp30p #draRp, which arg
induced during heat shock

YELO24W

RIP1

2.42

Ubiquinol-cytochrome-c reductase, a Rieske ironesyffotein of the
mitochondrial cytochrome bcl complex; transfersctetms from
ubiquinol to cytochrome c1 during respiration

YLROO8C

PAM18

2.42

Constituent of the mitochondrial import motor asated with the
presequence translocase, along with Ssclp, Timé4gelp, and
Pami16p; stimulates the ATPase activity of Ssclp dive
mitochondrial import; contains a J domain

YOR157C

PUP1

2.4

o

0.01

Endopeptidase with trypsin-like activity that cleavafter basic
residues; beta-type subunit of 20S proteasome syized as a
proprotein before being proteolytically processed dssembly int
20S particle; human homolog is subunit Z

YDR298C

ATPS

2.42

0.03

Subunit 5 of the stator stalk of mitochondrial FLAUP synthase,
which is a large, evolutionarily conserved enzymelplex required
for ATP synthesis; homologous to bovine subunit ®§aligomycin
sensitivity-conferring protein)

YKL196C

YKT6

2.41

0.02

Vesicle membrane protein (v-SNARE) with acyltranager activity;
involved in trafficking to and within the Golgi, dacytic trafficking
to the vacuole, and vacuolar fusion; membrane ipatabn due tq
prenylation at the carboxy-terminus

YALOOSC

SSAl

2.39

ATPase involved in protein folding and nuclear logion signal
(NLS)-directed nuclear transport; member of heatckhprotein 7Q
(HSP70) family; forms a chaperone complex with Ydjlbcalized tg
the nucleus, cytoplasm, and cell wall

YNL131W

TOM22

2.39

Component of the TOM (translocase of outer membraoe)plex
responsible for initial import of mitochondriallyrdcted proteins; act
as a receptor for precursor proteins and mediatesaiction betweep
the TOM and TIM complexes

7]

YDR188W

CCT6

2.38

2.16E-04

Subunit of the cytosolic chaperonin Cct ring complesiated tg
Tcplp, essential protein that is required for tbgeanbly of actin angd
tubulins in vivo; contains an ATP-binding motif

YPR149W

NCE102

2.3f

0.01

Protein of unknown function; contains transmembrat@nains;
involved in secretion of proteins that lack claakisecretory sign4l
sequences; component of the detergent-insolubkeliyd-enriched
complexes (DIGS)

YMR200W

ROT1

2.37

0.02

Essential ER membrane protein; may be involved atgim folding;
mutation causes defects in cell wall synthesis amdlysis of
autophagic bodies, suppresses tor2 mutations, sngrithetically
lethal with kar2-1 and with rot2 mutations
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YNLO55C

POR1

2.34

0.01

Mitochondrial porin (voltage-dependent anion chdnneouter
membrane protein required for the maintenance dbahondrial
osmotic stability and mitochondrial membrane pefoilggn

YLR286C

CTS1

2.34

2.08E-04

Endochitinase, required for cell separation afteritosis;
transcriptional activation during late G and eavlycell cycle phase
is mediated by transcription factor Ace2p

L)

YPR176C

BET2

2.34

b 0.02

Beta subunit of Type Il geranylgeranyltransferasgquied for

vesicular transport between the endoplasmic retiaudnd the Golgi|

provides a membrane attachment moiety to Rab-likéeprs Yptlp
and Sec4p

YDR345C

HXT3

2.34

0.01

Low affinity glucose transporter of the major féteitor superfamily
expression is induced in low or high glucose coodg

YKLO63C

YKLO63C

2.33

0.05

Putative protein of unknown function; green flua@®t protein
(GFP)-fusion protein localizes to the Golgi

YGRO037C

ACB1

2.37

Acyl-CoA-binding protein, transports newly synthesizacyl-CoA
esters from fatty acid synthetase (Faslp-Fas2p)adgl-CoA-
consuming processes

YGLO02W

ERP6

2.32

0.01

Protein with similarity to Emp24p and Erv25p, memibé the p24
family involved in ER to Golgi transport

YOR204W

DED1

2.37

0.01

ATP-dependent DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)-box RNA helieg]
required for translation initiation of all yeast mR#&! mutations ir
human DEAD-box DBY are a frequent cause of maleriitify

YKLO13C

ARC19

2.32

0.02

Subunit of the ARP2/3 complex, which is required floe motility
and integrity of cortical actin patches

YLR304C

ACO1

2.3

0.02

Aconitase, required for the tricarboxylic acid (TCéycle and als
independently required for mitochondrial genome nt@iance
component of the mitochondrial nucleoid; mutatieads to glutamat
auxotrophy

D

YPL179W

PPQ1L

2.3

™

0.03

Putative protein serine/threonine phosphatase;mutition enhance
efficiency of translational suppressors

YJLO08C

CCT8

231

2.83E-04

Subunit of the cytosolic chaperonin Cct ring complesiated tg
Tcplp, required for the assembly of actin and timisuh vivo

YOR189W

IES4

2.31

0.04

Protein that associates with the INO80 chromatiageling comple
under low-salt conditions

YNLO96C

RPS7B

2.3

2.87E-04

Protein component of the small (40S) ribosomal sitbunearly

identical to Rps7Ap; interacts with Ktillp; deletiocause$

hypersensitivity to zymocin; has similarity to 1&f and Xenopus S
ribosomal proteins

D

[e¢)

YOR226C

ISU2

2.28

Conserved protein of the mitochondrial matrix, regdifor synthesi
of mitochondrial and cytosolic iron-sulfur protejnperforms g

scaffolding function in mitochondria during Fe/Sustler assembly;

isul isu2 double mutant is inviable

YPRO73C

LTP1

2.2

3 0.02

Protein phosphotyrosine phosphatase of unknownuleellrole;
activated by adenine

YPRO20W

ATP20

2.2]

[ 8.15E-04

Subunit g of the mitochondrial F1IFO ATP synthashicW is a large
enzyme complex required for ATP synthesis; assediahly with the
dimeric form of ATP synthase

YGLO37C

PNC1

([ 0.01

Nicotinamidase that converts nicotinamide to nitiotacid as part d
the NAD(+) salvage pathway, required for life spaxtension by
calorie restriction; PNC1 expression responds tokmabwn stimuli
that extend replicative life span

YILO21W

RPB3

2.27

0.01

RNA polymerase Il third largest subunit B44, partcehtral core
similar to prokaryotic alpha subunit

YDRO62W

LCB2

2.26

4.11E-04

Component of serine palmitoyltransferase, respomsiédbng with
Lcblp for the first committed step in sphingoligghthesis, which i
the condensation of serine with palmitoyl-CoA to nfor 3-
ketosphinganine

YLLO41C

SDH2

2.26

0.03

Iron-sulfur protein subunit of succinate dehydraggn (Sdhilp
Sdh2p, Sdh3p, Sdh4p), which couples the oxidatiosuacinate td
the transfer of electrons to ubiquinone

YPLO50C

MNN9

2.26

0.04

Subunit of Golgi mannosyltransferase complex alsmtaning
Anplp, Mnn10p, Mnnl1lp, and Hoclp that mediatesgatian of the
polysaccharide mannan backbone; forms a separatpler with
Vanlp that is also involved in backbone elongation

YJRO016C

ILV3

2.25

Dihydroxyacid dehydratase, catalyzes third stepthie commor

pathway leading to biosynthesis of branched-chaiima acids
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YOR311C HSD1 2.2% 0.01| Endoplasmic  reticulum  (ER)-resident membrane  protein
overproduction induces enlargement of ER-like membrstructures
and suppresses a temperature-sensitive slyl mutatio

YKL163W PIR3 2.25 0.04| O-glycosylated covalently-bound cell wall proteiequired for cel
wall stability; expression is cell cycle regulatpeaking in M/G1 and
also subject to regulation by the cell integrityhveay

YGL101W YGL101W 2.24 4.52E-04] hypothetical protein

YNLO85W MKT1 2.24 0.01| Protein that forms a complex with Pbplp that maydiate
posttranscriptional regulation of HO endonucleagesolved in
propagation of M2 dsRNA satellite of L-A virus

YDLO46W NPC2 2.24 0.03| Functional homolog of human NPC2/Hel, which is alesterol-
binding protein whose deficiency causes Niemanik-Ripe C2
disease involving retention of cholesterol in lysoes

YGL123W RPS2 2.28 0.01| Protein component of the small (40S) subunit, égseior control of
translational accuracy; has similarity to E. colb @&nd rat S2
ribosomal proteins

YNRO37C RSM19 2.28 0.04| Mitochondrial ribosomal protein of the small sultuhias similarity tg
E. coli S19 ribosomal protein

YNL248C RPA49 2.22 0 | RNA polymerase | subunit A49

YGRO033C TIM21 2.22 0.02| Constituent of the mitochondrial inner membrane ¢masnce

translocase (TIM23 complex); may regulate proteipart by binding
to both the translocase of the outer membrane (TCaAd
presequence-associated motor (PAM) complexes

YGRO044C RME1 2.21 0| Zinc finger protein involved in control of meiosiprevents meiosis
by repressing IME1 expression and promotes mitbgisactivating
CLN2 expression; directly repressed by al-a2 regylatediates cell
type control of sporulation

YLR359W ADE13 2.21 0 | Adenylosuccinate lyase, catalyzes two steps in'dbenovo' puring
nucleotide biosynthetic pathway

YLR300W EXG1 2.21 5.77E-04] Major exo-1,3-beta-glucanase of the cell wall, iwred in cell wall
beta-glucan assembly; exists as three differentigllycosylated
isoenzymes

YMR099C YMR099C 2.2 6.10E-04| Glucose-6-phosphate 1-epimerase (hexose-6-phosphai#rotase),

likely involved in carbohydrate metabolism; GFPifus protein
localizes to the nucleus and cytoplasm; mutantswshwreased
resistance to fluconazole

YER136W GDI1 2.2 0.01| GDP dissociation inhibitor, regulates vesicle iaffn secretory
pathways by regulating the dissociation of GDP frote
Sec4/Ypt/rab family of GTP binding proteins

YKLO77W YKLO77W 2.2 0.01| Putative protein of unknown function; green flu@@st protein
(GFP)-fusion protein localizes to the vacuole
YOL088C MPD2 2.2 0.01| Member of the protein disulfide isomerase (PDI) ifgmexhibits

chaperone activity; overexpression suppressesethality of a pdil
deletion but does not complement all Pdilp fun&joundergoes
oxidation by Erolp

YERO056C FCY2 2.2 0.03| Purine-cytosine permease, mediates purine (adegiuanine, and
hypoxanthine) and cytosine accumulation

YGL242C YGL242C 2.19 6.78E-04| Putative protein of unknown function; deletion mites viable

YIL116W HIS5 2.19 0.02| Histidinol-phosphate aminotransferase, catalyzesseéwventh step in

histidine biosynthesis; responsive to general abraf amino acid
biosynthesis; mutations cause histidine auxotroginy sensitivity tg
Cu, Co, and Ni salts

YGL100W SEH1 2.14 0.05| Nuclear pore protein that is part of the evolutidgaconserved
Nup84p complex (Nup84p, Nup85p, Nup120p, Nupl146d, sehlp)
homologous to Sec13p

YPR0O04C YPR004C 2.18 0 | Electron transfer flavoprotein complex subunit Edipha; contains a
FAD binding domain; interacts with YFH1, the yeasataxin
homolog

YOL092W YOL092W 2.18 0.01| hypothetical protein

YGLO76C RPL7A 2.17 0 | Protein component of the large (60S) ribosomal sitbwnearly

identical to Rpl7Bp and has similarity to E. coliQ&nd rat L7
ribosomal proteins; contains a conserved C-termMatleic acid
Binding Domain (NDB2)

YLR370C ARC18 2.17 0| Subunit of the ARP2/3 complex, which is required floe motility
and integrity of cortical actin patches
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YDR435C PPM1 2.17 8.24E-04| Carboxyl methyl transferase, methylates the C tersofithe protein
phosphatase 2A catalytic subunit (Pph21p or Pph2@gich is
important for complex formation with regulatory sutlits

YNL114C YNL114C 2.17 9.70E-04] hypothetical protein; open reading frame extengivelverlaps
essential RPC19 gene encoding an RNA polymerase gsubun
YERO21W RPN3 2.17 0.01| Essential, non-ATPase regulatory subunit of the p&easome lid,

similar to the p58 subunit of the human 26S pratees temperature
sensitive alleles cause metaphase arrest, suggestirole for the
proteasome in cell cycle control

YCR026C NPP1 2.1y 0.02| Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase fanmigmber;
mediates extracellular nucleotide phosphate hydi®lylong with
Npp2p and Phob5p; activity and expression enhancedngl
conditions of phosphate starvation

YLR354C TAL1 2.17 0.03| Transaldolase, enzyme in the non-oxidative pentpbesphate
pathway; converts sedoheptulose 7-phosphate amérglgehyde 3
phosphate to erythrose 4-phosphate and fructosm$éppate

YGL206C CHC1 2.17 0.04| Clathrin heavy chain, subunit of the major coat @irotinvolved in
intracellular protein transport and endocytosis) tveavy chains forr
the clathrin triskelion structural component; tight chain (CLC1) ig
thought to regulate function

=

YKLO68W NUP100 2.16 0.05| Subunit of the nuclear pore complex (NPC) that caliaed to both
sides of the pore; contains a repetitive GLFG ntbift interacts with
mRNA export factor Mex67p and with karyopherin K&p9
homologous to Nup116p

YGLO11C SCL1 2.15 0| Alpha subunit of the 20S core complex of the 268&tgasome
involved in the degradation of ubiquitinated susigs; essential fg
growth; detected in the mitochondria

=

YMR235C RNA1 2.15 8.74E-04| GTPase activating protein (GAP) for Gsplp, involviad nuclear
transport
YDR158W HOM2 2.15 0.01| Aspartic beta semi-aldehyde dehydrogenase, catatiieesecond step

in the common pathway for methionine and threoriiesynthesis
expression regulated by Gendp and the generalaaritiamino acid
synthesis

YALO38W CDC19 2.14 0.01| Pyruvate kinase, functions as a homotetramer inodygis to convert
phosphoenolpyruvate to pyruvate, the input for bierdTCA cycle)
or anaerobic (glucose fermentation) respiration

YJL167W ERG20 2.14 0.01| Farnesyl pyrophosphate synthetase, has both
dimethylallyltranstransferase and geranyltransfexase activities|
catalyzes the formation of C15 farnesyl pyrophosphatits for
isoprenoid and sterol biosynthesis

YMRO58W FET3 2.14 0.02| Ferro-O2-oxidoreductase required for high-affinitgn uptake and
involved in mediating resistance to copper ion ¢y belongs td
class of integral membrane multicopper oxidases

YLRO88W GAAl 2.14 0.05| Subunit of the GPI (glycosylphosphatidylinositotptein
transamidase complex, removes the GPIl-anchoringnakigand
attaches GPI to proteins in the ER

YGR175C ERG1 2.18 0| Squalene epoxidase, catalyzes the epoxidation wdlege to 2,3t
oxidosqualene; plays an essential role in the ¢egoishiosynthesis
pathway and is the specific target of the antiflinigag terbinafine

YHRO10W RPL27A 2.13 0| Protein component of the large (60S) ribosomal sitbwnearly
identical to Rpl27Bp and has similarity to rat L2@asomal protein

YOR196C LIPS 2.13 0.02| Protein involved in biosynthesis of the coenzynmmoili acid, has
similarity to E. coli lipoic acid synthase

YKL104C GFAl 2.12 0 | Glutamine-fructose-6-phosphate amidotransferasetalyzas the

formation of glucosamine-6-P and glutamate fronttivee-6-P and
glutamine in the first step of chitin biosynthesis

YDRO35W ARO3 2.12 0.02| 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate  (DAHBYynthase
catalyzes the first step in aromatic amino acidsymthesis and is
feedback-inhibited by phenylalanine or high concaian of tyrosine
or tryptophan

YNLO90OW RHO2 2.12 0.05| Non-essential small GTPase of the Rho/Rac subfaniilRas-like
proteins, involved in the establishment of cell gty and in
microtubule assembly

YNRO50C LYS9 2.11 0 | Saccharopine dehydrogenase (NADP+, L-glutamateifam
catalyzes the formation of saccharopine from alpménoadipate 6f
semialdehyde, which is the seventh step in lysinesymthesig
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pathway

YPR114W

YPR114W

211

hypothetical protein

YDRO088C

SLU7

2.11

0.01

RNA splicing factor, required for ATP-independentrtn of 2nd
catalytic step of spliceosomal RNA splicing; intesawith Prp18p
contains zinc knuckle domain

YDR328C

SKP1

211

0.01

Evolutionarily conserved kinetochore protein thatpart of multiple

protein complexes, including the SCF ubiquitin ligaomplex, the

CBF3 complex that binds centromeric DNA, and the RAMEplex
that regulates assembly of the V-ATPase

YGL140C

YGL140C

2.11

0.01

hypothetical protein

YOR150W

MRPL23

211

0.05

Mitochondrial ribosomal protein of the large suliuni

YNLO37C

IDH1

21

Subunit  of mitochondrial NAD(+)-dependent
dehydrogenase, which catalyzes the oxidation dfiisde to alphat
ketoglutarate in the TCA cycle

YORO061W

CKA2

2.1

Alpha' catalytic subunit of casein kinase 2, a Bar/protein kinase

with roles in cell growth and proliferation; the lbenzyme alsq
contains CKA1, CKB1 and CKB2, the many substrates de
transcription factors and all RNA polymerases

YOR128C

ADE2

2.1

0.02

Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalyzestep in the

‘de novo' purine nucleotide biosynthetic pathwagd rpigmen
accumulates in mutant cells deprived of adenine

YKL190W

CNB1

21

0.03

Calcineurin  B; the regulatory subunit of calcineyrina
Ca++/calmodulin-regulated protein phosphatase whielgulateg
Crzlp (a stress-response transcription factor),ather calcineurir
subunit is encoded by CNA1 and/or CMP1

YBR046C

ZTAl

2.1

0.04

Zeta-crystallin homolog, found in the cytoplasm amdcleus; has

similarity to E. coli quinone oxidoreductase and Homan zetal
crystallin, which has quinone oxidoreductase afstivi

YOR283W

YOR283W

2.1

0.04

hypothetical protein

YKL178C

STE3

2.09

0.01

Receptor for a factor receptor, transcribed in alpglis and require
for mating by alpha cells, couples to MAP kinassceale to mediat
pheromone response; ligand bound receptors arecgioded ang
recycled to the plasma membrane; GPCR

YBR159W

IFA38

2.09

0.02

Microsomal beta-keto-reductase; contains oleatporese element

(ORE) sequence in the promoter region; mutants é@xndauced
VLCFA synthesis, accumulate high levels of dihydtiegosine,
phytosphingosine and medium-chain ceramides.

YGL255W

ZRT1

2.09

0.03

High-affinity zinc transporter of the plasma memigaresponsibl
for the majority of zinc uptake; transcription isdiiced under low
zinc conditions by the Zap1p transcription factor

YLRO48W

RPSOB

2.09

0.03

Protein component of the small (40S) ribosomal sitbunearly
identical to RpsOAp; required for maturation of I&NA along with
RpsOAp; deletion of either RPSO gene reduces groatdy deletior
of both genes is lethal

YMRO96W

SNZ1

2.09

0.03

Protein involved in vitamin B6 biosynthesis; membém stationary
phase-induced gene family; coregulated with SN®1eracts with
Snolp and with Yhrl98p, perhaps as a multiproteimpiex
containing other Snz and Sno proteins

YGL253W

HXK2

2.09

0.05

Hexokinase isoenzyme 2 that catalyzes phosphaylatf glucose in
the cytosol; predominant hexokinase during growth glucose
functions in the nucleus to repress expression ¥KH and GLK1
and to induce expression of its own gene

YJL024C

APS3

2.08

Small subunit of the clathrin-associated adaptonglex AP-3, which
is involved in vacuolar protein sorting; relatedthe sigma subunit g
the mammalian clathrin AP-3 complex; suppressolos$ of casei
kinase 1 function

YDR343C

HXT6

2.08

0.01

High-affinity glucose transporter of the major faator superfamily,
nearly identical to Hxt7p, expressed at high bdsadls relative td
other HXTSs, repression of expression by high gleaegjuires SNF3

YDR245W

MNN10

2.08

0.02

Subunit of a Golgi mannosyltransferase complex aisataining
Anplp, Mnn9p, Mnnllp, and Hoclp that mediates elting of the
polysaccharide mannan backbone; membrane protein thef
mannosyltransferase family

YDR275W

BSC2

2.08

0.03

Protein of unknown function, ORF exhibits genomigaorization
compatible with a translational readthrough-depahdmode of
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expression

YPL178W

CBC2

2.08

0.03

Small subunit of the heterodimeric cap binding ctampthat alsg
contains Stolp, component of the spliceosomal cemenit complex
interacts with Npl3p, possibly to package mRNA fapart from the|
nucleus; contains an RNA-binding motif

YGR020C

VMA7

2.08

0.04

Subunit F of the eight-subunit V1 peripheral memralomain o
vacuolar H+-ATPase (V-ATPase), an electrogenicgrgump found
throughout the endomembrane system; required ékthdomain tg
assemble onto the vacuolar membrane

YDL212W

SHR3

Endoplasmic reticulum packaging chaperone, requiréar
incorporation of amino acid permeases into COPIltaba&esicles fo
transport to the cell surface

YKLOO3C

MRP17

Mitochondrial ribosomal protein of the small sukunMRP17
exhibits genetic interactions with PET122, encodin@OX3-specifig
translational activator

YLR421C

RPN13

Subunit of the 19S regulatory particle of the 26&gmsome lid

YJLOO3W

COX16

0.01

Mitochondrial inner membrane protein, required fBsembly o
cytochrome c oxidase

YMR243C

ZRC1

0.03

Vacuolar membrane zinc transporter, transports fzora the cytoso
into the vacuole for storage; also has a role $istance to zinc shogk
resulting from a sudden influx of zinc into the@ytasm

YBR043C

QDR3

2.04

0.01

Multidrug transporter required for resistance tangline, barban
cisplatin, and bleomycin; member of the major featibr superfamily
of transporters conferring multiple drug resista(d&S-MDR)

YFRO55W

IRC7

2.06

0.01

Putative cystathionine beta-lyase; involved in aappn homeostas
and sulfur metabolism; null mutant displays inceshdevels of
spontaneous Rad52 foci

7]

YHRO064C

SSZ1

2.0

0.02

Hsp70 protein that interacts with Zuolp (a DnaJ dlog) to form a
ribosome-associated complex that binds the ribosamehe Zuolg
subunit; also involved in pleiotropic drug resistanvia sequential
activation of PDR1 and PDR5; binds ATP

YBRO0S53C

YBR053C

2.0%

hypothetical protein

YMRO031C

YMRO031C

2.0

0.01

Putative protein of unknown function with similgrito YKLO50C
and USO1/YDLO58W; found in mitochondria; green fiescent
protein (GFP)-fusion protein localizes to the cyéem; YMR0O31C ig
not an essential gene

YGL148W

ARO2

2.05

0.04

[¢)

Bifunctional chorismate synthase and flavin redustasitalyzes th
conversion of 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphat®3$P) to form
chorismate, which is a precursor to aromatic araicids

YHR092C

HXT4

2.05

0.04

High-affinity glucose transporter of the major faator superfamily,
expression is induced by low levels of glucose mmtessed by hig
levels of glucose

=

YHR183W

GND1

2.04

6-phosphogluconate dehydrogenase (decarboxylatoagplyzes an
NADPH regenerating reaction in the pentose phosplipathway
required for growth on D-glucono-delta-lactone aahptation tg
oxidative stress

YHRO018C

ARG4

2.04

0.01

Argininosuccinate lyase, catalyzes the final steptlie arginine
biosynthesis pathway

YGR282C

BGL2

2.04

0.03

Endo-beta-1,3-glucanase, major protein of the wall, involved in
cell wall maintenance

YORO093C

YORO093C

2.0

0.03

hypothetical protein

YLR262C

YPT6

2.04

0.05

GTPase, Ras-like GTP binding protein involved in #eretory
pathway, required for fusion of endosome-derivedioles with the
late Golgi, maturation of the vacuolar carboxypegde Y; has
similarity to the human GTPase, Rab6

YCRO12W

PGK1

2.03

3-phosphoglycerate kinase, catalyzes transfer ofh-Bnergy
phosphoryl groups from the acyl phosphate of [,3-
bisphosphoglycerate to ADP to produce ATP; key amzyin
glycolysis and gluconeogenesis

YGR220C

MRPL9

2.03

0.01

Mitochondrial ribosomal protein of the large suliuni

YOR198C

BFR1

2.03

0.01

Component of mRNP complexes associated with polyoives;
implicated in secretion and nuclear segregatioritioopy suppresso
of BFA (Brefeldin A) sensitivity

=

YOR331C

YOR331C

2.08

0.01

hypothetical protein
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YPL198W

RPL7B

2.03

0.01

Protein component of the large (60S) ribosomal sitbwnearly
identical to Rpl7Ap and has similarity to E. colBQ and rat L7
ribosomal proteins; contains a conserved C-termMatleic acid
Binding Domain (NDB2)

YNL155W

YNL155W

2.02

0.01

hypothetical protein

YLR170C

APS1

2.02

0.03

Small subunit of the clathrin-associated adaptonmex AP-1, which
is involved in protein sorting at the trans-Golgtwork; homolog o
the sigma subunit of the mammalian clathrin AP-thplex

YDLO02C

NHP10

2.02

0.05

Protein related to mammalian high mobility grouptpmns; likely
component of the INO80 complex, which is an ATPafefent
chromatin-remodeling complex

YERO73W

ALDS

2.01

0.03

Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, involved égutation of
biosynthesis of electron transport chain componeatd acetat
formation; activated by K+; utilizes NADP+ as theaeferred
coenzyme; constitutively expressed

D

YER174C

GRX4

Hydroperoxide and superoxide-radical responsive taghione-
dependent oxidoreductase; monothiol glutaredoxiriesnily member
along with Grx3p and Grx5p; protects cells fromdative damage

YGR254W

ENO1

Enolase |, a phosphopyruvate hydratase that calyee conversio|
of 2-phosphoglycerate to phosphoenolpyruvate dugiggolysis and
the reverse reaction during gluconeogenesis; esijoress represse|
in response to glucose

=]

[=X

YGRO035C

YGRO035C

PS

0.01

Putative protein of unknown function, potential C8p2substrate;
transcription is activated by paralogous transimipfactors Yrmlg
and Yrrlp along with genes involved in multidrugistance

YGR132C

PHB1

DN

0.01

Subunit of the prohibitin complex (Phblp-Phb2p)l.2 MDa ring-
shaped inner mitochondrial membrane chaperonestabilizes newly
synthesized proteins; determinant of replicatife $ipan; involved in
mitochondrial segregation

YIR012W

SQT1

0.01

Essential protein involved in a late step of 60Ssomal subunit
assembly or modification; contains multiple WD rafse interact$
with Qsrlp in a two-hybrid assay

YGRO026W

YGRO26W

DN

0.02

Putative protein of unknown function; green flua@®t protein
(GFP)-fusion protein localizes to the cell peripher

YER120W

SCS2

1.99

Integral ER membrane protein that regulates phoggmtiohetabolism
via an interaction with the FFAT motif of Opilp,salinvolved in
telomeric silencing, disruption causes inositol @mwphy above 34
degrees C, VAP homolog

YJLO56C

ZAP1

1.99

-

Zinc-regulated transcription factor, binds to zihesponsive promotg
elements to induce transcription of certain gemethe presence (¢
zinc; regulates its own transcription; contains esevzinc-finger
domains

=

YNL100W

YNL100OW

1.99

Putative protein of unknown function; green flua@st protein
(GFP)-fusion protein localizes to mitochondria; YNIOW is not ar]
essential gene

YOR374W

ALD4

1.99

Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, required goowth on
ethanol and conversion of acetaldehyde to acetat@yity is K+
dependent; utilizes NADP+ or NAD+ equally as coeneg;
expression is glucose repressed

YJLOS3W

PEP8

1.99

0.01

Vacuolar protein sorting protein that forms parttbé multimeric
membrane-associated retromer complex along witl85jpsVps29p
Vpsl7p, and Vpsb5p; essential for endosome-to-Godgiograde
protein transport

YGR137W

YGR137W

1.99

0.03

hypothetical protein

YNRO61C

YNRO61C

1.99

0.03

hypothetical protein

YMR193C-A

YMR193C-
A

1.99

0.04

hypothetical protein

YILO43C

CBR1

1.98

Microsomal cytochrome b reductase, not essentralifability; also
detected in mitochondria

YJL124C

LSM1

1.98

Lsm (Like Sm) protein; forms heteroheptameric campl(with
Lsm2p, Lsm3p, Lsm4p, Lsm5p, Lsm6p, and Lsm7p) imedl in
degradation of cytoplasmic mRNAs

YMLO48W

GSF2

1.98

0.01

ER localized integral membrane protein that may mtensecretion
of certain hexose transporters, including Gal2ppived in glucose
dependent repression
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YERO065C

ICL1

1.98

0.02

Isocitrate lyase, catalyzes the formation of suateinand glyoxylat
from isocitrate, a key reaction of the glyoxylaiele; expression g
ICL1 is induced by growth on ethanol and repressediowth on
glucose

=

YLR357W

RSC2

1.98

0.03

One of 15 subunits of the 'Remodel the Structut@hosbmatin' (RSC
complex; required for expression of mid-late spatioh-specific
genes; involved in telomere maintenance

YML092C

PRES8

1.98

0.03

20S proteasome beta-type subunit

YPL159C

PET20

1.9

0.04

Protein required for respiratory growth and stapiliof the
mitochondrial genome

YOL154W

ZPS1

1.94

0.05

Putative GPl-anchored protein; transcription isuicet under lowy

zinc conditions, as mediated by the Zaplp transerigfactor, and a
alkaline pH

YDRO50C

TPI1

1.97

Triose phosphate isomerase, abundant glycolytiocyraaz mRNA
half-life is regulated by iron availability; tramfation is controlled by
activators Reblp, Gerlp, and Raplp through bindites $h the 5
non-coding region

YOLO10W

RCL1

1.97

0.01

RNA terminal phosphate cyclase-like protein involved rRNA
processing at sites AO, Al, and A2; does not pesdetectable RNA
cyclase activity

YDROO2W

YRB1

1.96

Ran GTpase binding protein; involved in nuclear @roimport and
RNA export, ubiquitin-mediated protein degradatiarring the cell
cycle; shuttles between the nucleus and cytoplasmessential
homolog of human RanBP1

YLR285W

NNT1

1.96

0.01

Putative nicotinamide N-methyltransferase, has & o rDNA
silencing and in lifespan determination

YMROO2W

MIC17

1.96

0.03

Putative protein of unknown function; green flua@®t protein
(GFP)-fusion protein localizes to the nucleus angomasm;
YMROO2W is not an essential gene

YDL236W

PHO13

1.96

0.05

Alkaline phosphatase specific for p-nitropheny! gbivate, involved
in dephosphorylation of histone II-A and casein

YDR397C

NCB2

1.95

Beta subunit of the NC2 dimeric histone-fold complegpresse
RNA polymerase Il transcription through binding tdBA and
inhibition of TFIIA and TFIIB; homologous to the Dsuibunit of the
mammalian NC2 (negative cofactor2)

YDR497C

ITR1

1.95

Myo-inositol transporter with strong similarity tthe minor myo-
inositol transporter Itr2p, member of the sugar nsporter
superfamily; expression is repressed by inositdl @mline via Opily
and derepressed via Ino2p and Ino4p

YPLO36W

PMA2

1.95

Plasma membrane H+-ATPase, isoform of Pmalp, imebln
pumping protons out of the cell; regulator of cyagmic pH and
plasma membrane potential

YOR335C

ALA1

1.95

0.01

Cytoplasmic alanyl-tRNA synthetase, required fortgiro synthesis;;

point mutation (cdc64-1 allele) causes cell cyctest at G1; lethality
of null mutation is functionally complemented bynn homolog

YGR181W

TIM13

1.94

0.02

Mitochondrial intermembrane space protein, formsoaplex with
TIm8p that mediates import and insertion of a stlugepolytopic
inner membrane proteins; may prevent aggregationinodming
proteins in a chaperone-like manner

YDRO41W

RSM10

1.94

0.04

Mitochondrial ribosomal protein of the small suldtuhias similarity tg
E. coli S10 ribosomal protein; essential for vidapilunlike most othe
mitoribosomal proteins

YFLO32W

YFLO32W

1.94

0.04

Dubious open reading frame unlikely to encode daemmp based o
available experimental and comparative sequence; dadrtially
overlaps the verified gene HAC1/YFLO31W; YFLO32W rist an
essential gene

YJLOO1W

PRE3

1.9

20S proteasome beta-type subunit, responsible leavage afte
acidic residues in peptides

YMRO038C

CCs1

1.9

Copper chaperone for superoxide dismutase Sodlmlved in
oxidative stress protection; Met-X-Cys-X2-Cys motifthin the N-
terminal portion is involved in insertion of coppeto Sodlp unde
conditions of copper deprivation

YOLO61W

PRS5

1.9

5-phospho-ribosyl-1(alpha)-pyrophosphate synthetdsgolved in
nucleotide, histidine, and tryptophan biosynthegsiag of a five
related enzymes, which are active as heteromulitnsemplexes

|

h
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YDR342C

HXT7

1.93

0.01

High-affinity glucose transporter of the major faator superfamily,
nearly identical to Hxt6p, expressed at high bdsadls relative td
other HXTs, expression repressed by high glucossde

YKL120W

OAC1

1.93

0.02

Mitochondrial inner membrane transporter, trangpartaloacetate
sulfate, and thiosulfate; member of the mitochaaldrarrier family

YOR176W

HEM15

1.93

0.02

Ferrochelatase, a mitochondrial inner membranesprotatalyzes th
insertion of ferrous iron into protoporphyrin e eighth and fing
step in the heme biosynthetic pathway; Yfhlp meditihe use of iro
by Hem15p

[£]

=)

YDLO53C

PBP4

1.93

0.04

Pbplp binding protein, interacts strongly with Raibinding protein
1 (Pbp1lp) in the yeast two-hybrid system; alsoradts with Lsm12j
in a copurification assay

YBR205W

KTR3

1.93

0.05

Putative alpha-1,2-mannosyltransferase involve®inand N-linked
protein glycosylation; member of the KRE2/MN
mannosyltransferase family

r

YDR361C

BCP1

1.9

0.05

Essential protein involved in nuclear export of Bsswhich is a lipid
kinase that generates phosphatidylinositol 4,5dphate and plays|
role in actin cytoskeleton organization and vesictlansport

YFLO38C

YPT1

1.92

Ras-like small GTPase, involved in the ER-to-Goltggpsof the
secretory pathway; complex formation with the Raboegsprotein
Mrs6p is required for prenylation of Yptlp by priot
geranylgeranyltransferase type Il (Bet2p-Bet4p)

YPRO74C

TKL1

1.92

0.01

Transketolase, similar to Tkl2p; catalyzes conwersbf xylulose-5-
phosphate and ribose-5-phosphate to sedoheptuipbesphate an
glyceraldehyde-3-phosphate in the pentose phospipathway;
needed for synthesis of aromatic amino acids

YDRO49W

YDRO0O49W

1.92

0.05

hypothetical protein

YNL252C

MRPL17

1.91

0.02

Mitochondrial ribosomal protein of the large suliuni

YOR247W

SRL1

1.91

0.04

Mannoprotein that exhibits a tight association witie cell wall,
required for cell wall stability in the absence GPl-anchoreg
mannoproteins; has a high serine-threonine contexpression i
induced in cell wall mutants

YPL112C

PEX25

1.9]

0.04

Peripheral peroxisomal membrane peroxin requiredhfe regulation
of peroxisome size and maintenance, recruits GTHRsglp to
peroxisomes, induced by oleate, interacts with Hoguaus proteir]
Pex27p

YBR149W

ARA1L

1.9

0.02

Large subunit of NADP+ dependent arabinose dehwdrage
involved in carbohydrate metabolism; small subisitnidentified

YMR105C

PGM2

0.03

Phosphoglucomutase, catalyzes the conversion frdutoge-1-
phosphate to glucose-6-phosphate, which is a key Bt hexosg
metabolism; functions as the acceptor for a Glcsphotransferase

D

YNL220W

ADE12

0.04

Adenylosuccinate synthase, catalyzes the first citt@dnstep in the
'de novo' biosynthesis of adenosine

h

YGL121C

GPG1

0.05

Proposed gamma subunit of the heterotrimeric Geprdbhat interact:
with the receptor Grplp; involved in regulation p$eudohypha
growth; requires Gpblp or Gpb2p to interact witha@p

YMRO022W

QRI8

1.9

0.05

Ubiquitin conjugating enzyme, involved in the ERs@dated proteif
degradation pathway; requires Cuelp for recruitmentthe ER
membrane; proposed to be involved in chromatinrabbe

n

YGL234W

ADES,7

1.89

0.01

Bifunctional enzyme of the 'de novo' purine nucldetbiosynthetig
pathway, contains aminoimidazole ribotide synthetasand
glycinamide ribotide synthetase activities

YLLO27W

ISA1

1.89

0.01

Mitochondrial matrix protein involved in biogenesikthe iron-sulfur
(Fe/S) cluster of Fe/S proteins, isal deletion eau$oss o
mitochondrial DNA and respiratory deficiency; defe reduces
growth on nonfermentable carbon sources

YNL153C

GIM3

1.89

0.01

Subunit of the heterohexameric cochaperone prefadmplex which
binds specifically to cytosolic chaperonin and $fens target protein
to it

[

YLR120C

YPS1

1.8¢

)

0.02

Aspartic protease, attached to the plasma membraiae a
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor

YLR208W

SEC13

1.8

0.02

Component of both the Nup84 nuclear pore sub-comgtek of the
COPIl complex (Sarlp, Secl3p, Secl6p, Sec23p, Se&B1lp
Sfh2p, and Sfb3p) which is important for the forimatof ER to
Golgi transport vesicles

YPL107W

YPL107W

1.84

0.05

hypothetical protein
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YIL133C

RPL16A

1.88

0.01

N-terminally acetylated protein component of thegéa (60S
ribosomal subunit, binds to 5.8 S rRNA; has sintijai® Rpl16Bp, E
coli L13 and rat L13a ribosomal proteins; transioipally regulated
by Raplp

YOR304C-A

YOR304C-A

1.88

0.01

Protein of unknown function; green fluorescent pit(GFP)-fusior
protein localizes to the cell periphery, cytoplasmd, and bud neck

YOR367W

SCP1

1.88

0.01

Component of yeast cortical actin cytoskeleton, biadd cross link
actin filaments; originally identified by its honmgly to calponir]
(contains a calponin-like repeat) but the Scplp aonstructure ig
more similar to transgelin

Uy

YKL175W

ZRT3

1.88

0.02

Vacuolar membrane zinc transporter, transports mm storage in
the vacuole to the cytoplasm when needed; trangmmigs induced
under conditions of zinc deficiency

YLRO44C

PDC1

0.01

Major of three pyruvate decarboxylase isozymes, kagyme in

alcoholic fermentation, decarboxylates pyruvate aetaldehyde;

subject to glucose-, ethanol-, and autoregulatiomplved in aming
acid catabolism

YNLO30W

HHF2

1.87

0.01

One of two identical histone H4 proteins (see difidF1); core
histone required for chromatin assembly and chramesfunction;
contributes to telomeric silencing; N-terminal déméanvolved in
maintaining genomic integrity

YDL111C

RRP42

1.87

0.03

Protein involved in rRNA processing; component af #xosome 3
>5 exonuclease complex with Rrp4p, Rrp41p, Rrp43pisdp

YHR203C

RPS4B

1.8y

0.03

Protein component of the small (40S) ribosomal sithidentical to|
Rps4Ap and has similarity to rat S4 ribosomal protei

YGR189C

CRH1

1.87

0.04

Putative glycosidase of the cell wall, may haveoke iin cell wall
architecture

YHR133C

NSG1

1.86

0.01

Protein involved in regulation of sterol biosyntisesspecifically|
stabilizes Hmg2p, one of two HMG-Co0A isoenzymes tiaalyze the
rate-limiting step in sterol biosynthesis; homolofi mammalian
INSIG proteins

YOR340C

RPA43

1.8

0.01

RNA polymerase | subunit A43

YPRO32W

SRO7

O[O

1.8

0.01

Putative effector of Rab GTPase Sec4p, forms a asmpith Sec4
and t-SNARE Sec9p; involved in exocytosis and dagldnd fusior
of post-Golgi vesicles with plasma membrane; homadd Sro77p
and Drosophila Igl tumor suppressor

YPLO11C

TAF3

1.84

0.03

TFID subunit (47 kDa), involved in promoter bindirand RNA|
polymerase |l transcription initiation

YJL174W

KRE9

1.84

0.05

Glycoprotein involved in cell wall beta-glucan awdsdy; null
mutation leads to severe growth defects, aberranttibndded
morphology, and mating defects

YPRO082C

DIB1

1.86

0.05

17-kDa component of the U4/U6aU5 tri-snRNP, playseasential
role in pre-mRNA splicing, orthologue of the humah-gpecific 15
kDa protein

YOLO59W

GPD2

1.84

0.01

NAD-dependent glycerol 3-phosphate dehydrogenasejolog of
Gpd1lp, expression is controlled by an oxygen-inddpat signaling
pathway required to regulate metabolism under anaxinditions;
located in cytosol and mitochondria

YGL246C

RAI1

1.85

0.02

Nuclear protein that binds to and stabilizes thari@onuclease Ratl
required for pre-rRNA processing

YHR094C

HXT1

1.85

0.02

Low-affinity glucose transporter of the major faeitor superfamily
expression is induced by Hxk2p in the presence lotage ang
repressed by Rgtlp when glucose is limiting

YFLO18C

LPD1

1.85

0.03

Dihydrolipoamide dehydrogenase, the lipoamide dedgyehase
component (E3) of the pyruvate dehydrogenase angoftutarate
dehydrogenase multi-enzyme complexes

YGLO43W

DST1

1.85

0.04

General transcription elongation factor TFIIS, daab RNA
polymerase |l to read through blocks to elongatignstimulating
cleavage of nascent transcripts stalled at trgotsoni arrest sites

YKLO58W

TOA2

1.85

0.04

TFIA small subunit; involved in transcriptional ta@tion, acts a
antirepressor or as coactivator; homologous to Isstakubunit o
human and Drosophila TFIIA

YDR419W

RAD30

1.84

0.01

DNA polymerase eta, involved in the predominantlpefree bypas
replication of DNA lesions, catalyzes the efficieabhd accurat
synthesis of DNA opposite cyclobutane pyrimidinenélis; homolog
of human POLH and bacterial DinB proteins

D

D
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YLR299W

ECM38

1.84

0.01

Gamma-glutamyltranspeptidase, major glutathione-atigg
enzyme; expression induced mainly by nitrogen st

YOR232W

MGE1

1.84

0.01

Protein of the mitochondrial matrix involved in pem import into|
mitochondria; acts as a cochaperone and a nudteotigase factg
for Ssclp; homolog of E. coli GrpE

YPLO28W

ERGI10

1.84

0.01

Acetyl-CoA C-acetyltransferase (acetoacetyl-CoA twse), cytosoli
enzyme that transfers an acetyl group from oneyh€&tA molecule
to another, forming acetoacetyl-CoA; involved in tfiest step in
mevalonate hiosynthesis

YMR108W

ILV2

1.84

0.02

Acetolactate synthase, catalyses the first comntep & isoleucing
and valine biosynthesis and is the target of sévelasses o
inhibitors, localizes to the mitochondria; expressiof the gene i
under general amino acid control

YOR044W

YOR044W

1.84

0.02

hypothetical protein

YPLO98C

MGR2

1.84

0.03

Protein required for growth of cells lacking theaehondrial genomé

YNLOG5W

AQR1

1.84

0.04

Plasma membrane transporter of the major facilitstiperfamily tha
confers resistance to short-chain monocarboxyiidsaand quinidine

YNLO98C

RAS2

1.83

0.01

GTP-binding protein that regulates the nitrogenvsiion response
sporulation, and filamentous growth; farnesylator palmitoylatior]
required for activity and localization to plasmamigane; homolo
of mammalian Ras proto-oncogenes

YDL143W

CCT4

1.83

0.02

Subunit of the cytosolic chaperonin Cct ring complesiated tg
Tcplp, required for the assembly of actin and timisuh vivo

YOR187W

TUF1

1.83

0.03

Mitochondrial translation elongation factor Tu; qomses both
GTPase and guanine nucleotide exchange factoitegjwhile thesg
activities are found in separate proteins in S. lp@@nd humans

YNL138W

SRV2

1.83

0.04

CAP (cyclase-associated protein) subunit of adenyykclase
complex; N-terminus binds adenylyl cyclase andlifatés activatior
by RAS; C-terminus binds ADP-actin monomers, féaiing
regulation of actin dynamics and cell morphogenesis

YDRO74W

TPS2

1-8[

0.01

Phosphatase subunit of the trehalose-6-phosy
synthase/phosphatase complex, which synthesizes stioeage
carbohydrate trehalose; expression is inducedrbgstonditions an
repressed by the Ras-cAMP pathway

YLR221C

RSA3

1.82

0.01

Protein with a likely role in ribosomal maturatiorequired for

accumulation of wild-type levels of large (60S)asiomal subunits;

binds to the helicase Dbp6p in pre-60S ribosomatighas in the|
nucleolus

YDR384C

ATO3

1.82

0.02

Plasma membrane protein, regulation pattern sug@epbssible rol
in export of ammonia from the cell; member of the 9.B.33 YaaH
family of putative transporters

YIL124W

AYR1

1.82

0.02

NADPH-dependent 1-acyl dihydroxyacetone phosphaéduatase
found in lipid particles, ER, and mitochondrial autmembrane
involved in phosphatidic acid biosynthesis; recqdiiréor spore
germination; capable of metabolizing steroid horemn

YLR126C

YLR126C

1.83

0.02

Putative protein of unknown function with similarito glutamine
amidotransferase proteins; has Aftlp-binding miotithe promoter
may be involved in copper and iron homeostasis; Y26€1is not ar
essential protein

YNL185C

MRPL19

1.82

0.04

Mitochondrial ribosomal protein of the large suliuni

YMRO35W

IMP2

1.81

0.03

Catalytic subunit of the mitochondrial inner memleapeptidasg
complex, required for maturation of mitochondriabteins of the
intermembrane space; complex contains Implp and2pmfboth
catalytic subunits), and Somlp

h

h

bhate

d
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YPL244C

HUT1

1.81

0.04

Protein with a role in UDP-galactose transporti Golgi lumen, hal
similarity to human UDP-galactose transporter UG rexhibits a
genetic interaction with S. cerevisiae ERO1

YDR378C

LSM6

1.8

0.01

Lsm (Like Sm) protein; part of heteroheptameric pteres (Lsm2p
7p and either Lsm1p or 8p): cytoplasmic Lsmlp caxphvolved in
mRNA decay; nuclear Lsm8p complex part of U6 snRN#
possibly involved in processing tRNA, snoRNA, and rRNA

YKLO60C

FBA1

1.8

0.01

Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, a cytosoligne@zequired fo
glycolysis and gluconeogenesis; catalyzes the gsiore of fructose
1,6 bisphosphate into two 3-carbon products: gldehyde-3
phosphate and dihydroxyacetone phosphate
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YMR266W RSN1 1.8 0.01| Membrane protein of unknown function; overexpresssoippresses
NaCl sensitivity of sro7 mutant

YPLO78C ATP4 1.8 0.01| Subunit b of the stator stalk of mitochondrial FLATUP synthase,
which is a large, evolutionarily conserved enzyrmelplex required
for ATP synthesis

YLRO20C YEH2 1.8 0.05| Steryl ester hydrolase, catalyzes steryl esterdiysis at the plasm|

D

membrane; involved in sterol metabolism
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Tabella B. Geni diSaccharomyces cerevisiae down-regolati da Topl Wi.

D

Gene Common Fold P-value Description
Name Change P

YFLO67W YFLO67W -10.08 2.47E-09| hypothetical protein

YFLOG3W YFLOG3W -9.7/ 9.86E-10| Dubious open reading frame, based on availablergmpetal and
comparative sequence data

YALO69W YALO69W -8.81 0 | hypothetical protein

YLR463C YLR463C -8.4 2.01E-07| Dubious open reading frame unlikely to encode agmpbased on
available experimental and comparative sequenee deerlaps the
uncharacterized ORFs YLR462W and YLR464W

YDR543C YDR543C -7.% 3.42E-05| hypothetical protein

YLLO65W YLLO65W -7.26| 4.64E-08 growth inhibitor

YNL337W YNL337W -7.15 1.98E-05| hypothetical protein

YBL111C YBL111C -7.04 8.74E-05| hypothetical protein

YILO60OW YILO60OW -6.99| 1.04E-05| Putative protein of unknown function; mutant acclates less
glycogen than does wild type; YILO60W is not anesdigl gene

YELO76C YELO76C -6.91 5.47E-07| hypothetical protein

YELO76W-C | YELO76W- -6.62 0.01| hypothetical protein

C

YHR219W YHR219W -6.41 0 | Putative protein of unknown function with similgrib helicases;
located in the telomere region on the right armldbmosome VIl

YPR203W YPR203W -6.41L 0 | hypothetical protein

YMR326C YMR326C -6.4 1.22E-04| Dubious open reading frame unlikely to encode aemo based o
available experimental and comparative sequenca; daerlaps th
telomere on the right arm of chromosome 13

YDR366C YDR366C -6.39 6.84E-07| hypothetical protein

YELO74W YELO74W -6.36 0 | hypothetical protein

YELO77C YELO77C -6.25 0 | hypothetical protein

YPR202W YPR202W -6.0f 3.89E-07| similar to other subtelomerically-encoded proteins

YLR465C YLR465C -6.01 0 | Dubious open reading frame, unlikely to encodecdgim; not
conserved in closely related Saccharomyces speldé8s of
YLR465C overlaps the uncharacterized ORF YLR464W afd 86
YLR465C overlaps the verified gene YRF1-4

YPR204W YPR204W -5.98 0.01| subtelomerically-encoded DNA helicase

YLR464W YLR464W -5.92 0 | Putative protein of unknown function with similgrio helicases;
YLR464W contains an intron and overlaps the verifiede YRF1-
4/YLR466W and two dubious ORFs YLR463C and YLR465C

YNRO77C YNRO77C -5.84 0 | hypothetical protein

YJR115W YJR115W -5.74 0.02| Putative protein of unknown function

YHR213W YHR213W -5.7 0 | hypothetical protein

YHR218W YHR218W -5.69 1.53E-06| hypothetical protein

YHLO50C YHLO50C -5.67 3.89E-05| Putative protein of unknown function, potential C8jg3ubstrate

YJR162C YJR162C -5.p 0.01| hypothetical protein

YKL225W YKL225W -5.49 0.03| hypothetical protein

YML133C YML133C -5.47, 0 | Putative protein of unknown function with similgrib helicases;
localized to mitochondria; YML133C contains an imtro

YHR145C YHR145C -5.42 0.03| hypothetical protein

YOL106W YOL106W -5.3 0 | hypothetical protein

YLR462W YLR462W -5.22 2.82E-06| Putative protein of unknown function with similgrio helicases;
YLR462W is within the telomere on the right arm bfemosome XlI

YFLO68W YFLO68W -5.19 3.94E-06| hypothetical protein

YFLO64C YFL064C -5.07 0 | Putative protein of unknown function

YNL339C YRF1-6 -5.03 6.11E-11| Helicase encoded by the Y' element of subtelomegmns, highly
expressed in the mutants lacking the telomeras@onent TLC1;
potentially phosphorylated by Cdc28p

YFLO66C YFL066C -4.97 0 | Putative protein of unknown function

YLR334C YLR334C -4.87 2.06E-04| Dubious open reading frame unlikely to encode aemp based o

available experimental and comparative sequenca; daterlaps &

)

stand-alone long terminal repeat sequence whosemee indicates
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14

retrotransposition event occurred here

YFLO58W THI5 -4.71] 1.55E-07| Protein involved in synthesis of the thiamine prsou
hydroxymethylpyrimidine (HMP); member of a subtekmin gene
family including THI5, THI11, THI12, and THI13

YFLO65C YFLO65C -4.64 4.43E-05| Putative protein of unknown function

YHLO49C YHLO049C -4.46 8.35E-11| hypothetical protein

YAR062W YAR062W -4.28 0 | hypothetical protein

YBL112C YBL112C -4.26 1.73E-05| Putative protein of unknown function; YBL112C is cainted within
TELO2L

YFLO41W FET5 -3.97 1.37E-07| Multicopper oxidase, integral membrane protein withilarity to
Fet3p; may have a role in iron transport

YDR340W YDR340W -3.91 0 | Putative protein of unknown function

YELO75C YELO75C -3.83 0 | hypothetical protein

YPL238C YPL238C -3.5% 0.03| hypothetical protein; open reading frame overlapserfsi of essentia
SUI3 gene encoding a translation initiation facolpunit

YFLO52W YFLO52W -3.5 0 | Putative zinc cluster protein that contains a DNrAding domain; null
mutant sensitive to calcofluor white, low osmokadnd heat,
suggesting a role for YFLO52Wp in cell wall integri

YJL223C PAU1 -3.46 0 | Part of 23-member seripauperin multigene familyoeted mainly in
subtelomeric regions, active during alcoholic fentaéion, regulated
by anaerobiosis, negatively regulated by oxygemessed by heme

YCLO69W VBA3 -3.36| 1.84E-05 Permease of basic amino acids in the vacuolar namebr

YNRO72W HXT17 -3.32 5.44E-04| Protein of unknown function with similarity to hesetransporter
family members, expression is repressed by higeldenf glucose

YAL068C PAUS -3.2] 3.99E-05| hypothetical protein

YCRO68W ATG15 -3.16 0.01| Lipase, required for intravacuolar lysis of autogibabodies; located in
the endoplasmic reticulum membrane and targeteartvacuolar
vesicles during autophagy via the multivesiculadyo(MVB) pathway

YJL220W YJL220W -3.15 0 | Dubious open reading frame unlikely to encode aemo based on
available experimental and comparative sequence; daartially
overlaps the verified gene YJL221C/FSP2

YGL261C PAU11 -3.15% 2.16E-04| Putative protein of unknown function; mRNA expressappears to b
regulated by SUT1 and UPC2

YHLO46C PAU13 -3.15 0.01| Putative protein of unknown function; not an essggiene

YBL101W-A | YBL101W- -3.11 0.02| Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with TPBI;

A translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag isnaicleocapsic

protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPSs)
similar to retroviral Gag

YIR040C YIR040C -3.1 2.44E-05| hypothetical protein

YLR461W PAU4 -3.09 5.17E-04| Part of 23-member seripauperin multigene familyoeted mainly in
subtelomeric regions, active during alcoholic fentaéion, regulated
by anaerobiosis, negatively regulated by oxygemessed by heme

YGR294W PAU12 -3.07 0.01| hypothetical protein

YALO18C YAL018C -3.06 0 | hypothetical protein

YMR324C YMR324C -3.06 1.67E-04| hypothetical protein

YIL176C PAU14 -3.06 0.02| hypothetical protein

YBR301W DAN3 -3.01f 6.86E-04| Cell wall mannoprotein with similarity to Tirlp, Bp, Tir3p, and
Tirdp; expressed under anaerobic conditions, caielyleepressed
during aerobic growth

YNRO76W PAUG -2.97 1.79E-05| Part of 23-member seripauperin multigene familyogled mainly in
subtelomeric regions, active during alcoholic fentagion, regulated
by anaerobiosis, negatively regulated by oxygemessed by heme

YNRO69C BSC5 -2.95 1.43E-04) Protein of unknown function, ORF exhibits genomigamization
compatible with a translational readthrough-depanhdede of
expression

YOR382W FIT2 -2.92 0 | Mannoprotein that is incorporated into the celllwi a
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor, involviedthe retention o
siderophore-iron in the cell wall

YBL066C SEF1 -2.91 0| Putative transcription factor, has homolog in Klesamyces lactis

YGL146C YGL146C -2.9 0 | hypothetical protein

YIL175W YIL175W -2.89 0 | hypothetical protein
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YFLO49W

SWP82

) 4.15E-06

Member of the SWI/SNF chromatin remodeling comptewhich it
plays an as yet unidentified role; has identifiatdenterparts in
closely related yeast species; abundantly expréssedny growth
conditions; paralog of Npl6p

YLLO64C

PAU18

-2.89

0.01

hypothetical protein

YNLO18C

YNLO18C

-2.8§

5.18E-05

Putative protein of unknown function

YPL282C

PAU22

-2.8¢

0.02

hypothetical protein

YKL224C

PAU16

-2.85

0.03

Putative protein of unknown function

YELO70W

DSF1

-2.83

6.14E-06

Deletion suppressor of mpt5 mutation

YNLO34W

YNLO34W

-2.83

4.43E-05

Putative protein of unknown function; YNLO34W istram essential
gene

YHR156C

LIN1

-2.82

4.56E-04

Non-essential component of U5 snRNP; nuclear prpgigsically
interacts with Irrlp of cohesin complex; may limigéther proteins
involved in chromosome segregation, mRNA splicind BINA
replication

YELO33W

YELO33W

-2.81

Predicted to have metabolic role based on anabfsgene network
derived from chromatin  immunoprecipitation  expentse
experiments on gene deletion mutants, and locadizatf transcriptior
factor binding sites

YJL221C

FSP2

.78 3.04E-04

Protein of unknown function, expression is indudadng nitrogen
limitation

YMLO83C

YMLO83C

-2.77

5.15E-04

Putative protein of unknown function; strong in@e#n transcript
abundance during anaerobic growth compared to megodwth; cells
deleted for YMLO83C do not exhibit growth defeatsainerobic or
anaerobic conditions

YDR534C

FIT1

-2.74

1.70E-05

Mannoprotein that is incorporated into the celllwid a
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor, involviedthe retention o
siderophore-iron in the cell wall

YMR094W

CTF13

-2.71

1.46E-05

Subunit of the CBF3 complex, which binds to the COElkment of
centromeres, bending the DNA upon binding, and b&involved in
sister chromatid cohesion during mitosis

YNL150W

YNL150W

-2.71

2.80E-04

hypothetical protein; open reading frame extengieslerlaps essenti
uncharacterized ORF YNL149C

YDR542W

PAU10

0

hypothetical protein

YJL170C

ASG7

[ 0.02

Protein that regulates signaling from a G proteitalsubunit Ste4p
and its relocalization within the cell; specificdecells and induced by
alpha-factor

YPLO58C

PDR12

b 0.03

Plasma membrane weak-acid-inducible ATP-bindingetas (ABC)
transporter, required for weak organic acid resisastrongly induce
by sorbate and benzoate, regulated by Warlp, naxhibit sorbate
hypersensitivity

o

YLR167W

RPS31

-2.64

1 4.44E-05

Fusion protein that is cleaved to yield a ribosopratein of the small
(40S) subunit and ubiquitin; ubiquitin may facitéaassembly of the
ribosomal protein into ribosomes; interacts geadliiovith translation
factor elF2B

YJIL219W

HXT9

-2.62

Putative hexose transporter that is nearly idehtickixt11p, has
similarity to major facilitator superfamily (MFSjansporters,
expression of HXT9 is regulated by transcriptioctdas Pdrlp and
Pdr3p

YLR140W

YLR140W

-2.62

0.02

hypothetical protein; open reading frame overlapsential RRNS
gene encoding a member of the UAF transcriptiotofaimvolved in
transcription of rDNA by RNA polymerase |

YOL157C

YOL157C

-2.61

3.12E-05

hypothetical protein

YIL170W

YIL170W

-2.61

0.01

Possible pseudogene in strain S288C; YIL170W/HXTI2l ahe
adjacent ORF, YIL171W, together encode a non-funalicnember o
the hexose transporter family

YIR027C

DAL1

-2.61

0.01

Allantoinase, converts allantoin to allantoateha first step of
allantoin degradation; expression sensitive tamgin catabolite
repression

YLLO25W

PAU17

-2.61

0.01

Putative protein of unknown function; YLLO25W istram essential
gene

YDR522C

SPS2

0.01

o7

Protein expressed during sporulation, redundartit $ts22p for
organization of the beta-glucan layer of the spaa; S. pombe
ortholog is a spore wall component
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YILO15W BAR1 -2.6 0.01| Aspartyl protease secreted into the periplasmicespémating type a
cells, helps cells find mating partners, cleavabiaactivates alpha
factor allowing cells to recover from alpha-factoduced cell cycle
arrest

YILO27C KRE27 -2.6 0.01]| Protein of unknown function; null mutant shows Killek toxin
resistance

YCLO20W YCLO20W -2.59 3.57E-04| Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with POB
translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag is aakeocapsid
protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPs);
similar to retroviral Gag

YIR041W PAU15 -2.58 0.03| hypothetical protein

YFLO53W DAK2 -2.57| 4.77E-04 Dihydroxyacetone kinase, required for detoxificataf
dihydroxyacetone (DHA); involved in stress adaptati

YJR028W YJR028W -2.5b 4.64E-05| Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with PYB
translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag is acteocapsid
protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPSs);
similar to retroviral Gag

YMR296C LCB1 -2.55 0.04| Component of serine palmitoyltransferase, respoasiling with
Lcb2p for the first committed step in sphingoligighthesis, which is
the condensation of serine with palmitoyl-CoA tonfia3-
ketosphinganine

YHLO28W WSC4 -2.54 1.39E-04| ER membrane protein involved in the translocatioaabfible
secretory proteins and insertion of membrane prstigito the ER
membrane; may also have a role in the stress respmrt has only
partial functional overlap with WSC1-3

YNROG63W YNRO63W -2.53 0 | hypothetical protein

YMR279C YMR279C -2.57 0.03| hypothetical protein

YJR151C DAN4 -2.51 0 | Cell wall mannoprotein with similarity to Tirlp, Bp, Tir3p, and
Tirdp; expressed under anaerobic conditions, caielyleepressed
during aerobic growth

YJR158W HXT16 -2.5 0.01| Protein of unknown function with similarity to hesetransporter
family members, expression is repressed by higéldenf glucose

YLR198C YLR198C -2.9 0.03| Dubious open reading frame unlikely to encode aemp based o
available experimental and comparative sequence; daerlaps th
verified gene SIK1/YLR197W

YKL223W YKL223W -2.49 0.02| Dubious open reading frame unlikely to encode aeimp based o
available experimental and comparative sequenee dat

YOR394W PAU21 -2.49 0.02| hypothetical protein

YJR026W YJR026W -2.4]7 8.66E-05| Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with PYB
translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag is acteocapsid
protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPSs);
similar to retroviral Gag

YJLO77C ICS3 -2.47 0.01| Protein of unknown function

c YBL094C -2.47 0.05| hypothetical protein

YIL172C YIL172C -2.43 0.01| Putative protein of unknown function with similarto glucosidases;
green fluorescent protein (GFP)-fusion protein lizea to the
cytoplasm

YLRO47C FRES8 -2.43 0.03| Protein with sequence similarity to iron/copperugidses, involved in
iron homeostasis; deletion mutant has iron defaccumulation
growth defects; expression increased in the absafnoepper-
responsive transcription factor Maclp

YGL260W YGL260W -2.42 0.04| Putative protein of unknown function; transcriptisrsignificantly
increased in a NAP1 deletion background; deletiomamt has
increased accumulation of nickel and selenium

YPL277C YPL277C -2.41 1.38E-04| hypothetical protein

YNRO62C YNR062C -2.39 0 | hypothetical protein

YDL194W SNF3 -2.39 1.56E-04| Plasma membrane glucose sensor that regulatessgltramsport; has
12 predicted transmembrane segments; long cytofaSsterminal
tail is required for low glucose induction of hegdsansporter genes
HXT2 and HXT4

YILO66C RNR3 -2.39 0.01| Ribonucleotide-diphosphate reductase (RNR), largersylihe RNR
complex catalyzes the rate-limiting step in dNTRtbgsis and is
regulated by DNA replication and DNA damage chedkppathways
via localization of the small subunits

171



Appendice

Al

YIL169C YIL169C -2.38 1.61E-04| Putative protein of unknown function; serine/thrieerich and highly
similar to YOL155C, a putative glucan alpha-1,4-gisidase;
transcript is induced in both high and low pH eamments; YIL169C
is a non-essential gene

YNLO45W YNLO45W -2.38 1.64E-04| Leucyl aminopeptidase (leukotriene A4 hydrolasahwepoxide
hydrolase activity, metalloenzyme containing ome ztom; role in
vivo is not defined; green fluorescent protein (GRBion protein
localizes to the cytoplasm and nucleus

YKL187C YKL187C -2.37, 0 | Putative protein of unknown function; detectabldiighly purified
mitochondria

YGR292W MAL12 -2.37 0.02| Maltase (alpha-D-glucosidase), inducible proteirolaed in maltose
catabolism; encoded in the MAL1 complex locus

YIL160C POT1 -2.37 0.03| 3-ketoacyl-CoA thiolase with broad chain length $f@ty, cleaves 3-
ketoacyl-CoA into acyl-CoA and acetyl-CoA during betaeation of
fatty acids

YBL048W YBL048W -2.37, 0.05| hypothetical protein

YBLO77W YBLO77W -2.36 0.01| hypothetical protein; open reading frame overlapsr@l of essentig
ILS1 gene encoding cytoplasmic isoleucine-tRNA sgtidbke

YLLO34C RIX7 -2.35| 2.04E-04 Putative ATPase of the AAA family, required for expof pre-
ribosomal large subunits from the nucleus; distadibetween the
nucleolus, nucleoplasm, and nuclear periphery déipgron growth
conditions

YKL221W MCH2 -2.35 0.01| Protein with similarity to mammalian monocarboxgl@ermeases,
which are involved in transport of monocarboxylids across the
plasma membrane; mutant is not deficient in morimmarate
transport

YGR115C YGR115C -2.34 0.01| Dubious open reading frame unlikely to encode aemp based o
available experimental and comparative sequence; daartially
overlaps the verified and essential ORF SPT6/YGR115C

YKR105C YKR105C -2.33 2.44E-04| hypothetical protein

YDR445C YDR445C -2.38 2.93E-04) hypothetical protein

YCLO65W YCLO65W -2.32 2.56E-04| hypothetical protein

YGLO63W PUS2 -2.31 0 | Putative pseudouridine synthase

YJL214W HXT8 -2.31 0.04| Protein of unknown function with similarity to hesetransporter
family members, expression is induced by low lewélglucose and
repressed by high levels of glucose

YDR491C YDR491C -2.3 0.01| hypothetical protein

YNL335W DDI3 -2.3 0.05| hypothetical protein

YNRO73C YNRO73C -2.29 0.01| hypothetical protein

YNLO43C YNLO43C -2.217 0.03| Dubious open reading frame unlikely to encode aemp based o
available experimental and comparative sequence,; daartially
overlaps the verified gene YIP3/YNL0O44W

YCRO41W YCRO041W -2.25 4.21E-04) hypothetical protein

YHLO45W YHLO45W -2.25 0.04| Putative protein of unknown function; not an essggiene

YOL156W HXT11 -2.24 6.57E-04| Putative hexose transporter that is nearly idehticbixt9p, has
similarity to major facilitator superfamily (MFSjansporters and is
involved in pleiotropic drug resistance

YFLO26W STE2 -2.24 0.01| Receptor for alpha-factor pheromone; seven transmramakdomain
GPCR that interacts with both pheromone and a heitaeic G
protein to initiate the signaling response thatiée mating between
haploid a and alpha cells

YMR103C YMR103C -2.23 0 | Dubious open reading frame unlikely to encode aeimp based o
available experimental and comparative sequenee dat

YOR384W FRE5 -2.23 0 | Putative ferric reductase with similarity to Fre2ppression induced
by low iron levels

YOR309C YOR309C -2.2P 0 | hypothetical protein

YMR269W TMA23 -2.21] 5.65E-04| Protein of unknown function; green fluorescent gi{GFP)-fusion
protein localizes to the nucleolus; identified notgomic screens of
ribosomal complexes; YMR269W is not an essentiakégen

YPLO62W YPLO62W -2.2 0 | hypothetical protein

YPL237W SuUI3 -2.2 0 | Beta subunit of the translation initiation factoF2) involved in the

identification of the start codon; proposed tomeived in mMRNA

binding
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YGL227W

VID30

0.04

Protein involved in proteasome-dependent catabdditgadation of
fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase); shifts tlaba of nitrogen
metabolism toward the production of glutamate; lizea to the
nucleus and the cytoplasm

YBLO74C

AAR2

-2.19

0.01

Component of the U5 snRNP, required for splicing 8ffecursors;
originally described as a splicing factor specificeequired for
splicing pre-mRNA of the MATal cistron

YOR206W

NOC2

-2.14

) 0.03

Protein that forms a nucleolar complex with Mak2iat binds to 90S
and 66S pre-ribosomes, as well as a nuclear cormptixXNoc3p that
binds to 66S pre-ribosomes; both complexes medtig&@nuclear
transport of ribosomal precursors

YJL216C

YJL216C

3 0.01

Protein of unknown function, similar to alpha-D-ghsidases;

transcriptionally activated by both Pdr8p and Yrmalpng with
transporters and other genes involved in the plgdid drug resistance
(PDR) phenomenon

YFRO054C

YFRO54C

2.1

3 0.02

hypothetical protein

YDR125C

ECM18

-2.17

[ 7.41E-04

Protein of unknown function, similar to Rlp24p

YDL244W

THI13

-2.17

7.69E-04

Protein involved in synthesis of the thiamine prsou
hydroxymethylpyrimidine (HMP); member of a subtekmin gene
family including THI5, THI11, THI12, and THI13

YOR381W

FRE3

¥ 9.05E-04

Ferric reductase, reduces siderophore-bound irion foruptake by
transporters; expression induced by low iron levels

YJR152W

DALS

-2.17

0.02

Allantoin permease; ureidosuccinate permease; sgiome is
constitutive but sensitive to nitrogen catabolépression

YDL203C

ACK1

-2.16

0

hypothetical protein

YGR212W

SLI1

-2.16

0.02

N-acetyltransferase, confers resistance to thengplipid biosynthesig
inhibitor myriocin (ISP-1) by converting it into Beetyl-myriocin, co-
operates with Ypklp in mediating resistance to ogri

YJRO53W

BFA1

-2.16

0.04

Component of the GTPase-activating Bfalp-Bub2p complexived
in multiple cell cycle checkpoint pathways that tohexit from
mitosis

YALO54C

ACS1

-2.18

0.01

Acetyl-coA synthetase isoform, expressed duringwjian
nonfermentable carbon sources and under aerobditiors

YGR287C

YGR287C

Putative protein of unknown function; similarity &pha-D-
glucosidase (maltase); localizes to the mitochamdri

YCRO89W

FIG2

-2.14

0.02

Cell wall adhesin, expressed specifically duringinggtmay be
involved in maintenance of cell wall integrity dogi mating

YNL325C

FIG4

-2.13

Protein required for efficient mating, member damily of eukaryotic
proteins that contain a domain homologous to Saclp

YDL243C

AAD4

-2.12

Putative aryl-alcohol dehydrogenase with similatityP.
chrysosporium aryl-alcohol dehydrogenase, invoivetthe oxidative
stress response

YHRO039B-C

YHRO039B-
C

-2.12

Vacuolar H+ ATPase subunit G of the catalytic (\é&ktor, involved
in vacuolar acidification

YHR212C

YHR212C

-2.1]

hypothetical protein

YILO72W

HOP1

-2.11

0.01

Meiosis-specific DNA binding protein that displagedl1p dependent
localization to the unsynapsed axial-lateral eleefithe
synaptonemal complex; required for homologous closome
synapsis and chiasma formation

YMLO74C

FPR3

0.03

Nucleolar peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Re)aFK506 binding
protein; phosphorylated by casein kinase Il (CkalpapkCkblp-
Ckb2p) and dephosphorylated by Ptplp

YDR314C

RAD34

-2.1

0.04

Protein involved in nucleotide excision repair (NRE)mologous to
RAD4

YDR536W

STL1

-2.09

Glycerol proton symporter of the plasma membraubjest to
glucose-induced inactivation, strongly but trantieimduced when
cells are subjected to osmotic shock

YKL174C

TPO5

-2.09

0.01

Protein involved in excretion of putrescine andrspédine; putative
polyamine transporter in the Golgi or post-Golgsieies

YDL246C

SOR2

-2.0¢§

Protein of unknown function, computational analysfitarge-scale
protein-protein interaction data suggests a passdie in fructose or
mannose metabolism

YNROG5C

YSN1

-2.09

Sortilin homolog, interacts with proteins of thedenytic machinery

YOR285W

YOR285W

-2.0

3 0.03

Protein of unknown function, localized to the mhioadrial outer
membrane
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YCRO61W

YCRO61W

-2.06

Protein of unknown function; green fluorescent gi{ GFP)-fusion
protein localizes to the cytoplasm in a punctattepa

YOL098C

YOL098C

-2.06

Putative metalloprotease

YGLO75C

MPS2

-2.0§

0.03

Essential membrane protein localized at the nu@peaelope and
spindle pole body (SPB), required for insertionha hewly duplicated
SPB into the nuclear envelope; potentially phosplatey by Cdc28p

YBR300C

YBR300C

-2.0%

0.04

Dubious open reading frame unlikely to encode aeimp based on
available experimental and comparative sequence; daartially
overlaps the verified gene YBR301W; YBR300C is not aseatial
gene

YOL141W

PPM2

-2.04

0.01

Putative carboxyl methyl transferase, has simijlagtPpm1p but
biochemical activity not yet demonstrated

YDL158C

YDL158C

-2.04

0.03

hypothetical protein

YLRO37C

DAN2

-2.03

0.01

Cell wall mannoprotein with similarity to Tirlp, Bp, Tir3p, and
Tirdp; expressed under anaerobic conditions, caielyleepressed
during aerobic growth

YMR232W

FUS2

-2.07

Cytoplasmic protein localized to the shmoo tip;uieed for the
alignment of parental nuclei before nuclear fusioning mating

YGR274C

TAF1

-2.07

0.02

TFIID subunit (145 kDa), involved in RNA polymera$éranscription
initiation, has histone acetyltransferase activityplved in promoter
binding and G1/S progression

YLR361C

DCR2

-2.01

Putative phosphoesterase that functions as a dosggmdent positiv
regulator of the G1/S phase transition by contiglihe timing of
START

4%

YERO25W

GCD11

0.01

Gamma subunit of the translation initiation facétf2, involved in the
identification of the start codon; binds GTP whemiing the ternary
complex with GTP and tRNAi-Met

YORO054C

VHS3

0.01

Functionally redundant (see also SI1S2) inhibitayuit of Ppzlp, a
PP1lc-related ser/thr protein phosphatase Z isofsynthetically letha
with sis2; putative phosphopantothenoylcysteineadsaxylase
involved in coenzyme A biosynthesis

YJR154W

YJR154W

-2

0.05

Putative protein of unknown function; green fluaest protein
(GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm

YOL164W

BDS1

-1.99

0.01

Bacterially-derived sulfatase required for use &fkaland aryl-
sulfates as sulfur sources

YJR156C

THI11

-1.98

0.01

Protein involved in synthesis of the thiamine prsou
hydroxymethylpyrimidine (HMP); member of a subtekmin gene
family including THI5, THI11, THI12, and THI13

YAROG6W

YAROG6W

-1.98

0.04

hypothetical protein

YCR102C

YCR102C

-1.98

0.05

Putative protein of unknown function; involved iopper metabolism;
similar to C.carbonum toxD gene; YCR102C is not anrd&deene

YHR125W

YHR125W

-1.97

0.01

hypothetical protein

YBRO12W-A

YBRO12W-
A

-1.96

0.01

Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with POB
translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag is aaeocapsid
protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPs);
similar to retroviral Gag

YHLO34C

SBP1

-1.9¢

0.05

Nucleolar single-strand nucleic acid binding pnoteissociates with
small nuclear RNAs

YMR316C-A

YMR316C-
A

-1.95

0.02

Dubious open reading frame unlikely to encode agimopbased on
available experimental and comparative sequenae dampletely
overlaps the verified gene DIA1/YMR316W

YGL138C

YGL138C

-1.95

0.03

hypothetical protein

YMRO046C

YMRO046C

-1.95

0.04

Retrotransposon TYA Gag gene co-transcribed with POB
translated as TYA or TYA-TYB polyprotein; Gag is aaeocapsid
protein that is the structural constituent of vilike particles (VLPs);
similar to retroviral Gag

YNL117W

MLS1

-1.95

0.05

Malate synthase, enzyme of the glyoxylate cycleglved in

utilization of non-fermentable carbon sources; espion is subject tg
carbon catabolite repression; localizes in peraresoduring growth in
oleic acid medium

YGR289C

MAL11

-1.94

Maltose permease, inducible high-affinity maltasmsporter (alpha-
glucoside transporter); encoded in the MAL1 compdexis; member
of the 12 transmembrane domain superfamily of strgasporters

YMROO7W

YMROO7W

-1.94

0.01

Dubious open reading frame unlikely to encode aeimp based on
available experimental and comparative sequenee dat
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YPL164C

MLH3

-1.94

0.01

Protein involved in DNA mismatch repair; forms argaex with
Mlh1lp to promote meiotic crossing-over; mammaliamibolog is
implicated mammalian microsatellite instability

YEROG67W

YEROG67W

-1.9

0.01

hypothetical protein

YGL220W

YGL220W

-1.93

0.01

Putative protein of unknown function; green fluamest protein
(GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm Hr&nucleus

YNL143C

YNL143C

-1.93

0.02

hypothetical protein

YOR389W

YOR389W

-1.9]

hypothetical protein

YCR084C

TUP1

-1.9]

0.02

General repressor of transcription, forms complék @yc8p,
involved in the establishment of repressive chramsttucture throug
interactions with histones H3 and H4, appears tmapoe expression
of some genes

YGL219C

MDM34

-1.91

0.02

Mitochondrial outer membrane protein, requiredrformal
mitochondrial morphology and inheritance; localiz@slots on the
mitochondrial surface near mtDNA nucleoids; intésagenetically
with MDM31 and MDM32

YBR299W

MAL32

-1.91

0.05

Maltase (alpha-D-glucosidase), inducible proteiwolged in maltose
catabolism; encoded in the MAL3 complex locus; fioral in
genomic reference strain S288C

YMR135C

GID8

-1.9

0.01

Protein of unknown function, involved in proteasedependent
catabolite inactivation of fructose-1,6-bisphosplsat contains LisH
and CTLH domains, like Vid30p; dosage-dependentledguof
START

YGL188C

YGL188C

-1.89

0.01

hypothetical protein

YHL032C

GUT1

-1.88

0.01

Glycerol kinase, converts glycerol to glycerol-3spphate; glucose
repression of expression is mediated by Adrlp an@p-Ino4p;
derepression of expression on non-fermentable nssborces is
mediated by Opilp and Rsflp

YOR169C

YOR169C

-1.8

0.01

Hypothetical protein; open reading frame overlaper®l of essentig
GLN4 gene encoding glutamine-tRNA ligase

1

YDR256C

CTAl

-1.8§

0.02

Catalase A, breaks down hydrogen peroxide in thexm@omal matrix
formed by acyl-CoA oxidase (Pox1p) during fatty do@la-oxidation

YNRO56C

BIO5

-1.8§

0.04

Putative transmembrane protein involved in theibibiosynthesis
pathway; responsible for uptake of 7-keto 8-amitemg@nic acid;
BIOS is in a cluster of 3 genes (BIO3, BIO4, and BI@&jt mediate
biotin synthesis

YORO092W

ECM3

-1.87

0.01

Non-essential protein of unknown function

YLR103C

CDC45

-1.8¢

0.01

DNA replication initiation factor; recruited to MClgre-RC
complexes at replication origins; promotes reled9dCM from
Mcm10p, recruits elongation machinery; mutantsuman homolog
may cause velocardiofacial and DiGeorge syndromes

YDL218W

YDL218W

-1.85

0.01

hypothetical protein

YIR029W

DAL2

-1.85

0.03

Allantoicase, converts allantoate to urea and ogigtolate in the
second step of allantoin degradation; expressiositbeée to nitrogen
catabolite repression and induced by allophanatétarmediate in
allantoin degradation

YALO47C

SPC72

-1.8%

0.05

Component of the cytoplasmic Tub4p (gamma-tubulimhglex, binds
spindle pole bodies and links them to microtubulfes roles in astral
microtubule formation and stabilization

YLR173W

YLR173W

-1.84

0.01

hypothetical protein

YCLX08C

YCLX08C

-1.84

0.02

Protein of unknown function, involved in the intation of lipid
signaling pathways with cellular homeostasis

YCRO091W

KIN82

-1.84

0.02

Putative serine/threonine protein kinase, mostlaim cyclic
nucleotide-dependent protein kinase subfamily &edtotein kinase
C subfamily

YBRO74W

YBRO74W

-1.84

0.03

Putative metalloprotease

YNL332W

THI12

-1.84

0.04

Protein involved in synthesis of the thiamine preou
hydroxymethylpyrimidine (HMP); member of a subtekmin gene
family including THI5, THI11, THI12, and THI13

YDR285W

ZIP1

-1.84

0.05

Transverse filament protein of the synaptonemalmer) required for
normal levels of meiotic recombination and pairbegween
homologous chromosome during meiosis; potential 8dc2ibstrate

YFRO40W

SAP155

-1.8

0.02

Protein that forms a complex with the Sit4p profgiwsphatase and
required for its function; member of a family ofréiar proteins

n

including Sap4p, Sap185p, and Sap190p
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YJL103C GSM1 -1.83 0.04| Putative zinc cluster protein of unknown functicomputationally
predicted involvement in oxidative phosphorylatibased on patterns
of expression and sequence analysis

YNRO75W COS10 -1.82 0.01| Protein of unknown function, member of the DUP 38bfamily of
conserved, often subtelomerically-encoded proteins

YGR164W YGR164W -1.81 0.03| hypothetical protein

YFRO23W PES4 -1.81 0.05| Poly(A) binding protein, suppressor of DNA polymsgaepsilon
mutation, similar to Mip6p

YNRO66C YNRO066C -1.8 0.01| hypothetical protein

YOL166C YOL166C -1.8 0.01| hypothetical protein
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