[image: image1.jpg]m Generalitat de Catalunya
NI, Departament d’Innovacio,
Universitats i Empresa
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La memòria justificativa consta de les dues parts que venen a continuació:
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2.- Memòria del treball (informe científic)
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NANOS
Beques de recerca per a la formació en el camp de les nanotecnologies   (NANOS)
PIV
Beques de recerca per a professors i investigadors visitants a Catalunya (PIV)


	Títol del projecte: ha de sintetitzar la temàtica científica del vostre document. 

Organització nuclear dels gens que codifiquen per a les proteïnes làcties en cèlules epitelials mamàries en diferents estadis de desenvolupament.
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	Paraules clau: cal que esmenteu cinc conceptes que defineixin el contingut de la vostra memòria.

Gens de proteïnes làcties, organització nuclear, hibridació in situ fluorescent en 2D i 3D, microscopia confocal, modificacions epigenètiques, hormones lactògenes 

	Data de presentació de la justificació 
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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, l'un en anglès i l'altre en la llengua del document, on s'esmenti la durada de l'acció

	Resum en la llengua del projecte (màxim 300 paraules)


En el ultims anys, estudis realitzats en diferents tipus cel·lulars han pogut determinar l’importància de l’organització nuclear en el control i regulació gènica. Durant el any i set mesos en els quals s’ha dut a terme el present projecte, s’han realizat diferents experiments per tal de determinar si la posició dels gens de les proteïnes làcties en el nucli interfàsic de cel·lules epitelials mamaries és important per regular la seva expressió. Els gens de les proteïnes de la llet s’expressen a la glàndula mamaria durant la lactació en resposta a les hormones lactogèniques (majoritàriament prolactina i glucocorticoids). Mitjançant la tècnica de FISH (fluorescent in situ hibridization) en 3D s’ha caracteritzat la localització nuclear del gens WAP (whey acidic protein) i les caseïnes en cèl·lules epitelials mamaries de ratolí (HC11) cultivades en l’absència i presencia d’hormones lactogèniques. En absència d’hormones, els dos gens estan distribuïts dins del nucli de forma no aleatòria, el gen WAP es troba localitzat en l’interior del nucli, mentre que les caseïnes es troben localitzades prop de la perifèria nuclear. L’estimulació hormonal indueix un canvi significatiu en la distància dels dos gens a la perifèria nuclear. Així mateix, la posició del locus de la caseïna en relació al seu territori cromosòmic (CT) 5 està correlacionada amb la inducció hormonal i per tant amb la seva activació transcripcional, mentre que la posició del gen WAP amb relació al seu CT11 sembla més determinada pel context cromosòmic del gen. Per últim, no s’han trobat diferencies en la localització dels gens en relació a l'heterocromatina del centròmer, descrit com a compartiment repressiu, entre les cèl·lules estimulades amb hormones i les que no. En els dos casos s’ha trobat un gran percentatge de gens que no estan associats als centròmers. Aquests resultats descriuen per primer cop l’organització nuclear dels gens de les proteïnes de la llet.


	Resum en anglès(màxim 300 paraules)


During the last years, studies performed in several cell types have determined an important role of nuclear organisation in gene regulation. During my postdoctoral stage (19 months), we have investigated if the specific positioning of milk protein genes in the interphasic nucleus of mammary ephitelial cells could be involved in their fuctional regulation. Milk protein gene expression is specific to the mammary gland and regulated by lactogenic hormones (mainly prolactin and glucocorticoids) to be maximal during lactation. Using FISH (fluorescent in situ hybridisation) in 3D, we have determined the nuclear localization of WAP (whey acidic protein) and casein genes in mouse mammary epithelial cells (HC11) cultured in the absence and presence of lactogenic hormones. Statistical analyses show that in absence of lactogenic hormones both genes are distributed non-uniformly within the nucleus: casein genes are located close to the nuclear periphery and WAP gene tends to be central. Hormone stimulation induces a statistically significant change in their distance to the nuclear periphery. Moreover, the position of CSN genes relative to their chromosome territory (CT) 5 correlates with lactogenic hormone induction and therefore with their transcriptional activation. However, the position of WAP gene with respect its CT11 seems to be related to its chromosome context. Finally, no significant differences have been found for CSN or WAP genes related to centromeric heterochromatin, which has been described as a repressive compartment, in both HC11 conditions. A high frequency of signals has been found not associating with centromeric heterochromatin. Above results describe for the first time the global nuclear organisation of milk protein genes. 






[image: image2.jpg]Agencia

de Gestio d’Ajuts
Universitaris

i de Recerca




2.- Memòria del treball (informe científic sense limitació de paraules). Pot incloure altres fitxers de qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.
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1. INTRODUCCIÓ

Els gens de les proteïnes de la llet han sigut ben caracteritzats a nivell de la seva seqüència i estructura gènica en nombroses espècies animals (Folch et al., 1994; Rijnkels et al., 1997). Moltes seqüències reguladores d’aquests gens han sigut utilitzades per tal de dirigir la síntesi de proteïnes farmacèutiques a la glàndula mamaria d’animals de producció, no sempre amb resultats satisfactoris degut a l’ampli rang d’expressió obtingut per a una mateixa construcció transgènica (Devinoy et al., 1994; Lee et al., 1996; Ballester et al., 2006). Encara que la informació de la seqüència nucleotídica constitueix una eina molt important per l’elaboració i utilització de construccions transgèniques, existeixen altres nivells de regulació del genoma eucariòtic, com la cromatina o l’organització nuclear (van Driel et al., 2003), que són també importants per el control de l’expressió gènica. L’objectiu principal del present treball ha sigut aprofundir en els mecanismes que regulen l’expressió específica dels gens de les proteïnes de la llet en la glàndula mamaria, mitjançant l’estudi de l’organització nuclear dels gens de les proteïnes làcties i determinant si la localització nuclear d’aquests gens està relacionada amb la seva regulació transcripcional. Encara que no existeixen estudis d’organització nuclear en la glàndula mamaria, estudis realitzats en altres tipus cel·lulars han pogut determinar l’importància de l’organització nuclear en el control i regulació gènica (Misteli, 2005; Fraser and Bickmore, 2007). La posició dels gens dins del nucli no és al·leatoria i està relacionada amb la seva regulació funcional. Diferents estudis han determinat com l’associació dels gens amb la periferia nuclear o l’heterocromatina centromèrica juga un paper important en la regulació transcripcional i recombinació (Brown et al., 1997; Francastel et al., 2001; Zink et al., 2004). Així mateix, la posició dels gens relativa al seu territori cromosòmic sembla ser important per la seva regulació funcional, estan correlacionada amb la seva expressió (Volpi et al., 2000; Williams et al., 2002). Finalment, s’han descrit interaccions intra i intercromosòmiques entre diferents gens i entre gens i regions reguladores que colocalitzen en factories de transcripció per afavorir o coordinar la seva expressió (Fraser and Bickmore, 2007). 

2. PLA DE TREBALL

A continuació descriuré el pla de treball realitzat per tal de dur a terme el primer objectiu del projecte que s’ha completat amb resultats satisfactoris, donant lloc a una sèrie d’articles publicats o en revisió i l’assistència a congressos amb l’obtenció d’un pòster premiat (llistat al final del document). 

Els gens WAP (whey acidic protein) i CSN (caseïnes) es troben entre els gens de proteïnes làcties més expressats a la glàndula mamaria en lactació de diferents espècies. L’expressió d’aquests gens està regulada durant el cicle gestació-lactació-involució per les hormones lactogèniques (majoritàriament glucocorticoids i prolactina). Aquestes hormones indueixen l’activació de diferents factors de transcripció que interaccionen amb les regions reguladores dels gens de les proteïnes de la llet per activar la seva expressió (Rosen et al., 1999). 

En el present treball s’ha utilitzat un model de cèl·lules epitelials mamaries de ratolí (HC11), que són capaces d’expressar els gens WAP i CSN en presència d’hormones lactogèniques, i fibroblasts embrionaris de ratolí (3T6) que no expressen els gens de les proteïnes làcties. Així mateix hem utilitzats dos BACs (bacterial artificial chromosome) que contenen: un d’ells una regió de 204 kb que inclou els gens TBRG4, WAP i RAMP3, i un altre de 180 kb amb els gens de les caseïnes CSNs1, CSN2 i CSN1s2a. Aquests BACs han sigut marcats amb DIG (digoxigenina) o biotina utilitzant kits comercials de random-priming. Mitjançant la tècnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization) en 2D i 3D (aquesta última per preservar l’estructura dels nuclis) i utilitzant aquests BACs per detectar els gens d’interès, s’ha obtingut una col·lecció d’imatges mitjançant microscopia confocal i de fluorescència. Posteriorment s’han desenvolupat eines pel processament automàtic en 3D de les imatges i per l’anàlisi (estadístic) de les posicions dels gens dins del nucli.

A més a més mitjançant la tècnica de FISH s’han utilitzats també altres sondes comercials (cromosòmiques o pancentromèriques) per tal d’avaluar la posició relativa dels gens WAP i CSN en relació als seus territoris cromosòmics o a la heterocromatina centromèrica.

Tots els experiments s’han duplicat per cada gen a partir de nuclis obtinguts de preparacions cel·lulars independents.

3. RESULTATS

En primer lloc, es va dur a terme una posada a punt dels protocols de marcatge ja que la mida dels fragments necessària per fer 2D o 3D FISH no es la mateixa. Un cop fet açò i abans de començar en els experiments en 3D, es van preparar metafases a partir de les cèl·lules HC11 sense estimulació hormonal per verificar que les sondes, amb els gens d’interès, hibridaven en la posició cromosòmica (prop del centròmer del cromosoma 11 pel gen WAP i en una posició intermitja del cromosoma 5 pel locus CSN) corresponent (Fig. 1).
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Un cop fet açò es van posar a punt els protocols per fer el FISH en 2D i 3D en els nuclis de les cèl·lules HC11 cultivades en presència i absència d’hormones i en els nuclis de les cèl·lules 3T6. A continuació es van realitzar els diferents experiments, obtenint-se els següents resultats:

· Posició dels gens WAP i CSN en relació a la perifèria nuclear.

Per tal de determinar la posició dels gens en relació a la perifèria nuclear, es van analitzar un total de 69 nuclis (x 4 al·lels per gen = 276) obtinguts a partir de cèl·lules HC11 cultivades sense hormones i 101 nuclis (x 4 al·lels per gen = 404) obtinguts de cèl·lules HC11 cultivades amb hormones. Es va desenvolupar un mètode d’anàlisi en 3D: EVF (eroded volume fraction) per tal de determinar la posició dels gens en relació a la membrana nuclear. Breument aquest mètode consisteix en mesurar la fracció de volum nuclear que hi ha entre un gen i la perifèria nuclear.

En absència d’hormones i per tant d’expressió dels gens WAP i CSN, els gens estan distribuïts dins del nucli de forma no aleatòria, el gen WAP es troba localitzat en l’interior del nucli, mentre que les caseïnes es troben localitzades prop de la perifèria nuclear (Fig.2). L’estimulació hormonal, i per tant la inducció de l’expressió dels dos gens, provoca un canvi significatiu en la distància dels dos gens a la perifèria nuclear: mentre que el gen WAP es desplaça lleugerament del centre cap a la perifèria del nucli, el locus CSN s’allunya de la perifèria cap al centre. La perifèria nuclear ha sigut descrita com un compartiment repressiu, suggerint els resultats obtinguts un possible paper d’aquest compartiment en la repressió del locus CSN.
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Per tal de determinar si la localització dels gens WAP i CSN és específica de les cèl·lules epitelials mamaries, es van realitzar els mateixos experiments en les cèl·lules 3T6. Es va trobar la mateixa distribució no aleatòria per als dos gens, mostrant-se així que aquesta distribució no és específica de la glàndula mamaria.

Per últim, degut a que l’expressió dels gens de les proteïnes de la llet està induïda per factors de transcripció comuns, es van mesurar les distàncies relatives entre els gens homòlegs i heteròlegs per tal de determinar si els gens WAP i CSN s’associen en regions del nucli específiques per tal de coordinar la seva expressió. El percentatge de gens colocalitzats es inferior al 2,3%, sense canvis significatius després de la inducció hormonal i per tant de l’activació gènica. Aquests resultats indicarien que els gens WAP i CSN no colocalitzen en el nucli, tot i que comparteixen el mateix mecanisme de regulació.

· Posició dels gens WAP i CSN en relació al seu territori cromosòmic (CT).

Per tal de determinar la posició dels gens WAP i CSN en relació al seu CT (11 i 5, respectivament) es van establir 4 categories diferents (Fig.3) i es van analitzar un total de 1342 CTs (Taula 1). 
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	Gens
	Cromosoma

MMU
	Tipus cel·lular
	No. de CT observats

	
	
	
	

	CSN
	5
	HC11 non induced
	339

	CSN
	5
	HC11 induced
	249

	CSN
	5
	3T6
	131

	WAP
	11
	HC11 non induced
	189

	WAP
	11
	HC11 induced
	284

	WAP
	11
	3T6
	150


Taula 1.

S’han trobat diferents resultats entre els 2 gens. Mentre que per el locus CSN existeix un percentatge significatiu de gens que surten fóra del seu CT quant es cultiven les cèl·lules HC11 en hormones lactogèniques, el percentatge de gen WAP que es troba fóra del seu CT no varia entre les cèl·lules HC11 cultivades en absència o presència d’hormones. En les cèl·lules 3T6 que no expressen els gens WAP i CSN, la distribució de les senyals amb relació al CT és la mateixa que la trobada en les cèl·lules HC11 sense estimular. Aquests resultats indicarien que la posició del locus de la caseïna en relació al seu territori cromosòmic (CT) 5 està correlacionada amb la inducció hormonal i per tant amb la seva activació transcripcional. En canvi, el gen WAP es troba fóra del seu CT independentment de la seva activació transcripcional. El gen WAP es troba situat entre dos gens (TBRG4 i RAMP3) que s’expressen en diferents teixits incloent la glàndula mamaria, el que suggereix que el loop de cromatina que conté aquests gens flanquejants actius afavoreix la sortida del gen WAP del seu CT tot i que aquest no s’estigui transcribint.

· Posició dels gens WAP i CSN en relació a l’heterocromatina centromèrica.

Per últim i degut a que el gen WAP es troba mapejat prop del centròmer del cromosoma 11 i s’ha descrit aquest com un compartiment repressiu, vam caracteritzar la localització dels nostres gens en relació a l’heterocromatina centromèrica. Les senyals es van classificar en dos categories: en contacte o colocalitzades en el centròmer i dissociades del centròmer (Fig. 4).

No s’han trobat diferencies en la localització dels gens en relació a l’heterocromatina del centròmer entre les cèl·lules estimulades amb hormones i les que no. En els dos casos s’ha trobat un gran percentatge de gens que no estan associats als centròmers (>70%), descartant per tant un paper d’aquest compartiment en la regulació dels gens CSN i WAP.
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Degut al temps utilitzat per tal de posar a punt els protocols de FISH en 3D, a l’addició d’anàlisis suplementaris (posició de gens en relació als seus territoris cromosòmics) i a la finalització de la ajuda 5 mesos abans de la data prevista, sols s’ha dut a terme la recollida i congelació (-80ºC) de mostres obtingudes a partir de glàndula mamaria de conilles en gestació i lactació de l’objectiu 2.  


4. CONCLUSIONS

Aquest estudi descriu per primer cop l’organització nuclear dels gens de les proteïnes de la llet:

· Les hormones lactogèniques indueixen canvis significatius en la localització dels gens en relació a la perifèria nuclear.

· La posició del locus CSN en relació al seu territori cromosòmic 5 està correlacionada amb la inducció hormonal i per tant en la seva activació transcripcional.

· El context cromosòmic d’aquests gens juga un paper important en els seus mecanismes reguladors i també en la seva associació en diferents compartiments nuclears.
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Aquesta llicència estableix que es permet copiar, distribuir i comunicar públicament l’obra sempre que se’n citi l’autor original i la institució que l’empara i no se’n faci cap ús amb finalitats comercials ni obra derivada. Per obra derivada s’entén aquell document que ha estat editat, traduït, combinat amb materials de tercers, canviat de format, o modificat de qualsevol altra forma.
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 Sí, estic d’acord amb el text anterior.

 FORMCHECKBOX 
 No, no estic d’acord.

Barcelona,    de       de     
Signatura

DNI
Aquelles persones o institucions que ho requereixin, amb una adequada argumentació, podran sol·licitar, si escau, un retràs màxim de dos anys per introduir la memòria justificativa a Recercat.
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Figura 2. Localització nuclear dels gens WAP (vermell) i CSN (verd) en el nucli de les cèl·lules HC11. La imatge mostra varies seccions d’un mateix nucli.





Figura 1. Metafase de cèl·lules HC11. Degut a que les cèl·lules HC11 tenen el genoma duplicat, s’observa el doble de cromosomes (blau) 5 i 11 amb les senyals específiques dels gens CSN (verd) i WAP (vermell).
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Figura 3. Posició dels gens (vermell) en relació al seu territori cromosòmic (verd). Les senyals es van classificar en 4 categories: 1) localitzada fora del CT, 2) en el cantó exterior, 3) en el cantó interior o 4) en l’interior del CT.





Figura 4. Posició dels gens de les proteïnes de la llet en relació a l’heterocromatina centromèrica. La imatge mostra dos senyals CSN (fletxes) no associades en els cromocentres d’un nucli d’una cèl·lula HC11.
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