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EI centromer es la part del cromosoma que interactua amb I'aparell mitotic i
garantitza la correcta segregaci6 del cromosoma durant la divisi6 celular. Durant
els ulums 10 anys s'ha analitzat en detall el DNA centromeric de molts cromosomes
de Saccharomyces c er ev i sia e i Sch izo sacch ar omy ces pombe. Tot i aix i, les
sequencies que funcionen com a centromers en els cromosomes de mamifer
encara no han estat identificades. En el Departament de Bioquimica de la
Universitat d'Oxford s'esta construint un mapa fisic de la regi6 centrornerica del
cromosoma Y huma, de gran utili tat per a realitzar despres altres analisis de tipus
funcional.

EI grup disposa de diversos YACs (cromosomes artificials de llevat) amb DNA
de la regi6 centromerica del cromosoma Y. Pero els clons de Y ACs poden ser dificils
d'analitzar i de manipular i, per tant, la conversi6 d'un YAC en cosmids pot ser un

pas molt uti! en la caracteritzaci6 de la regi6 clonada. Per aixo nosaltres hem
utilitzat dos YACs d'aquesta regi6 (AA4 A7/11 i 13CIF), aid com dues sondes
convencionals (205 i Y 190), per a escrinar una genoteca en cosrnids (LLOYNC03
"M") construi'da a partir d'un hfbrid huma/ratolf que conte e1 cromosoma Y
intacte. Eis YACs AA4 A7/11 (290kb) i 13C1F (190kb) contenen DNA adjacent al DNA
alfoid (sequencia repetida en tandem tipica de Is centromers de primats), en et bra"
curt del cromosoma Y. 2D5 detecta una sequencia de copia iinica present en ambd6s
Y ACs, mentre que Y 190 reconeix una repetici6 en tandem molt abundant en el
cromosoma Y.

EI principal problema en la utilitzaci6 de Y ACs com a sondes es la presencia de
sequencies de DNA repetitiu en aquests. Per tal de bloquejar els llocs d'hibridaci6
inespeclfica es van prehibridar els dos YACs, un cop aillats i marcats, amb DNA
total huml (Sigma). Es van fer repliques de la genoteca i es van hibridar amb
aquests dos Y ACs, aixf com amb les dues sondes convencionals. Es van trobar uns

500 cosmids positius que han estat classificats en els intervals definits per aquestes
i altres sondes, cobrint una regi6 d'unes 300kb. Aquesta nova tecnica permet
l'acces immediat al DNA: del cromosoma Y contingut en YACs quimeres 0 en clons
amb mes d'un Y AC. Tambe simplifica l'analisi de YACs inestables.

Hi havia un interes particular per arllar un cosmid que contingues un punt
de ruptura fins ara nomes descrit en llntes cel.l ulars amb aberracions
cromosomiques, En el bra" curt del cromosoma Y existeixen dos blocs de DNA
repetitiu de diferent mida reconeguts per Y 190, s' anomenen Y 190 major i Y 190
menor. Estudis de Ifnies cel.lulars amb delecions en Yp revelen que hi ha un

polimorfisme en quant a la localitzaci6 de Is dos blocs Y 190. possiblement a causa
d'una inversi6. En l'ordenaci6 mes frequent el bloc menor es troba en una posici6
proximal respecte al major. A partir dels cosmids positius per 2D5 hem realitzat un

"walking" fins a trobar un cosmid que conte l'extrern proximal de YI90. La posici6
de les dianes de restricci6 en aquest cosmid indica que inc lou el punt de ruptura en

la inversi6. Hem subclonat el cosmid en pt z i actualment estern tractant de trobar
una sonda que permeti detectar la inversi6 en Iinies cel.lulars salvatges. Eis
polimorfismes fora de la regi6 pseudoautosornica del cromosoma Y s6n Iorca rars i,
per tant, aquesta inversi6 polirnorfica podria ser de gran utilitat en estudis
d'evoluci6 humana (llinatge patern).
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