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Resultats

1. IDENTIFICACIO 1 CLONATGE DE L'ADNc_DE LA
DEHIDRODOLIQUIL-PP SINTASA 1 (DPS1) D'4. THALIANA

En el moment d’iniciar el present treball només s’havien clonat els gens que codifiquen
per cis-preniltransferases de M. luteus (Shimizu et al., 1998), E. coli, H. influenza i S.
pneumoniae (Apfel et al., 1999), i de S. cerevisiae (Sato et al., 1999). El gen de llevat RER2
(Sato et al., 1999), I'tnic gen que codifica per una cis-preniltransferasa eucariota clonat fins
aleshores, codifica per una dehidrodoliquildifosfat sintasa (dedol-PP sintasa) implicada en la

sintesi de dolicol, compost que juga un paper clau en la glicosilacio de proteines en eucariotes.

Amb la finalitat d’identificar seqiiéncies nucleotidiques en el genoma d'A. thaliana amb
capacitat per codificar possibles cis-preniltransferases implicades en la biosintesis de dolicol, es
va realitzar una busca informatica en el genoma d’A4. thaliana en la base de dades del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) amb el programa TBlastN, utilitzant com a “sonda” la seqiiéncia
completa d’aminoacids de la dedol-PP-sintasa (Rer2p) de S. cerevisiae (Sato et al., 1999). La
busqueda va donar com a resultat la identificacié d’una seqiiéncia nucleotidica en el cromosoma
2 [(seqiiencia genomica inversa i complementaria 17615-19106 pb ; (numero d’accés
AC003040 [Lin et al., 1999])] amb capacitat per codificar una dedol-PP-sintasa. Aquesta
seqiiéncia genomica contindria 4 exons que codificarien per una proteina de 303 aa amb un

nivell d’identitat del 36 % amb la Rer2p.

Per definir I'organitzacio real d'exons i introns d'aquest possible gen dedol-PP sintasa
d'A. thaliana i demostrar la funcionalitat de la proteina que codifica es va aillar el corresponent
ADNCc utilitzant I'estratégia de RT-PCR amb ARN de plantules d'4. thaliana. L'ADNc es va
amplificar utilitzant un encebador sentit (1IDPSBam) corresponent a una seqiiéncia situada a 5’
de T'hipotétic codd d’inici de traduccid de la dedol-PP sintasa d’A. thaliana, i un encebador
antisentit (1DPSEco) complementari a la seqiiéncia localitzada a 3’ del cod6 d’aturada de la
traduccié. Es va obtenir un producte d'aproximadament 1 Kb (resultat no mostrat), que es va
clonar en el vector pGEM®-T easy i es va seqiienciar. La seqiiéncia obtinguda va mostrar que
I'ADNc (figura 25) té 958 pb i que és idéntica a la seqiiéncia dels 4 exons predits en la
seqiiencia genomica d’A. thaliana, que des d'aquest moment es va anomenar gen AtDPSI. La
traduccid d'aquest ADNc revela un marc obert de lectura que codifica una proteina de 303
aminoacids (AtDpslp; figura 25). La seqiiencia de 'ADNc clonat en aquest treball ha estat
dipositada en la base de dades EMBL (n° accés: AJ277136). Amb l'anotacié actual dels gens

d’A. thaliana, aquesta seqiliéncia correspon al gen At2g23410.
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1 GGCAAAGCCAAATTAAGTTGTCACAACAATGTTGTCTCTTCTTTCTTCTGA
M L S L L S S D 8
52 TTCTTCTCTATTATCACTCCTCTTTCTCTTTCTCATCCCTTGTCTCTTTAT
s s§sLL SLLFL FUL 1T P CWLF 1 25
103 CACAAGCTATATAGGCTTCCCTGTGTTCTTGCTAAAACTCATCGGACTCAT
T S Yy 1 6 F PV F L L KL I G L I 42
154 CAAAATCAAAGCTGCTCGAGACAACGAGAAACGTGATGAGGGAACTTATGT
K 1 K AAARDNEIKRDEG T Y V 59
205 TGTCCGCGAGGATGGGTTACAAAGAGAACTAATGCCGAGACACGTGGCATT
VR EDGL QRELMPRWHV A F 76
256 CATACTGGATGGGAACCGGAGATGGGCCAAACGGGCCGGATTGACGACGTC
Il L DG NIRIRWAKIRAGTLTT S 93
307 ACAAGGCCACGAGGCGGGAGCTAAACGGCTTATAGATATCGCCGAGCTCTG
Q GHEAGAKWRTL 1T DI A E L C 110
358 CTTCGAGTTGGGGGTTCATACAGTCTCAGCTTTTGCTTTCTCCACAGAGAA
F E L GV HTVSAFAZFSTE N 127
409 TTGGGGAAGAGACAAGATTGAGATTGATAACTTGATGTCTTTGATCCAACA
W GG R D K I E 1 DNL M S L I Q H 144
460 CTACCGCAATAAGTCCAACATCAAATTCTTCCACAGATCGGAAGTTCGCGT
Y R NK SN 1T K F FHR S E V R V 1l6l
512 TTCTGTTATCGGGAATAAAACGAAGATCCCTGAATCTCTCCTCAAAGAAAT
S v 1 G NKTIK 1T P E S L L K E I 178
563 CCATGAGATAGAGGAAGCTACCAAAGGCTACAAGAATAAACATCTCATCAT
H E 1 E E A TK G Y K NKH L I M 195
614 GGCAGTAGATTACAGCGGGAAATTTGATATCATGCATGCTTGCAAGAGTCT
AoV DY S G KFODI M HACK S L 212
665 TGTGAAGAAATCAGAAAAAGGGTTGATCCGAGAGGAAGATGTAGACGAGGC
vV K K S E K GG L I R E E DV D E A 229
716 ATTGATCGAGAGAGAGCTTTTGACAAATTGTAGTGACTTCCCAAGTCCTGA
L 1 ERELL TNZCSDF P S P D 246
767 TTTAATGATTAGGACAAGTGGAGAACAGAGGATTAGTAACTTCTTCTTGTG
L M1 R TS GEQR T S NFF L W 263
818 GCAACTTGCTTATTCCGAGCTTTTCTTCTCGCCGGTATTTTGGCCTGATTT
Q LAY SELZFFSPV F WP D F 280
869 CGATAAGGATAAGCTTCTAGAGGCTCTTGCTTCGTATCAGCGTAGGGAAAG
b K DKULLEALASY QR R E R 297
920 ACGATTTGGTTGTCGGGTTTGATCCACCTTTCATCCTCTC
R F G C R V * 303

Fig.25. Seqiiéncia de nucleotids de I'ADNc i d'aminoacids de la AtDpslp. En negre es mostra la
seqiiéncia de nucleotids de I'ADNCc i en verd els aminoacids de la AtDpslp. El codé d’inici de traduccié (ATG) i el
d’aturada de traduccié (TGA) estan marcats en vermell. A l'esquerra es mostra la numeracié de nucleotids de 'ADNc
i a la dreta la numeracio dels aminoacids de la AtDpslp.

L'analisi de l'estructura del gen AtDPSI (figura 26) mostra que posseeix una
organitzacié amb 4 exons (exons [-IV) (sent el més curt de 69 pb i el més llarg de 452 pb) i tres

introns. A més tots els introns comencen i acaben amb els dinucleotids GT 1 AG, respectivament.

ATG T(|}A
5 - 3
exo | exo 11 exo I11 exo IV
185 pb 237 pb 70 pb 462 pb

Fig.26. Organitzacio del gen AtDPSI en el cromosoma 2 d’A. thaliana. A la part inferior de l'esquema
del gen AtDPS1 es mostra la longitud en pb dels quatre exons.
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2. ESTUDI DE L'EXPRESSIO DEL GEN A¢DPSI

Un cop clonat un ADNc que codifica per la Dpslp d’4. thaliana, es va procedir a
analitzar el patr6 d’expressio del gen AtDPSI per Northern blot utilitzant ARN total aillat de
flors, fulles, tiges, arrels, plantules senceres de 12 dies i cel.lules de la linia T87 d'4. thaliana
(var. Columbia; Axelos et al., 1992), utilitzant com a sonda I'ADNc sencer del gen AtDPS]
marcat amb *?P. Els experiments es van realitzar en condicions d'alta astringéncia (Materials i

Metodes, apartat 12) per aconseguir la maxima especificitat possible de la sonda.

El resultat dels experiments de Northern blot (figura 27) indica, en primer lloc,
que el gen AtDPS] s'expressa en tots els teixits analitzats, ja que en totes les mostres la sonda
detecta un missatger d'aproximadament 1 Kb, de mida compatible amb la de 'ADNc clonat. En
segon lloc, els resultats mostren que aquest gen té, en general, un nivell d'expressio
extremadament baix, ja que es necessiten dues setmanes d'exposicié a -80°C per obtenir els
resultats mostrats. Només en les arrels es detecta una acumulacié apreciable de 'ARNm. De la
resta de teixits analitzats, la major acumulacié de 'ARNm es dona en les plantules de 12 dies,

probablement degut a I'expressio del gen AzDPS] en les arrels de les plantules.

187 Fl F T A Pl

—2.37
Dedol-PP —1.35
Sintasa " 3

—0.24
ARNtotal

Fig.27. Analisi de Northern blot de I'ARNm que codifica per la AtDpslp. Amb 15 pg d'ARN total de
cultiu cel.lular (T87), flors (F1), fulles (F), tiges (T), arrels (A) i plantules de 12 dies (Pl) es va realitzar una
electroforesi en un gel d’agarosa-formaldéhid a 1’1%. Els ARNm es van transferir a una membrana de nylon. El filtre
va ser hibridat amb I'ADNc que codifica per a la AtDpslp marcat amb *’P. La banda d’aproximadament 1 Kb
corresponent a I'ARNm que codifica per a la AtDpslp s’indica amb un triangle. Les posicions dels marcadors de la
mida de ’ARN s’indiquen a la dreta. A sota es mostra el gel d’agarosa tenyit amb bromur d’etidi abans de la
transferéncia.
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3. ANALISI DE LA SEQUENCIA AMINOACIDICA DE LA
PROTEINA AtDpsl

Com ja s'ha indicat en l'apartat 1, I’analisi de la seqiiéncia de ’ADNc del gen AtDPSI
indica la preséncia d’un marc obert de lectura que codifica una proteina de 303 aminoacids
(figura 25). La massa molecular predita és de 34975 Da i la proteina codificada té una identitat
global d’un 36 %, un 33% i un 35% (similitud d’un 56, 49 i 53%) respecte de Rer2p de S.
cerevisiae (Rer2p), de HDSp d'humans (Endo et al., 2003) i de I’hipotetic homoleg de la Rer2p
de Caenorhabditis elegans (T01G1.1) (Sato et al., 1999). Valors similars d’identitat (37%) i
similitud (52-54%) es troben amb les cis-preniltransferases d’espécies bacterianes, com les
Upps d'E. coli (Apfel et al., 1999) i M. luteus (Shimitzu et al., 1998). La seqiiéncia de la dedol-
PP sintasa d’A. thaliana conté les cinc regions conservades, designades [-V (figura 28), que son
comunes a totes les cis-preniltransferases caracteritzades fins ara (Koyama et al., 1999; Liang et
al., 2002; Takahashi et al., 2006). Dins d’aquestes regions, la Dpslp d'4. thaliana conté els
aminoacids conservats que s’ha vist que sén essencials per a 'activitat de les Upps de M. luteus
1 E. coli (la numeracié dels aminoacids correspon a la Upps de M. [uteus): 29D (Regi6 1)
implicat en la uni6 de 1i6 Mg2"; 32 G/R (Regi6 I) implicats en la unié del grup fosfat; 78W/F
(Regio III) que uneix FPP; 73F 1 74S (Regi6 III) i 197R i 203R (Regié V) implicats en la unid
de I’'IPP; 73F, 74S i 77N (Regio III) aminoacids implicats en la reaccio catalitica (Fujihashi et
al., 2001; Kharel et al., 2001; Ko et al., 2001).

L’aliniament de les seqiiencies d’aminoacids de les dedol-PP sintases de
diferents organismes (figura 28) posa de manifest que si bé els aminoacids que es troben desde
la Regio I fins a la Regio V estan forca conservats, la seqiiéncia aminoacidica dels extrems
amino i carboxiterminal presenta una gran diversitat tant en la longitud com en la seqiiéncia
d’aminoacids. De les cis-preniltransferases clonades o identificades fins a I'actualitat, només la
de C. elegans (340 aa) i la humana s6n més llargues que la d’A4. thaliana, ja que tenen un extrem
C-terminal addicional. D'altra banda les de llevat (286 aa), E. coli (252 aa) i M. luteus (249 aa)
son més curtes, ja que tenen un extrem N-terminal més curt. La de llevat, tot i ser més curta, és
la de longitud més similar respecte la d’A. thaliana perque té també un extrem C-terminal

addicional.

Fig.28. Alineament de la seqiiéncia d’aminoacids de la dedol-PP sintasa d’A. thaliana amb les de S.
cerevisiae (Sato et al. 1999), humans (Endo et al., 2003), la hipotética proteina T01G1.1 de C. elegans (Sato et al.
1999) i les Upps d’E. coli (Apfel et al. 1999), i de M. luteus (Shimizu et al. 1998). La numeracio dels aminoacids esta a
la dreta. Els punts s'introdueixen per optimitzar l'aliniament. Els aminoacids conservats en les sis seqiiéncies estan
ombrejats. Els cinc dominis conservats en totes les cis-preniltransferases s’indiquen amb caixes. Els aminoacids implicats
en la reacci6 catalitica, unié dels substrats i del Mg®" es mostren amb un asterisc.
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4. ANALISI FUNCIONAL DE LA Dpslp D’A. THALIANA.

4.1. Complementacio funcional de la soca de llevat SNH23-7D.

La preséncia en la Dpslp d’A. thaliana dels cinc dominis conservats en totes
les cis-preniltransferases suggeria que la AtDpslp era una dedol-PP sintasa funcional. No
obstant, i1 per confirmar-ho, es va analitzar la capacitat de la AtDpslp per complementar la soca
de llevat SNH23-7D que és deficient en activitat cis-preniltransferasa (Sato et al., 1999). La
soca SNH23-7D és un mutant termosensible portador de la mutacidé rer2-2 en el gen que

) ., . : . (1 209
codifica la Rer2p. Aquesta mutacié provoca el canvi d’un residu aminoacidic (Ser

—Asn) en
la regi6 V de la Rer2p, que fa que I’enzim tingui afectada la capacitat de sintesi de dedol-PP.
Com a conseqiiéncia, hi ha una disminuci6 de la sintesi de dolicol en la soca SNH23-7D, que es
manifesta per la incapacitat de créixer a 37°C, tot i que si pot créixer a 27°C. A més la soca
SNH23-7D presenta altres alteracions fenotipiques: defectes en la glicosilacié de proteines, una

acumulacié anormal de membranes del RE i de I’aparell de Golgi, un creixement lent i

sensibilitat a la higromicina B.

Per dur a terme 1’analisi de complementacié funcional, la soca SNH23-7D es va
transformar amb el plasmidi pJRDPS1, que conté 'ADNc de la AtDpslp d’A. thaliana sota el
control del promotor de la gliceraldéhidfosfat deshidrogenasa (GPD) de llevat, i es va analitzar
la seva capacitat de créixer a 27°C i a 37°C. Com a controls es van utilitzar la soca parental
SNY9, que conté el gen RER2 natiu, i la soca SNH23-7D transformada amb el plasmidi
pJR1133. Com s'observa en la figura 29, les tres soques creixen a 27°C, tal i com i com era
d'esperar, mentre que a 37°C només creixen la soca parental SNY9 i la soca SNH23-7D que
expressa la proteina AtDpsl. Aquests resultats demostren que 1’expressido de la Dpslp d’A4.
thaliana reverteix el fenotip de termosensibilitat de la soca SNH23-7D. Aquest fet indica que la

AtDps1p complementa la mutacid rer2-2 de la soca SNH23-7D.

Fig. 29. Complementaci6 funcional de la soca de llevat deficient en dedol-PP sintasa SNH37-7D amb
la AtDpslp. La soca salvatge SNY9 i la soca mutant SNH23-7D transformada amb els plasmidis pJR1133 (control)
i pJRDPS1, que expressa la proteina AtDpsl, van ser sembrades en medi YPG i incubades a 27°C (4 dies) i a 37°C (2
dies).
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SNH23-7D SNH23-7D
pJR1133 pJR1133

SNH23-7D
pJRDPS1

SNH23-7D
pJRDPS1

YPG 27°C YPG 37°C

4.2. Assaig d'activitat cis-preniltransferasa.

Per demostrar que l'expresié de la proteina AtDpsl restaura ’activitat cis-
preniltransferasa en la soca SNH23-7D, es van realitzar assaigs in vitro d’activitat cis-
preniltransferasa en extractes proteics de la fraccio p13.000 de la soca SNH23-7D transformada
amb el plasmidi pJRDPSI utilitzant [1-'*C]-IPP i FPP com a substrats, tal i com es descriu a
materials i meétodes (apartat 19). La fraccio p13.000 és on s’havia mesurat 1’activitat cis-
preniltransferasa en llevat (Sato et al., 1999). Com a control, es va dur a terme el mateix
experiment en extractes de la soca SNH23-7D transformada amb el plasmidi pJR1133 i de la
soca salvatge SNY9. Com es mostra a la figura 30, Iactivitat cis-preniltransferasa en els
extractes de la soca SNH23-7D transformada amb el plasmidi pJRDPS1 incrementa 5.7 vegades
respecte a la soca salvatge (SNY9) i 11 vegades respecte a la soca SNH23-7D transformada
amb el plasmidi pJR1133. Aquest resultat indica que 'expressio de la proteina AtDps] restaura

l'activitat cis-preniltransferasa i demostra que la AtDpslp €s una cis-preniltransferasa funcional.

Activitat cis-preniltransferasa
Soca
pmol/min/mg prot. % de la SNY9
SNY9 44 100
SNH23-7D[pJRDPS1] 251 570
SNH23-7D[pJR1133] 23 52

Fig.30. Activitat cis-preniltransferasa en les fraccions p13.000 de les soques SNY9, SNH23-7D-
pJRDPS1 i SNH23-7D-pJR1133. L’activitat especifica s'expressa en pmol d’IPP[1-'*C] incorporats en els
poliprenols/min./mg. de proteina, i en percentatge respecte l'activitat de la soca parental SNY9, a la que se li ha
assignat el valor 100.
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Per deteminar la naturalesa i longitud dels productes de reaccio de les tres soques en que
s'ha assajat l'activitat cis-preniltransferasa es va dur a terme una cromatografia en capa fina en
fase normal dels productes de reaccié. Com es pot observar en la figura 31 A, els extractes de la
soca SNH23-7D-pJRDPS1 (carril 2) sintetitzen una gran quantitat de productes marcats amb
C, identificats com a dolicols ja que migren com el dolicol que té una cadena carbonada de
90C, mentre que la soca salvatge SNY9 (carril 1) sintetitza una quantitat sensiblement inferior
de dolicols marcats i la soca SNH23-7D (carril 3) sintetitza una quantitat practicament
indetectable de dolicols. Per a determinar amb més precisio la mida dels dolicols sintetitzats per
les diferents soques, els productes de reaccid de 'assaig cis-preniltransferasa es van analitzar per
CCF en fase reversa. En la figura 31 B s'observa que la soca SNY9 (carril 1) sintetiza
majoritariament dolicols de 16 (C80) i 17 (C85) unitats d'isopre, mentre la soca SNH23-7D-
pJRDPS1 (carril 2) sintetiza majoritariament dolicols de 17 (C85) i 18 (C90) unitats d'isopre. En
canvi, en la soca SNH23-7D (carril 3) no es detecten dolicols mitjangant unaa CCF en fase
reversa. Aquests resultats indiquen que els productes sintetitzats per la AtDpslp en llevat (soca
SNH23-7D-pJRDPS1) son lleugeraments més grans que els sintetitzats per la soca salvatge
SNY9 (figura 31 B). En conjunt, els resultats presentats fins a aquest punt demostren que

I'ADNc de la DPS1 d’A. thaliana codifica per una dedol-PP sintasa funcional.

A
— Front
= C115
= C90 C75
Cs0 s
C85 .
C90
C95
. == Origen
*  |==Origen 1 2 3

Fig. 31. Analisi dels productes de reaccié sintetitzats en 1’assaig cis- preniltransferasa de fraccions de
membrana (p13.000) de les soques SNY9 (carril 1), SNH23-7D-pJRDPS1 (carril 2) i SNH23-7D-pJR1133
(carril 3) en preséncia de [1-'*C]-IPP i FPP com a substrats. Una vegada s'havia realitzat 1'assaig, els productes
lipidics es van extreure amb cloroform/metanol i es van analitzar per CCF. A: Analisi per CCF en fase normal. Es
va realitzar una cromatografia de capa fina en una placa de silica gel-60 amb una mescla benze/actetat d’etil 95:5
(v/v) com a solvent. Com a estandards es van utilitzar dolicols de fetge de porc de 18 (C90) i 23 (C115) unitats
d’isopre. B: Analisi per CCF en fase reversa. Es va realitzar una cromatografia en capa fina en una placa RP18-F
amb una mescla d'acetona/aigua 95:5 (v/v) com a solvent. Com a estandard es va utilitzar dolicol de fetge de porc de
18 (C90) unitats d’isopre. A I'esquerra s'indiquen les diferents mides dels dolicols.
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5. LOCALITZACIO SUBCEL.LULAR DE LA PROTEINA AtDpsl

Anteriorment s'havia descrit que la dedol-PP sintasa de llevat Rer2p esta unida a regions
concretes de les membranes del RE (Sato et al., 1999 i 2001). No obstant, la proteina Rer2p no
té cap domini transmembrana ni cap peptid senyal N-terminal. En canvi, si que té la seqiiéncia
carboxiterminal KKxx, descrita com a un senyal de retorn al RE en proteines de membrana del
RE (Townsley et al., 1994) tot i que no s’ha demostrat experimentalment la seva funcionalitat
com a tal. A diferéncia de la proteina Rer2p de llevat, la proteina AtDpsl no presenta cap
seqiiencia de retencio o retorn al RE. No obstant, i per estudiar si la AtDpslp presenta alguna
caracteristica que la pogui dirigir al RE, hem analitzat el seu perfil d'hidrofobicitat i la seva
possible topologia mitjangant eines bioinformatiques (figura 32). Aixi, el programa TOPPRED
(von Heijne, 1992: Claros i von Heijne, 1994) mostra que el domini N-terminal de la Dpslp és
altament hidrofobic i que inclou una seqiiéncia (aminoacids del 13 al 32) predita com a a-hélix
que pot constituir un domini de transmembrana. En la regié inmediatament adjacent a aquesta
zona hidrofobica es troba una regié extremadament hidrofilica (aminoacids 42 a 68) amb gran
nombre de residus aminoacidics carregats positivament. El programa PSORT (Horton et al.,

2006) prediu la localitzacid de la proteina al RE.
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Fig.32. A: Perfil d'hidrofobicitat de la proteina AtDpslp. La linia blava mostra el perfil d'hidrofobicitat
dels aminoacids segons el programa TOPPRED (algoritme Kyle & Doolittle). Les linies verda i vermella marquen el
llindar (inferior i superior respectivament) a partir del qual es considera una regié com a domini de transmembrana. B:
Model topologic de la AtDpslp en la membrana del RE. El programa TOPPRED prediu un unic domini de
transmembrana (en taronja). C: Extrem N-terminal de la AtDpslp. Es mostren els 69 aminoacids de I'extrem N-
terminal de la AtDpslp. En verd es mostra la regié hidrofobica i el possible domini de transmembrana esta subratllat.
La regio adjacent altament hidrofilica es mostra en blau.

Per complementar els estudis realitzats sobre la proteina AtDpsl es va estudiar la seva
localitzacié subcel.lular, mitjangant I'expressio en cél.lules epidérmiques de ceba d'una proteina
quimeérica (AtDps1p-GFP) en que la proteina AtDpsl es va fusionar a I'extrem N-terminal de la
proteina marcadora GFP (Green Fluorescent Protein). Com ja s'ha comentat anteriorment, la
proteina AtDpsl no conté cap senyal de localitzacié al RE, pero si un extrem aminoterminal
hidrofobic que podria estar implicat en la localitzacié subcel.lular de la proteina. Per determinar
si aquest extrem N-terminal hidrofobic és important en la localitzacio subcel.lular de la proteina
AtDpsl, es van generar dues proteines quimeriques addicionals que es van expressar en cél.lules
epidérmiques de ceba. En primer lloc, es va fusionar el domini N-terminal hidrofobic de la
proteina AtDpsl (69 aa; AtDps1pNH2) a I'extrem N-terminal de la GFP, i en segon lloc, es va
fusionar a I'extrem N-terminal de la GFP una variant de la AtDpslp a la que es van del.leccionar
els 69 aa del domini N-terminal hidrofobic (AtDps1pANH2). Aquestes 3 construccions es van
obtenir per PCR utilitzant com a motllo 'ADNc de la AtDPS1. Els productes amplificats es van
clonar en el plasmidi pGFP-MRC (Rodriguez-Concepcion et al., 1999), obtenint aixi els
plasmidis pAtDpslpGFP, pAtDpsipt ANH2GFP i1 pAtDpslpNH2GFP, en que 'ADNc que
codifica per a les diferents proteines quimériques esta sota control del promotor constitutiu 35S
del virus del mosaic de la col-i-flor (Material i Métodes, apartat 13). Com a control de
localitzacio en el RE es va utilitzar una versiéo de la GFP que conté a l'extrem N-terminal el
peptid de transit al RE de la quitinasa i el senyal de retencio al RE KDEL a l'extrem C-terminal.
Totes aquestes construccions es van expressar en cel.lules epidérmiques de ceba transformades
mitjangant la técnica de biolistica (Material i Métodes, apartat 13). Els trossos de ceba
bombardejats amb les microparticules de tungste a les que préviament es va adherir ' ADNc de
les diferents contruccions, es van incubar 16 hores en foscor i posteriorment es va observar el

patrd de fluorescencia de les cel.lules transformades en el microscopi laser confocal.

En la figura 33 es mostren els resultats obtinguts amb cada una de les construccions.
Quan s'analitzen per microscopia laser confocal les cél.lules epidérmiques de ceba
transformades amb els plasmidis pAtDpslpGFP i pAtDpslpNH2GFP, que expressen les
proteines quimeriques AtDpslp-GFP i AtDps1pNH2-GFP, s'observa en els dos casos un patrd
reticulat de fluorescéncia verda (figura 33 A i C), que és idéntic al patrd de fluorescéncia emesa

per la proteina GFP-KDEL utilitzada com a marcador del RE (figura 33 B). En aquestes
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cel.lules no es detecta fluorescencia al citoplasma, a organels ni en el nucleoplasma. En canvi,
quan s'observa la fluorecéncia emesa per les cél.lules epidérmiques de ceba transformades amb
el plasmidi pAtDpsl1ANH2GFP, que expressa la proteina quimerica AtDpslpANH2-GFP, es
detecta una localitzacid citosolica i nuclear. Aquests resultats mostren que la proteina AtDpsl-
GFP es localitza exclusivament en el RE de les cél.lules epidérmiques de ceba, i que el domini
N-terminal hidrofobic de la AtDpslp és necessari i suficient per a la localitzacié de la GFP en el

RE de les cél.lules epidérmiques de ceba.

NH,-ter

Fig. 33. Localitzacié subcel.lular de les proteines de fusi6 AtDpslp-GFP, AtDps1pNH2-GFP i
AtDps1ANH2-GFP. Microfotografies de microscopia laser confocal que mostren la distribucié de la fluorescéncia en
cel.lules epidérmiques de ceba que expressen les proteines AtDps1-GFP (A), el marcador de RE GFP-KDEL (B),
AtDpsINH2-GFP (C) i AtDpslANH2-GFP (D). A sota de cada imatge es representa de forma esquematica la
proteina quimeérica expressada en cada cas. QT; péptid de transit de la quitinasa. KDEL; senyal de retenci6 al RE.
Les imatges son projeccions tridimensionals de 20 seccions d'lpm cada una. Les barres blanques representen 20 um.
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6. CARACTERITZACIO DE L’EXTREM AMINOTERMINAL DE
LA AtDpslp D’ARABIDOPSIS THALIANA

Com ja s'ha comentat abans l'extrem aminoterminal de la Dpslp d'4. thaliana és la
regio més diferenciada respecte la resta de cis-preniltransferases d'altres organismes (figura 28).
Aquest domini esta format per 42 aminoacids que donen a l'extrem N-terminal un caracter
marcadament hidrofobic, seguit per una regié de 27 aa altament hidrofilica, rica en aa carregats
(figura 29). Com s'ha demostrat en l'apartat anterior, l'extrem aminoterminal és necessari i
suficient per a la localitzacié de la proteina al RE. D’altra banda, analitzant la seqiiéncia de
I’extrem aminoterminal de la AtDpslp també es detecta el motiu KrdEgtY, que és proxim al
motiu consens de fosforilacié en tirosines ([RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y) (Hunter T., 1982), fet
que suggereix un possible lloc de fosforilacid en la tirosina 58 (Y), el qual podria estar implicat
en la modulacio6 de l'activitat de la AtDpslp. Aquestes observacions ens han dut a investigar si
el domini N-terminal de la AtDpslp, a part de determinar la localitzacié subcel.lular de la
proteina, €s important per a la seva funcionalitat tot i que no formi part de les regions
conservades entre les diferents cis-preniltransferases, i si l'esmentat residu de tirosina esta

implicat en la regulacio de l'activitat de I'enzim.

1 MLSLLSSDSS L\L_Sl_LFLFLI PCLEISYIG FPVFLLkLIG LlKlKA{A_RPN
—»

Leull Leu 23 Leu 36 Leu 45
51 EKRDEGTXVB*BEDGLQREqM PRHVAFILDG NRRWAKRAGL TTSQGHEAGA
Leu 59 Leu 69

101 KRLIDIAELC FELGVHTVSA FAFSTENWGR DKIEIDNLMS LIQHYRNKSN
151 IKFFHRSEVR VSVIGNKTKI PESLLKEIHE I1EEATKGYKN KHLIMAVDYS
201 GKFDIMHACK SLVKKSEKGL IREEDVDEAL IERELLTNCS DFPSPDLMIR
251 TSGERQISNF FLWQLAYSEL FFSPVFWPDF DKDKLLEALA SYQRRERRFG
301 CRV

Fig.34. Seqiiéncia d’aminoacids de la AtDpslp. La numeraci6 dels aminoacids es troba a I’esquerra. La
seqiiéncia hidrofobica de I'extrem aminoterminal s'indica en color verd,, la seqii¢ncia hidrofilica adjacent en blau i la
tirosina 58 (en vermell). Les fletxes indiquen els aminoacids on comencen les respectives proteines deleccionades.

Per a dur a terme aquest estudi es van generar mitjancant PCR una bateria de
construccions en el vector pJR1133, per a expressar en la soca SNH23-7D diferents versions de
la proteina AtDpsl en que es van deleccionar, respectivament, 11 (AtDpslpLeull), 23
(AtDpslpLeu23), 36 (AtDpslpLeu36), 45 (AtDpslpLeuds), 59 (AtDpslpLeu 59) i 69
(AtDpslpLeu69) aminoacids (figura 34). També es va generar una proteina AtDpsl en que es
va substituir la tirosina 58 per una fenilalanina (AtDps1pY58F). Amb aquestes construccions es

va transformar la soca de llevat SNH23-7D i es va analitzar la seva capacitat de créixer a 37°C.
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Tal i com ja s'ha comentat anteriorment (apartat 11.3) la soca SNH23-7D no creix a 37°C pero si
que ho fa a 27°C, mentre que la soca SNH23-7d que expressa la proteina AtDpsl i la soca
salvatge SNY9 creixen tan a 27°C com a 37°C (figura 29).

Els resultats de I’assaig de complementacié amb les versions de la AtDpslp truncades
per ’extrem aminoterminal es mostren a la figura 35. La proteina AtDpslpLeull complementa
el fenotip de termosensibilitat de la soca SNH23-7D ja que restaura el creixement a 37°C, en
canvi les proteines AtDps1p23, 36, 45, 59 1 69, no. Aquests resultats suggereixen que el domini
N-terminal hidrofobic és essencial per a la funcionalitat de la proteina en llevat, ja que la pérdua
dels 22 primers aminodacids fa que 1’enzim ja no sigui capa¢ de complementar la soca SNH23-
7D. Aquest fet és probablement degut a que al del.leccionar els aminoacids 12 a 22 es perd el
possible domini de transmembrana de la AtDpslp i alterant la localitzacid subcel.lular de
I'enzim i com a conseqii¢ncia es perdria la seva activitat enzimatica. D'altra banda, La proteina
AtDps1pYS8F no complementa el fenotip de termosensibilitat de la soca SNH23-7D. El fet que
la mutacio de la tyr58 no afecti la capacitat de la AtDpslp per complementar el fenotip de
termosensibilitat a 37°C, suggereix que al menys en llevat la tirosina 58 no és important per a la

funcionalitat de la proteina.

SNH23-7D

SNY9 77 .. SNH23-7D SNH23-7D
: AtDps1p58F

NN ;%AtDps Ip AtDpslp

SNH23-7D *

SNH23-7D
pJR1133

" AtDps1pLeu69 SNH23-7D AtDpslpLeu23

AtDpslpLeull =

SNH23-7D 7 Aa
AtDpslp 7 ZZSMEA, AtDpslpLeu36

¥ SNH23-7D

SNH23-7D AtDpslpLeu59

AtDpslpLeu45

Fig.35. Complementaci6 funcional de la soca de llevat deficient en dedol-PP sintasa SNH23-7D amb
les proteines AtDpslpLeul1/23/36/45/59/69 i AtDps1pY58F. Les soques SNH23-7D que expressen les proteines
AtDpslpLeul1/23/36/45/59/69 i AtDpslpY58F es van sembrar en medi YPG i es van incubar a 23°C (4 dies) i a
37°C (2 dies). Com a control positiu de creixement es van utilitzar la soca SNY9 i la soca SNH23-7D que expressa la
AtDpslp, mentre que com a control negatiu es va utilitzar la soca SNH23-7D transformada amb el plasmidi pJR1133.
Només es mostren els resultats de les plaques incubades a 37°C.
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7 FAMILIA GENICA DE DEDOL-PP SINTASES D’A. THALIANA

El complex patré de bandes detectat per analisi de 'ADN genomic mitjangant Southern
Blot (no es mostra) ens va portar a plantejar-nos la possible existéncia en el genoma d'A4.
thaliana d’una familia de gens que codifiquin per dedol-PP sintases. Amb aquest objectiu es va
realitzar una busca en les bases de dades que contenen la seqiiéncia del genoma d’A4. thaliana
amb el programa TAIRBIastN utilitzant com a sonda la seqiiéncia aminoacidica completa de la
Dpslp d’4. thaliana. Com a resultat d’aquesta busca es van trobar fins a 8 gens addicionals que
podrien codificar proteines homologues de la AtDpslp, ja que contenen els cinc dominis
conservats en les cis-preniltransferases. En funcié de la seva localitzacié en el genoma i de la
seva homologia amb el gen AtDPS1, s'han assignat a les seqiiéncies identificades els segilients
noms: AtDPS2 (At2g23410), AtDPS3 (At5g58784), AtDPS4 (At5g58780), AtDPSS
(At5g58782), AtDPS6 (At5g58770), AtDPS7 (At2gl17570), AtDPS8 (At5g60500) 1 AtDPS9
(At5g60510). A les bases de dades es troben EST's (Expressed Sequence Tags) de 1'4tDPS1 (en
arrels, 1'4tDPS2 (en plantules), 1'AtDps5 (fruits), 1'4tDPS7 (roseta bassal) i AtDPS9 (barreja
d'ARNm de diferents teixits, i també resultats d'experiments amb microarrays de tots els
posibles gens DPS d'A. thaliana. Aquestes observacions indiquen que aquests gens s'expressen,
tot i que encara no s'ha demostrat que les proteines codificades per aquests gens siguin dedol-PP
sintases funcionals. L’alineament de les seqiliéncies d’aminoacids de les 9 possibles Dpsp d 4.

thaliana es mostra en la figura 36.

A partir de I’analisi de la seqiiéncia d’aminoacids, les nou proteines AtDps es poden
agrupar en dues families diferents, com es pot observar en l'arbre filogenetic (figura 37). La
primera familia estaria formada per les AtDps1-6 i la segona per les AtDps7-9. Les AtDps de la
primera familia tenen una identitat forca elevada amb la AtDpslp (entre un 84% i un 52%)
(figura 38). Totes elles excepte la AtDps6p presenten I’extrem aminoterminal hidrofobic. Les
AtDps de la segona familia (7-9) presenten entre un 28 i un 32% d’identitat respecte la AtDpslp
(figura 38). Les Dps de la segona familia no tenen I’extrem aminoterminal hidrofobic, pero si
que presenten un motiu KKxx a l’extrem carboxiterminal, que com ja s’ha comentat
anteriorment pot estar implicat en la localitzacié de proteines al RE (Townsley et al., 1994). Els
gens AtDPSI-6 tenen tots la mateixa organitzacidé d’exons i introns, excepte el gen AtDPS6 que
no presenta el primer intrd. En canvi, els gens que codifiquen per les AtDps de la segona familia
no tenen introns. Finalment, un altre aspecte a destacar és la disposicioé dels 9 gens AtDPS en el
genoma d'A. thaliana. Els gens AtDPSI i 2 formen un tandem en el cromosoma 2, els gens

AtDPS8 1 9 formen un tandem en el cromosoma 5, i els gens AtDPS3, 4, 51 6 que es troben
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situats tots quatre al cromosoma 5 un darrere de I’altre. Per la seva banda el gen AtDPS7 es

troba localitzat en el cromosoma 2.
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Fig. 36. Alineament de les seqiiéncies aminoacidiques de la AtDpslp i les 8 possibles AtDPSp
addicionals d’A. thaliana. Les cinc regions conservades en les cis-preniltransferases estan indicades amb caixes
(Regi6 1-V). Les Dps de la primera familia, les que presenten una major identitat amb la AtDpslp, es mostren en
negre i la segona familia en vermell. L'extrem N-terminal hidrofobic de les AtDpsl-6p es mostra subratllat i en
cursiva, mentre que la senyal de retencioé al RE carboxiterminal KKxx de les AtDps7-9p es mostra subratllat i en
negreta.

DPS1

| 1 DPS2
DPS4
| DPS5
DPS3
DPS6
DPS7
I DPS8
I DPS9

Fig 37.Arbre filogenétic de les 9 possibles Dps d’A. thaliana. L'arbre s'ha realitzat amb 1'algoritme
Cluster del programa TreeTop. Les proteines Dps de la primera familia es mostren en negre i les de la segona familia
en vermell.

%identitat | Dpsl Dps2 Dps3 Dps4 Dps5S Dps6 Dps7 Dps8 Dps9
Dpsl 100 88 55 80 71 52 32 30 29
Dps2 88 100 56 78 72 53 33 33 30
Dps3 55 56 100 59 63 55 34 30 28
Dps4 80 78 59 100 78 55 35 30 28
Dps5 71 72 63 78 100 53 34 29 27
Dps6 52 53 55 55 53 100 30 31 32
Dps7 32 33 34 35 34 30 100 45 44
Dps8 30 33 30 30 29 31 45 100 90
Dps9 29 30 28 28 27 32 44 90 100

Fig. 37. Taula on es representa els percentatges d’identitat de la AtDpslp i les 8 possibles AtDPSp
addicionals d’A. thaliana.
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1. IDENTIFICACIO 1 CLONATGE DE L'ADNc_DE LA
DEHIDRODOLIQUIL-PP SINTASA 1D'4. THALIANA

La caracteritzacio molecular de la dehidrodoliquil-PP sintasa 1 d'A. thaliana (AtDpsl)
s'ha iniciat amb la identificaciéo d'una seqiiéncia genomica amb capacitat per codificar una
proteina homologa a la proteina Rer2 de llevat. Mitjangant una busca amb eines
bioinformatiques, s'ha identificat en el cromosoma 2 d'4. thaliana una sequéncia nucleotidica
amb capacitat per codificar una dehidrodolicol-PP sintasa. L'ADNc d'aquesta proteina s'ha
clonat per RT-PCR (figura 25) i quan es compara la seqiiéncia de 'ADNc amb la seqiiéncia
genomica (gen AtDPSI), s'observa que el gen conté 4 exons que codifiquen per una proteina de

303 aa, que presenta un nivell d’identitat del 36% amb la proteina Rer2 de S. cerevisiae.

Fins a l'actualitat, en plantes només s'han clonat gens que codifiquen per cis-
preniltransferases en A. thaliana 1 Hevea brasiliensis (Asawatreratanakul et al., 2003).
Paral.lelament a I'ADNc que s'ha clonat en aquest treball (Cunillera et al., 2000), també s'ha
clonat un ADNc que codifica per la AtDpslp en el grup del Dr.Kang (Oh et al., 2000).
L'existéncia de gens que codifiquen per cis-preniltransferases no és exclusiva de plantes, sind
que també es troben en altres organismes, tan procariotics com eucariotics. Aixi, s'han clonat
gens que codifiquen per cis-preniltransferases en bacteris com M. luteus (Sato et al., 1999), E.
coli, H. influenzae, S. pneumonie (Apfel et al., 1999), M. tubeculosis (Schulbach et al., 2000),
arqueobacteris (Hemmi et al., 2001), S. cerevisiae (Sato et al., 1999: Schenck et al., 2001) i
humans (Endo et al, 2003). La primera cis-preniltransferasa clonada va ser Ila
undecaprenildifosfat sintasa (UPPS) de M. luteus B-P 26, que catalitza la condensacio
seqiiencial en cis de 8 molécules d'IPP amb el FPP per sintetitzar UPP, precursor de I'UPP-P
que ¢s un compost lipidic transportador de sucres indispensable per a la sintesis de la paret

cel.lular bacteriana (Sato et al., 1999).

2. ELL. GEN AtDPSI TE UN PATRO D'EXPRESSIO MOLT
LOCALITZAT A LES ARRELS

El patré d'expressi6 del gen AtDPSI ha estat analitzat mitjancant experiments de
Northern blot utilitzant com a sonda I'ADNc sencer del gen AtDPSI en condicions d'alta

astringencia per aconseguir la maxima especificitat possible de la sonda. D'aquesta manera s'ha
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comprovat que 'ARNm del gen AtDPS1 s'acumula majoritariament en les arrels, mentre que en
la resta d'organs analitzats s'observa una expressio molt feble (figura 27). Aquests resultats
suggereixen que el gen AtDPSI té un patrdo d’expressido molt especialitzat. La deteccio de
I'ARNm del gen A¢DPS1 en plantules es pot explicar per l'expressio del gen en les arrels de les
plantules.

Actualment, es disposa d'informaciéo molt limitada respecte al patro d'expressio dels
gens que codifiquen per cis-preniltransferases en els organismes eucariotes. La poca informacio
addicional disponible es troba en bases de dades de microarrays. En la base de dades
Genevestigator (Zimmermann et al., 2004), s'observa que el gen AtDPSI (At2g23410)
s'expressa en tots els teixits, tot i que en la majoria el nivell d'expressio €s molt baix. El teixit on
s'observa una major expressié del gen son les arrels, tal i com hem observat en l'assaig de
Northern blot. També s'observa expressio del gen als fruits, teixit en que no s'ha estudiat
I'expressio del gen per Northern blot. Segons el Genevestigator, el nivell d'expressio del gen
AtDPS1 en els fruits és menor que en les arrels, i s'incrementa durant el procés de maduracio.
Globalment, els resultats de 'assaig de Northern blot i les dades del Genevestigator suggereixen
que és en les arrels i els fruits on es necessita un major aport del dedol-PP sintetitzat per la
AtDpslp. A més el baix nivell d'expressio del gen AtDPSI en les cel.lules de cultiu, suggereix

que la funcio de la AtDpslp no esta associada a la divisi6 cel.lular.

3. LA PROTEINA AtDpsl ES UNA DEDOL-PP_SINTASA
FUNCIONAL

Tot i tenir un baix grau d'identitat respecte a totes les cis-preniltransferases
caracteritzades fins a l'actualitat, la seqiiéncia de la AtDpsl d’A4. thaliana conté les cinc regions
conservades en totes les cis-preniltransferases (figura 28) (Koyama et al., 1999; Liang et al.,
2002). Dins d'aquestes regions, la AtDpslp conté els aminoacids conservats que s’ha vist que
son essencials per a l'activitat enzimatica de les Upps de M. luteus i E. coli. Aquestes
observacions suggerien que la AtDpslp era un ortoleg de la Rer2p. La funcionalitat de la
AtDpslp s'ha demostrat mitjangant la complementacié funcional amb la proteina AtDpsl de la
soca de llevat mutant pel gen RER2 SNH23-7D (figura 29) i assaigs in vitro d’activitat cis-
preniltransferasa en extractes proteics de la soca SNH23-7D-pJRDPSI1, la qual expressa la

proteina AtDpsl. La soca SNH23-7D-pJRDPS1 té una activitat cis-preniltransferasa 6 vegades
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superior a la soca parental SNY9 i 10 vegades superior a la soca mutant SNH23-7D (figura 30),

i sintetitza dolicols de 85 i 90C majoritariament (figura 31).

Aquests resultats contrasten amb els obtinguts en assaigs d’activitat cis-preniltransferasa
in vitro amb la Dpslp d’A. thaliana purificada a partir de [’expressié de 'ADNc en E. coli, els
quals indiquen que el producte de reaccidé majoritari és el dedol-PP de 120 carbonis (Oh et al.,
2000). D'acord amb el model actualment acceptat, la longitud del producte de reaccié de les cis-
preniltransferases ve determinada per la mida de la butxaca hidrofobica de la proteina en la qual
es localitza el producte fins que arriba a la longitud final, en un mecanisme de regulacié de la
longitud de la cadena similar al de les trans-preniltransferases (Fuhihashi et al., 2001; Takahashi
et al., 2006). No obstant, els nostres resultats i els de Oh et al. (2000) indiquen que la AtDpslp
pot sintetitzar productes de mida diferent, probablement depenent de les condicions de 1'entorn
on es troba I'enzim. Existeixen evidéncies que variacions en l'entorn de I'enzim poden afectar la
longitud de la cadena carbonada del producte de reaccid. Aixi, s’ha descrit que el producte que
es sintetitza en S. cerevisiae en preséncia de membranes del RE és el poliprenol (el producte
defosforilat perd no reduit) de la mateixa mida que el dolicol final (C80-85), mentre que quan es
solubilitza parcialment la preniltransferasa, la part d’aquesta que es solubilitza fabrica
poliprenol-PP i a més amb una alta proporcio de productes finals amb la cadena carbonada més
llarga (C90-95) [Bukthtiyarov et al., 1993; Szkopinska et al., 1996]. Aquest fet, suggereix que la
cis-preniltransferasa i la fosfatasa que defosforila el poliprenol-PP formen un complex dedicat a
la sintesi de poliprenils i que la fosfatasa ajuda a determinar la longitud de la cadena carbonada
del producte final. La participacio d'altres factors proteics en l'activitat cis-preniltransferasa
també s'ha observat en fetge de rata, on la "Sterol carrier protein-2" estimula les reaccions de
condensaci6 mediades per cis-preniltransferases (Ericsson et al., 1991). També s'ha detectat una
interaccio6 entre la Rer2p i la proteina Niemman-Pick C2 en S. cerevisiae (Kharel et al., 2004).
Per tant, és possible que la diferéncia entre la mida dels dolicols formats en l'assaig cis-
preniltransferasa en extractes proteics de la soca de llevat SNH23-7D que expressa la AtDpslp
dut a terme en aquest treball respecte els formats en l'assaig cis-preniltransferasa realitzat amb la
AtDpsl purificada (Oh et al., 2000), sigui deguda a que en els extractes proteics de llevat hi hagi
alguna interacci6 entre la AtDpslp i alguna altra proteina que limiti la longitud del producte
sintetitzat. Un altre factor que afecta la longitud del producte de les cis-preniltransferases és la
velocitat d'alliberament del producte sintetitzat. Aixi, la preséncia de detergents com el Tritd
disminueix la longitud de la cadena carbonada sintetitzada al augmentar la velocitat
d'alliberament del producte de reaccio (Liang et al., 2002; Matsuoka et al., 1991). En tot cas, la
longitud real del producte sintetitzat per la AtDpslp s'haura de determinar in vivo en A.

thaliana.
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4. IMPORTANCIA DE L'EXTREM N-TERMINAL DE LA AtDpslp

4.1. L'extrem N-terminal de la AtDpslp localitza la proteina al RE

La observacié en el microscopi confocal de cél.lules epidérmiques de ceba que
expressen la proteina AtDpsl-GFP mostra un patrd de fluorescencia reticulat (figura 58).
Aquests resultats demostren semi in vivo la localitzacié de la proteina AtDpsl exclusivament al
RE. Existeix molt poca informaci6 sobre la localitzacio subcel.lular dels enzims implicats en la
sintesi del dolicol en plantes. Aixi, en fulles d'espinacs s'han descrit dues activitats cis-
preniltransferasa diferents responsables de la sintesi de poliprenols i dolicols en cloroplastes i
microsomes respectivament (Sakaihara et al., 2000). En rata s'ha descrit que la sintesi de dolicol
sembla estar associada a les membranes microsomals (Adair i Keller, 1982; Wong i Lennarz,
1982). Més recentment s’ha suggerit que els enzims involucrats en la sintesi del dolicol podrien
formar un complex a les membranes del RE per incrementar 1’eficiéncia de la seqiiéncia de
reaccions que donen lloc al dolicol. D’acord amb aix0, estd demostrat que la cis-
preniltransferasa de llevat Rer2p esta unida a regions concretes de les membranes del RE (Sato
et al. 1999 i1 2001). No obstant, la proteina Rer2p no té cap domini de transmembrana ni cap
peptid senyal. En canvi, si que té el senyal carboxiterminal KKxx, descrit com un senyal de
retorn al RE en proteines de membrana del RE (Townsley et al., 1994) tot i que no s’ha

demostrat experimentalment la seva funcionalitat en la proteina Rer2p.

Els resultats de la complementacié funcional del mutant de llevat SNH23-7D
amb la proteina AtDpslp indiquen que aquesta és correctament dirigida a les membranes del RE
de llevat, tot i no presentar el senyal carboxiterminal de retorn a RE KKxx o cap altre motiu
carboxiterminal de localitzacid6 al RE com el motiu KDEL, o els motius basics RXR, KR,
RRKK i RR presents en diferents proteines de membrana (Zerangue et al., 1999; O'Kelly et al.,
2000; Chan et al., 2001). El fet que la peérdua del domini N-terminal alteri la localitzacid
subcel.lular de la proteina AtDpsl i que el domini N-terminal de la AtDpsl localitzi la GFP al
RE, demostra que la localitzacié en el RE de la AtDpslp depén de la preséncia del domini N-
terminal. Aquest domini N-terminal esta format per 42 aminoacids que donen a l'extrem N-
terminal un caracter marcadament hidrofobic, seguit per una regié de 27 aa altament hidrofilica,
rica en aa carregats (figura 32). S'ha descrit que la longitud i el grau d'hidrofobicitat dels
dominis de transmembrana pot determinar la localitzacié subcel.lular de les proteines (Fu et al.,
2000). Per tant, és possible que la AtDpslp es localitzi a les membranes del RE a través de la
regio hidrofobica de I'extrem N-terminal. En aquest sentit, la prediccio de la topologia de la

proteina AtDps] mitjancant el programa TOPPRED, indica que aquesta presenta un sol domini
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de transmembrana en forma d'a-hélix (aa del 13 al 32), que es trobaria en la regié hidrofobica
de l'extrem N-terminal de la proteina, amb l'extrem N-terminal a la llum del RE i el C-terminal
citoplasmatic, i es poden classificar com a proteines de transmembrana de tipus III (revisat a

Goder i Spiess., 2001; Higy et al., 2004).

4.2 L’extrem N-terminal de la AtDpslp és essencial per a la

funcionalitat de 'enzim

Els estudis de complementacié funcional de la soca SNH23-7D amb diferents
versions mutades de la AtDpsl, en les quals s'ha del.leccionat un nombre creixent d'aminoacids
de l'extrem N-terminal pero conservant sempre els aminoacids que son essencials per a
l'activitat enzimatica de les cis-preniltransferases, mostren que la pérdua del possible domini de
transmembrana elimina la funcionalitat de la proteina AtDpsl. Aixi, al del.leccionar els 11
primers aa la proteina resultant (AtDpslpLeul 1) complementa el fenotip de termosensibilitat de
la soca SNH23-7D, perd al del.leccionar els 22, 36, 45, 59 i 69 primers aa, les proteines
resultants (AtDps1Leu22, 36, 45, 59 1 69) no complementen el fenotip (figura 35). El fet que
diferents versions de la AtDpslp en que s'ha deleccionat el possible domini de transmembrana
perd que contenen els aminoacids conservats en totes les cis-preniltranferases no restaurin el
creixement a 37°C de la soca SNH23-7D, suggereix que aquest domini és imprescindible per la
correcta localitzacié de I’enzim al RE i per tant, que la sintesi de poliprenil-pp, precursor del
dolicol, tingui lloc de forma correcta. Aixi, la del.leccié dels 11 primers aminoacids no elimina
el domini de transmembrana de la AtDpslp i per tant I'enzim es localitzaria correctament i seria
actiu, fet que permetria que complementés la soca SNH23-7D. En canvi, al del.leccionar 22 o
més aa de l'extrem N-terminal no es pot formar el domini de transmembrana. Aixo provocaria
una deslocalitzacié de la proteina, i com a conseqiiéncia es perdria l'activitat enzimatica i la

proteina resultant no podria complementar la soca SNH23-7D.

Quan s'analitza amb eines bioinformatiques la regié hidrofilica de I'extrem
aminoterminal de la AtDpslp, s'observa la preséncia del motiu KrdxEgtxY, que és proxim al
motiu consens de fosforilacié en tirosines ([RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y) (Hunter T., 1982), fet
que suggeria un possible lloc de fosforilacié en la tirosina 58 (Y). Tot i aix0, I'analisi de la
complementaci6é funcional de la soca mutant SNH23-7D que expressa la proteina AtDpsl
mutada en la tyr58 (AtDps1pY58F), indica que aquesta és capag de restaurar el creixement de la
soca a 37°C, i per tant suggereix que la tyr58 no estaria implicada en la regulacio de 'activitat

enzimatica de la proteina.
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6. EXISTEIX UNA FAMILIA GENICA DE CIS-PRENILTRANSFE-
RASES EN A. THALIANA

Com ja s'ha comentat, el gen AtDPS] s'expressa majoritariament en les arrels i els fruits.
D'altra banda en H. brasiliensis, Ginkgo biloba 1 Pinus silvestris el contingut de poliprenols i
dolicols varia en funcio del teixit, fet que suggeria l'existéncia d'almenys tres vies de sintesis en
aquestes plantes responsables de la formacié de poliprenols de cadena curta, llarga i de dolicols
(Tateyama et al., 1999). També s'ha descrit l'exiténcia d'almenys dues activitats cis-
preniltransferases diferents en fulles d'espinacs (Sakaihara et al., 2000). Aquestes observacions
suggerien l'existéncia de possibles gens que codifiquessin per dedol-PP sintases addicionals en
A. thaliana. La seqlienciacié completa del genoma d'4. thaliana ha permés realitzar una busca
en les bases de dades que contenen el genoma sencer d’A. thaliana amb el programa
TAIRBIlastN utilitzant com a sonda la seqiiéncia aminoacidica completa de la Dpslp d’A.
thaliana. Com a resultat d’aquesta busca s’han trobat fins a 8 gens addicionals que codificarien
per a proteines homologues de la AtDpslp (figura 36). Aquestes 8 possibles cis-
preniltransferases contenen els cinc dominis conservats en totes les cis-preniltransferases. A
partir de ’analisi de la seqiiéncia d’aminoacids, les dedol-PP sintases d’A4. thaliana es poden
agrupar en dues families diferents en funcié del grau d'homologia entre elles i de si presenten
una regid hidrofobica en l'extrem aminoterminal com la de la AtDpslp (figura 36, 37 i 38). La
primera familia estaria formada per les AtDps1-6p i totes excepte la AtDps6 presenten la regio
hidrofobica en l'extrem N-terminal. En canvi, les proteines que formarien la segona familia
(AtDps7-p9) no tenen la regio hidrofobica en 'extrem aminoterminal, pero si que presenten un
motiu KKxx a I’extrem carboxiterminal, que com ja s’ha comentat anteriorment pot estar
implicat en la localitzacio de proteines al RE (Townsley et al., 1994). L'existéncia d'una familia
genica que codifiqués per diferents cis-preniltransferases estaria en concordanga amb una de les
caracteristiques més destacables de la biosintesi d’isoprenoides en plantes, com ¢€s la preséncia
de families multigéniques que codifiquen diferents isoformes d’enzims de la via, com pot ser la
HMGR (Stermer et al., 1994), la FPS (Cunillera et al. 1996 1 1997) i la SQS (Kribii et al., 1997)
entre d’altres, I’expressio dels quals es regula de forma diferencial. El més destacable de la
possible familia génica de dedol-PP sintases d’A4. thaliana és que consta de 9 gens, mentre que
la resta de families multigéniques implicades en la sintesi d'isoprenoides consten només de dos
o tres gens. Aquest fet es podria explicar perque les dedol-PP sintases estarien implicades en la
sintesi de poliprenols /0 dolicols de diferent mida en funcid del teixit i/o l'estadi de
desenvolupament, mentre que la resta d'enzims sintetitzen sempre el mateix producte. En A.

thaliana, el contigut de poliprenols i dolicols encara no s'ha determinat, pero en les plantes en
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que s'’ha analitzat el contingut de poliprenols i dolicols s'ha vist que no existeix una Unica
especie molecular, sind que existeix una mescla de diferents espécies moleculars en funcié de
'espécie, el teixit i l'estadi de desenvolupament. Aixi, s'ha observat 'existéncia de diferents
especies moleculars en funcié del teixit en H.brasiliensis, Ginkgo biloba i Pinus silvestris
(Tateyama et al., 1999) i també en Coluria geoides (Skorupinska et al., 2003). Per tant, és
raonable pensar que en A. thaliana també hi ha una mescla de varies espécies moleculars en
funcié del teixits i/o I'estat de desenvolupament. Si existeixen diferents espécies moleculars de
poliprenols i dolicols és raonable pensar que seran sintetitzats per diferents cis-
preniltransferases. En aquest sentit les possibles 9 cis-preniltransferases d'4. thaliana podrien

ser les responsables de la sintesis dels diferents poliprenols i/o dolicols.

Quan s'analitza amb el Genevestigator el perfil d'expressié dels 9 gens que podrien
codificar per cis-preniltransferases s'observen uns perfils d'expressié molt diferenciats entre ells.
Aixi, com ja s'ha comentat abans el gen AtDPSI (At2g23410) s'expressa de forma molt
localitzada en arrels i llavors. El gen AtDPS2 (At2g23410) s'expressa majoritariament en l'arrel,
tot i que menys que en el gen AtDPSI, en el pol.len i les llavors. També presenta un nivell
d'expressio moderadament elevats en cultius cel.lulars, suggerint un possible paper en la divisid
cel.lular. El gen AtDPS3 (At5g58784) s'expressa de forma molt intensa només en les arrels. El
gen AtDPS4 (At5g58780) s'expressa a les arrels i presenta un maxim d'expressio en les plantules
de dues setmanes. El gen AtDPS5 (At5g58782) presenta una expressio maxima en les flors
(carpels 1 ovaris) i també s'expressa en les siliques i les llavors. El gen AtDPS6 (At5g58770)
s'expressa de forma moderada en les arrels secundaries, la zona d'elongacio6 de les arrels, fulles
de roseta bassal. Els nivells maxims d'expressié és dona en les plantules de dues setmanes,
fulles caulinars, flors i siliques. També s'expressa en cultius cel.lulars, tot i que menys que el
gen AtDPS2. El gen AtDPS7 (At2g17570) té una expressio maxima en els calls i s'expressa de
forma moderada en tota la resta de teixits i estadis de desenvolupament, suggerint un possible
paper de gen "housekeeping". El gen ArDPS8 (At5g60500) s'expressa sobretot en les flors.
Finalment, el gen AtDPS9 (At5g60510) s'expressa de forma majoritaria a les arrels amb un
maxim en les plantules de dues setmanes. Globalment, els gens que podrien codificar per
possibles cis-preniltransferases presenten un patrd d'expressié for¢a especialitzat, excepte en el
cas del gen AtDPS7 (At2g17570). També s'observa que en les arrels i els teixits reproductius
(flors 1 fruits) s'expressen la majoria de gens AtDPS, fet que suggereix que en aquests teixits
seria necessari 'aport de diferents poliprenols i/o dolicols. La preséncia d'una mescla de més
d'una activitat cis-preniltransferases en un mateix teixit s'ha descrit en fulles d'espinacs, on en
els cloroplastes existeixen una mescla de cis i trans poliprenols (Css.q), glicinoprenols (Cs.ss) 1
solanesol (Cys), mentre que en els microsomes hi ha majoritariament dolicols (C7o.g9) (Sakaihara

et al., 2000).
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Aquesta multiplicitat génica per les DPS no és exclusiva d’A. thaliana. En S. cerevisiae
s’han clonat 2 gens (RER2 i SRTI) que codifiquen per dues cis-preniltransferases, les quals
s’han descrit com a dedol-PP sintases (Sato et al., 2001; Schenk et al., 2001). Aquests dos gens
presenten patrons d’expressio diferents: mentres que ’expressio del gen RER2 s’activa en la
fase exponencial de creixement, el SRTI ho fa en la fase estacionaria. A més les proteines Rer2p
i Srtlp sintetitzen poliprenils-PP de longitud diferent (majoritariament de 80 i1 85 carbonis la
Rer2p i 90-95 carbonis la Srtlp) i estudis de localitzacié per inmunofluorescéncia i fusi6 a la
GFP de les dues proteines indiquen que la proteina Rer2p es localitza a regions concretes del
RE, mentres que la Srtlp es localitza als cossos lipidics. Aquestes observacions suggereixen que
les dues cis-preniltransferases de llevat tenen funcions biologiques diferents. Per exemple, s'ha
vist que la sintesi dels dolicols de cadena llarga, sintetitzats per la Srtp, es correlaciona amb
I’establiment de condicions on s'incrementen les limitacions en nutrients dels cultius com és el
cas de medis sense glucosa, nitrogen i en cultius que han arribat a l'estadi estacionari. Aixi, la
presencia dels dos tipus de dolicols en estadi estacionari, permet postular que els dolicols de
cadena llarga son els responsables de canvis fisico-quimics en les membranes cel.lulars que
permeten a les cél.lules de llevat d'adaptar-se a condicions deficients en algun nutrient per

permetre la viabilitat cel.lular a llarg termini (Szkopinska et al., 2002).
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Conclusions

1. El gen AtDPSI codifica per una proteina de 303 aa que conté les cinc regions
conservades en totes les cis-preniltransferases.

2. La AtDpslp és una dehidrodolicol-PP sintasa funcional, ja que complementa els
defectes fenotipics i bioquimics de la soca de llevat SNH23-7D.

3. L’analisi de I’expressiéo del gen AtDPSI indica que té un patrdé d’expressié molt
especialitzat, amb una acumulacié de I' ARNm gairebé exclusiva en les arrels, que suggereix que
€s en aquest organ on es necessita la major part del dehidrodolicol-PP sintetitzat per la AtDps1p.

4. La AtDpslp presenta una extensi6 aminoterminal que no existeix en la
dehidrodoliquildifosfat sintasa de llevat Rer2p. Els 40 primers aminoacids li donen a aquesta
regid un caracter marcadament hidrofobic. La preséncia d’aquesta regidé aminoterminal
hidrofobica és imprescindible per a la funcionalitat de 1I’enzim d’Arabidopsis en llevat.

5. La AtDpslp es localitza al RE en cel.lules epidérmiques de ceba. El domini N-terminal
hidrofobic dirigeix la localitzacioé de la proteina al RE.

6. Arabidopsis thaliana conté una familia multigénica que codifica per cis-
preniltransferases composada per almenys nou gens, que es poden agrupar en dues subfamilies
diferents en funcio de 1’organitzacio geénica i de les seqiiéncies aminoacidiques de les proteines
que codifiquen. La primera estd composada pels gens DPSI-6, els quals codifiquen per cis-
preniltransferases que tenen un extrem aminoterminal hidrofobic. La segona consta dels gens
DPS7-9, que codifiquen per cis-preniltransferases que tenen un motiu KKxx a 1’extrem

carboxiterminal, descrit com a senyal de retorn al reticle endoplasmatic.
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