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1 Elcicle de divisio cel-lular eucariota

El cicle de divisié cel-lular eucariota engloba una seqiiéncia ordenada de processos que
porta a la duplicacio del seu material genétic i la posterior divisié en dues cél-lules filles.
Al llarg d’un cicle de divisio cel-lular la cel-lula ha de: (1) créixer, (2) replicar el seu
DNA; (3) segregar els cromosomes replicats de manera idéntica entre les dues cél-lules
filles i1 (4) dividir-se.

El cicle de divisié cel-lular s’ha dividit historicament en quatre fases: dues fases
transitories, que separen el final de la mitosis de I’inici de la replicacié (Gapl, G1) i el
final de la replicacio de I’inici de la mitosi (Gap2, G2); i dues fases critiques: la fase S
(sintesi), on es replica el DNA 1 la fase M (mitosi) on els cromosomes replicats son

segregats (Figura 1).

Segregacio dels cromosomes
divisio nuclear i citoplasmatica

Duplicacio SPB

Replicacio DNA

Figura 1. Esquema del cicle cel-lular mitotic del llevat de gemmacié Saccharomyces
cerevisae. En passar START la cél-lula es compromet irreversiblement a un nou cicle de divisio
cel-lular. La replicacié del DNA té lloc durant la fase S. A la fase M té lloc la segregacié dels
cromosomes i la divisio cel-lular.
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El cicle de divisio cel-lular eucariota requereix un control molt estricte per tal de preservar
la informaci6 genética i la viabilitat cel-lular. Es fonamental que cada procés s’inicii quant
la cel'lula ha assolit les condicions que n’assegurin la complecid6 amb ¢exit (aixi per
exemple, la cel-lula sols es compromet a replicar i dividir el seu material genetic quant les
condicions de creixement sén optimes). Per altra banda és fonamental també¢, evitar 1’inici
de processos posteriors fins que s’han completat amb ¢exit processos previs (aixi per
exemple, cal impedir la segregacid del material genctic fins que ha estat completament
replicat). Per aconseguir, aquest elevat grau de regulacido de la progressio del cicle
cel-lular, existeixen dos sistemes oscil-ladors acoblats: (1) les quinases dependents de

ciclina (CDK) 1 (2) els factors de transcripci6 especifics de cada fase del cicle cel-lular.

Per tal d’assegurar la integritat del genoma, aixi com, la correcta segregacio d’aquest, la
cel-lula posseeix mecanismes de vigilancia anomenats checkpoints. Un d’aquests
mecanismes, el checkpoint de la fase S detecta 1 respon a la preséncia de dany al DNA 1

estres replicatiu, evitant 1’aparicio d’inestabilitat genomica .

Aquesta tesi es planteja estudiar el control del cicle de divisio cel-lular pel mecanisme de

vigilancia de la fase S

2 Mecanismes de control del cicle cel-lular

Per tal de preservar la informacié genética 1 la viabilitat cel-lular, el cicle de divisid
cel-lular requereix un control estricte. Es fonamental que cada procés s’inicii quan la
cel-lula ha assolit les condicions que assegurin la seva culminacié amb exit (aixi per
exemple, la cel-lula sols es compromet a replicar i dividir el seu material genétic quan les
condicions de creixement sén optimes). Per altra banda és fonamental també¢, evitar 1’inici
de processos posteriors fins que s’han completat amb ¢exit processos previs (aixi per
exemple, cal impedir la segregacid del material genctic fins que ha estat completament
replicat). Per aconseguir, aquest elevat grau de regulacido de la progressio del cicle
cel-lular, existeixen dos sistemes oscil-ladors acoblats: (1) les quinases dependents de

ciclina i (2) els factors de transcripcio especifics de cada fase del cicle.
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En general, els gens la transcripcio dels qual esta regulada al llarg del cicle cel-lular
s’activen just en el moment que els seus productes son necessaries, el que es conegut com
a sintesi just a temps (de Lichtenberg, Jensen et al. 2005). La sintesi just a temps de
complexos sencers només es produeix en el cas del nucleosoma, mentre que la ubiquitin-
lligasa SCF és I’tinic complex totalment estatic (de Lichtenberg, Jensen et al. 2005). Pel
contrari, en la resta de complexos implicats en la regulaci6 del cicle cel-lular, només
algunes subunitats son regulades transcripcionalment, per tal de controlar el moment de
I’assemblatge final del complex, el que es coneix com assemblatge just a temps (de
Lichtenberg, Jensen et al. 2005). L assemblatge just a temps representa un obvi avantatge
energetic respecte la sintesi just a temps de complexos complets. Interessantment, son les
subunitats regulades transcripcionalment les que apareixen regulades per fosforilacio per
CDK, a més de contenir una sobrerepresentacid de seqiiencies de degradacié PEST, la
qual cosa confereix robustesa i capacitat de control fi a les activitats regulades al llarg del

cicle cel-lular (de Lichtenberg, Jensen et al. 2005).

2.1 Quinases dependents de ciclina (CDK)

La progressi6 al llarg del cicle cel-lular esta regulada per 1’activitat quinasa depenent de
ciclina (CDK). En el llevat de gemmacié S. cerevisiae una Unica proteina quinasa,
codificada per CDC28 (equivalent a Cdkl en altres organismes) regula 1’ordre de les
diferents fases i1 la progressio del cicle cel-lular: (Hartwell 1976; Pringle and Hartwell
1981). A humans actuen multiples CDKs: Cdk4 1 Cdk6 a fase G1; Cdk2 1 Cdk1 a fase S, 1
Cdk1 a les fases G2 1 M, cadascuna d’elles regulada per diferents ciclines especifiques de
cada una de les fases del cicle cel-lular: ciclina D a fase G1, ciclina E a la transicié G1-S,
ciclina A al llarg de les fase S 1 G2 1 ciclina B a la mitosi (Giordano, Whyte et al. 1989;
Fang and Newport 1991; Pines and Hunter 1991).

L’activitat de les quinases dependents de ciclina (CDKs) depen de 1’associacié de la
subunitat catalitica CDK amb la subunitat activadora, la ciclina (Morgan 1995; Pines

1995).
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Les cel-lules posseeixen multiples CDKs. El llevat de gemmacié S. cerevisiae en posseeix
com a minim 5 (Cdc28, Pho85, Kin28, Ssn3 1 Ctk1). Cdc28 és la tinica CDK essencial per
la progressid del cicle cel-lular (Hartwell, Mortimer et al. 1973; Jallepalli and Kelly 1997),

constituint el motor del cicle cel-lular.

El gen que codifica per CDC28 és essencial. La majora de mutants termosensibles de
cdc28 bloquegen la progressid del cicle cel-lular en Start (Hartwell 1974; Reed 1980; Reed
1980; Mendenhall, Richardson et al. 1988); encara que també s’han identificat mutants

que aturen el cicle en G2-M (Piggott, Rai et al. 1982; Radcliffe, Trevethick et al. 1997).

Encara que D’activitat quinasa esta sota el control de multiples ciclines, el gen CDC28
s’expressa de forma constitutiva 1 els nivells proteics de Cdc28 sén invariables a llarg del

cicle cel-lular sense ser un factor limitant per la regulaciéo (Mendenhall, Jones et al. 1987).

La quinasa Cdc28 s’activa per associacid a diferents ciclines especifiques de cada fase del
cicle cel-lular, conferint especificitat per I’activitat CDK: CInl1,2 en G1, CIbS5,6 al llarg de
la fase S 1 Clb1-4 en fase G2-M (Hartwell, Mortimer et al. 1973; Evans, Rosenthal et al.
1983; Schwob and Nasmyth 1993; Koch and Nasmyth 1994).

2.1.1 Ciclines

Les ciclines, subunitats activadores de les CDKs, son proteines els nivells de les quals
estan estretament regulats a nivell de transcripcid 1 destruccid6 de manera que, la seva
presencia ¢és especifica de cada fase del cicle cel-lular. En el llevat de gemmacié s’han
identificat nou ciclines diferents que s’associen amb Cdc28, en diferents fases del cicle
cel-lular, conferint especificitat a I’activitat CDK (Nash, Tokiwa et al. 1988; Hadwiger,
Wittenberg et al. 1989; Richardson, Wittenberg et al. 1989; Ghiara, Richardson et al.
1991; Surana, Robitsch et al. 1991; Fitch, Dahmann et al. 1992; Richardson, Lew et al.
1992; Schwob and Nasmyth 1993; Donaldson, Raghuraman et al. 1998). Les ciclines de
fase G1 Clnl, CIln2 1 Cln3 promouen i dirigeixen la cél-lula a través de la fase G1; les
ciclines de fase S Clb5 1 Clb6, promouen la replicacié del DNA 1 la progressio de la fase S
1, les ciclines mitotiques CIb3, Clb4, CIbl i CIb2, promouen la segregacio dels

cromosomes 1 la divisio cel-lular (Figura 2).
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G1 S G2-M

Figura 2. Ordre d’actuacié dels complexos Cdc28-ciclina en S. cerevisiae. En el llevat de
gemmacio, el cicle cel-lular esta conduit per una unica subunitat catalitica (Cdc28), que s’associa a
diferents ciclines especifiques de cada fase del cicle cel-lular. La uni6 de la ciclina, a més d’activar
la quinasa, confereix especificitat de substrat.

2.1.2 Ciclines de fase S

Al final de la fase G1 es transcriuen les ciclines promotores de I’inici de la replicacid,
CIbS 1 Clb6 de forma dependent del factor de transcripci6 MBF (Schwob and Nasmyth
1993; Donaldson, Raghuraman et al. 1998) (vegeu punt 2.2.2).

CLBS5 s’identifica com un gen transcrit al final de G1, amb un paper important en la
replicacio del DNA, ja que, els mutant c/b5A tot 1 que viables, presenten una fase

anomalament llarga (Epstein and Cross 1992).

Posteriorment, s’identifica una segona ciclina promotora de la fase S, CLB6, per
homologia amb CIb5 (Kuhne and Linder 1993; Schwob and Nasmyth 1993). En aquests
estudis, es confirma que la deleci6 de CIbS allarga la duracid de la fase S 1 a més, es va
mostrar que mentre que la delecid de Clb6, no té un defecte aparent, la delecidé simultania
dels dos gens altera el temps d’inici de la replicacié del DNA. Aquests resultats indiquen
que, cadascuna de les dues ciclines pot iniciar amb normalitat la replicaci6 del DNA, pero

que, CIb5 1 no CIb6, és necessaria després per tal que es porti a terme de forma eficag.
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També¢, es va determinar que la transcripcio de CLBS5 1 CLB6 al final de la fase G1 és
depenent del factor de transcripcid especific de fase G1 1 promotor de la fase S, MBF

(vegeu punt 2.2.2).

En estudis més exhaustius dels mutants de delecido de les ciclines de fase S, es va
determinar que la ciclina ClbS dispara origens de replicacioé primerencs i tardans, mentre
que Clb6 només pot disparar origens de replicacid primerencs (Donaldson, Raghuraman et
al. 1998). Aixi, els mutants c¢/b5A (CLB6) inicien la replicacié puntualment, com una soca
silvestre pero, aquesta dura dos cops més. En aquests mutants els origens de replicacio
tardans no son disparats 1 la replicaciéo de la totalitat del DNA depén dels origens de
replicacié establerts a 1’inici de la fase S. Per tant, la ciclina Clb6 només activa els origens
de replicaci6 primerencs. En canvi, els mutants c¢/b6A (CLBS5) inicien la replicacio
puntualment, com una soca silvestre 1, la duraci6 del procés de replicacié no esta alterat.
En aquests mutants els origens de replicacio primerencs 1 tardans s’activen quan pertoca al
igual que en una soca silvestre. Per tant, la ciclina de fase S CIb5 activa tant els origens de
replicacidé primerencs com els tardans. Per ultim, els mutant c¢/b5A clb6A inicien la
replicacid molt més tard que una soca silvestre perd, un cop iniciada aquesta tarda el
mateix temps a completar la replicacid. L’activacio de la replicacié en aquests mutants,
coincideix amb 1’activacié de I’activitat CDK mitotica associada a les ciclines Clbl,2

(Donaldson, Raghuraman et al. 1998).

Recentment, en el transcurs d’aquest treball de tesi es va determinar el motiu pel qual la
ciclina de fase S CIb6 sols reconeix els origens de replicacioé primerencs. Aquesta ciclina,
no presenta una afinitat especifica per uns o altres origens de replicacid, sind que ¢€s
degradada de forma depenent del sistema ubiquitin-lligasa SCF associat a Cdc4
aproximadament a la primera meitat de la fase S (Jackson, Reed et al. 2006). L’altra
ciclina de fase S, Clb5 és degradada a la transici6 G2-M de forma dependent del sistema
ubiquitin-lligasa APC associat a Cdc20 (Shirayama, Toth et al. 1999; Wasch and Cross
2002).

La diferent regulacié de CIb5 1 Clb6 permet explicar el fet que les soques c/b5SA activin

solament origens de replicacio primerencs.
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Posteriorment, s’ha demostrat que un increment de la dosi de Clb6 rescata el defecte en la
duracio de la fase S en els mutants c/b5A (Gibson, Aparicio et al. 2004). De manera
similar, una forma hiperestable de Clb6 (CLB6A3P), que no es degradada a mitja fase S,
rescata igualment el defecte de la duracio de la fase S en els mutants c/b5A (Jackson, Reed

et al. 2006).

Substrats especifics de CDK associat a Clb6

Si bé és generalment assumit que les dues ciclines de fase S son altament redundants pel
que fa als seus substrats diana de ’activitat CDK-S, aquest ambit esta molt poc estudiat.
L’tnic substrat especific conegut fins al moment per la ciclina Clb6 és la proteina Swib6.
Swi6 junt amb Swi4 1 Mbpl forma els factors de transcripcid especific de fase G1, SBF 1
MBEF respectivament (vegeu punt 2.2.2). CDK associada a Clb6 fosforila Swi6 a la fase S
1 I’exclou del nucli (Geymonat, Spanos et al. 2004). Aquesta funci6 ¢és especifica de CIb6 i
no ¢és redundant amb ClbS. Donat que, del factor MBF en depén la transcripcio, entre
d’altres, de les dues ciclines de fase S, CLBS5 1 CLB6, I’exclusié de Swi6 pot constituir un
mecanisme de control de la transcripciéo dependent d’SBF 1 MBF (vegeu punt 2.2.1 1
2.2.2). Un cop finalitzat el cicle cel-lular, per tal d’iniciar un nou cicle és necessari que
Swib es torni a localitza al nucli. El responsable que Swi6 es localitzi al nucli en iniciar un

nou cicle de divisio cel-lular és la fosfatasa Cdc14 (Geymonat, Spanos et al. 2004).

2.1.3 Activitat quinasa dependent de ciclina de la fase S

Inici de la replicacio

Des dels anys 90 es coneix el paper essencial de I’activitat CDK-S en I’inici de la
replicacio (Hereford and Hartwell 1974; Blow and Nurse 1990; D'Urso, Marraccino et al.
1990; Schwob and Nasmyth 1993). No obstant, no ha estat fins fa poc, que s’han
identificat les dianes essencials de CDK-S, per a I’activacid de la replicacio: les proteines
S1d2 1 S1d3 (Masumoto, Muramatsu et al. 2002; Tanaka, Umemori et al. 2007; Zegerman
and Diftley 2007) (vegeu punt 3.3). La fosforilacid de S1d2 1 SId3 per CDK-S comporta el
reclutament de Dbpl1 als origens de replicacio, 1 el subsegiient desenrotllament de la
doble helix de DNA, reclutament de les DNA polimerases i activacid de I’helicasa
replicativa. Una segona activitat especifica de la fase S, DDK (vegeu punt 3.3), és també

essencial per 1’activacio dels origens de replicacio.
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Inhibicié de la re-replicacio per part de CDK-S

Per tal d’assegurar que el material genetic €s replicat en la seva totalitat només una vegada
per cada cicle cel-lular 1 evitar la re-replicacio, CDK-S actua a multiples nivells (Broek,
Bartlett et al. 1991; Hayles, Fisher et al. 1994; Dahmann, Diffley et al. 1995). Per una
banda, ’activitat CDK-S fosforila dues de les proteines del complex ORC: Orc2 i1 Orcb.
La seva fosforilacié impedeix 1’una uni6 eficient d’un nou pre-RC fins al seglient cicle
cel-lular (Nguyen, Co et al. 2001). A la vegada la interaccié directe de ClbS amb Orc6
impedeix el re-assemblatge i evita la re-replicacié (Wilmes, Archambault et al. 2004).

Per altra banda CDK-S fosforila Cdc6 promovent la seva degradacid pel proteasoma
(Drury, Perkins et al. 1997; Elsasser, Chi et al. 1999; Calzada, Sanchez et al. 2000; Drury,
Perkins et al. 2000).

Normalment s’atribueix a ’activitat CDK de fase S associada CIb5 les funcions
inhibitories de la re-replicaci6 (Wilmes, Archambault et al. 2004). No obstant, s’ha

observat que una forma hiperestable de CIb6, no degradable per SCF4**

a mitja fase S
(CLB6A3P), ¢s capag¢ de dur a terme els mateixos processos inhibitoris que Cdc28-Clb5
(Ikui, Archambault et al. 2007). L’ inic motiu pel qual Cdc28-Clb6 no intervé en la
inhibicio6 de la re-replicacio és degut a la seva degradacié depenent de SCF**, abans que

CIbS (Jackson, Reed et al. 2006; Ikui, Archambault et al. 2007).

2.1.4 Ciclines mitotiques i activitat CDK-M

Les ciclines mitotiques Clb1-4, s’expressen en dues onades de transcripcid seqiiencial. Al
final de la fase S s’expressen les ciclines CIb3 1 CIb4 (Fitch, Dahmann et al. 1992;
Richardson, Lew et al. 1992), 1 en G2-M s’expressen les ciclines mitotiques Clbl 1 Clb2
(Surana, Robitsch et al. 1991; Epstein and Cross 1992; Fitch, Dahmann et al. 1992;
Richardson, Lew et al. 1992), en forma dependent del factor de transcripcid

Fkh1,2/Mcm1/Ndd1 (Maher, Cong et al. 1995; Koranda, Schleiffer et al. 2000).

L’activitat CDK mitotica (CDK-M) és inhibida per la quinasa Swel, transcrita en G1 en
forma dependent d’MBF 1 present fins a la seva degradacié a G2-M. Swel inhibeix als
complexos CDK-M per fosforilacié de Cdc28 a la tirosina 19, sense afectar 1’activitat
CDK-S (Amon, Surana et al. 1992; Sorger and Murray 1992; Booher, Deshaies et al.

1993). Aquesta fosforilaci6 €s revertida per la tirosina-fosfatasa Mih1 (Russell and Nurse
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1986). La tirosina 19 de Cdc28 és fosforilada en resposta a estres replicatiu generat amb
hidroxiurea (Sorger and Murray 1992), compatible amb un paper de Swel en el bloqueig
de la mitosi mediat pel mecanisme de vigilancia de la fase S. Si bé, s’ha demostrat la
implicacié de Swel en el bloqueig de la mitosi mediat pel mecanisme de vigilancia de la
morfogenesi (Lew and Reed 1995; Sia, Herald et al. 1996; Lengronne and Schwob 2002),
o en resposta a estres osmotic (Clotet, Escote et al. 2006), els mutants swel mantenen la
capacitat de bloquejar la mitosi en resposta a estrés genotoxic (Amon, Surana et al. 1992;
Sorger and Murray 1992), la qual cosa seria compatible amb [’existéncia de multiples

punts de control en paral-lel.

L’activitat CDK-M 1 la quinasa mitotica Cdc5 promouen la fosforilacio de Swel 1 la seva
degradaci6 pel sistema ubiquitin-proteasoma APC (Thornton and Toczyski 2003; Asano,

Park et al. 2005).

Les ciclines mitotiques son necessaries per la progressid a mitosi (Surana, Robitsch et al.
1991; Fitch, Dahmann et al. 1992; Richardson, Lew et al. 1992; Amon, Tyers et al. 1993).
A més promouen el canvi de creixement polar a creixement isotropic de la gemma

(Grandin and Reed 1993; Lew and Reed 1993).

L’activitat CDK associada a Clb2 promou la segregacio de les cromatides germanes i
I’elongacio del fus mitotic al final de la mitosi (Surana, Robitsch et al. 1991; Fitch,
Dahmann et al. 1992; Richardson, Lew et al. 1992; Amon, Tyers et al. 1993; Grandin and
Reed 1993).

Per altra banda, les ciclines mitotiques poden suplir les funcions de les ciclines de fase S

en la replicacié del DNA en absencia d’aquestes (c/bSA clb6A) (Donaldson, Raghuraman
et al. 1998).
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2.2 Factors de transcripcio especifics de les diferents fase del cicle cel-lular

Un segon nivell de control del cicle cel-lular esta constituit per un sistema de factors de
transcripcio, activats seqiiencialment, que regulen el programa de transcripcio periodica,
funcionant com un oscil-lador independent de 1’activitat CDK (Orlando, Lin et al. 2008).
Aquest oscil-lador transcripcional controla, entre d’altres, 1’expressié de les diferents
ciclines especifiques de cadascuna de les fases del cicle cel-lular. Tot 1 que aquest
oscil-lador transcripcional és essencialment independent de CDK (Orlando, Lin et al.
2008), a la practica CDK modula la seva activitat conferint robustesa al control del cicle

cel-lular (Orlando, Lin et al. 2008).

Dos factors de transcripcio operen el llevat de gemmacio en fase G1, promovent 1’entrada
a fase S: SBF (Swi4/6 Cell-cycle Box Binding Factor) 1 MBF (Mlu I Cell-cycle Box
Binding Factor). L activaci6 d’SBF 1 MBF implica el pas d’Start i compromet la cel-lula
irreversiblement a una ronda de replicacio 1 divisio. SBF 1 MBF son els analegs funcionals

en el llevat de gemmacié d’E2F en humans (Cooper 2006).

Per immunoprecipitacié de cromatina s’han mapejat 200 gens amb MBF o SBF unit al seu
promotor (Iyer, Horak et al. 2001; Simon, Barnett et al. 2001). A més SBF activa un
minim de 9 factors de transcripcié addicionals, que a I’hora indueixen I’expressio de gens
durant la transicid6 G1-S (Horak, Luscombe et al. 2002). Per tant, SBF desencadena una
cascada transcripcional que implica I’activacido d’una amplia xarxa de gens involucrats en

I’entrada a fase S.

2.2.1 El factor de transcripcio SBF

El factor de transcripcié SBF esta format per dues proteines: Swi6 una proteina que
presenta activitat transactivadora 1 Swi4, que presenta activitat d’unié al DNA (Nasmyth
and Dirick 1991). L’expressio de Swi4, pero no la de Swi6b, varia al llarg del cicle
cel-lular, presentant un pic en G1 (MacKay, Mai et al. 2001).

Historicament es va descobrir SBF com un factor que controlava la transcripcio6 especifica
d’HO (endonucleasa que promou el canvi heterotal-lic) a Start. Delecions en el promotor

d’HO van permetre la identificacié d’una seqiliencia consens (CACGAAAA) que
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confereix especificitat per ser expressada en Start (Nasmyth 1985). Aquesta seqiiencia es
coneix com a caixa SCB (Swi4/6 Cell-cycle Box) 1 és reconeguda per Swi4 (Ogas,

Andrews et al. 1991) (Figura 3).

SBF transcriu gens especifics de G1 implicats en gemmacio, en biosintesi de la membrana
1 la paret cel-lular, a més de les ciclines de fase G1 CLN1, CLN2, (Breeden and Nasmyth
1987; Andrews and Herskowitz 1989; Andrews and Herskowitz 1989; Taba, Muroff et al.
1991; lyer, Horak et al. 2001; Simon, Barnett et al. 2001).

A T’inici de la fase G1 SBF esta reprimit per accido de Whi5, I’analeg funcional a llevat de
gemmacié de pRB en humans (de Bruin, McDonald et al. 2004). La fosforilaci6 de Whi5
per Cdc28-ClIn3 quan la cél-lula ha assolit un creixement suficient, dona lloc a la seva

dissociacid d’SBF 1 a la seva activacid transcripcional (Costanzo, Nishikawa et al. 2004).

2.2.2 El factor de transcripcio MBF

MBF esta format per la proteina transactivadora Swi6, present també en SBF, 1 un
homoleg a Swi4, Mpbl que actua com a proteina d’uni6 al DNA (Wijnen, Landman et al.
2002). Mbpl, reconeix la caixa MCB (Mlu I Cell-cycle Box) que presenta una seqiiéncia
consens (ACGCGT) que confereix especificitat pels promotors de gens expressants
després d’Start (Verma, Patapoutian et al. 1991) (Figura 3).

MBEF transcriu gens implicats en la replicacio 1 la reparacid del DNA, tals com les ciclines
de fase S CLB5 1 CLB6; proteines essencials per a la replicacio del DNA com POLI,
POL12, RFA1, CDC4S5; subunitats ribonucleotid-reductasa (RNR), I’activitat limitant en
la sintesi de ANTPs; 1 I’inhibidor de I’activitat CDK de fase M, SWEI1 (Feldman, Correll
et al. 1997; Iyer, Horak et al. 2001; Simon, Barnett et al. 2001)

S’ha suggerit que SBF 1 MBF son altament redundants, sobre la base que en mutants
mbpIA s’observa expressio en fase G1 de gens regulats per MBF (Bean, Siggia et al.
2005). No obstant, sabem ara que la interdependencia és més complexa: mentre que en els
mutants swi4A (que no tenen activitat SBF) I’expressid dels gens regulats per SBF
s’anul‘la, en els mutants mbpIA 1’expressio dels gens regulats per MBF esdevé basal (de

Bruin, Kalashnikova et al. 2006), probablement degut al fet que Mbpl ¢€s necessari per
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reclutar el repressor ’MBF Nrm1 (de Bruin, Kalashnikova et al. 2006). Interessantment,
no tots els gens regulats per MBF mostren el mateix perfil de desregulacié en el mutant
mbpIA: mentre que en alguns casos 1’expressid basal no mostra variacions al llarg del
cicle cel-lular, en altres s’observa un increment relatiu després d’Start (de Bruin,

Kalashnikova et al. 2006), compatible amb una certa intervencié d’SBF (Bean, Siggia et

al. 2005).

S. cerevisiae S. pombe Humans
Swib Hp1
SBF Swid Msh3 E2F1,2,3
Swib Cdc10
MBF Mbp1 Res1,2 E2F1,2,3

Figura 3. Analegs funcionals dels factors de transcripci6 de fase G1: SBF i MBF en S. pombe i
humans.

2.3 Degradacio pel sistema ubiquitin-proteasoma

Dos complexos E3 ubiquitin-lligasa son essencials en la progressio del cicle cel-lular: SCF
(Skpl, Cullin, F-box) 1 APC (Anaphase Promoting Complex), essent responsables de la
regulacid, via proteasoma, de la presencia de proteines que han de ser eliminades per

permetre el pas d’una fase a la seglient, o per evitar la repeticid de processos.

SCF i la transicié G1-S

El complex SCF és essencial per a I’entrada en fase S. A través de la F-box Cdc4 degrada
I’inhibidor de CDK associada a ciclines del tipus CLB, Sicl (Feldman, Correll et al. 1997,
Skowyra, Craig et al. 1997; Verma, Annan et al. 1997; Visintin, Craig et al. 1998; Shou,
Azzam et al. 2002; Yoshida, Asakawa et al. 2002; D'Amours, Stegmeier et al. 2004;
Queralt and Uhlmann 2008).

A més, SCFY* és el responsable de la degradacié de Cdc6 (Drury, Perkins et al. 1997),

un dels components del pre-RC assemblat en els origens de replicacié (vegeu punt 3.2).
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Cdc6 ¢s essencial per a I’activacio dels origens de replicacid, i la seva eliminacio a la fase

S, constitueix un dels nivells de control de la re-replicacié (Nguyen, Co et al. 2001).

En fase S, Clb6, una de les dues ciclines promotores de la replicacié és degradada de
forma depenent del complex SCF“** (Jackson, Reed et al. 2006). Clb6 és 1’unica ciclina
de tipus CLB que no ¢s degradada per APC, i el motiu pel qual t€ una presencia tant

limitada en el cicle cel-lular és desconegut.

APC en la mitosi
APC regula la transiciéo metafase-anafase 1 la sortida de mitosi.

En primer lloc, APC associat al co-activador Cdc20 (APCC%%

), €s responsable de
I’eliminacio, via proteasoma, de Securina/Pdsl (Cohen-Fix, Peters et al. 1996; Visintin,
Prinz et al. 1997), permetent 1’anafase i1 ’activacid6 de FEAR (cdc-Fourteen Early
Anaphase Release), un dels dos complexos promotors de la sortida de mitosi (vegeu punt

3.4).

FEAR conjuntament amb MEN (Mitotic Exit Network), cooperen per promoure la sortida
de Cdc14 del nucleol (Shou, Azzam et al. 2002; Yoshida, Asakawa et al. 2002; Visintin,
Stegmeier et al. 2003; D'Amours, Stegmeier et al. 2004; Queralt and Uhlmann 2008), la
qual cosa comporta 1’activacio de APCEM (Schwab, Lutum et al. 1997; Jaspersen, Charles
et al. 1998; Visintin, Craig et al. 1998). APCE promou la degradaci6 de les ciclines
mitotiques (Jaspersen, Charles et al. 1998; Visintin, Craig et al. 1998), inactivant
I’activitat CDK de fase M, essencial per permetre la sortida de la mitosi (Wasch and Cross

2002) (vegeu punt 3.4).
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3 Control de la progressio del cicle cel-lular

3.1 Control de G1 i Start

En el llevat de gemmacidé Start €s un punt de control crucial. En aquesta transicio, les
cel-lules es comprometen a iniciar un nou cicle de divisio cel-lular. Aquest punt, es coneix
en humans com el punt de restriccio (Pringle and Hartwell 1981). Només es superara Start
si la cel-lula assoleix una mida determinada i les condicions ambientals son les adequades

(Johnston, Pringle et al. 1977).

A la fase G1 la cel-lula decideix entre: (1) parar el cicle cel-lular en G1, entrant en una fase
estacionaria (Kupiec, Byers et al. 1997); (2) si es haploide i les condicions soén optimes es
poden conjugar en presencia de cel-lules del tipus heterotalic complementari (Hicks and
Herskowitz 1976; Nasmyth 1983); (3) si son diploides 1 les condicions nutricionals soén
limitants, esporular (Colomina, Gari et al. 1999); 1 (4) comprometeres a iniciar una nova
ronda de replicaci6 del DNA 1 divisio cel-lular, creuant Start (Johnston, Pringle et al.
1977). A nivell bioquimic Start implica I’activacid dels factors de transcripcid especifics

de G1, promotors de la fase S, SBF 1 MBF.

Cal coordinar el creixement cel-lular 1 el cicle cel-lular. L’activador més amunt d’Start és
CIn3, I'inica ciclina present, a baix nivell, al llarg de la fase G1 (Tyers, Tokiwa et al.
1993; Yaglom, Linskens et al. 1995). L’activitat Cdc28-Cln3 esta altament regulada,
coordinant el creixement cel-lular amb la progressio del cicle, i és responsable de creuar
Start quan les cel-lules assoleixen una mida critica (Hartwell and Unger 1977; Johnston,

Pringle et al. 1977).

CIn3 és inhibida a dos nivells. La proteina Whi3, involucrada en el control de la grandaria
cel-lular, s’uneix al mRNA de CLN3 (Gari, Volpe et al. 2001; Wang, Gari et al. 2004),
confinant la traduccié de ClIn3 al reticle endoplasmatic, on CIn3, associada a Cdc28, ¢és
retinguda per les xaperones Ssal,2. A mesura que G1 avanca 1I’acumulacio de la xaperona
Ydjl desbloqueja el complex Ssal,2, alliberant Cdc28-CIn3 del reticle endoplasmatic i

permetent la seva acumulaci6 nuclear (Verges, Colomina et al. 2007).
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Un cop al nucli Cdc28-CIn3 fosforila Whi$5, activant SBF. Whi5 és un inhibidor d’SBF
(Costanzo, Nishikawa et al. 2004; de Bruin, McDonald et al. 2004). La fosforilaci6 de
Whi5 per Cdc28-CIn3 provoca I’exclusioé nuclear de I’inhibidor (Figura 4). El mecanisme
d’activaci6 d’MBF a Start és encara desconegut. SBF controla fonamentalment gens
implicats en ’aparici6 de la gemma, la duplicacié del SPB (fus mitotic) 1 el creixement de
la cel-lula, a més de les ciclines de fase G1 Clnl 1 CIn2, mentre que MBF controla gens
implicats en la replicacio del DNA, a més de les ciclines de fase S CIb5 1 Clb6 (Johnston,
Morgan et al. 1996; Simon, Barnett et al. 2001) (vegeu punt 2.2) (Figura 4). L'activacio
d’SBF 1 MBF implica doncs el pas d'Start. Degut a la dependéncia seqiiencial dels factors
de transcripcid que operen en fases subseglients, la cél-lula queda compromesa a acabar

una ronda de divisi6 cel-lular: ha creuat el punt de no retorn (Figura 4).

creixement—Ydj1

Cdc2
START 1h5,6
Fase G1 | Fase S

Figura 4. Control d’Start i de la transicié6 G1-S. L’activacié de Cdc28-Cln3 un cop la cel-lula ha
assolit una grandaria suficient implica la inactivacid6 de Whi5, I’inhibidor de I activitat
transcripcional promotora de la fase S SBF (Swi4-Swi6). L’activacié d’SBF i d’MBF (Mbp1-Swi6)
marca el pas d’Start. SBF transcriu, entre d’altres, les ciclines de fase G1 ClInl,2, mentre que MBF
transcriu, entre d’altres, les ciclines de fase S Clb5,6. L’activitat CDK-S, perd, esta inhibida per
Sicl. L’acumulacié d’activitat CDK associada a Clnl,2 fosforila Sicl, marcant-lo per destruccio,
amb la consegiient activacio de CDK-S i el pas a fase S.
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3.2 Control de la transicio G1-S

Assemblatge del complexos de pre-replicacié (pre-RC)
Previ a I’inici de la replicacié durant la fase S, €s necessari reclutar una serie d’elements

essencials que llicencien els origens de replicacio per ser activats.

El Complex de Reconeixement dels Origens (ORC), reconeix les seqiiencies de DNA que
defineixen els origens de replicacid, les anomenades Seqiliencies de Replicacid6 Autonoma
(ARS) (Stinchcomb, Struhl et al. 1979; Bell and Stillman 1992). A llevat de gemmacio,
ORC roman unit als origens al llarg de tot el cicle cel-lular (Diffley and Cocker 1992),
actuant de plataforma d’aterratge per a la resta d’elements que constitueixen els pre-RC.
El reclutament d’aquests elements és seqiiencial: la uni6 de Cdc6 (Cocker, Piatti et al.
1996; Santocanale and Diffley 1996; Detweiler and Li 1997) €s necessaria per la uni6 de
Cdt1-MCM (Coleman, Carpenter et al. 1996; Aparicio, Weinstein et al. 1997; Donovan,
Harwood et al. 1997; Tanaka, Umemori et al. 2007) 1, aquesta, per a la uni6 de Sld3-
Cdc45 (Kamimura, Tak et al. 2001).

Activacio de CDK-S

Un cop transcrites les ciclines de fase S, CIb5 1 Clb6, s’associen amb la quinasa depenen
de ciclina Cdc28. Els complexos Cdc28-Clb5 1 Cdc28-Clb6 en ser produits son inhibits
per Sicl, un inhibidor especific de 1’activitat CDK associada a ciclines CLB, pero no a
ciclines del tipus CLN (Mendenhall 1993; Schwob, Bohm et al. 1994). Sicl es produit en
la transicio M-G1 en forma dependent del factor de transcripcié Swi5 (Knapp, Bhoite et
al. 1996; Toyn, Johnson et al. 1997; Aerne, Johnson et al. 1998). Sicl inhibeix els
complexos Cdc28-Clb blocant el centre actiu de Cdc28 (Donovan, Toyn et al. 1994;
Schwob, Bohm et al. 1994; Schneider, Yang et al. 1996).

Per permetre I’entrada de les cel-lules en fase S €és necessaria, doncs la degradacio de Sicl.
L’acumulaci6é d’activitat -Cdc28-Clnl,2 promou la fosforilacié de Sicl, marcant-lo per
degradaci6 pel complex ubiquitin-lligasa SCFCd4 (Schneider, Yang et al. 1996; Tyers
1996; Skowyra, Craig et al. 1997; Nash, Tang et al. 2001).

La destruccio de Sicl provoca I’aparicié de D’activitat CDK de fase S (Cdc28-CIb5 i1
Cdc28-Clb6), marcant I’inici de la replicacié del DNA (fase S).
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Inhibicio de la transcripciéo dependent d’MBF i SBF
La transcripcid promotora de la fase S depenent d’SBF 1 MBF és limitada a la fase G1 a

través de diferents mecanismes.

Repressio d’MBF per Nrml1

Nrml inhibeix I’expressi6 de gens dependents d’MBF en fase S (de Bruin, Kalashnikova
et al. 2006). Mbp1 segueix unit als promotors regulats per MBF (Koch, Moll et al. 1993) i
es necessari per reclutar el repressor Nrm1 (vegeu Figura 5A). En aquesta linia s’observa
que en mutants mbplA, els gens regulats per MBF mostren una expressié continuada a

llarg del cicle cel-lular (Bean, Siggia et al. 2005).

Al final del periode de treball d’aquesta tesi s’ha descrit, en el llevat de fissio
Schizosaccharomyces pombe, que en resposta a estres replicatiu 1 de forma dependent del
mecanisme de vigilancia de la fase S, el repressor Nrm1 ¢és fosforilat, alliberant-se dels

promotors regulats per MBF (de Bruin, Kalashnikova et al. 2008).

Exclusio nuclear de Swi6

L’activitat d’SBF 1 MBF depén de la proteina transactivadora Swi6. Swib €s exclosa del
nucli en fase S (Taba, Muroff et al. 1991; Sidorova, Mikesell et al. 1995; Queralt and
Igual 2003). L’exclusio ¢és especificament dependent de la fosforilacid per 1’activitat
CDK-S associada a CIb6, pero no a CIbS (Geymonat, Spanos et al. 2004), constituint
I’tinica diana especifica diferencial coneguda entre les dues ciclines de fase S. Aquesta
exclusio nuclear de Swib €s, a més essencial per a la reactivacio d’SBF, pero no d’MBF, a
la fase G1 del segiient cicle cel-lular, permetent possiblement la carrega al citosol d’un
factor de llicenciament de ’activitat SBF (Queralt and Igual 2003) (vegeu Figura 5B). La
desfosforilacié de Swi6 és depenent de la fosfatasa mitotica Cdc14 (Geymonat, Spanos et

al. 2004).
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A G1 S
MBF actiu MBF inactiu
B
G1 S M
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SBF actiu SBF inactiu Llicenciament SBF

Figura 5. Inhibici6 de la transcripcié dependent de SBF i MBF en fase S. (A) La inactivacio
d’MBF implica el repressor Nrm1. (B) La inactivacié d’SBF depén de 1’exclusié nuclear de Swib6,
desencadenada per fosforilacio per Cdc28-Clb6.

3.3 Control de ’inici de la replicacié del DNA

Per iniciar la replicacio durant la fase S son essencials dues quinases conservades
evolutivament: La quinasa depenent de ciclina associada a les ciclines de fase S CIbS 1

CIb6 (CDK-S), 1 la quinasa de fase S Dbf4-Cdc7 (DDK).

En §. cerevisiae S1d2 1 S1d3 son les dues dianes essencials de la quinasa CDK-S (Tanaka,
Umemori et al. 2007; Zegerman and Diffley 2007). S1d2 i1 SId3 sén dos constituents
essencials del complex d’iniciaci6 (pre-RC). La combinacié d’un mutant fosfomimetic de
S1d2 amb una fusi6 S1d3-Dpbl1 constitueix un bypass de CDK-S, permetent la replicacio
de DNA en abseéncia d’activitat CDK (Zegerman and Diffley 2007). Aquest bypass de
CDK-S encara requereix 1’activitat DDK per iniciar la replicacio (Zegerman and Diffley

2007). De forma similar a D’activitat CDK, DDK esta constituit per una subunitat
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catalitica, Cdc7, 1 una subunitat activadora, Dbf4. La preséncia de Cdc7 és constant al
llarg del cicle cel-lular (Jackson, Pahl et al. 1993; Yoon, Loo et al. 1993), mentre que Dbf4
€s una proteina inestable, degrada pel sistema ubiquitin-lligasa APC, que s’acumula
només a la fase S (Cheng, Collyer et al. 1999; Weinreich and Stillman 1999; Ferreira,
Santocanale et al. 2000).

DDK ¢és essencial per I’inici de la replicacié 1 ’activacid de cadascun dels origens de
replicacio (Bousset and Diffley 1998; Donaldson, Fangman et al. 1998). DDK fosforila la
subunitat Mcm4 de I’helicasa replicativa MCM, promovent la formacié d’un complex

estable entre MCM 1 el seu factor de processivitat Cdc45 (Sheu and Stillman 2006).

La carrega de Dpbl1 en forma dependent de CDK-S 1 la formaci6 del complex Cdc45-
MCM, permet la carrega del complex GINS (Takayama, Kamimura et al. 2003) als
complexos d’iniciacid, amb la consegiient activacié de 1’helicasa (Aparicio, Weinstein et
al. 1997; Aparicio, Stout et al. 1999; Labib, Tercero et al. 2000; Moyer, Lewis et al.
2006), el desenrotllament de la doble cadena de DNA i el reclutament de les DNA
polimerases (Gambus, Jones et al. 2006; Kanemaki and Labib 2006).

Els origens de replicaci6 no s’activen tots a 1’hora sin6 que presenten un programa
temporal d’activacid, de manera que segueixen la mateixa seqiiencia d’activacié a cada
fase S (Ferguson and Fangman 1992; Friedman, Diller et al. 1996). D’aquesta forma es
defineixen com origens primerencs aquells que s’activen a I’inici de la fase S 1 tardans els
activats al final de la fase S (Ferguson, Brewer et al. 1991; Brewer, Diller et al. 1993;

Friedman, Diller et al. 1996).
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3.4 Control de 1a mitosi

La mitosi esta regulada per APC a dos nivells: transici6 metafase-anafase 1 la sortida de
mitosi.

En primer lloc, APC associat al co-activador Cdc20 (APCC%

), €s responsable de
I’eliminaci6, via proteasoma de Securina/Pdsl (Cohen-Fix, Peters et al. 1996; Visintin,
Prinz et al. 1997). La Securina inhibeix la separaci6 de les cromatides germanes impedint
I’acci6 de la Separasa/Espl. L’activacio de la Separasa talla una de les subunitats,
Sccl/Cohesina, permetent la segregacid dels cromosomes (Shirayama, Toth et al. 1999;
Salah and Nasmyth 2000; Wang, Liu et al. 2001; Agarwal, Tang et al. 2003; Rahal and
Amon 2008). Una segona forma d’APC, APCthl, intervé en la sortida de mitosi,
eliminant completament les ciclines de tips CLB. A diferéncia d’APC*, APC*™ és
inactiva al principi de la mitosi (Harper, Burton et al. 2002), degut a la fosforilaci6 de
Cdhl per CDK-CLB (Schwab, Lutum et al. 1997; Visintin, Prinz et al. 1997; Zachariae,
Schwab et al. 1998; Kramer, Scheuringer et al. 2000). A més de tallar la cohesina, la
Separasa/Espl forma part del complex FEAR (cdc-Fourteen Early Anaphase Release),
responsable de la sortida de Cdcl4 del nucleol a ’inici de ’anafase. La Separasa talla
Cdc55, la subunitat reguladora de la fosfatasa tipus PPP2 (PP2A). L’activitat PPP2 manté
Netl hipofosforilada. La forma hiposforilada de Netl reté la fosfatasa Cdc14 segrestada al
nucleol (Shou, Seol et al. 1999; Visintin, Hwang et al. 1999). La inactivacié de Cdc55
permet la fosforilaciéo de Netl per CDK-CLB 1 Cdc5, alliberant Cdc14 del nucleol (Shou,
Azzam et al. 2002; Visintin, Stegmeier et al. 2003; Queralt and Uhlmann 2008).

MEN (Mitotic Exit Network) (Jaspersen, Charles et al. 1998) promou la sortida de Cdc14 1
el seu estat alliberat durant els estadis finals de ’anafase (Yoshida, Asakawa et al. 2002;
D'Amours, Stegmeier et al. 2004). L’alliberament de la fosfatasa Cdc14 té com a resultat
la desfosforilacio, directa o indirecta de Cdhl, amb la subsegiient activacié de ApCtdn!
(Schwab, Lutum et al. 1997; Jaspersen, Charles et al. 1998; Visintin, Craig et al. 1998).
APCEM promou la degradacid de les ciclines mitotiques (Jaspersen, Charles et al. 1998;

Visintin, Craig et al. 1998), inactivant I’activitat CDK de fase M, essencial per permetre la

sortida de la mitosi (Wasch and Cross 2002).
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4 Integritat genomica i mecanismes de vigilancia

Per tal de mantenir la viabilitat cel-lular és imprescindible preservar la integritat del
genoma. Per aixo és essencial que la cel-lula: (1) repliqui la totalitat del seu material
genetic amb fidelitat, 1 sols una vegada per cada cicle cel-lular, (2) detecti 1 repari les
lesions en el DNA, per tal d’evitar que aquestes es fixin com a mutacions permanents, 1 (3)

segregui els cromosomes de forma equitativa a cadascuna de les cel-lules filles.

Les agressions que rep constantment el DNA, majoritariament degudes a causes
endogenes (com per exemple oxidacid o hidrolisi espontania de bases nitrogenades) (De
Bont and van Larebeke 2004), i també a causes exogenes (radiacidé ionitzant, llum
ultraviolada o agents mutagenics) (Gale, Nissen et al. 1987) son les principals fonts
d’inestabilitat genomica de no ser degudament reparades. A més, perdues transitories
d’homeostasi (hipoxia, reducci6 de la disponibilitat de nutrients,...) poden afectar la sintesi
de dNTPs donant lloc a I’aturada de la replicacido per manca de precursors, fenomen
conegut com a estres replicatiu. Les forquilles de replicacid aturades son altament
recombinogeniques (Admire, Shanks et al. 2006) 1, per tant, font d’inestabilitat genomica

si no son degudament estabilitzades.

La inestabilitat genomica €s una de les forces motores del cancer en humans (Cabhill,
Kinzler et al. 1999; Hanahan and Weinberg 2000; Luo, Solimini et al. 2009). Per tal de
preservar ’estabilitat del genoma les cel-lules s’han dotat evolutivament de mecanismes

de vigilancia que detecten 1 responen a la preséncia d’estres genotoxic.
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4.1 Mecanismes de vigilancia (checkpoints). El mecanisme de vigilancia de la

fase S

Operant sobre el cicle cel-lular, les cel-lules posseeixen mecanismes de vigilancia
(checkpoints) que actuen per assegurar que no es progressa a una fase segiient fins que no
s’ha completat correctament la fase anterior, actuant com a sistema feed-forward (Weinert
and Hartwell 1988). Els checkpoints segueixen I’estructura de les cascades de transduccio
de senyals, formades per elements sensors, quinases transductores centrals 1 quinases
efectores. Aquestes quinases transmeten 1 amplifiquen el senyal, actuant sobre diferents

proteines diana, limitants en la progressio del cicle (Weinert and Hartwell 1988).

El mecanisme de vigilancia de la fase S s’encarrega de detectar tant el dany al DNA com
I’estrés replicatiu durant la replicacié del DNA. Encara que el dany al DNA es pot produir
en qualsevol fase del cicle cel-lular, la fase S és el periode més vulnerable a I’estres
genotoxic, ja que els cromosomes es troben descromatinitzats 1 la doble cadena oberta de
DNA ¢és més accessible a 1’acci6 d’agents genotoxic (Zhou and Bartek 2004). A meés,
durant el procés de sintesi del DNA una lesid reparable pot ser convertida en una mutacio

permanent.

En resposta a estres genotoxic, el checkpoint de la fase S activa les vies necessaries per a
superar el problema, actuant a diferents nivells: (1) aturant el cicle cel-lular, bloquejant
I’entrada en mitosi 1 impedint la segregaci6 de les cromatides germanes fins que el
problema hagi estat superat (Cohen-Fix, Peters et al. 1996), (2) protegint el procés de
replicacid (Santocanale and Diffley 1998; Tercero and Diffley 2001) i, (3) activant una
resposta transcripcional caracteritzada per la induccid dels gens de la ribonucleotid

reductasa (Zhou and Elledge 1993).

En S. cerevisiae la quinasa transductora central del checkpoint de la fase S és Mecl,
homoleg d’ATR 1 ATM en humans (Kato and Ogawa 1994; Weinert, Kiser et al. 1994;
Sun, Fay et al. 1996) (Figura 6). Una segona quinasa homologa a ATM, Tell, és present
en llevat de gemmacio, perd no sembla jugar un paper en el checkpoint de la fase S

(Mantiero, Clerici et al. 2007).
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Mecl activa la quinasa efectora Rad53 (Chk2 en humans) (Sun, Fay et al. 1996; Lee,
Schwartz et al. 2003), encarregada de difondre el senyal actuant sobre les diferents
proteines diana. Fora de la fase S, Mecl actua també¢ a través de la quinasa efectora Chkl
(Sanchez, Bachant et al. 1999). A més, en abséncia de Rad53, Chkl pot executar algunes
de les funcions de Rad53, tal com la inactivacio de la flap-endonucleasa Exol com a part
de I’estabilitzacio de forquilles de replicacio aturades per estrés genotoxic (Segurado and
Diffley 2008). No obstant, Chk1 juga un paper secundari, ja que mentre que els mutants
de rad53 mostren perdua de viabilitat en preseéncia de dany al DNA, els mutants de chkl

no (Sanchez, Bachant et al. 1999) (Figura 6).

En humans, mutacions en les vies controlades pel checkpoint de la fase S donen lloc a
sindromes familiars de predisposici6 a cancer, com Li-Fraumeni (Bell, Varley et al. 1999).
A més, s’ha mostrat que el checkpoint de la fase S constitueix un barrera anti-cancer en
I’inici del procés de tumorogenesis (Bartkova, Horejsi et al. 2005; Bartkova, Rezaei et al.
2006). En S. cerevisiae els mutants mecl o rad53 presenten una forta sensibilitat a tots els

tipus de dany al DNA 1 estrés replicatiu (Allen, Zhou et al. 1994).

S. cerevisiae S. pombe Humans
Quinases Mec1 Rad3 ATR
transductores Tel1 Tel1 ATM
Adaptadors Rad9 Rhp1/Crh2 BRCA1; 5_3BP1
Mrc1 Mrc1 Claspin
Quinases Chk1 Chk1 Chk1
efectores Rad53 Cds1 Chk2

Figura 6. Elements del mecanisme de vigilancia de la fase S (Checkpoint de la fase S). En la
taula es mostren les principals proteines implicades en el checkpoint de la fase S en
Saccharomyces cerevisiae i els seus homolegs en Schizosaccharomyces pombe i humans.
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4.2 Activacio del checkpoint de la fase S

El senyal activador del checkpoint de la fase S és el DNA de cadena senzilla (ssDNA)
recobert per la proteina de replicaci6 A (RPA) (Zou and Elledge 2003). El ssDNA ¢s
altament recombinogenic, 1 no existeix nu a la cel-lula ja que, s’hi uneix amb alta afinitat
el complex RPA (Wold 1997). Si bé es produeix ssDNA durant una fase S normal, només
quan la cel-lula esta sotmesa a estrés genotoxic se’n generen extensions suficients per
activar el checkpoint (Shimada, Pasero et al. 2002; Vaze, Pellicioli et al. 2002; Byun,
Pacek et al. 2005; Lopes, Foiani et al. 2006), resultat del desacoblament entre 1’helicasa
(MCM) i les polimerases de la maquinaria de replicacio (Byun, Pacek et al. 2005) (Figura
7). A més, s’ha observat que les lesions que no provoquen un desacoblament entre
I’helicasa 1 ’activitat polimerasa no generen una resposta del checkpoint degut a que els

nivells de ssDNA son baixos (Lambert and Carr 2005).

L’ssDNA-RPA recluta el complex sensor (Yang and Zou 2006) (vegeu a continuacio) i el

complex Mec1-Ddc2 (Zou and Elledge 2003).

Complexos sensors

Perque es produeixi la resposta del checkpoint de la fase S €s necessari que es localitzin a
les forquilles de replicacid afectades per estreés genotoxic els complexos Rfc2-5/Rad24 i
Rad17/Mec3/Ddcl. Rfc2-5/Rad24 esta format per 4 subunitats del complex Factor de
Replicaci6 C (RFC), amb Rad24 en lloc de la subunitat Rfcl (Griffiths, Barbet et al.
1995). Mentre que RFC en una fase S normal actua com a carregador del complex grapa
(clamp) PCNA, factor de processivitat del replisoma, en una fase S compromesa per estres
genotoxic, Rfc2-5/Rad24 carreguen el complex grapa Radl7/Mec3/Ddcl (Kondo,
Wakayama et al. 2001; Melo, Cohen et al. 2001), estructuralment relacionat a PCNA
(Venclovas and Thelen 2000) (Figura 7).

Tot 1 que perqué Mecl es localitzi a la zona de la lesi6 no son necessaris els complexos
Rad17/Mec3/Ddcl 1 Rcf2-5/Rad24, aquests son necessaris per a la seva activacid, a més
d’actuar com a plataforma per reclutar proteines adaptadores (vegeu més a baix) (Parrilla-

Castellar, Arlander et al. 2004; Majka, Niedziela-Majka et al. 2006).
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Un segon complex sensor, el format per Mrell/Rad50/Xrs2 actua en resposta als

trencaments de doble cadena del DNA (Lisby, Barlow et al. 2004).

Quinases transductores centrals

Les quinases transdutores centrals del checkpoint de la fase S formen part de la familia de
les quinases relacionades amb la fosfoinositol-3 quinasa (PIKK) (Keith and Schreiber
1995; Carr 1997; Mallory and Petes 2000). Les proteina quinases transductores centrals
del checkpoint de la fase S estan conservades evolutivament. L’ortoleg en llevat de
gemmacié és Mecl (Kato and Ogawa 1994; Weinert, Kiser et al. 1994; Sun, Fay et al.
1996). Els mutants mecl presenten una elevada sensibilitat als diferents tipus d’estres
genotoxic (Allen, Zhou et al. 1994). El seu homoleg Tell, en canvi, és prescindible
(Morrow, Tagle et al. 1995), 1 el seu paper en la resposta a estrés genotoxic esta poc clar

(Mantiero, Clerici et al. 2007).

Mecl es recluta a la zona de la lesié a través de Ddc2, que s’uneix a ssDNA-RPA (Zou,
Cortez et al. 2002). En presencia del complex sensor Rad17/Mec3/Ddcl, Mecl s’activa i
fosforila la quinasa efectora Rad53 (Pellicioli, Lucca et al. 1999) (Figura 7).

Proteines adaptadores de les quinases efectores

L’activaci6 de les proteines quinases efectores per part de les quinases transductores
centrals es realitza a través de les proteines adaptadores. El llevat de gemmacid presenta
una proteina adaptadora en resposta a dany en el DNA, Rad9, i una en resposta a estres
replicatiu, Mrcl. Les proteines adaptadores presenten la quinasa efectora Rad53 a Mecl,
probablement determinant diferents patrons d’hiperfosforilacié activadora de Rad53
d’acord a la resposta requerida (Smolka, Albuquerque et al. 2005; Sweeney, Yang et al.

2005).

L’adaptador en resposta a dany al DNA ¢s Rad9 (Sweeney, Yang et al. 2005). Una vegada
Mecl ha estat activada, aquesta fosforila Rad9 (Koonin, Altschul et al. 1996; Schwartz,
Duong et al. 2002), permetent la uni6 de la proteina Rad9 amb Rad53. La uni6 de Rad9
amb Rad53 permet la fosforilaci6 de Rad53 per Mecl. Rad53 fosforilat per Mecl, ¢és
capa¢ d’autohiperfosforilar-se en trans (Sun, Fay et al. 1996; Sun, Hsiao et al. 1998). La

forma hiperfosforilada de Rad53 es correlaciona amb la forma activa durant la resposta del
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checkpoint de la fase S (Pellicioli, Lucca et al. 1999). Rad53 hiperfosforilat trenca
I’associaci6 amb Rad9 i difon a la zona de la lesid, a fi de fosforilar les dianes del

checkpoint que durant a terme la resposta (Gilbert, Green et al. 2001).

L’adaptador en resposta a estres replicatiu és Mrcl (Alcasabas, Osborn et al. 2001). En un
cicle no pertorbat la proteina Mrcl viatja amb les forquilles de replicacio (Katou, Kanoh et
al. 2003). Mecl1 fosforila Mrcl, que esdevé plataforma d’activacié de Rad53 en forma
especifica a estrés replicatiu (Alcasabas, Osborn et al. 2001; Osborn and Elledge 2003)
(Figura 7).

Quinases efectores
Les quinases efectores del checkpoint de la fase S formen part de la familia de serina-

treonina quinases CHK, conservades evolutivament (Melo and Toczyski 2002).

En S. cerevisiae, la proteina quinasa efectora del checkpoint de la fase S és Rad53. En
resposta a estres genotoxic Rad53 és reclutat al lloc de la lesio, on a través de la interaccio
amb el corresponent adaptador, Rad9 o Mrcl, és pre-activada per fosforilacié per Mecl

(Pellicioli, Lucca et al. 1999; Sanchez, Bachant et al. 1999).

La fosforilaci6 de Rad53 per Mecl promou I’homodimeritzaci6 de Rad53 (Lee, Schwartz
et al. 2003), permetent la seva autohiperfosforilacido en trans, que correlaciona amb la
forma plenament activa de la quinasa efectora (Pellicioli, Lucca et al. 1999). Rad53 activat
difon per fosforilar les proteines substrat a través de les quals el checkpoint exerceix la

seva resposta (Gilbert, Green et al. 2001).
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Figura 7. Model de P’activacié del checkpoint de la fase S en resposta a estrés replicatiu. El
desacoblament de I’helicasa per aturada de les DNA polimerases genera ssDNA, que és protegit
per RPA. L’ssDNA-RPA recluta la quinasa transductora central Mecl a través de Ddc2. A més,
Rad24-Rfc2-5 hi carrega el trimer circular Rad17-Rad3-Ddcl, necessari per a I’activaciéo de Mecl i
per al reclutament de la proteina adaptadora Mrcl. A través de Mrcl la quinasa efectora Rad53
interacciona amb Mecl, que la pre-activa fosforilant-la, i amb altres molécules de Rad53, activant-
se plenament per auto-fosforilacié en trans. Rad53 s’encarrega de difondre el senyal a multiples
substrats.

4.2.1 Resposta del checkpoint de la fase S

L’activacio del mecanisme de vigilancia de fase S en resposta a estreés genotoxic dona lloc
a: (1) Una aturada del cicle bloquejant ’entrada en mitosi 1 impedint la segregacio de les
cromatides germanes fins que el problema hagi estat superat (Cohen-Fix, Peters et al.
1996); (2) estabilitzacio de les forquilles de replicacié que s’han establert i que s’han
aturat a causa del dany al DNA o estres replicatiu (Tercero and Diffley 2001), 1 la inhibicio
dels origens de replicacid que encara no han estat activats, minimitzant 1’exposicio del

DNA a I’agent genotoxic (Santocanale and Diffley 1998); (3) I’activacié d’una resposta
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transcripcional ad hoc mediada entre d’altres per Dunl 1 que caracteristicament indueix el

gens de la ribonucleotid reductasa (Zhou and Elledge 1993).( Figura 8).

Dany al DNA
Estrés replicatiu

Forquilla
aturada

Origen de
replicacio tarda

1 1
S
Checkpoint de la fase S 2 : l
3 M

I Resposta transcripcional

Figura 8. La resposta del checkpoint de la fase S inclou: (1) la proteccié de la replicacio,
estabilitzant les forquilles de replicaci6 establertes i inhibint I’activacié dels origens de replicacio
tardans; (2) el bloqueig de la progressi6 a mitosi; (3) 1’activacié d’una resposta transcripcional per
tal de superar 1’estrés genotoxic.

Bloqueig de la mitosi
El mecanisme de vigilancia de la fase S impedeix que les cel-lules entrin en mitosi fins
que la lesié o D’estrés replicatiu hagin estat corregits, per evitar que les cél-lules es

divideixin amb un DNA lesionat o incompletament replicat (Hartwell and Kastan 1994).

En resposta estres genotoxic, el checkpoint de la fase S impedeix que les cel-lules
progressin a anafase estabilitzant la Securina/Pds1 (Sanchez, Bachant et al. 1999; Clarke,
Segal et al. 2001; Wang, Liu et al. 2001), un inhibidor de [’activitat Separasa/Espl

requerida per la separacio de les cromatides germanes (vegeu punt 3.4).

Per altra banda, el checkpoint de la fase S evita ’entrada en anafase bloquejant 1’activitat
ubiquitin-lligasa APC associada a Cdc20, el complex MEN 1, I’aparicié de proteines
associades a microtubuls Cin8 i1 Stu2 (vegeu punt 3.4) (Clarke, Segal et al. 2001;
Krishnan, Nirantar et al. 2004; Searle, Schollaert et al. 2004).

30



Introduccid

Proteccio de la replicacio

El mecanisme de vigilancia de fase S inhibeix la replicacid en resposta a estrés genotoxic
(Paulovich and Hartwell 1995), presumiblement per minimitzar el risc de [’aparicio
d’inestabilitat genomica. Encara que el dany al DNA es pot produir en qualsevol fase del
cicle cel'lular, la fase S ¢és el periode més vulnerable a I’estrés genotoxic, ja que els
cromosomes es troben descromatinitzats 1 la doble cadena oberta de DNA ¢és més
accessible a ’acci6 d’agents genotoxics (Zhou and Bartek 2004). A més, durant el procés
de sintesi del DNA una lesio reparable pot ser convertida en una mutaci®6 permanent.
Finalment, les forquilles de replicacid aturades son altament recombinogeniques (Admire,
Shanks et al. 2006) i, per tant, font d’inestabilitat genomica si no son degudament

estabilitzades.

La inhibici6 de la replicacio pel checkpoint de la fase S es dona per bloqueig dels origens
de replicaci6 (Santocanale and Diffley 1998; Shirahige, Hori et al. 1998), 1 no per
alentiment de les forquilles de replicacio (Tercero and Diffley 2001). Si bé ¢€s sabut que
Rad53 fosforila Dbf4, la subunitat activadora de la quinasa de fase S DDK, essencial per a
I’activacio dels origens de replicacidé (Weinreich and Stillman 1999), soques mutants que
bypassen el requeriment de DDK mantenen la capacitat de bloquejar els origens de
replicacid en resposta a estrés genotoxic (resultats del nostre grup, no publicats),
compatible amb I’existencia d’un nivell paral-lel de control (comunicaci6 personal, Philip

Zegerman 1 John Diffley).

El checkpoint de la fase S actua també protegint la replicacidé a un segon nivell,
estabilitzant les forquilles de replicacido que es troben aturades a causa d’una lesio o per
estres replicatiu, impedint el seu col-lapse irreversible (Lopes, Cotta-Ramusino et al. 2001;
Tercero and Diffley 2001; Sogo, Lopes et al. 2002). Amb les forquilles de replicacio viatja
el replisoma. Aquest, esta format per la helicasa MCM associada a Cdc45 1 GINS, 1 les
DNA polimerases o, DNA primases d1i¢€, juntament amb els factors necessaris per
’estabilitzaci6 de la forquilla de replicacid, Tofl i Mrcl (Aparicio, Weinstein et al. 1997,
Katou, Kanoh et al. 2003; Calzada, Hodgson et al. 2005; Szyjka, Viggiani et al. 2005;
Tourriere, Versini et al. 2005; Gambus, Jones et al. 2006; Hodgson, Calzada et al. 2007).
A més, Mrcl ¢és 1’adaptador del checkpoint de la fase S en resposta a estres replicatiu
(Alcasabas, Osborn et al. 2001) (vegeu més a munt). Per una banda, el mecanisme de

vigilancia de la fase S estabilitza els elements constituents del replisoma. Si bé no es
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coneix la totalitat de dianes del mecanisme de vigilancia de la fase S en I’estabilitzacio de
les forquilles aturades per estrés genotoxic, se sap que Mecl €s necessari per estabilitzar la
uni6 de les DNA polimerases (Cobb, Bjergbaek et al. 2003; Cobb, Schleker et al. 2005).
Mecl fosforila a més la proteina que estabilitza el ssDNA, RPA, la histona H2A i
I’helicasa de tipus RecQl1, Sgs1 (Cobb, Schleker et al. 2005). A més, Rad53 actua sobre
I’helicasa replicativa MCM 1 sobre la flap-endonucleasa Exol (Cobb, Schleker et al. 2005;
Segurado and Diffley 2008). Per altra banda, el checkpoint de la fase S suprimeix la
recombinacido a les forquilles aturades per estrés genotoxic, evitant la generacid de
molecules de DNA hemireplicades i amb acumulacié de gaps, aixi com la reversio de les

forquilles (Sogo, Lopes et al. 2002).

Resposta transcripcional

Historicament, la resposta transcripcional mediada pel mecanisme de vigilancia de la fase
S s’ha limitat a la inducci6 dels gens que codifiquen les diferents subunitats del enzim
ribonucleotid reductasa (RNR1-4) (Zhou and Elledge 1993). Aquesta resposta és mediada
per I’activacid per Rad53 de la quinasa paraloga Dunl (Zhou and Elledge 1993). En un
cicle de divisio no pertorbat, la transcripcio dels gens RNR es dona al final de la fase G1 1
depen del factor de transcripci6 MBF. En un cicle cel-lular pertorbat 1’activaciéo de Dunl
per part de Rad53 regula els nivells de dNTPs de la cel-lula a través de les RNR. La
regulaci6 de les RNRs a través de Dunl es dona a dos nivells: (1) Augmenta la
transcripcio de les RNR mitjangant la fosforilacié de Crtl. En un cicle no pertorbat Crtl
esta unit al promotor de RNR bloquejant-ne la transcripcid. En activar-se Dunl a través
del checkpoint de la fase S, aquesta quinasa fosforila a Crtl impedint la seva uni6 i per
tant, permet la transcripcid dels gens RNR (Huang, Zhou et al. 1998). (2) Dunl
incrementa ’activitat de les RNRs fosforilant Smll. Smll inhibeix les RNRs per unio
directa a la subunitat més gran, RNRI1. Dunl fosforila a Smll i la marca per la seva

destruccio6 pel sistema ubiquitin-lligasa-proteasoma (Zhao and Rothstein 2002).

Més recentment, s’ha comprovat que la resposta transcripcional és més amplia 1 inclou,
entre altres: la repressidé dels diferents gens de les histones; la induccido de gens que
codifiquen proteines implicades en la reparacié per recombinacié homologa, tals com
Rad51 1 Rad54; aixi com els gens de resposta a estrés ambiental (ESR) (Gasch, Huang et
al. 2001).
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A mitjans de 2008, quan el treball experimental d’aquesta tesi ja ens indicava la
inesperada re-activacid del factor de transcripcidé de fase G1 MBF en resposta a estres
genotoxic en fase S, el grup de Curt Wittenberg a 1’Scripps Research Institute, van
reportar la re-activaci6 d’MBF dependent del checkpoint de la fase S a S. pombe (de
Bruin, Kalashnikova et al. 2008). A finals del 2008, els mateixos resultats en el llevat de

fissio, han estat confirmats pel laboratori Nicholas Rhind (Dutta, Patel et al. 2008).
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Objectius

L’objectiu general d’aquest treball és identificar nous elements implicats en el control del
cicle cel-lular regulats pel mecanisme de vigilancia de la fase S en resposta a estres

genotoxic.

Els objectius concrets han estat:
1. Estudiar la ciclina de fase S Clb6 com a diana del mecanisme de vigilancia de la

fase S.

2. Estudiar el possible paper de CIb6 en el control del cicle cel-lular en resposta a

estres genotoxic.
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Materials 1 Métodes

1 Llevat de gemmacio, Saccharomyces cerevisiae

Aquest treball s’ha realitzat en el llevat de gemmacio, Saccharomyces cerevisiae. Aquest
organisme eucariota és una eina ideal per dur a terme els experiments realitzats, per
diferents raons: (1) el seu temps de doblatge ¢és relativament curt (120 minuts en medi ric a
24°C), la qual cosa permet realitzar experiments de cicle cel-lular acurats en un temps
raonable; (2) de forma visual 1 facil es pot determinar la fase del cicle cel-lular i la
sincronia de la poblacio, d’acord a la presencia i grandaria de la gemma (vegeu Figura 1,
Introduccid); (3) existeixen metodes per sincronitzar de forma eficient i reversible una
poblacié cel-lular en les diferents fases del cicle; (4) es tracta d’un dels organismes model
per a ’estudi de la biologia molecular cel-lular eucariota; els descobriments fets en aquest
organisme en I’ambit del control del cicle cel-lular 1 la resposta a estrés genotoxic poden
extrapolar-se a eucariotes superiors, com els humans, ja que els elements 1 les vies

implicades estan altament conservats evolutivament.

Per altra banda, S. cerevisiae és un organisme que es pot modificar gencticament amb
relativa facilitat, degut a que prioritza reparar els trencaments de doble cadena de DNA
mitjancant recombinaci6 homologa. Aixi, si s’introdueix en una cel-lula de llevat un DNA
linial amb extrems no protegits i amb homologia a una seqii¢ncia del genoma, s’integrara
amb una freqiiéncia elevada, substituint el material genomic corresponent. Usant aquest
sistema es poden delecionar gens, o integrar-ne en la zona del genoma que ens interessi,
mitjancant una simple transformacio. A tot aixo, se li afegeix 1’avantatge de poder
treballar amb soques haploides modificades, de forma que només ens cal delecionar una

copia del gen per eliminar la seva funcio.
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2 Técniques genétiques

2.1 Fons genétic

S’ha treballat amb soques del llevat de gemmacid Saccharomyces cerevisiae del fons
genétic W303 (Thomas and Rothstein 1989). W303 ha estat modificada respecte les
soques presents a la naturalesa per mantenir-se de forma haploide, delecionant la
endonucleasa HO, que promou el canvi tipus heterotal-lic. A més, W303 és mutant per un
gen de cadascuna de les vies de sintesi de 5 nutrients essencials: TRP1 (sintesi de
I’aminoacid, marcador auxotrofic #rpl-1), HIS3 (histidina, his3-11,15), LEU2 (leucina,
leu2-3,112), URA3 (sintesi de la base nitrogenada uracil, ura3-1) i ADE2 (adenina, ade2-
1) (vegeu Taula 2). Aquests marcadors auxotrofics permeten la seleccid de transformants,
ja que la introducci6 del gen salvatge restaura la capacitat per viure en un medi selectiu en

absencia de I’aminoacid o la base nitrogenada corresponent.

S’ha treballat amb soques haploides, W303-1a, que permeten la seva sincronitzacid en
fase G1 amb la feromona a-factor (vegeu punts 3.3-3.8 1 Taula 2). L’a-factor és una
feromona natural peptidica alliberada per les soques de tipus heterotal-lic Mat a. Aquesta
feromona atura (reversiblement) les cel-lules haploides del tipus Mat a en fase Gl, en
expectativa d’acoblar-se. Aquest peptid, de seqiiéncia Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu-Lys-Pro-
Gly-Gln-Pro-Met-Tyr es pot sintetitzar per usar per sincronitzar cultius Mat a en fase G1,
en absencia de cel-lules Mat a. Donat que 1’aturada és reversible, €s possible alliberar

sincronicament la poblacio a Start i1 fase S.

Les soques usades en el present treball han estat bar/A. El gen BARI1 codifica per una
proteasa que elimina I’a-factor. Per tant, en delecionar-lo la cél-lula esdevé sensible a
baixes concentracions del péptid, essent suficient per sincronitzar la cel-lula una
concentracions 100 vegades menor que en les cel-lules BAR1 (en lloc de 5 mg/ml s’usen
50 ug/ml). Alhora, facilita 1I’obtenci6 de cultius sincronics en fase G1 de poblacions de

mutants dificils de sincronitzar, com ¢€s el cas de les soques rad353.
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2.2 Medis de cultiu

El medi ric liquid utilitzat és el YPD (1% (p/v) extracte de llevat, 2% (p/v) peptona, 2%
(p/v) glucosa); segons les necessitats de I’experiment s’ha substituit la font de carboni per

sucrosa, rafinosa o galactosa.

El medi minim (SD: Synthetic minimal medium Dextrose) cont¢ 0,67% (p/v) base
nitrogenada de llevat (YNB), 2% (p/v) glucosa i, segons la seleccid que es desitgi, els

seglients components: 40 ug/ml adenina, uracil, leucina, triptofan, histidina.

El medi d’esporulacid, RSM (Rich Sporulation Medium), consta de 0,5% (p/v) extracte de
llevat, 3% (p/v) acetat de potassi, 0,001% glucosa (p/v), complementat amb 0,16 mg/ml
d’adenina 1 uracil, 0,08 mg/ml d’histidina, leucina, lisina, triptofan, metionina 1 arginina,

32 pg/ml tirosina 1 0,4 mg/ml fenilalanina.

Els estocs concentrats dels sucres, YNB, aminoacid i bases nitrogenades s’han esterilitzat
per microfiltracio (porus de 0,20 wm) i1 s’han afegit a la resta del medi autoclavat, un cop

atemperat a 55°C.
El medi de contra-selecci6 d’URA3 consta d’1 mg/ml 5-fluoroorotic (5-FOA) en medi SC
(Synthetic Complete): 2 mg/ml Drop-out mix without Ura (Sigma), 0,67% (p/v) base

nitrogenada de llevat (YNB), 2% (p/v) glucosa, 50 pg/ml uracil.

El medi LB (Luria Broth) consta de 1 % (p/v) bacto-triptona, 0,5 % (p/v) extracte de llevat
10,5 % (p/v) NaCl.

El medi per preparar cél-lules E. coli DH5a competents el Psi-broth, consta de 2% (p/v)
triptona; 0,5% (p/v) extracte de llevat; 0,5% (p/v), MgSO4-7H,0, pH 7.,6.

Els medis solids tenen la mateixa composicid que la descrita per als medis liquids, més 2%

(p/v) agar.
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2.3 Generacio d’estres genotoxic

Per activar el mecanisme de vigilancia de la fase S s’han utilitzat els reactius estandard en

el camp: hidroxiurea (HU) 1 metilmetanosulfonat (MMS).

L’HU genera estres replicatiu per inhibicio (reversible) de la sintesi de dNTPs, actuant
sobre el centre catalitic de les ribonucleotid reductases (RNRs). Quan la cel-lula comenga
la replicacio en presencia d’HU al medi, rapidament esgota els nivells de dNTPs, generant-
se estres replicatiu que comporta 1’aturada de les forquilles de replicacio i1 ’activacio del

checkpoint.

L’HU s’ha usat a 0,2 M, tant en medi liquid com en medi solid.

L’MMS és un agent metilant, que genera lesions en el DNA per metilaci6 de les cisteines
provocant un desaparellament entre bases a nivell local. Aquests adductes impedeixen la

progressio de la replicacid, condicid que activa el mecanisme de vigilancia de la fase S.

L‘MMS s’ha usat a 0,033% (v/v) en medi liquid, i a 0,022% (v/v) en medi solid.

2.4 Plasmidis usats en aquest treball

pFa6a
Els plasmidis de la familia pFA6-KanMX6 (Bahler, Wu et al. 1998) s’han utilitzat per

generar soques que expressin proteines fusionades a una etiqueta C-terminal.

Els pFA6a serveixen de motlle de PCR per a I’amplificaci6 d’un cassette integrable al
genoma del llevat, amb la seqiiéncia de 1’etiqueta d’interés 1 6 copies del gen KanMX de
resisténcia a 1’antibiotic geneticina (G418). Les etiquetes utilitzades en el nostre cas han

estat 13myc (pFA6a-KanMX6-13myc) 1 3HA (pFA6a-KanMX6-3HA).
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pGEX

Per produir proteines recombinants en E. coli s’han usat els plasmidis de la familia pGEX-
6P (Amersham). Aquests vectors permeten expressar la proteina d’interes fusionada a la
Glutati6-S-Transferasa (GST) a ’extrem N-terminal 1 son induides per IPTG, ja que el gen
esta sota el control del promotor Tac. El gen de resisténcia a ampicil-lina permet

seleccionar els transformants.

Els pGEX-6P inclouen una seqiiéncia PreScission entre la seqiiencia del GST 1 la regi6 de
clonatge. Aixo permet tallar el domini GST després de purificar la proteina (vegeu punts

5.6i5.7).

PRS
S’han utilitzat els plasmidis de la familia pRS (Sikorski and Hieter 1989) com a motlle de
PCR per amplificar els gens salvatges corresponents als marcadors auxotrofics de W303,

en el procés de generacid de soques de S. cerevisiae mutants de delecio (vegeu punt 2.5.2).

2.5 Generacio de soques de Saccharomyces cerevisiae

2.5.1 Transformacio del llevat

El metode usat per transformar el llevat es basa en I’afebliment de la paret cel-lular 1 la
transformacio per xoc térmic. Per dur a terme la transformacio, es parteix de 10 ml de
cultiu de la soca progenitora, en creixement exponencial (107 cél-lules/ml). Les cél-lules es
renten dues vegades amb aigua estéril, 1 a continuacio es resuspenen en 0,1 M acetat de liti

(pH 7,5), 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, a una concentraci6 de 2-10° cél-lules/ml.
A 50 ul d’aquesta suspensié de cel-lules, s’afegeix 1-2 ug del DNA que es vol

transformar, 5 ul ssDNA (10 mg/ml) (DNA de cadena simple d’esperma de salmo, que fa

la funci6 de transportador augmentant la probabilitat que el DNA entri a la cél-lula).
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A aquesta barreja s’afegeixen 300 ul de 50% (v/v) polietilenglicol 3350, 0,1 M acetat de
liti (pH 7,5), 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA. El paper del polietilenglicol d’alt pes
molecular és ocupar I’espai, facilitant I’encontre del DNA 1 les cél-lules.

La barreja s’incuba durant 30 minuts a 30°C. Posteriorment, s’afegeix DMSO a una
concentracio final del 10 % (v/v) 1 es sotmeten les cél-lules a un xoc térmic de 15 minuts a

42°C, seguit de 60 segons en glag.

Finalment les ce¢l-lules es van resuspenen en 200 ul de TE pH 7,5 (10 mM Tris-HCI (pH
7,5), 1 mM EDTA) i1 es sembren en plaques de medi selectiu adequat (Schiestl and Gietz
1989; Gietz, St Jean et al. 1992; Bartel, Chien et al. 1993).

Les colonies transformants es sotmeten a una segona seleccid per assegurar la puresa dels

clons.

Per ultim es comprova la modificacid, mitjangant PCR genomica (vegeu punt 4.1 1 4.10) o

mitjancant immunoblot sobre extractes cel-lulars totals (vegeu punts 5.1, 5.2 15.3).

2.5.2 Soques de delecio

El DNA per delecionar un gen s’obté de I’amplificacié per PCR del gen salvatge
(prototrofic) corresponent a un dels marcadors auxotrofics disponibles (vegeu punt 2.1),
emprant els vectors pRS com a motlle (vegeu punt 2.4). En I’amplificacié s’usen
oligonucleotids encebadors dissenyats de forma que en 5’ presenten cues de 60 nucleotids

amb les seqiiencies que flanquegen el gen a delecionar (Figura 9).

N Marcador prototrofic \\\\\\\

60nt homolegs per sohre de la 60nt homolegs per sota de la
seqiiéncia a delecionar seqiiéncia a delecionar

Figura 9. Esquema del producte de PCR per deleccionar un gen
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A les cel-lules de llevat transformades amb el producte de PCR la delecid del gen té lloc
gracies a recombinacié homologa, activada per reparar el fragment de DNA de doble
cadena d’extrems no protegits amb una regi6 homologa del genoma, com s’esquematitza a

la Figura 10.

Brag homologia Brag homologia

DNA de PCR

Marcador prototréfic

Genoma
llevat

3 A R R T Y N A‘ N

m Marcador prototrofic W Gﬁ:sarrtla

Figura 10. Esquema del procés d’integracié mitjancant recombinaciéo homologa.

Les cel-lules transformants es sembren en plaques del medi selectiu adequat. Les colonies

transformants es sotmeten a una segona seleccid per assegurar la puresa dels clons.

Per confirmar que el marcador auxotrofic s’ha integrat en el locus del gen d’interés 1 no en
un lloc inespecific del genoma, es fa una PCR (vegeu 4.1) usant com a motlle el DNA
genomic dels transformants (vegeu 4.10), usant oligonucleotids encebadors externs a la
regio substituida. La diferéncia de longitud entre el gen d’interés 1 el marcador permet
distingir en quins clons el DNA transformat s’ha integrat de forma especifica, delecionant

el gen d’interes.

Soques bariA

El cas de la delecio barlA és especial, donat que el gen esta flanquejat per seqiiencies
altament repetides a altres regions del genoma. Per aquest motiu, 1’estratégia general
descrita adalt, amb cues d’homologia de 60 nucleodtids, no presenta una freqiiéncia
d’integraci6 especifica al locus BARI1 suficient. Per aquest motiu es va utilitzar una

estrateégia especifica.
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Es va usar el vector pJGsstl (Reneke, Blumer et al. 1988) que conté la regié genomica de
BARI1, amb el gen delecionat per integraci6 d’URA3. La digesti6 del vector amb els
enzims de restriccid EcoR 11 Sal I permet recuperar un fragment bari/A::URA3 de 5,1 kb,
amb homologia flanquejant al gen BARI per assegurar una freqiiéncia acceptable

d’integracions al locus del gen, delecionant-lo.

Les cel-lules transformants es seleccionen en plaques de medi minim sense uracil (SD Ura
). Les colonies transformants es sotmeten a una segona seleccid per assegurar la puresa

dels clons.

2.5.3 Soques que expressen una proteina etiquetada

El llevat de gemmaci6 permet integrar una etiqueta al marc de lectura del gen que es
desitgi, de manera que la proteina corresponent s’expressi, des del seu locus, sota el seu

promotor, com a fusid a una etiqueta d’interes.

El DNA per transformar 1 etiquetar la proteina d’interes prové de 1I’amplificacié per PCR
de I’etiqueta (vegeu punt 4.1) dels plasmids de la familia pFA6-KanMX6. Les etiquetes
utilitzades en el nostre cas han estat 13myc (pFA6a-KanMX6-13myc) i 3HA (pFA6a-
KanMX6-3HA).

Per fusionar I’etiqueta a I’extrem C terminal de la proteina, es dissenyen dos
d’oligonucleotids encebadors especific:
* Forward: en 5’ presenta 60 nucleotids corresponents a la seqiiencia final del gen,
sense incloure el codd STOP.
* Reverse: en 5’ presenta 60 nucleodtids corresponents a la seqliencia d’una regié del

genoma per sota del gen.
D’aquesta manera es genera un fragment que conté 1’etiqueta 1 6 copies del gen de

resisténcia a 1’antibiotic geneticina/G418 KanMX, flanquejat per seqiiencies homologues a

la regi6 cromosomica on es vol integrar (vegeu Figura 11).
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m 13myc/3HA seq. terminadora Kan" m

60nt homolegs al final del gen 60nt homolegs a la regio
menys el codé STOP genomica per sota del final del
gen

Figura 11. Esquema del producte de PCR per etiquetar una proteina a 1’extrem C-terminal.

Es transformen les cél-lules de llevat amb el producte resultant de la PCR per a la seva
integracid. La seleccio dels transformants es du a terme per resisténcia a G418. Donat que
les cel-lules necessiten un temps per expressar la resisténcia, en primer instancia els
transformants es plaquegen en medi ric sense seleccidé (YPD). Transcorregudes 24 h es

seleccionen els clons resistents fent répliques en plaques de medi ric amb 200 pg/ml

G418.

La comprovacié dels clons es porta a terme per immunoblot sobre estractes cel-lulars
totals (vegeu punts 5.1, 5.2 1 5.3) amb anticossos monoclonals contra 1’etiqueta (9E10
anti-myc o 12CAS anti-HA), confirmant-se una banda especifica 1 de la mida correcta.

S’utilitza la soca progenitora corresponent com a control negatiu.

2.5.4 Soques generades per creuament, esporulacio i germinacio

La generaci6 de soques per creuament, s’usa per obtenir soques de genotip complex
resultat de la combinacié de dues soques amb diferents al-lels. Per fer-ho és necessari que
cadascuna de les soques haploides implicades en el creuament tingui un tipus heterotal-lic
diferent. D’aquesta forma, es genera una cel-lula diploide que conté la informacid genética
d’ambdues soques alhora. A continuacid, s’esporula el diploide i es germinen les espores,
donant lloc a la soques haploides amb els diversos genotips possibles resultat de la

distribucié meiotica, un dels quals el que ens interessa.
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2.54.1 Canvi de tipus heterotal-lic

Per obtenir el diploide generalment primer €s necessari canviar el tipus heterotal-lic en una
de les dues soques a creuar, ja que en el laboratori sempre treballem amb soques haploides

del tipus Mat a.

Per realitzar el canvi de tipus heterotal-lic, es transforma (vegeu punt 2.5.1) la soca
d’interés amb el plasmidi centromeric pGAL1,10-HO (URA3). Aquest permet induir amb
galactosa la sobreexpressido de la endonucleasa HO, implicada en el canvi de tipus
heterotal-lic (i que en les soques emprades al laboratori esta delecionada per assegurar
’estabilitat del tipus haploide Mat a). Els transformants es seleccionen en plaques de medi

minim sense uracil.

La soca transformada amb pGAL1,10-HO es va fer créixer O/N en medi minim amb
sucrosa com a font de carboni i sense uracil (SSucr Ura’). Al mati segiient el cultiu es
dilueix (vegeu 3.1) en SSucr Ura™ a una concentracié de 5-10° cél-lules/ml. El cultiu es va
deixa créixer a 30°C durant un temps de generacid. A continuacio s‘addiciona galactosa al
medi a una concentracid final 2% (p/v), 1 s’incuben les cel-lules durant 2 hores 1 20 minuts,
per permetre 1’expressi6 de ’endonucleasa HO induida per la galactosa, donant lloc al
canvi de tipus heterotal-lic (Connolly, White et al. 1988) Seguidament es reprimeix
I’expressio de I’endonucleasa (per evitar 1’aparicié de cel-lules poliploides) sembrant en

plaques de YPD.

Les plaques s’incuben a 30°C fins obtenir clons independents. Es comprova el tipus
heterotal-lic (Mat a o Mat a) de diferents clons creuant-los amb dues soques tester: DC14
(Mat a hisl) 1 DC17 (Mat a hisl) en plaques de medi minim sense histidina. Donat que el
fons W303 ¢és HIS1 his3, només els diploides resultants dels creuaments podran sobreviure
en un medi sense histidina: si la soca interrogada és Mat a, generara diploides només amb
DC17, perd no amb DC14, mentre que si la soca interrogada és Mat a, generara diploides

només amb DC14, pero no amb DC17.

Finalment la soca d’interes es cura del pGALI1,10-HO per contra-seleccid en plaques 5-

FOA (vegeu 2.1). L’acid 5-fluoroorotic €s un substrat sintetic per a I’enzim URA3, que el
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processa a S-fluouracil, toxic. En conseqiiécia, totes les cel-lules que porten un gen URA3
funcional moren, mentre que aquelles que 1’han perdut o inactivat espontaniament

sobreviuen i generen colonies.

2.54.2 Creuament i generacio del diploide

Per obtenir la cél-lula diploide les soques amb els genotips d’interés, una Mat a i I’altra Mat

o es creuen en una placa de medi ric (YPD).

Després de 24 hores a 30°C la placa presenta un sector de creixement continu, que conté
cel-lules de les dues soques progenitores i cel-lules diploides (Mat a/Mat o que contenen el
genotip suma de les dues soques que hem creuat). Sempre que €s possible, les colonies
diploides es seleccionen respecte una o les dues progenitores haploides, fent una estria en
una placa de medi minim selectiu. Les plaques s’incuben fins a obtenir colonies

independents.

2.54.3 Esporulacio

El segiient pas es esporular la cel-lula diploide per produir cél-lules haploides amb el
genotip resultat de la recombinacid meiotica. Un d’aquests genotips contindra la

combinaci6 al-lélica del nostre interes.

Per aixo, es fan estries de la soca diploide en placa d’esporulacio (RSM, vegeu punt 2.1) 1
s’incuba a 24°C durant 2 dies 1 mig.
Transcorregut aquest temps es confirma la correcta esporulacid per observacid d’ascs al

microscopi optic.
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2.5.4.4 Germinacio

Per obtenir la soca haploide que ens interessa és necessari alliberar les espores dels ascs.
Per aixo, es digereixen els ascs 1 seguidament s’alliberen 1 s’individualitzen les espores per

accio mecanica.

Cel-lules provinents de la placa de RSM es resuspenen en 200 ul d’aigua esteril que conté
2.000 unitats de B-glucoronidasa (SIGMA). La mescla s’incuba (Termomix, Eppendorf) a
30°C amb agitaci6 suau (300 rpm) durant 2 hores. Transcorregut aquest temps s’addicionen
100 ul de sorra de vidre esteril 1 s’agita la mescla (Termomix, Eppendorf) a 30°C amb una
agitacio de 900 rpm durant 1 hora. Seguidament s’incrementa el volum afegint 1 ml
d’aigua esteril 1 es vortexa a maxima velocitat durant 2 minuts. Finalment es sonica a 5S0W
(sonicador Sonic Dismembrator (Dynatech), mantenint les espores en gel en tot moment,
per preservar la seva viabilitat. Es sonica en cicles de 30 segons, fins observar al

microscopi que el namero d’espores individualitzades €s superior al 90%.

Les espores es sembren en plaques de medi minim selectiu per al genotip d’interes.

Diferents clons individuals es sotmeten a una segona seleccio per assegurar la seva puresa.

Finalment, per identificar 1’haploide del tipus heterotal-lic Mat a, i1 per descartar possibles
diploides supervivents (que també creixerien en el medi selectiu), els clons s’interroguen
contra les soques tester DC14 1 DC17, en plaques de medi minim sense histidina (vegeu

punt 2.5.4.1).

2.5.5 Generacio de soques termodegro

Per tal de generar mutants condicionals es va recorrer a generar mutants termodegro (td)
(Kanemaki, Sanchez-Diaz et al. 2003). Aquest sistema permet mantenir una proteina

d’interes present a la cel-lula fins al moment que ens interessa eliminar-la.

El metode consisteix en fusionar una seqiiencia termodegré N-terminal a la proteina que

ens interessa. El termodegrod esta constituit per un motiu de reconeixement per la

52



Materials 1 Métodes

ubiquitin-lligasa Ubrl, que es troba protegit a temperatura permisiva (24°C) per un peptid
termosensible annex. A temperatura restrictiva (37°C), el peptid ts pateix un canvi
conformacional desprotegint el degrd, la qual cosa dona lloc a la destruccid rapida i

completa de la proteina fusionada pel sistema ubiquitin-lligasa-proteasoma.

Donat que el degr6 no es troba en un context conformacional afi per la Ubrl, normalment
cal forcar la interaccid sobreexpressant la ubiquitin-lligasa, sense que aix0 tingui cap

efecte negatiu sobre el creixement cel-lular (Kanemaki, Sanchez-Diaz et al. 2003).

Per generar una proteina de fusié amb el termodegro, aquest s’amplifica per PCR (vegeu
punt 4.1) fent servir el plasmidi pKL187 com a motlle 1 oligonucleotids encebadors
especifics. Donat que la fusidé és N-terminal 1 que cal incloure en el cassette un gen per
seleccionar els transformants integrants (resistencia a G418), ’expressid del termodegro

esta sota el promotor CUP1 (induible per 0,1 mM CuSO,).

La PCR es porta a terme amb oligonucleotids encebadors que permeten integrar, per
recombinacid homologa, el cassette a 5°, en el marc de lectura del gen d’interés. La
seleccio dels transformants es du a terme per resisténcia a G418. Donat que les cel-lules
necessiten un temps per expressar la resisténcia, en primer instancia els transformants es
plaquegen en medi ric sense seleccid (YPD). Transcorregudes 24 h es seleccionen els

clons resistents fent répliques en plaques de medi ric amb 200 pg/ml G418.

L’extrem N-terminal del termodegrd conté una etiqueta 1myc que permet comprovar
I’obtencio de la proteina d’interés fusionada (1 la seva eliminacid) mitjangant immunoblot

(vegeu punts 5.1, 5.215.3).

Per tal de donar a les soques amb un mutant termodegro la possibilitat de sobreexpressar
la ubiquitin-lligasa Ubrl, s’usa el vector pKL142, que conté clonat ’extrem 5> d’UBRI,
fusionat a una etiqueta 3HA N-terminal, 1 sota el promotor GAL1,10. La transformacio
amb el plasmidi linearitzat amb Mss I, que talla pel mig del fragment UBRI1, permet
regenerar una copia completa d’UBRI1, induible amb galactosa. L’etiqueta 3HA permet

comprovar la sobreexpressio d’Ubrl mitjangant immunoblot (vegeu punts 5.1, 5.2 1 5.3).
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3 Técniques de biologia cel'lular en Saccharomyces cerevisiae

3.1 Determinacio de la densitat cel-lular d’un cultiu.

La densitat cellular dels cultius es determina comptant en una cambra de Neubauer

(microscopi Optic) una mostra de cultiu diluida 1:10 o el que siguinecessri en aigua.

Les mostres es sonioquen 8 segons a S0W (sonicador Sonic Dismembrator (Dynatech) per

individualitzar les cél-lules, 1 a continuacio es compten amb la cambra de Neubauer.

3.2 Sectors i dilucions seriades

Son dos metodes que permeten 1’observacio en placa del nivell de sensibilitat d’una soca a

un determinat agent genotoxic.

Per realitzar sectors, s’escampa en ziga-zaga, una petita quantitat de cel-lules, de forma
que al final del tra¢ hi hagi cel-lules individuals que permeten estudiar el creixement de

colonies individuals.

En casos, en que es requereix una major resolucio, es realitzen dilucions seriades. En
aquest cas partim de cultius saturats de les soques que volem estudiar, que es dilueixen a
2:107 ceél-lules/ml. A partir d’aqui, es fan 6 dilucions seriades 1:10 de cada cultiu, 1 es
plaquegen 12 ul de cadascuna de les dilucions en: plaques control de medi ric sense agent
genotoxic 1 plaques de medi ric amb 1’agent genotoxic d’interés (0,2 M HU o

concentracions menors; 0,022% (v/v) MMS).
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3.3 Experiments de cicle cel-lular en una fase S no pertorbada

Per estudiar el comportament d’una determinada proteina al llarg del cicle cel-lular, o la

progressio del cicle cel-lular en un determinat mutant.

Es duen a terme els experiments en medi ric (YPD) a 24°C tal com s’esquematitza (vegeu

Figura 12).
A—aA— A

Cultiu Sincronitzacié en G1 Fase S no pertorbada
exponencial (o-factor) (YPD)

Figura 12. Esquema d’un experiment de cicle cel-lular en una fase S no pertorbada. Les
cél-lules en creixement exponencial es sincronitzen en G1 amb a-factor i son alliberades de forma
sincronica a una fase S no pertorbada (YPD).

S’inocula un cultiu a partir d’una colonia fresca 1 s‘incuba en una incubadora amb agitacio
orbital a 220 rpm tota la nit. L’endema al mati es determina la densitat del cultiu (vegeu
3.1) ,i es dilueix en medi ric (YPD) a 5-10° cél-lules/ml, en un volum adequat al nombre i

mida de les aliquotes necessaries al llarg de I’experiment.

Els cultius es deixen créixer fins que la densitat cel-lular es dobla (un temps de generacio),
a aproximadament 1-10" cél'lules/ml. En aquest punt es pren una aliquota de cultiu
asincronic 1 la resta del cultiu cel-lular es sincronitza en fase G1 afegint al medi 50 ng/ml

a-factor (soques barlA) (vegeu fons genétic).

Després de 120 minuts, per confirmar que les cél-lules estan correctament sincronitzades
en fase G1, es compta una dilucid 1:15 del cultiu, a la cambra de Neubauer, determinant
I’index de gemmacio (BI). L’index de gemmacid, [(num. cel-lules gemmades / nim.
cel-lules totals) - 100] indica el nivell de sincronitzacio del cultiu en fase G1. En un cultiu
perfectament sincronitzat en fase G1, I’index de gemmaci6 hauria de ser del 0 %, ja que
les cel-lules en fase G1 no presenten gemma. No obstant, a la practica, es considera que un
cultiu esta ben sincronitzat quant I’index de gemmaci6 és inferior al 5%. Si I’index de

gemmacid es superior al 5%, degut a la preséncia de moltes cel-lules en gemma de fase
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G2-M (forma de vuit, on la gemma presenta la mateix mida que el cos de la cel-lula mare

(dumbbell)), el cultiu es deixa més temps en o-factor per acabar de sincronitzar-lo.

Un cop es comprova la correcta sincronitzacio del cultiu, es renten les cel-lules tres
vegades amb medi ric sense a-factor, per alliberar-les de I’aturada en fase Gl, 1 es
resuspenen en medi ric sense a-factor, permetent 1’entrada sincronica de les cel-lules a una

fase S no pertorbada.

3.4 Experiments d’activacio del checkpoint de la fase S

Per estudiar el comportament d’una proteina en resposta a estrés genotoxic o la progressio

del cicle cel-lular en preseéncia d’estrés genotoxic en un determinat mutant.

Es duen a terme els experiments en medi ric (YPD) a 24°C tal com s’esquematitza (vegeu

Figura 13).

A—A— A

Cultiu Sincronitzacié en G1 YPD + HU
exponencial (o-factor) YPD + MMS
Fase S compromesa
Activacié chekpoint de la fase S

Figura 13. Esquema de I’experiment d’activacié del checkpoint de la fase S. les cél-lules en
creixement exponencial es sincronitzen en fase Gl amb I’a-factor, i s’alliberen de forma
sincronica a fase S en preséncia d’un agent genotoxic, HU o MMS, amb la consegiient activacio
del checkpoint de la fase S.

Es procedeix de forma idéntica que el descrit al punt 3.3 fins la sincronitzacid en fase G1

amb la feromona a-factor.

Un cop es comprova la correcta sincronitzacio del cultiu, es renten les cel-lules tres
vegades amb medi ric sense a-factor, per alliberar-les de I’aturada en fase Gl, 1 es
resuspenen en medi ric sense d-factor perd amb un agent genotoxic, permetent 1’entrada

sincronica de les cel-lules a una fase S compromesa per estrés replicatiu o per dany al

56



Materials 1 Métodes

DNA. L’estres replicatiu va ser generat per la preséncia de 200 mM d’hidroxiurea (HU);
el dany per metilaci6 del DNA va ser generat per la presencia de 0,033% (v/v)

metilmetanosulfonat (MMS) (vegeu punt 2.2).

3.5 Experiments de recuperacio d’estrés replicatiu

Per estudiar el comportament d’una proteina després d’estrés replicatiu o la progressio de

la replicacid 1 del cicle cel-lular després d’estres replicatiu en un determinat mutant.

Es procedeix de forma ideéntica que el descrit al punt 3.4 fins 1’alliberament a una fase S
compromesa per estrés replicatiu, per la presencia de 0,2 M HU. La cel-lules es mantenen

en HU durant 1 hora.

A continuacio, per eliminar ’HU de medi es realitzen tres rentats amb medi ric sense HU,
1 les cel-lules es resuspenen en medi ric sense HU, la qual cosa permet la recuperacié de
I’estrés replicatiu 1 la inactivacid del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Figura
14).

— )\ e— [\ —

Cultiu Sincronitzacié en G1

exponencial (o-factor) YPD + HU YPD

Rad53 actiu desactivaciéo Rad53

Figura 14. Esquema d’un experiment de resuperacié s’estrés replicatiu. Cél-lules en
creixement exponencial es sincronitzen en Gl amb ’a-factor, i son alliberades de forma
sincronica a una fase S en preséncia d’HU durant 1 hora, per activar el mecanisme de la fase S. A
continuacio es renten les cél-lules amb medi ric sense HU i s’alliberen al mateix medi.
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3.6 Experiments amb sobreexpressié d’una proteina en una fase S no

pertorbada

Per estudiar I’efecte de la sobreexpressido d’una proteina d’interes (Clb6) en la progressio

de la replicacid i del cicle cel-lular.

Per dur a terme es va parteir d’una soca que conté el gen d’interes clonat sota el promotor
induible per galactosa, GALI,10.

Es procedeix de forma idéntica que el descrit al punt 3.3 fins la sincronitzacid en fase G1
amb la feromona a-factor, excepte que el medi és YPRaff en comptes de YPD, per tal de

facilitar la posterior inducci6 del promotor GAL1,10.

Quan el cultiu presenta un index de gemmacio 5% o inferior (vegeu punt 3.2), s’addiciona
galactosa solida al medi fins a una concentraci6 final d’un 2%, per induir la proteina
d’interés, mantenint I’a-factor. Transcorreguts 30 minuts les cél-lules es renten tres cops
en medi YPGal, 1 es resuspenen en el mateix medi, per alliberar-les a fase S mantenint la

producci6 de la proteina (vegeu Figura 15).

YPRafinosa YPGalactosa
Cultiu Sincronitzacié en G1 Sincronitzacié en G1 Alliberacié a una fase S
exponencial (a-factor) (a-factor) No pertorbada

Figura 15. Esquema d’un experiment de sobreexpressio d’una proteina en una fase S no
pertorbada. Cél-lules en creixement exponencial es sincronitzen en fase G1 amb 1’a-factor, en
medi YPRaff. A continuacid, mantenint 1’a-factor, s’addiciona galactosa al medi, per induir
I’expressio del gen d’interés sota el promotor GAL1,10. Seguidament, s’alliberen les cél-lules de
forma sincronica a una fase S no pertorbada en preséncia de galactosa
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3.7 Experiments d’analisi de ’estabilitat d’una proteina

Per comprovar si la preséncia d’una proteina d’interes requereix sintesi de novo es va
optar per inhibir la traduccid6 de proteina amb cicloheximida (CHX). La CHX actua
interferint D’activitat peptidil transferasa del ribosoma, bloquejant 1’elongaciéo de la

traduccid

Es procedeix de forma identica que el descrit al punt 3.4 fins I’alliberament a fase S en
presencia de 0,2 M HU. S’incuben les cel-lules 1 hora en aquestes condicions, per tal de
generar estres replicatiu 1 activar el mecanisme de vigilancia de la fase S. Transcorregut
aquest temps, es determina 1’index de gemmacidé del cultiu (BI) (vegeu punt 3.2) (en
aquest cas, el Bl es troba al voltant del 50%, indicant que les cel-lules han estat
correctament alliberades a fase S). A continuacidé mantenint I’HU al medi s’addiciona 100
ug/ml CHX. Arribats a aquest punt, en funci6 de 1’objectiu de 1I’experiment, pot mantenir-
se la CHX al llarg del temps, o bé enretirar-la (mantenint pero la HU) després d’un temps

per permetre el reinici de la sintesi proteica (vegeu Figura 16).

A—B—A—-AT

HU - CHX

Cultiu Sincronitzacio en G1
exponencial {afactor) YPD + CHX HU + CHX

Figura 16. Esquema dels experiments d’inhibicié de la traduccié. Cel-lules en creixement
exponencial es sincronitzen en fase G1 amb a-factor, i s’alliberen de forma sincronica a una fase S
compromesa amb HU durant 1 hora. A continuacid, s’addiciona cicloheximida (CHX) de forma
permanent o transitoria.
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3.8 Experiments de viabilitat d’una proteina en soques termosensibles

Els experiments amb els mutants condicionals termodegréo (vegeu 2.5.5) permeten
mantenir la proteina d’interes, 1 eliminar-la en el moment del cicle cel-lular en que es vol

estudiar ’efecte de la seva eliminacio.

Els cultius s’inicien a condicions permisives: 24°C (termodegr6é no exposat) en YPRaff
(no sobreexpressio d’Ubrl), El medi es suplementa amb 0,1 mM CuSOy4 per assegurar
I’expressio del mutant condicional des del promotor CUP1. Altrament es procedeix com

es descriu al punt 3.3 fins a la sincronitzaci6 amb a-factor.

Una vegada comprovada la bona sincronitzacid del cultiu, les cel-lules es renten tres
vegades amb YRaff a 24°C, i es van alliberar a fase S, mantenint les condicions
permisives (YRaff, 24°C) en preséncia de 0,2 M HU. Les cél-lules s’incuben 1 hora en
aquestes condicions, per tal de generar estrés replicatiu 1 activar el mecanisme de
vigilancia de la fase S. Transcorregut aquest temps es determina I’index de gemmacio del
cultiu (BI) (vegeu punt 3.2) (en aquest cas, el Bl es troba al voltant del 50%, indicant que

les cel-lules han estat correctament alliberades a fase S).

Seguidament, mantenint els cultius a temperatura permissiva (24°C) 1 la preséncia d’HU
s’addiciona galactosa solida al medi fins a una concentraci6 final d’un 2%, per induir la
sobreexpressid de la ubiquitin lligasa UBR1. Transcorreguts 30 minuts, es canvia el medi
a YPGal pre-escalfat a 37°C (condicions restrictives), amb 1’objectiu d’exposar el degrod i
eliminar la proteina, mantenint ’estrés replicatiu amb HU i la incubaci6 a 37°C durant la

resta d el’experiment (vegeu esquema experiment Figura 17).
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YPGalactosa

YPRafinosa
é — é — é — E — é
Cultiu Sincronitzacié en G1  Activacié checkpointS  Sobreexpressiéo UBR1 Exposici6 degré
exponencial (a-factor) 1h HU HU HU

24°C 37°C

Figura 17. Esquema d’un experiment amb un mutant condicional termodegré. Cé¢l-lules en
creixement exponencial en YPRaff a 24°C (condicions permisives) es sincronitzen en fase G1 amb
a-factor. A continuacié s’alliberen a fase S en preséncia d’HU per generar estrés replicatiu,
mantenint les condicions permisives. 1 h després s’afegeix galactosa al medi, per tal d’induir
I’expressio de la ubiquitin lligasa Ubrl. 30 min després es canvia el medi per YPGal a 37°C
(condicions restrictives), amb 1’objectiu d’eliminar la proteina fusionada al cassette termodegro,
mantenint 1’estres replicatiu amb HU.

Per comprovar si el mutant termodegrdé té un comportament termosensible, sense
necessitat de sobreexpressar Ubrl, es va dur a terme una variacid simplificada de
I’anterior experiment, usant en tot moment glucosa (YPD) enlloc de rafinosa i de glucosa

com a fonts de carboni.

3.9 Citometria de flux (FACS, Fluorescent Activated Cell Sorting)

La citometria de Flux, FACS, és una tecnica que ens permet quantificar el DNA present a
cadascuna de les cel-lules d’una mostra, tenyit amb 1’agent intercalant fluorescent iodur de
propidi. D’aquesta manera podem determinar en quina fase del cicle cel-lular es troba un
cultiu, el seu grau de sincronia, 1 el ritme de progressid de la replicacio 1 la divisio

cel-lular.
Per tal de tenyir quantitativament el DNA amb iodur de propidi cal primer fixar les
cel-lules, després hidrolitzar I’RNA (al qual s’uniria també la sonda) i després

permeabilitzar les cél-lules perqué la sonda pugui difondre fins el nucli.

Al voltant de 107 cél-lules per mostra son fixades amb 1 ml de 70% (v/v) etanol, incubant-

les a 4°C durant un minim de 16 hores.
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Un cop fixades, per permetre la hidrolisi de ’RNA, es rehidraten amb dos rentats en 1 ml
de 50 mM Tris-HCI pH 7,8. S’incuben en el mateix tampo, en presencia de 200 ug/ml de
RNasa A, bé durant 2 hores a 37°C o bé durant una nit a 24°C.

Per tal de permeabilitzar les cel-lules al iodur de propidi es du a terme una digestid parcial
amb pepsina, incubant les cel-lules en 5 mg/ml pepsina en 50 mN HCI, durant 30 minuts a
37°C. Passat aquest temps la pepsina s’inactiva per evitar una major degradacid, tornant a
pH 7,8, amb un rentat en 1 ml en el tamp6 de FACS (200 mM Tris-HCI pH 7,8; 211 mM
NaCl; 78 mM MgCl,).

Per tenyir el DNA es resuspenen les cel-lules en 0,5 ml de tamp6 de FACS suplementat
amb iodur de propidi a 20 pg/ml. En aquest estat es mantenen estables a 4°C, protegides
de la llum, durant anys.

Just abans de I’analisi en el citometre de flux es transfereixen 50 ul de la suspensio de
cel-lules en tampd FACS amb iodur de propidi a 1 ml de 50 mM Tris-HCI pH 7.8. La
suspensio es sonica durant 8 segons a SOW (sonicador Sonic Dismembrator, Dynatech).La
sonicacio €s de vital importancia en aquesta teécnica, per tal d’assegurar que cada lectura
correspon a una sola cel-lula 1 evitar aixi que per exemple dues cel-lules amb contingut 1C
de DNA siguin comptades com una sola particula amb un contingut de DNA 2C.

Les mostres han estat analitzades en un aparell FACScan (Becton-Dickinson), llegint
I’emissié de fluoresceéncia del iodur de propidi (FL2-H). Les dades es van representar
graficament com els histogrames del nombre d’esdeveniments (Y) front fluorescencia FL2-

H (X), per a 20.000 esdeveniments.

3.10 Recompte d’anafases

Es va determinar el nombre de cel-lules post-anafase mitjangant microscopia de
fluorescencia de les cel-lules tenyides amb iodur de propidi preprades per a la citometria
de flux (FACS) (vegeu punt 3.9). Les c¢l-lules amb una sola massa nuclear es van comptar
com a pre-anafase, 1 les cel-lules amb dues masses nuclears es van comptar com a post-

anafase.
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4 Tecniques de Biologia Molecular

4.1 Amplificacio de DNA per PCR

S’ha usat PCR (Polymerase Chain Reaction) per amplificar seqiiencies d’interes per:
clonar gens, generar cassettes de delecid, per integrar seqliencies que donin lloc a
proteines fusionades a etiquetes, que substitueixin un promotor, o que substitueixin una

seqliencia salvatge per una de mutant.

Per dur a terme les amplificacions s’han dissenyat oligonucleotids especifics per als
extrems de la seqiiencia d’interés (vegeu Taula 3). En el cas de les clonacions, els
oligonucleotids incorporen en ’extrem 5’ seqiiéncies diana per als enzims de restriccio
que s’usaran posteriorment per clonar el producte de PCR en el vector adequat. En el cas
de les integracions, els oligonucleotids incorporen en I’extrem 5’ 60 nucleotids amb la

seqliencia flanquejant a la regid que es vol substituir (vegeu per exemple 2.5.2 1 2.5.3).

Les reaccions de PCR en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied

Biosystems) consten de:
- Desnaturalitzacio inicial: 2 minuts a 98°C.
- 28cicles:

- desnaturalitzaci6 (5 seg DNA plasmidic o 10 seg genomic, a 98°C),
- anellament (10 seg a 55°C),
- extensid (15 seg/Kb DNA plasmidi o 30 seg/Kb DNA genomic, a 72°C).

- Extensio final (4 minuts a 72°C).

En iniciar la reaccido i per evitar amplificar productes espuris resultat d’anellament
inespecific a baixa temperatura, que es pot produir durant la pujada inicial de temperatura
ambient a 98°C, les mostres s’introdueixen al termociclador un cop la temperatura ha

superat els 90°C (“hot start”).
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4.2 Clonacio

El marc de lectura que es vol clonar s’amplifica per PCR amb DNA genomic com a motlle
(vegeu 4.1). El producte es purifica (QIAquick PCR purification kit, Qiagen) . La seva
qualitat 1 concentracid s’analitzen mitjangant electroforesi de DNA en gels d’agarosa-

bromur d’etidi (vegeu 4.3).

100 ng dels producte de PCR purificat es digereixen amb I’enzim o enzims de restriccid
(New England Biolabs) triats per dur a terme el clonatge, usant els tampons 1 seguint les
condicions de treball indicades pel fabricant. Independentment, el vector on es clonara el
DNA ¢s digerit amb els mateixos enzims i1 condicions. En cas que la clonacio impliqui 1’is
d’un Unic enzim de restriccid, es desfosforila el vector per evitar la seva recirculacio,
afavorida respecte la lligacid del vector amb I’insert. Per a la desfosforilacio s’afegeixen 5
unitats de fosfatasa antartica (New England Biolabs) i s’incuba a 37°C durant 15 minuts.

Seguidament, s’inactiva la fosfatasa a 65°C durant 5 minuts.

El producte de PCR 1 el vector digerits es purifiquen (QIAquick PCR purification kit,
Qiagen) 1 es lliguen (vegeu 4.4).

4.3 Electroforesi de DNA en gels d’agarosa-bromur d’etidi

L’electroforesi en gels d’agarosa €s una teécnica que permet separar molecules de DNA
lineal per mida. Aquest fet permet que sigui usada per verificar tots els passos del

clonatge, des de la PCR fins a la confirmaci6 del producte final.

S’utilitzen gels d’1% (p/v) agarosa (Agarose D-1 Low EEO-GQT, Pronadisa) en tampo
TAE (50 mM Tris-acetic pH 8,5, 2 mM EDTA) amb 0,5 ug/ml de bromur d’etidi. El
bromur d’etidi €és un agent intercalant fluorescent que en ser retingut pel DNA durant

I’electroforesi, permet la seva visualitzaci6 en ser il-luminat amb llum UV (365 nm).
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S’han utilitzat com a marcadors de mida els 1 kb ladder 1 100 bp ladder (New England
Biolabs). La quantitat coneguda de DNA a cada banda dels marcadors ens ha permes fer
una estimacid de la quantitat de DNA present, a partir de la comparacié d’intensitats de

bandes de longitud similar.

4.4 Lligacio del producte de PCR i el vector digerits

Per a la Iligacié del vector i I’insert s’usa 1 unitat de T4 DNA Iligasa (Roche), en un

volum final de 10 pl, en el tampd subministrat pel fabricant.

Les lligacions es fan tipicament en una relaciéo molar aproximada 7:1 insert/vector, per tal

de facilitar I’encontre de I’insert amb el vector.

Les reaccions s’incuben durant la nit, a 16°C. El producte de lligaci6 s’amplifica a través

de transformaci6 en E. coli (vegeu 4.5).

4.5 Transformacio d’Escherichia coli

Per transformar E. coli DH5a s’usen cel-lules competents preparades segons es descriu al

punt 4.7.
60 ul de cel-lules competents 1 els 10 ul de reaccio de lligacio, incubats en glag 30 minuts,
es sotmeten a un xoc termic de 90 segons a 42°C. Immediatament després les cel-lules es

refreden en aigua-glac per reduir la mortalitat.

Després d’afegir 1 ml d’LB (vegeu medis) les cel-lules s’incuben 1 hora a 37°C, per tal

que expressin el gen de resisténcia a I’ampicil-lina abans de plaquejar en medi selectiu.

Finalment, les cél-lules es sembren en plaques LB suplementades amb 75 ug/ml

ampicil-lina (LBA) com a seleccio. Només les cél-lules transformades amb una molécula
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de vector recircularitzat (en principi només possible per lligacid de l'insert) haurien de
tenir 1 mantenir el plasmid que conté el gen de resisténcia a ampicil-lina, donant lloc a

colonies.

Donat que les clonacions incloses en aquesta tesi no permetien destriar positius de falsos
positius per seleccid blanc-blau (Liu, Cashion et al. 1997), s’ha inclos com a control de
I’eficiencia de la lligacio la reacci6 amb vector pero sense insert. El nombre de colonies
obtingudes en el control ens indicara la taxa de falsos positius, 1 suggereix la grandaria de

la mostra que cal explorar per assegurar-se la identificacid d’un positiu.

Un nombre adequat de colonies individuals s’inoculen en 5 ml de LBA, a 37°C, durant
una nit, 1 es procedeix a ’extraccié de DNA plasmidic (vegeu punt 4.6), la comprovacid
de la presencia d’insert per digestid6 amb endonucleases de restriccio (vegeu punt 4.2) i la
visualitzaci6 d’aquests digerits mitjangant electroforesi de DNA en gel d’agarosa-bromur

d’etidi (vegeu punt 4.3).

4.6 Extraccio de DNA plasmidic (miniprep)

Per preparar DNA plasmidic es parteix d’1,5 ml de cultiu saturat de la soca d’E. coli
portadora. Les cel-lules es centrifuguen en una centrifuga Eppendorf 5418, a 14.000 rpm,

durant 1 minut, a temperatura ambient.

Les cel-lules es resuspenen en 0,5 ml de soluci6 STET (8% (p/v) sucrosa, 50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 50 mM EDTA, 0,1% (v/v) TritoX100). Per tal de desestructurar la paret
cel-lular s’afegeix a la soluci6 lisozim fresc a 100 pg/ml i s’incuba la barreja a temperatura

ambient durant 10 minuts.
A continuacio, es bull la solucio 45 segons, fet que genera porus que permeten la sortida

del DNA plasmidic pero no el cromosomic. Seguidament, s’elimina el material no soluble

per centrifugacio, a iguals condicions que anteriorment, durant 10 minuts.
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El DNA plasmidic del sobrenedant es concentra mitjancant precipitacid alcoholica:
s’afegeix NaCl fins a 0,2 M final, 1 un volum d’isopropanol. Es barreja i s’incuba en glag

durant 15 minuts per afavorir la precipitacio del DNA.

El DNA precipitat es recupera per centrifugacio, a iguals condicions que anteriorment,
durant 10 minuts. Per eliminar 1’excés de sal 1 les restes d’isopropanol el pel-let es renta
una vegada amb 1 ml d’etanol 70% (v/v), 1 s’incuba 5 minuts en un nou volum d’etanol

70% (v/v), a temperatura ambient.

Un cop eliminat I’etanol, el DNA es dissol en 80 pl de 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM
EDTA + 10 pg/ml d’RNasa A. Les mostres s’incuben a 37°C durant 2 hores, per tal de
solubilitzar el DNA 1 d’eliminar I’RNA arrossegat al llarg del procés.

4.7 Preparacio d’E. coli DHS50. competents amb clorur de rubidi

Per preparar cel-lules competents s’ha usat el métode quimic basat en el clorur de rubidi
per debilitar la paret cel-lular 1 d’aquesta manera fer les cel-lules aptes per a la

transformacio per xoc térmic.

S’inocula un cultiu a partir d’una tnica colonia fresca d’E. coli DH5a, en 20 ml d’LB
(vegeu 2.2) 1 s’incuba durant una nit a 37°C, en una incubadora amb agitaci6 orbital a 220
rpm. L’endema, s’inocula 1 ml d’aquest cultiu saturat a 100 ml de medi Psi-broth (vegeu
2.2). El cultiu es creix a 37°C fins que assoleix una densitat optica a 550 nm d’absorbancia

compresa entre 0,48 1 0,6, 1 mai superior a 0,7.

A partir d’aquest punt, tots els passos es realitzen a 4°C, en cambra freda o dins glag.

Es refreda el cultiu durant 15 minuts en una barreja d’aigua-gel. A continuacio, es

recuperen les cel-lules centrifugant el cultiu 5 minuts a 3.000g a 4°C.
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Després d’eliminar el sobrenedant es resuspenen les cel-lules suaument 1 a la cambra
freda, en 40 ml de tampo Ttbl fred (30 mM acetat de potassi; 100 mM clorur de rubidi; 10

mM clorur de calci; 50 mM clorur de manganes; 15% (v/v) glicerol).

Es tornen a centrifugar les cel-lules en les mateixes condicions que les anteriors pero
aquest cop es resuspenen en 4 ml de TbfII fred (10 mM MOPS; 75 mM clorur de calci; 10
mM clorur de rubidi; 15% (v/v) glicerol). Es deixen en gel 15 minuts 1 es poden
transformar directament o aliquotar en tubs eppendorf de 1,5 ml freds, en volums de 60 a

100 ul de cel-lules.

Les ccl-lules sobrants es sotmeten a congelacid rapida en nitrogen liquid 1

s’emmagatzamen en un congelador -80°C.

4.8 Preparacio d’E. coli BL21(DE3)RIL competents amb clorur de calci

BL21(DE3)RIL ¢és una soca d’E. coli dissenyada especialment per la sobreexpressio de
proteines recombinants de S. cerevisiae. La soca presenta diferents modificacions en
aquest sentit: (1) Com la resta de soques BL21, té delecionades les proteases Lon i Omp-t,
per evitar la degradaci6 de la proteina sobreexpressada. (2) Com la resta de soques
BL21(DE3) permet I’expressio regulada de gens clonats sota el control del promotor viric
T7, ja que les soques BL21(DE3) contenen el factor de transcripcié T7 induible per
isopropil B-D-1-tiogalactopiranosid (IPTG), un analeg sintetic de la galactosa no
metabolitzable. (3) A més, la soca BL21(DE3)RIL conté copies extres dels tRNA
d’Arginina, Isoleucina i Leucina, en un plasmidi no integratiu que permet seleccid amb
cloramfenicol (50 ug/ml). Aquests tRNAs corregeixen la major representacid d’aquests
aminoacids a les proteines de S. cerevisiae respecte les d’E. coli, la qual cosa evita

truncaments de la proteina sobreexpressada.

Donat que les soques BL21 assoleixen rendiments de competéncia de transformaciod

baixos, 1 que la congelacio els redueix fins a nivells inacceptables, les cel-lules competents
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s’utilitzen sempre en fresc. A canvi, el métode de preparacid és simplificat respecte el

descrit al punt 4.7.

S’inocula un cultiu a partir d’una colonia fresca d’E. coli BL21(DE3)RIL, en 20 ml d’LB
(vegeu 2.2) 1 s’incuba durant una nit a 37°C, en una incubadora amb agitaci6 orbital a 220
rpm. L’endema, s’inocula 1 ml d’aquest cultiu saturat a 5 ml de medi LB + 50 ug/ml

cloramfenicol. Es cultiu s’incubar a les mateixes condicions durant 1 hora 1 30 minuts.

A partir d’aquest punt, tot el procés es realitza a 4°C, en cambra freda o dins glag.

Es refreda el cultiu durant 15 minuts en una barreja d’aigua-gel. A continuacio, es

recuperen les cel-lules centrifugant el cultiu a 1.900g, durant 5 minuts, a 4°C.
Després d’eliminar el sobrenedant es resuspenen les cel-lules suaument 1 a la cambra

freda, en 500 ul de CaCl, 50 mM 1 es mantenen en gel fins al moment de la transformacio,

en fresc. Per cada constructe a transformar s’usen 50 ul de la suspensié de cel-lules.

4.9 Construccions usades en aquest treball

Construccio Vector-Insert Utilitzada en
pGP4 pGEX-6P-3-CIb6 clonat amb BamHI i Sall BL21(DE3)RIL
pJGsstl per delecionar BAR1* YGP17, 18, 19, 20, ...
pGAL-HO pGALI1,10-HO** YGP58
pRS305 pRS305 (LEU2) YGP54
pFa6aKanMX6 pFa6aKanMX6 YGP4,6,7,8, ...

Taula 1. Construccions usades en aquest treball. Es mostren el nom, el vector i I’insert corresponent, amb
els enzims de lligaci6 utilitzats per a la clonacid, i el nom de la soca en qué han estat utilitzades. *
Construccio publicada a (Reneke, Blumer et al. 1988); ** Construccié publicada a (Jensen and Herskowitz
1984).

69



Materials 1 Métodes

4.10 Extracciéo de DNA genomic de llevat

Es parteix de 5 ml de cultiu saturat. Les cel-lules es centrifuguen 1 el pel-let es resuspen
amb tampo de lisi (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,1% (v/v)
SDS)

S’afegeix un volum de sorra de vidre 1 un volum de fenol/cloroform/isoamil alcohol
(25:24:1). Les cel'lules es vortexen a maxima potencia durant 90 segons, per lisar-les
mecanicament. Es separen la fase organica 1 la fase aquosa per centrifugacio, 5 minuts, a
16.000g, temperatura ambient. Es recupera la fase aquosa que conté els acids nucléics

desproteinitzats.

Es precipita el DNA present a la fase aquosa mitjancant precipitacio alcoholica, afegint un
volum d’isopropanol. Després de barrejar la mescla s’incuba en gel breument, per

permetre la precipitacio del DNA, molt favorable en el cas de cromosomes.

El DNA ¢s recuperat per centrifugacid, en una centrifuga eppendorf 5418, a 16.000 g,
durant 10 minuts, a temperatura ambient. El DNA precipitat es renta dos cops, cadascun
amb 1 ml d’etanol 70% (v/v). Finalment es dissol en 50 ul de 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1
mM EDTA + 0,01 ug/ml RNasa A. Les mostres s’incuben a 37°C durant 2 hores o bé tota
la nit a temperatura ambient, per tal de solubilitzar el DNA 1 d’eliminar I’'RNA arrossegat

al llarg del procés, abans d’utilitzar-lo com a DNA motlle per PCR (vegeu punt 4.1).

70



Materials 1 Métodes

5 Técniques Bioquimiques

5.1 Extraccio proteica total de cél-lules de llevat en acid tricloroacetic (TCA)

Aquest metode permet I’extraccid de proteines totals de llevat de forma efectiva, alhora
que inactiva de forma immediata les proteases, quinases i fosfatases. El trencament

mecanic s’aconsegueix per agitacio de sorra de vidre.

Es resuspenen 10° cél-lules de llevat en 200 pl de 20% (p/v) TCA. S’afegeixen 200 pl de

sorra de vidre 1 es vortexa la barreja durant 1 minut a velocitat maxima.

Es recupera el lisat i es renta la sorra de vidre dos cops amb 200 ul de 5% (p/v) acid
tricloroacetic. Cada volum de rentat s’afegeix al lisat, per tal de recuperar la maxima

quantitat de proteina possible de I’espai mort de la sorra de vidre.

Les proteines desnaturalitzades, insolubles en TCA, es recuperen facilment per
centrifugacio del lisat a baixa velocitat: 3.000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5418, 10

minuts, a temperatura ambient.

Es descarta el sobrenedant i es dissol el pel-let en un volum adequat de tamp6 d’aplicacio
electroforética de mostres (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% (v/v) glicerol, 4% (v/v) 2-
mercaptoetanol, 1,6% (p/v) SDS, 0.008% (p/v) blau de bromofenol). Les restes de TCA
superen la capacitat tamponadora dels volums de tamp6 emprats habitualment, de manera
que es neutralitza el pH de les mostres afegint 0,2 volums de 1 M Tris-base (altrament es

donaria proteolisi acida al proper pas).

Per ultim les mostres es bullen 3 minuts, es centrifuguen a 3.000 rpm en una centrifuga
Eppendorf 5418, durant 10 minuts, a temperatura ambient, per eliminar el material

insoluble. Els sobrenedants es poden carregar immediatament en un gel d’electroforesi
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(vegeu punt 5.2). Alternativament es poden congelar (en aquest cas es bullen de nou abans

d’aplicar).

5.2 Electroforesi en gel de poliacrilamida desnaturalitzant (SDS-PAGE)

L’SDS-PAGE permet separar les proteines en funcid de la seva massa molecular
(Laemmli 1970) 1 despres visualitzar-les mitjancant immunoblot o per tincid directa en el

gel.

El detergent anionic dodecilsulfat de sodi (SDS) s’uneix a les proteines amb una relaciod
constant a la seva massa, de manera que, en general, totes les proteines presenten la
mateixa densitat de carrega. Per tant, en un camp eléctric es mouen en forma inversament
proporcional (logaritmica) a la seva mida, impulsades per la diferéncia de potencial

existent entre els dos pols de I’electroforesi.

S’han utilitzat gels de 1,5 mm de gruix i diferents concentracions d’acrilamida total: 7,5%,
el 10% 1 el 12% en funcid de la massa molecular de la proteina d’interes. La relacio
acrilamida-bisacrilamida ha estat sempre 37,5:1 (Biorad).

Les mostres s’apliquen en tamp¢é d’aplicacié de mostra (vegeu punt 5.1).

El marcador utilitzat varia en funcié del metode d’analisi posterior: Broad Range

Prestained Starndar (Fermentas) en el cas d’immunoblot, 1 Broad Range Standard

(BioRad) quan es fa una tinciéo amb blau de Coomassie.
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Els gels es corren en tampd d’electroforesi (25 mM Tris-glicina pH 8,3, 0,1 % (p/v) SDS),
utilitzant un generador Power-Pac Basic (BioRad), a les segiients condicions de voltatge 1

de temps:

- En ’analisi de Clb6-13myc (64 KDa), 10% acrilamida, 15 minuts d’apilacié a 90 V
1 80 minuts a 200 V.

- En I’analisi de Clb6-3HA (46 KDa) 12 % acrilamida, 15 minuts d’apilacié a 90 V 1
110 minuts a 200 V.

- En ’analisi de les formes hiperfosforilades de Rad53 (a I’entorn dels 100 KDa), 7,5

% acrilamida, 220 V durant 85 minuts.

- En I’analisi de les dues formes fosforilades de Poll2 (86 i 91 KDa), 7,5 %

acrilamida, 50 minuts d’apilaci6é a 120 V1 62 minuts a 190 V.

- En I’analisi de Cdc28 (34 KDa) respecte Pho85 (35 KDa), 10 %, acrilamida, 15
minuts d’apilacié a 90 Vi 50 minuta a 200V.

5.3 Immunoblot (western blot) i anticossos emprats

Les proteines separades mitjancant SDS-PAGE (vegeu punt 5.2) s’electrotransfereixen a
un membrana de PVDF (difluorur de polivinil, Immobilon-P) o de nitrocel-lulosa (Protran

BASS) per transferencia semiseca (Panther Semidry Electrobotter, Owl Scientific).

La transferéncia es fa a amperatge constant, adequant el valor al percentatge del gel 1 a la

massa molecular de les proteines a transferir (de 2 a 3,2 mA/cm?), durant 60 minuts.

El tamp6 de transferéncia és una modificacio del tamp6d Towbin, que conté SDS per
incrementar 1’eficiencia de la transfereéncia, 1 pH alcali, que minimitza el nombre de
proteines que presenten carrega nul-la per coincideéncia amb el seu punt isoelectric: 50 mM

Tris-glicina pH 9,1; 0,0373 % (p/v) SDS; 20 % (v/v) metanol.
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Un cop transferides les proteines,a la membrana, es tenyeixen amb Ponceau S (0,2% (p/v)
Ponceau S; 3 % (p/v) TCA). Aquesta tinci6 permet visualitzar les proteines més abundants
que s’han transferit a la membrana, 1 permet controlar la correcta transferéncia de les

proteines. A més, un escanejat d’aquestes imatges s’ha usat com a control de carrega.

Abans de continuar I’immunoblot, la tincidé s’elimina rentant la membrana amb TBST

(100 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl; 0,1% (v/v) Tween-20).

Les membranes es bloquegen incubant-les en TBST + 5% (p/v) de llet descremada en
pols, durant 20 minuts en agitacid suau. Aixi s’impedeix la uni6é de I’anticos de manera

inespecifica a la membrana.

Seguidament, les membranes son transferides a la dilucido d’anticos primari contra la
proteina o contra 1’etiqueta fusionada a la proteina que es vol detectar, 1 incubades durant

una 1 hora 1 30 minuts amb agitacio suau.

Els anticossos primaris 1 les dilucions emprades son:

- 9E10 a-myc (monoclonal de ratoli, Roche), diluci6 1:2.000 en TBST + 1 % llet.

- 9E10 a-myc (monoclonal de ratoli, sobrenedant d’hibridoma), diluci6 1:500 en
TBST.

- 12CAS a-HA (monoclonal de ratoli, Roche), diluci6 1:1000 en TBST + 1 % llet.

- 12CAS a-HA (monoclonal de ratoli, sobrenedant d’hibridoma), diluci6 1:100 en
TBST.

- 6D2 a-Poll2 (monoclonal de ratoli, ascites, cedit pel Dr. Marco Foiani), diluci6
1:2000 en TBST + 1 % llet.

- a-PSTAIR, a S. cerevisiae reconeix Cdc28 1 Pho85 (monoclonal de ratoli, ascites,
cedit pel Dr. Tim Hunt), diluci6 1:25 en TBST + 5 % llet.

- yC-19 a—Rad53 (policlonal de cabra, sc-6749, Santa Cruz Biotechnology), dilucio
1:500 en TBST + 5 % llet.

A continuacio, s’elimina 1’excés d’anticos fent tres rentats de 5 minuts amb TBST.
Seguidament, les membranes sén incubades 30 minuts amb [’anticos secundari
corresponent. Per als anticossos primaris de ratoli, anti-IgG de ratoli conjugat a peroxidasa

de rave rustica (HRP) (Dako P0161), diluci6é 1:3.000 en TBST. Per a I’anticos primari de
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cabra, anti-IgG de cabra conjugat a HRP (Santa Cruz Biotechnology sc-2020), dilucio
1:2500 en TBST + 5 % llet.

Per ultim, s’elimina 1’excés d’anticos fent tres rentats de 5 minuts amb TBST, i s’incuba la
membrana amb el reactiu luminiscent ECL Plus Western Blotting Detection System
(Amersham), durant 2 minuts, amb agitacid suau, a temperatura ambient. S’elimina
I’excés de reactiu i s’exposa a pel-licules fotografiques Curix RP2 Plus Medical X-ray

(Agfa).

5.4 Assaig quinasa in vitro de Rad53

El sistema ha estat posat a punt préviament al laboratori, optimitzant les condicions de
concentracio de Rad53, de substrat, 1 de temps d’incubacid, monitoritzant la saturacié de
la fosforilaci6 de substrats coneguts, i la no-fosforilaci6 de proteines improbablement

substrat.

Per dur a terme la reaccid quinasa, usem 1 pg de Rad53 recombinant (vegeu 5.6 1 5.7), 1
500 ng de la proteina candidata a ser substrat, recombinant (vegeu 5.6 1 5.7), en 30 ul de
tamp6 de reaccid quinasa (50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl,, 10 mM MnCl,, ImM
DTT, 1mM AEBSF, 2 mM NaF).

La reaccid s’inicia afegint 100 pM ATP i 5 uCi de y-[*’P]- ATP (Amsersham, GE
Healthcare), 1 es deixa procedir durant 1 hora, a 30°C, amb agitacié6 suau (Thermomix

Eppendorf).

Les reaccions s’aturen afegint tamp6 d’ electroforetica de mostres 1 bullint-les (vegeu punt

5.2).
Les mostres es resolen en electroforesi SDS-PAGE 1 els gels es tenyeixen amb Coomassie

blue (vegeu punt 5.2) per localitzar la posici6 de les proteines que hem emprat en I’assaig

quinasa.
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Finalment s’obté una autoradiografia exposant el gel a pel-licules fotografiques Curix RP2
Plus Medical X-ray (Agfa), sensibles a la radiacio B emesa pel *°P incorporat a les

proteines per fosforilacio.

5.5 Immunoprecipitacio de proteines

La immunoprecipitacié s’ha emprat per estudiar interaccions proteina—proteina. Per aquest

motiu, s’han emprat extractes proteics totals en condicions natives.

Les mostres corresponents a 2-10° cél-lules de cultius de S. cerevisiae en les condicions
d’interes, es centrifuguen a 2800g, 5 min 1 es renten en tamp6 d’immunoprecipitacio fred
(50 mM Tris-HCI pH 7,7, 75 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% (v/v) glicerol). Seguidament,
es congela el pel-let en N; liquid 1 es guarda a —80°C.

Per obtenir els extractes proteics totals el pel-let es descongela sobre glag, 1 es transfereix a
un tub Duran de vidre de 40 ml de capacitat, fred, amb 2 ml de tampd
d’immunoprecipitaci6 fred, suplementat amb inhibidors de proteases (Tampo
immunoprecipitacié complet: | mM AEBSF; 0,15 uM aprotinina; 1 uM leupeptina, 1 uM
pepstatina), inhibidors de fosfatases (0,5 mM pirofosfat de sodi, 2 mM NaF; 2mM @3-
glicerofosfat), 1 mM DTT 1 0,1% (v/v) nonidet-P40.

S’afegeixen 2 ml de sorra de vidre 1 es vortexa 6 cops a la cambra freda, a maxima
potencia, alternant 30 segons de vortex 1 1 minut en gel, per tal de minimitzar la
desnaturalitzaci6 térmica de les proteines. Els lisats es deixen en glag, a la cambra freda,
durant 1 hora, per tal de maximitzar el procés d’extraccio.

Seguidament, es procedeix al clarificat de I’extracte. Es transfereix 1’extracte a dos tubs
eppendorf freds, 1 es centrifuguen 30 minuts, a 14.000 g, a 4°C per eliminar el material

insoluble. El sobrenedant -extracte proteic total natiu- es transfereix a tubs nous.

Les immunoprecipitacions s’han fet contra proteines fusionades a una etiqueta 3HA,
emprant 3F10 Anti-3HA Affinity Matrix (Roche). 3F10 és un anticos monoclonal de rata,
d’alta afinitat contra ’epitop HA, que dona major rendiment en les immunoprecipitacions
que el 12CAS5 que hem utilitzat en immunoblot i en microscopia d’immunofluorescéncia.

S’han emprat 3 pul de matriu 3F10 per immunoprecipitacidé (diluits en 27 pl de reina
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Sepharose 4B (Sigma) per assolir un volum manejable sense incrementar la quantitat

d’anticos), pre-equilibrats en tamp6 d’immunoprecipitaciéo complet.

La matriu 3F10 s’ha incubat amb els extractes proteics totals durant 1 hora, a 4°C, en
rotacio suau. Transcorregut aquest temps, es recupera la matriu 3F10, centrifugant 90

segons a 500 g.

Un cop eliminat 1’extracte, I’immunoprecipitat es renta 5 cops, cadascun amb 1 ml de
tampd d’immunoprecipitacid6 complet, fred, per tal d’eliminar I'excés de proteines no

unides a ’anticOs.

Finalment, les proteines immunoprecipitades s’alliberen bullint la matriu 3F10 en tamp6

d’aplicaci¢ electroforetica de mostres (vegeu punt 5.2).

La deteccio es fa mitjancant immunoblots contra la proteina immunoprecipitada i contra

les proteines candidates a interaccionar amb aquesta (vegeu punts 5.1, 5.2 1 5.3).

5.6 Produccio de proteines recombinants

S’inocula un cultiu a partir d’una sola colonia fresca de BL21(DE3)RIL portadora del
constructe d’interés (pGP4 o control pGEX-6P-3 buit). en medi LBA (vegeu medis) + 50
ug/ml cloramfenicol (vegeu apartat 4.8). S’incuba durant una nit a 37°C, en una

incubadora amb agitaci6 orbital a 220 rpm.

L’endema, 500 ml de medi LBA + cloramfenicol s’inoculen amb 20 ml del cultiu saturat i
s’incuben a les mateixes condicions. Un cop s’assoleix una ODgy = 0,6 (creixement
exponencial) es reserva una aliquota (control no-induit) 1 s’afegeix IPTG a 1 mg/ml final,

per tal d’induir la proteina heterologa (vegeu punt 4.8)

El cultiu s’incuba, a les mateixes condicions, durant 2 hores i es recullen les cél-lules,
reservant una aliquota (cultiu induit, un volum que contingui el mateix nombre de c¢l-lules
que I’aliquota de cultiu no-induit, que es trobava a densitat menor) per comprovar la

induccio de la proteina abans de procedir a 1’extraccio 1 purificacio.
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A partir d’aqui tots els passos es realitzen a 4°C, a la cambra freda o en glag.

El cultiu es centrifuga 10 minuts a 8000 g. Es descarta el sobrenedant i les cel-lules es
resuspenen en 25 ml de tampd de lisi fred (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM NaCl; 2 mM
DTT; 1,5 mM EDTA; 1 mM AEBSF). La suspensio es congela en nitrogen liquid, per
afavorir la lisi cel-lular 1 es conserva a -80°C fins quan convingui prosseguir amb la

purificaci6 de la proteina recombinant.

Abans de prosseguir amb la purificaci6 de la proteina recombinant, es comprova 1’éxit de
la induccio a partir de les aliquotes de cultiu no-induit i induit. Les cél-lules es
centrifuguen 30 segons a 16.000 g, 1 es bullen 3 minuts en tampo d’aplicacio
electroforetica de mostres (vegeu punt 5.2). Les mostres es centrifuguen a 3.000 rpm en
una centrifuga Eppendorf 5418, durant 10 minuts, a temperatura ambient, per eliminar el
material insoluble. Els sobrenedants es carreguen en un gel SDS-PAGE (vegeu punt 5.2).
Les proteines es tenyeixen en el gel per tinci6 de Coomassie (vegeu punt 5.2), per
comprovar si la proteina s’ha induit 1, per referéncia a les proteines del marcador de pesos

moleculars (Broad Range Standard, BioRad), estimar la quantitat de proteina produida.

5.7 Purificacié de proteines recombinants

Tot el procés es du a terme a 4°C.

Un cop descongelades les cel-lules (vegeu punt 5.6), es procedeix a la seva lisi: s’afegeix
lisozim a una concentracidé final de 0,1 mg/ml 1 s’incuba durant 15 min en gel. A
continuacio es duen a terme 5 polsos de sonicacié a 50 W (Sonicador Sonic Dismembrator
(Dynatech)), de 30 segons cada un, amb un minut d’espera en aigua-gel entre polsos. A
continuacio, s’afegeix Trit6o-X100 a 1 % (v/v) final, per ajudar a solubilitzar la proteina, 1
s’incuba 1 hora a la cambra freda, per afavorir 1’extraccid, en rotacid suau. El lisat es

clarifica a 12.000 g, durant 10 min, a 4°C.
L’extracte clarificat es transfereix a un tub Falcon de 50 ml que conté 200 ul de matriu

escorreguda de glutatio-sefarosa (GE Healthcare), préviament equilibrada en tampo6 de lisi.

L’extracte es deixa rotant durant 1 hora a la cambra freda, per permetre la uni6 de la
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proteina fusionada a GST amb la matriu. Usant 200 ul de matriu es poden purificar uns 5

mg de proteina aproximadament.

Es recupera la matriu amb la proteina d’interés unida centrifugant durant 1 min a 500 g. Es

descarta el sobrenedant i la reina es renta 5 cops amb tamp¢ de lisi fred.

Seguidament, la proteina recombinant induida ¢€s alliberada de la seva etiqueta GST per
proteolisi amb la proteasa PreScission, que reconeix una seqiiéncia aminoacidica
especifica, present al C-terminal del domini GST en els vectors pGEX-6P. Per fer-ho, la
reina ¢s incubada durant 16 hores a 4°C amb 2 unitats de PreScission en el seu tampo (50

mM Tris-Hcl pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT).

S’estima la concentraci6 1 quantitat total de proteina recombinat purificada mitjangant una
electroforesi SDS-PAGE, seguit d’una tincié amb solucié de Coomassie (0,1 % (p/v)
Coomassie Brillant Blue, Sigma) (vegeu punt 5.2), per comparacid a les quantitats
conegudes de les proteines del marcador de pesos molecular (Broad Range Standard,

BioRad).

5.8 Microscopia d’immunofluorescéncia

S’ha emprat per determinar la localitzacié subcel-lular de proteines d’interes, a diferents

condicions.

5.8.1 Fixacio

Per tal de mantenir inalterades les estructures cel-lulars 1 ml de cultiu a una concentracio
de 1-107 cél-lules/ml es transfereix a un tub falcon amb 4 ml de soluci6 fixadora (0,1 M
KPO4 pH 6,5; 4% (p/v) formaldehid fresc). La barreja s’incuba amb rotacid, durant 2
hores, a temperatura ambient. Seguidament s’elimina 1’excés de formaldehid rentant les

cel-lules dues vegades amb 5 ml de 0,1 M KPO4pH 6,5.
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5.8.2 Permeabilitzacio

Les cel-lules fixades es resuspenen en 5 ml de solucio isotonica (0,1 M KPO4 pH 6,5; 1,2
M sorbitol, 0,1% (v/v) 2-mercaptoetanol) 1 es sotmeten a digestid controlada amb 120
unitats de liticasa, un enzim amb activitat endoglucanasa 1 proteasa que digereix la paret
del llevat. El temps de incubaci6 a 30°C varia entre 20 1 30 minuts, fins el moment que
s’estima que les cel-lules estan suficientment permeabilitzades (esferoplasts) perd no
lisades. Els esferoplasts son les cel-lules de llevat desproveides de la proteccid de la paret
cel-lular. Al microscopi Optic es distingeixen perque presenten un contorn menys
contrastat que les cel-lules amb la paret intacta. A més la membrana plasmatica exposada

dels esferoplasts es dissol, 1 la c¢l-lula desapareixen, en introduir 1% (p/v) SDS.

L’excés de liticasa s’elimina rentant els esferoplasts en la mateixa soluci6 isotonica (sense
2-mercaptoetanol). Aleshores es resuspenen en aquesta mateixa solucid, a una

concentracié de 1,5:107 cél-lules/ul.

5.8.3 Unio de les cél-lules al portaobjectes i tincié

Es preparen els portaobjectes de vidre per tal que s’hi adhereixin establement les c¢l-lules.
Per aixo es col-loca una gota de poli-lisina en cadascun dels pous del portaobjectes. La
poli-lisina genera una matriu de carrega positiva sobre el portaobjectes que uneix les
cel-lules establement. 15 minuts després s’elimina la gota de poli-lisina, els pous es

netegen amb aigua destil-lada i es deixen assecar.

Es dipositen 15 pl de la suspensio de cel-lules (vegeu punt 5.8.2) 1 es deixen 15 minuts

sobre la poli-lisina, per permetre la seva unid, a temperatura ambient.

Acte seguit s’aspira el liquid des del centre del pou i1 es prossegueix amb una scrie
d’immersions amb [’objectiu d’exposar epitops altrament ocults, sense alterar la
localitzacié de les proteines. Es submergeix el portaobjecte primer en metanol a -20°C,
durant 6 minuts, 1 despreés en acetona a -20°C, durant 30 segons. Finalment s’asseca el

portaobjectes durant 3 minuts, a temperatura ambient.
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Tot seguit, es bloquen amb albiimina serica bovina (BSA) els llocs enganxosos exposats,
per tal de minimitzar la uni6 inespecifica dels anticossos 1 reduir el soroll de fons. Amb
aquest objectiu les cel-lules es cobreixen amb una gota de PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM
KCI; 10 mM Na,HPOy4; 1,8 mM KH,POy4; pH 7,3) + 10 mg/ml de BSA. S’ha emprat BSA
certificada lliure d’immunoglobulines (Sigma A7030) per minimitzar el soroll de fons per
reaccions creuades dels anticossos. Les mostres s’incuben 15 minuts, a temperatura

ambient.

S’aspira el tampo de bloqueig 1 s’afegeixen 15 pl d’anticos primari (9E10 a-myc o 12CAS
a-HA, ambddés de Roche), a un concentracié de 5 pg/ml en PBS + 10 mg/ml de BSA
certificada lliure d’immunoglobulines. Les mostres s’incuben a temperatura ambient
durant 1 hora, en una cambra saturada d’humitat per evitar que es concentri (senyals

inespecifics) o s'evapori (mostra inservible) I'anticos.

Passat el temps d’incubaci6 s’aspira 1’anticos primari 1 es fan 3 rentats de 5 minuts amb

PBS + 10 mg/ml BSA certificada lliure d’immunoglobulines.

Per tultim, s’incuba la mostra amb 15 pl d’anticos secundari (anti-IgG de ratoli acoblat al
fluorofor Alexa 488 (Invitogen)), diluit a 1:200 en PBS + 10 mg/ml BSA certificada lliure
d’immunoglobulines. Les mostres s’incuben durant 1 hora, en la cambra saturada

d’humitat, a 37°C, protegides de la llum.

Passat el temps d’incubaci6 s’aspira I’anticos secundari i1 es fan 3 rentats de 5 minuts amb
PBS + 10 mg/ml BSA certificada lliure d’immunoglobulines, seguits d’un quart rentat
amb PBS sense BSA.

5.8.4 Tincio amb DAPI

Per determinar la localitzaci6 nuclear d’una proteina els nuclis han estat tenyits amb la
sonda intercalant fluorescent 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que presenta longituds
d’ona d’excitaci6 1 d’emissié que no interfereixen significativament amb el senyal de

I’ Alexa 488 (anticos secundart).
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El DAPI s’ha inclos a 0,5-0,7ug/ml en la solucié de muntatge: 24 pg/ml DABCO (un
agent que minimitza la destruccié del fluorofor per la llum ultraviolada del microscopi),

50% glicerol en PBS.

5.8.5 Microscopia

Les mostres es cobreixen amb un cobreobjectes 1 es segellen amb vernis d’ungles incolor
de secat instantani per evitar que ’evaporacio. A més, es protegeixen de la llum 1, en el

cas que no siguin analitzades immediatament, es conserven a la cambra freda.

Per a la visualitzacid de les mostres s’ha utilitzat el microscopi optic d’epifluorescéncia

Leica DMRB, amb objectiu PI fluotar 100x/1.13 d’immersio.

El microscopi esta acoblat a una camera digital que permet 1’adquisicié d’imatges a

diferents temps d’exposicio,

6 Taula de Soques de Saccharomyces cerevisiae utilitzades

Nom Genotip Origen
W303-1a MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trpl-1 leu2-3,112 canl-100 1
YGP4 W303-1a CLB6-13myc (KanMX6) 2
YGP6 W303-1a CLB5-13myc (KanMX6) 2
YGP7 W303-1a rad53-21 CLB6-13myc (KanMX6) 2
YGPS W303-1a smlIA:: URA3 rad53A::LEU2 CLB6-13myc 2
YGP10 W303-1a smlIA::URA3 CLB6-13myc (KanMX6) 2
YGP11 W303-1a clb6A::KanMX4 2
YGP14 W303-1a smlIA rad53A::LEU2 2
YGP15 W303-1a smlIA rad53A::LEU2 CLB6-13myc 2
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Nom Genotip Origen
YGP17 W303-1a CLB6-13myc (KanMX6) bariA::URA3 2
YGP18 W303-1a smlIA rad53A::LEU2 CLB6-13myc barlA::URA3 2
YGP19 W303-1a smlIA barlA::URA3 2
YGP20 W303-1a bar/A::URA3 2
YGP23 W303-1a CLB5-13myc(KanMX6) barlA::URA3 2
YGP24 W303-1a smlIA rad53A::LEU2 bariA::URA3 2
YGP25 W303-1a smlIA clb6A::KanMX4 bariA::URA3 2
YGP26 W303-1a smlIA CLB6-13myc (KanMX6) barlA::URA3 2
YGP27 W303-1a CLB6-13myc (KanMX6) barlA 2
YGP37 W303-1a rad53-21 CLB6-13myc (KanMX6) barlA::URA3 2
YGP38 W303-1a rad53-21 barlA::URA3 2
YGP39 W303-1a SWI6-13myc (HIS3) barlA::URA3 2
YGP40 W303-1a CLB6-3HA (KanMX6) barlA::URA3 2
YGP41 W303-1a CLB6-3HA (KanMX6) 2
YGP42 W303-1a CLB6-3HA (KanMX6) SWI6-13myc (HIS3) barlA::URA3 2
YGP44 W303-1a rad53-21 SWI16-13myc (HIS3) barlA::URA3 2
YGP45 W303-1a SWI6-13myc (HIS3) smlIA barlA::URA3 2
YGP46 W303-1a SWI6-13myc (HIS3) smlIA rad53A:LEU2 barlA::URA3 2
YGP54 W303-1a dunlA::LEU2 CLB6-13myc (KanMX6) bariA::URA3 2
YGP56 W303-1a dunlA::LEU2 bariA::URA3 2
YGP58 W303-1a CLB6-13myc (KanMX6) bariA::URA3 2
YGP61 W303-1a SWI6-13myc (HIS3) smlIA::URA3 meclA::LEU2 2
YGP64 W303-1a mecIA::LEU2 CLB6-13myc (KanMX6) smlIA::URA3 barlA 2
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Nom Genotip Origen
YGP65 W303-1a CLB6-13myc barlA::URA3 2
YGP67 W303-1a CLB6-13myc har/A::URA3 GALI,10-HA-UBR1 (HIS3) 2

W303-1a CLB6-13myc bariA::URA3 GALI1,10-HA-UBRI (HIS3) 1myc-
YGP68 2
mbpI-td (KanMX6)

YGP69 W303-1a CLB6-13myc bariA::URA3 mbplA:: KanMX4 2

W303-1a CLB6-13myc (KanMX6) TRP1::GAL1,10-NRM1AN-
YGP70 2
13myc::URA3 bariA

YJT72 W303-1a smlIA::URA3 5
YJT74 W303-1a meciA::LEU2 sml1A::URA3 5
YJT75 W303-1a rad53A::LEU2 smlIA::URA3 5
rad53-21 W303-1a rad53-21 6
SBY510 W303-1a GAL-CLB6-3HA (LEU2) barlA 7
SBY573 W303-1a GAL-CLB6A3P-3HA (LEU2) barlIA 7
YAT208 W303-1a SWI6-13myc(HIS3) g
DC14 Tester strain Mat-1a  hisl 9
DC17 Tester strain Mat-1o his/ 9
BY4741 Mata his3dell leu2del0 metl5del0) ura3del0 3
clb6A BY4741 clb6A::KanMX4 4
clb5A BY4741 clb5A::KanMX4 4
mbpIA BY4741 mbplA:KanMX4 4
CWY231 15Daub Mat a adel leu2-3 112his2 trpl-1 ura3Ans barlA 10
CWY1821 CWY231 TRP1::GALI1,10-NRMIAN-13myc::URA3 10

Taula 2. Soques de S. cerevisiae utilitzades en aquest treball. L origen de les soques és (1) Thomas and
Rothstein (1989), (2) aquest treball, (3) Brachmann et al (1998); (4) Joaquin Arifio, (5) José Antonio
Tercero, (6) Stephen Elledge (1997), (7) Steven Haase, (8) Steven Sedgwick, (9) J Hicks Cold Spring
Harbor Laboratory; (10) Curt Wittenberg.
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7 Taula d’oligonucleotids utilitzats en aquest treball

Nom Seqiiéncia Construccio
/ Soca
GST-Clb6 F CGGATCCATGAATTGTATCCCTAGTCC pGP3
GST-Clb6 R CCGGTCGACTCAACGTTTTTGTTTACACC pGP3
AAAAAGCCTAAACATGGCATGGTTTATTTCAAGGTTTTTGACT — YGP4,7,8,10,
Clb6-myc/HA F GGTGTAAACAAAAACGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 15. 41
AATAATGCATTTTCTTTCTTTTTTTGAATACATAAAAGAAATA YGP4,7,8,10,
Clb6-myc/HA R AAGAAGTATGTCTATCGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 15.41
ClbodelF GCTTCACTAATCTAGCGTTC YGPI11
Clb6delR AAGATGCAGGGGGTTAGCTGG YGP11
CGGCAGATCCGCTAGGGATAACAGGGTAATATAGATCTGTTT
KanMXé6del F AGCTTGCCTCGTCCCCGCGCGGTATTTTCTCCTTACGC YGP65
AATAATGCATTTTCTTTCTTTTTTTGAATACATAAAAGAAATA
KanMXé6del R AAGAAGTATGTCTATCGAGATTGTACTGAGAGTGCAC YGP65
ACTTTCAAGTGGTGTACATCCGAAATGCATAGCAACTTTCAAA
Clb5-myc/HA F ATCTATTTAATCTTAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA YGP6
ACATATATATAGATAGATAGATAGATGCAAAAAATTTTTTCCT
ClbS-myc/HA R TTTAGTTCAGCAAAAAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC YGP6
dunldel F TAGTCGAGAGTAACAAGTAAAGGGGCTTAACATACAGTAAAA YGP54, 56
AAGGCAATTATAGTGAAG
AAATAGATACTTGGAAAAATCCAGATTCAAACAATGTTTTTGA
dunldel R AATAATGCTTCTCATGTGATTGTACTGAGAGTGCA YGP54, 56
dunldel Chk F TACGTGACGCGACGCGTTTGTTTAC YGP54, 56
dunldel Chk R AGAGCTGCAGGAGAAAGTAG YGP54, 56
YGP42,44 45,
Swi6-myc F CGCCAATCTCCTTCTTAAACG
46161
YGP42,44 45,
Swi6-myc R CGTTCGATTTTGAGCGACGCG
46i 61
mbpl-td F AAAATAAAGCCCATTGTAATTCATATAACTAAACATCATATCA YGP68

AGTGCGATTGGTCTGCAATTAAGGCGCGCCAGATCTG
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Nom Seqiiéncia Construccié

/ Soca
ATGAATGAATTCATAAACATCAACCCCCGAATATCTCGCTGAG

mbpl-td R TATATTTGGTTAGACATGGCACCCGCTCCSGCGCCTG YGP68
mbp1-td Chk F AACTACTCACCACTAGTAGTTG YGP63
mbpl-td Chk R TTTGAAATTGATTTTCCTCGG YGP68
mbpldel F TGCACAAGATTGAGCCATCG YGP69
mpldel R CGGTGGTAAAGTCTTACCTC YGP69
mbpldel Chk F CTGGTATTCCACATGTTCAGC YGP69
mbpldel Chk R TGACGACGTTGAAGTTAAGG YGP69
NRMIAN F GAATTCGAGCTCGTTTAAAC YGP70
NRMIAN R GAATTCGAGCTCGTTTAAAC YGP70

Taula 3. Oligonucleotids utilitzats en aquest treball. Les seqiiéncies en mintiscula mostren les bases que
s’anellen al DNA motlle. Les seqiiéncies en majuscules corresponen a les cues necessaries per integrar el
producte de PCR en el genoma o per subclonar-lo.
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1 La ciclina de fase S Clb6 és una diana del mecanisme de vigilancia de

la fase S

El mecanisme de vigilancia de la fase S respon a estreés genotoxic durant la fase S (vegeu
Introduccié punt 4.2.1). Dues activitats quinasa son essencials en aquesta fase , DDK 1
CDK-S (vegeu Introducci6o punt 3.3), i per tant constitueixen dianes raonables de la
resposta checkpoint. Si bé la regulaci6 de DDK ha estat estudiada a aquest nivell
(Weinreich and Stillman 1999), no existeixen estudis sobre el possible control de CDK-S
en resposta a estrés genotoxic. No és possible inhibir completament 1’activitat CDK-S
durant la fase S, ja que aix0 comporta el re-assemblatge dels origens de replicacio 1 la
posterior generacié d’inestabilitat genomica per re-replicacié (Broek, Bartlett et al. 1991;
Hayles, Fisher et al. 1994; Dahmann, Diffley et al. 1995). Aixo perd, no exclou la
possibilitat que el checkpoint actui modificant I’especificitat de 1’activitat CDK-S pels seus
substrats. Partint d’aquesta idea vam decidir explorar si les ciclines promotores de la fase S

son dianes del mecanisme de vigilancia de la fase S.

1.1 Clb6 és fosforilada per Rad53 in vitro

Per determinar si Clb6 ¢€s substrat de Rad53, vam estudiar si aquesta ciclina és fosforilada
per Rad53 en un radio-assaig quinasa in vitro. Amb anterioritat haviem comprovat
I’especificitat d’aquest sistema per identificar substrats de Rad53, havent donat fins al

moment com a positius només veritables substrats in vivo.

Per dur a terme el radio-assaig quinasa in vitro préviament vam obtenir les proteines Rad53
1 CIb6 recombinants (vegeu Materials 1 Métodes punts 5.6 1 5.7). La sobreexpressié de
Rad53 en E. coli dona lloca a la seva forma hiperfosforilada activa (vegeu Introduccié punt

4.2) (Pellicioli, Lucca et al. 1999; Travesa, Duch et al. 2008).

Vam dur a terme el radio-assaig quinasa in vitro amb lug de cadascuna de les proteines
recombinants (vegeu Materials 1 Metodes punt 5.4). Com a controls de 1’especificitat de la
reaccid quinasa in vitfro, vam incloure una reaccié amb substrat sol sense quinasa, 1 una

altra reacci6 amb quinasa sola sense substrat.
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Com es pot veure a la Figura 18B, carril 2, en preseéncia de Rad53 1 Clb6 apareixen dues
bandes de fosforilaci6 a ’autoradiografia: una banda superior d’uns 115 kDa corresponent
a I’autofosforilacié de Rad53 i, una banda d’uns 45 kDa, corresponent a Clb6 fosforilat. El
carril 1, amb Clb6 i sense Rad53, no mostra cap banda a I’algada de la ciclina; per tant, la
fosforilacié de Clb6 no és deguda a cap quinasa inespecificament co-purificada amb CIb6.
Per altra banda, el carril 3, en preséncia de Rad53 1 sense CIb6, sols s’observa la banda de
autofosforilaci6 corresponent a Rad53; per tant, la fosforilacié de la Clb6 per Rad53

(vegeu carril 2) no es deguda a una proteina inespecificament co-purificada amb Rad53.

A B
Rad53 . + + S + +
Clhs + + - + + -
16 - "  «+Radj3
98 -
5% -
<+ Clbh6
1 2 3 1 2 3
Figura 18. La ciclina de fase S Clb6 és fosforilada per Rad53 in vitro. (A) Tinci6é Blau de
Coomassie del gel del radio-assaig quinasa in vitro. (B) Autoradiografia on es visualitza la
radioactivitat associada a la fosforilaci6 de les proteines. Els carrils estan numerats segons les
reaccions quinases: (1) Clb6 recombinant; (2) Clb6 i Rad53 recombinants; (3) Rad53 recombinant.

Aquest resultat mostra que Clb6 ¢€s substrat de Rda53 in vitro.
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1.2  Els nivells de Clb6 son estabilitzats en resposta a estrés replicatiu in

vivo

A la vista del resultat obtingut amb el radio-assaig quinasa in vitro, vam voler estudiar si
Clb6 ¢s diana de Rad53 in vivo. Per aixo, vam decidir comparar el comportament
d’aquesta ciclina en una fase S no pertorbada respecte una fase S compromesa per estres

genotoxic.

Cultius en creixement exponencial van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en abséncia o en preseéncia
de 200 mM d’hidroxiurea (HU). L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient
activacio del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials i Meétodes punts 2.3,
3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de
generacid, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes, es van usar per dur a terme
I’analisi electroforetica de Clb6 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu Materials 1 Métodes punts
5.1, 5.215.3), aixi com per 1’analisi de la progressio del cicle cel-lular mitjangant 1’index
de gemmacio i la progressio del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢todes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 19A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacid. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.

L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del
contingut de DNA (Figura 19A, HU), com per ’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 19B, HU) (vegeu Introduccid punt 4.2).

Pel que fa a la ciclina Clb6, mentre que en una fase S no pertorbada Clb6 desapareix

aproximadament a mitja fase S (Figura 19, YPD), en una fase S compromesa per estres

replicatiu la preséncia de Clb6 es manté al llarg de tota la durada de I’experiment. De
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produir-se fosforilacié de Clb6 per Rad53, com ’observada in vitro, o algun altre tipus de

modificacid post-traduccional en resposta a estres replicatiu, no es reflexa en un canvi en

la mobilitat electroforetica detectable a les condicions emprades.

La desaparici6 de CIb6 en fase S, en comptes de fase M com la resta de ciclines tipus CLB
(vegeu Introduccio punts 2.3 1 3.4), confirma el comportament especific de Clb6 descrit

pel laboratori d’Steven Haase durant la realitzacido del treball d’aquesta tesi doctoral

(Jackson, Reed et al.

2006). Clb6 reapareix aproximadament als 100 minuts de

I’experiment, quan les cel-lules ja s’han dividit i es troben a la segiient transicidé G1-S.
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Figura 19. La ciclina de fase S Clb6 és estabilitzada en resposta a estrés replicatiu. (A)
Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de c¢l-lules sincronitzades en G1, i alliberades a
una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S compromesa per estres replicatiu (HU), dut a terme
amb una soca Clb6-myc (YGP17). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la
sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjancant immunoblot anti-myc (Clb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regio6 de la
mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control
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Aquest resultat mostra que la ciclina de fase S Clb6 ¢és estabilitzada in vivo en resposta a

estres replicatiu.

Comparacidé amb CIb5

A la vista del comportament de Clb6 en una fase S compromesa per estrés replicatiu, vam

decidir estudiar si I’altra ciclina de fase S, CIbS5, presenta el mateix comportament.

Cultius en creixement exponencial van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en abséncia o en preseéncia
de 200 mM d’hidroxiurea (HU). L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient
activacio del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials i Métodes punt 2.3,
3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de
generacid, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme
I’analisi electroforetica de ClbS 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu Materials 1 Métodes punts
5.1, 5.215.3), aixi com per 1’analisi de la progressio del cicle cel-lular mitjangant 1’index
de gemmacio i la progressio del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢todes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 20A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.
L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del

contingut de DNA (Figura 20A, HU), com per ’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 20B, HU) (vegeu Introducci6 punt 4.2).
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Pel que fa a la ciclina CIb5 no s’observen diferéncies en una fase S compromesa per estres
replicatiu respecte una fase S no pertorbada: ni en els nivells de proteina, ni pel que fa a
alteracions en la mobilitat electroforética detectable a les condicions emprades (Figura
20B). El manteniment dels nivells de CIb5 observats en HU ¢€s en aquest cas degut a la

inhibici6 de la progressio de la mitosi, 1 a la inhibicio d’APC pel mecanisme de vigilancia

de la fase S (vegeu Introducci6 punt 4.2.1).
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Figura 20. La ciclina de fase S CIb5 no és modificada en resposta a estrés replicatiu. (A)
Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de c¢l-lules sincronitzades en G1, i alliberades a
una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S compromesa per estres replicatiu (HU), dut a terme
amb una soca Clb5-myc (YGP23). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la
sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjancant immunoblot anti-myc (C1lb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regio de la
mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control
de carrega (Ponceau).
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1.3  L’estabilitzacié dels nivells de Clb6 en resposta a estrés replicatiu és

dependent de RadS53 i de Mecl

L’estabilitzaci6 de Clb6 es produeix en condicions d’estreés replicatiu, que activen el
mecanisme de vigilancia de la fase S. Per tal de determinar si aquesta estabilitzacio és
mediada pel checkpoint, es va estudiar la seva dependéncia respecte les quinases centrals

Mecl 1 Rad53.

1.3.1 L’estabilitzacio de Clb6 en resposta a estres replicatiu es correlaciona amb la

forma activada de Rad53

Per tal d’explorar si I’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estreés replicatiu depén de
I’activacio del mecanisme de vigilancia de la fase S, vam estudiar en primer lloc la
correlacid entre ’estabilitzacié de Clb6 1 I’activacié de Rad53 en un experiment de

recuperacid d’estres replicatiu.

Cultius en creixement exponencial van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en presencia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora, a fi d’activar el mecanisme de vigilancia de la fase S 1
d’estabilitzar Clb6. A continuacié es va eliminar ’HU, permetent la recuperacid de
’estres replicatiu 1 la inactivacid de Rad53 (vegeu Materials 1 Metodes punt 3.5). A partir
d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de generacio, en
intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme [’analisi
electroforetica de Clb6 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu Materials i Metodes punts 5.1, 5.2 1
5.3), aixi com per I’analisi de la progressio del cicle cel'lular mitjancant I’index de
gemmacié 1 la progressié del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢todes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 21, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1,
d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a ’index de
gemmacid. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indica la progressié de I’index de gemmaci6. La

generacid d’estres replicatiu en presencia d’HU impedeix la progressio de la replicacio
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(Figura 21A) 1 dona lloc a ’aparici6 de la forma hiperfosforilada activa de Rad53 (Figura
21B). Un cop transferides les cel-lules a medi ric sense HU, per tal de permetre la
recuperacid de ’estres replicatiu, s’observa la progressio del contingut de DNA des de 1C

a 2C, 1 la posterior divisio cel-lular.

Pel que fa a la ciclina Clb6, és estabilitzada en preséncia d’HU, tal i com ja s’havia
observat (vegeu punt 1.2). En aquestes condicions Rad53 mostra el desplagament
caracteristic del seu estat hiperfosforilat actiu. En retirar I’HU, Rad53 torna de forma

progressiva al seu estat hipofosforilat, inactiu (vegeu Introduccio6 punt 4.2).

La desaparicio de Clb6 en retirar ’HU (Figura 21B) es produeix quan les cél-lules han
superat I’estres replicatiu 1 assoleixen un contingut de DNA similar al del punt en que
ClIb6 desapareix en una fase S no pertorbada. La desaparicié de CIb6 es correlaciona amb
la desfosforilaci6 de Rad53, la qual cosa €s compatible amb la implicacié de Rad53 en

’estabilitzaci6 de Clb6 en resposta a estrés genotoxic.
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Figura 21. L’estabilitzacio de Clb6 es correlaciona amb la forma activa de Rad53. (A) Analisi
del contingut de DNA mitjancant FACS de cél-lules sincronitzada en G1, i alliberada a una fase S
en preséncia d’HU durant 1 hora i a continuacié a medi ric (YPD) sense HU, dut a terme amb una
soca Clb6-myc (YGP17). Els indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de la sincronitzacio i
del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats,
analitzats mitjangcant immunoblot anti-myc (CIb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regié de la mateixa
membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de
carrega (Ponceau).

1.3.2 L’estabilitzacio en resposta a estrés replicatiu és dependent de RadS3

La correlacié entre la desaparicido de CIb6 i la inactivacié de Rad53 suggereix, perd no
demostra, que I’estabilitzaci6 de Clb6 en resposta estrés genotoxic sigui mediada per
Rad53. Per tal de comprovar si I’estabilitzacio de CIb6 en resposta a estrés replicatiu és

dependent de Rad53, vam estudiar el comportament de Clb6 en soques mutants rad5 3.
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Al marge de la seva funcid en el mecanisme de vigilancia de la fase S, Rad53 juga un
paper essencial com a regulador de Smll, un inhibidor de I’activitat ribonucleotid
reductasa (Zhao, Muller et al. 1998), essencial en la sintesi de ANTPs. Per aquest motiu la
delecio rad53A és letal, 1 és necessari combinar-la amb sm//A (Zhao, Georgieva et al.

2000).

Cultius en creixement exponencial de la soca rad53A smlIA 1 de la corresponent soca
control (smlIA) van ser sincronitzats en fase Gl amb la feromona a-factor, 1 després
alliberats de forma sincronica a una fase S en abséncia o en presencia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU). L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient activacio del
mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 Métodes punts 2.3, 3.3 13.4). A
partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de generacio, en
intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme [’analisi
electroforetica de Clb6 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu Materials i Metodes punts 5.1, 5.2 1
5.3), aixi com per I’analisi de la progressio del cicle cel'lular mitjancant I’index de
gemmacié 1 la progressié del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢étodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 22A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmaci6. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.
L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del

contingut de DNA (Figura 22A, HU), com per ’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 22B, HU) (vegeu Introduccid punt 4.2).
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Pel que fa a CIb6, en un cicle no pertorbat (Figura 22, YPD) no s’observen diferéncies en
la cinetica d’aparicio-desaparicio de la ciclina entre la soca mutant rad53A smlIA 1 la soca

control smlIA (Figura 22B).

Per altra banda, en una fase S compromesa per estres replicatiu, mentre que en la soca
control smlIA la presencia de Clb6 es manté al llarg de tot I’experiment (Figura 22B,
smlIA, HU), la soca mutant rad53A smlIA ¢és incapag d’estabilitzar Clb6, que desapareix
seguint una cinética comparable a la d’un cicle no pertorbat (Figura 22B, rad53A smliA,

HU).

Aquest resultat suggereix que 1’estabilitzacid de Clb6 en resposta a estres replicatiu depen,

directa o indirectament, de Rad53.

Malgrat tot, aquest experiment no permet descartar que la no estabilitzacié de Clb6 en
resposta a estres replicatiu sigui fruit de la combinaci6 de les delecions rad53A 1 smliA.
Per aquest motiu vam portar a terme el mateix estudi amb el mutant hipomorfic rad53-21.
El mutant rad53-21, malgrat presentar un defecte en la resposta a estrés genotoxic
comparable a les soques nul-les per RADS53 (Allen, Zhou et al. 1994), mant¢ la capacitat

de control sobre Smll, la qual cosa permet treballar en un fons SML1.
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Figura 22. L’estabilitzacié de la ciclina de fase S Clb6 és dependent de Rad53 en resposta a
estrés replicatiu. Mutant rad53A. (A) Analisi del contingut de DNA mitjangant FACS de
cél-lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S
compromesa per estres replicatiu (HU), dut a terme amb la soca mutant de rad53A smlIA (YGP18)
i la corresponent soca control (sml//A,YGP26). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura
de la sincronitzacio i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als
temps indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (CIb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una
regié de la mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com
a control de carrega (Ponceau).
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Cultius en creixement exponencial de la soca rad53-21 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en abseéncia o en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU).
L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient activacid del mecanisme de vigilancia
de la fase S (vegeu Materials 1 Metodes punts 2.3, 3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir
aliquotes durant aproximadament un temps de generacid, en intervals de 10 minuts.
Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme ’analisi electroforética de Clb6 1 Rad53
(immunoblots) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per I’analisi de la
progressio del cicle cel-lular mitjancant I’index de gemmacio i la progressio del contingut

de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials 1 Metodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 23A, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.

L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del
contingut de DNA (Figura 23A, HU), com per ’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 23B, HU) (vegeu Introduccid punt 4.2).

Pel que fa a la ciclina CIb6, en un cicle no pertorbat (Figura 23, YPD) no s’observen
diferencies entre les dues soques, salvatge 1 rad53-21, ni en la cinetica d’aparicio-
desaparici6 (Figura 23B, YPD) de Clb6, ni en la progressio de la replicacio (Figura 23A,
YPD).

Per altra banda, en una fase S compromesa per estres replicatiu, mentre que en la soca
salvatge la preséncia de Clb6 es manté al llarg de tot I’experiment (Figura 23B, WT, HU),
en la soca mutant rad53-21 Clb6 desapareix (Figura 23B, rad53-21, HU) seguint una

cinetica similar a I’observada en una soca salvatge en una fase S no pertorbada.
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Figura 23. L’estabilitzacio de la ciclina de fase S CIb6 en resposta a estrés replicatiu és
dependent de Rad53. Mutant rad53-21. (A) Analisi del contingut de DNA mitjangant FACS de
cél-lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S
compromesa per estrés replicatiu (HU), dut a terme amb la soca mutant rad53-21 (YGP37) i la
corresponent soca control salvatge (WT, YGP17). Els indexs de gemmacié es mostren com a
mesura de la sincronitzacio i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals
corresponents als temps indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (Clb6) o anti-Rad53
(Rad53). Una regi6 de la mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S,
es mostra com a control de carrega (Ponceau).
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Aquest resultat descarta, per tant, que la perdua de capacitat d’estabilitzacié de Clb6 en
resposta a estrés replicatiu observada en el mutant rad53A smlIA sigui fruit de la
combinaci6 de les dues delecions, 1 indica que 1’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estres

replicatiu depén, directa o indirectament, de Rad53.

1.3.3 L’estabilitzacio en resposta a estrés replicatiu és dependent de Mecl

L’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estres replicatiu €s dependent de Rad53, la quinasa
efectora del mecanisme de vigilancia de la fase S. Donat que Rad53 ¢és activat per Mecl,
la quinasa transductora central del checkpoint, vam voler confirmar la dependéncia de
Mecl1 en I’estabilitzacidé de Clb6 en resposta a estreés genotoxic. Per aixo, vam estudiar el
comportament de Clb6 en el mutant mec/A en una fase S compromesa per estres replicatiu

respecte una fase S no pertorbada.

Cultius en creixement exponencial de la soca mec/A smlIA 1 de la corresponent soca
control (sm/IA) (igual que en el cas de Rad53 (vegeu punt 1.3.2), la delecio smlIA és
necessaria per mantenir la viabilitat dels mutants meclA (Zhao, Muller et al. 1998; Zhao,
Chabes et al. 2001), van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després
alliberats de forma sincronica a una fase S en abséncia o en presencia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU). L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient activaci6é del
mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 Métodes punts 2.3, 3.3 13.4). A
partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de generacio, en
intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme [’analisi
electroforetica de Clb6 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1, 5.2 1
5.3), aixi com per I’analisi de la progressio del cicle cel'lular mitjancant I’index de
gemmacié 1 la progressié del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢todes punt 3.9).
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Com s’observa a la Figura 24A, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.

L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del
contingut de DNA (Figura 24A, HU), com per I’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 24B, HU) (vegeu Introduccid punt 4.2).

Pel que fa a la ciclina Clb6, mentre que en una fase S compromesa per estres replicatiu en
la soca control smlIA la presencia de Clb6 es manté estable al llarg de tot ’experiment
(Figura 24B, smlIA, HU), en la soca mutant mec/A smlIA no, essent el mutant meclA

smlIA incapag d’estabilitzar els nivells de CIb6 (Figura 24B, rad53A sml1A, HU).

La desaparicié de Clb6 en el mutant mecIA smlIA no és tan drastica com en els mutants
rad53 (vegeu Figures 23 1 24). Mentre que en els mutants rad53 la desaparicio de Clb6 es
produeix als 30-40 minuts després d’alliberar d’a-factor, igual que en una fase S no
pertorbada, en el mutant meclA la ciclina és detectable fins als 90 minuts (Figura 24A,
meclA smlIA, HU). No obstant, el comportament de CIb6 ja apareix alterat en el mutant
meclA en una fase S no pertorbada, mostrant una major estabilitat de Clb6 (Figura 24A,

meclA smlIA, YPD).

Aquest resultat mostra que 1’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estres replicatiu €s també

depenent de Mecl.
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Figura 24. L’estabilitzacié de la ciclina de fase S Clb6 és depenent de Mecl en resposta a
estres replicatiu. (A) Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de cél-lules sincronitzades
en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S compromesa per estrés
replicatiu (HU), dut a terme amb la soca mutant mecIA smlIA (YGP64) i la corresponent soca
control (sm/IA, YGP26). Els indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de la sincronitzaci6 i
del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats,
analitzats mitjangcant immunoblot anti-myc (CIb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regié de la mateixa
membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de

carrega (Ponceau).
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1.4  Els nivells de Clb6 son estabilitzats també en resposta a dany al DNA en
forma dependent de RadS3

Per determinar si I’estabilitzaciéo de Clb6 de forma dependent de Rad53 és exclusiva de la
resposta a estres replicatiu, o si pel contrari, €s una resposta generalitzable a altres tipus
d’estres genotoxic, vam estudiar el comportament de CIb6 en resposta a dany per metilacio

del DNA en el mutant rad53-21.

Cultius en creixement exponencial de la soca rad53-21 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona o-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en abseéncia o en presencia de 0,033% (v/v)
metilmetanosulfonat (MMS). L’MMS genera dany per metilaci6 al DNA, amb la
consegiient activacio del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 Métodes
punt 2.3, 3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un
temps de generacio, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a
terme ’analisi electroforetica de Rad53 1 Clb6 (immunoblots) (vegeu Materials 1 Métodes
punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per I’analisi de la progressio del cicle cel-lular mitjangant
I’index de gemmacio i la progressio del contingut de DNA per citometria de flux (FACS)

(vegeu Materials 1 Métodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 25A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmaci6. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.

En la soca control salvatge la presencia de dany al DNA doéna lloc a 1’alentiment de la
progressio de la replicacio del DNA degut al bloqueig dels origens de replicacio pel
mecanisme de vigilancia de la fase S (Figura 25A, MMS) (vegeu Introducci6 punt 4.2.1),
aixi com per 1’aparicié de la forma hiperfosforilada, activa de Rad53 (Figura 25B, MMS)
confirma la generacio de dany al DNA (vegeu Introduccidé punt 4.2). En el cas de la soca

mutant rad53-21 no ¢€s possible visualitzar ’efecte de la preséncia de dany al DNA: aquest
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mutant és incapa¢ d’activar-se per hiperfosforilacio (Alcasabas, Osborn et al. 2001), 1 el
defecte en la resposta checkpoint fa que la replicacid progressi sense control, al mateix
ritme que en absencia de dany al DNA (Paulovich and Hartwell 1995; Tercero and Diffley
2001). A aquest respecte cal dir que el cultiu rad53-21 ha estat alliberat en la mateixa

preparacié de medi + MMS que el cultiu control salvatge.

Pel que fa a la ciclina Clb6 en la soca control salvatge, mentre que en una fase S no
pertorbada CIb6 desapareix aproximadament a mitja fase S (Figura 25, WT, YPD), en una
fase S compromesa per dany al DNA la preséncia de Clb6 es manté al llarg de tota la
durada de I’experiment (Figura 25, WT, HU). De produir-se fosforilacié de Clb6 per
Rad53, com I’observada in vitro, o algun altre tipus de modificacid post-traduccional en
resposta a dany al DNA, no es reflexa en un canvi en la mobilitat electroforética detectable

a les condicions emprades.

Aquest resultat (Figura 25), unit als anteriors (vegeu punt 1.2, Figura 19), indica que

’estabilitzaci6 de CIb6 €s una resposta general a estres genotoxic.

En el cas del mutant rad53-21, en un cicle no pertorbat (Figura 25, YPD) no s’observen
diferencies ni en la cinetica d’aparicio-desaparicid de la ciclina entre aquesta soca mutant i
la soca control salvatge (Figura 25B, YPD), ni en la progressio de la replicacid (Figura
25A, YPD). Per altra banda, en una fase S compromesa per dany al DNA, mentre que en
la soca control salvatge la presencia de Clb6 es manté al llarg de tot ’experiment (Figura
25B, WT, MMS), la soca mutant rad53-21 és incapag d’estabilitzar Clb6. Si bé, la cinetica
de desaparicié de Clb6 en el mutant rad53-21 no és identica a la observada en aquesta
mateixa soca amb un cicle no pertorbat, acaba desapareixent (Figura 25B, rad53-21 YPD
vs MMS). Una possibilitat €s que el mutant rad53-21, que és hipomorfic, mantingui una
certa capacitat d’estabilitzacié de Clb6 en resposta a dany al DNA, perd no en resposta a

estres replicatiu.
En qualsevol cas, aquest resultat suggereix que, a I’igual que en resposta a estres

replicatiu, I’estabilitzaciéo de CIb6 en resposta a dany al DNA per metilacié també depen,

directa o indirectament, de Rad53.
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Figura 25. L’estabilitzacié de la ciclina de fase S Clb6 és dependent de Rad53 en resposta a
dany en el DNA. Mutant rad53-21. (A) Analisi del contingut de DNA mitjangant FACS de
cél-lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S
compromesa per dany al DNA (MMS), dut a terme amb la soca mutant rad53-21, (YGP37) i una
soca control salvatge (WT, YGP17). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la
sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (Clb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regio de la
mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control
de carrega (Ponceau).
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2 L’estabilitzacio de Clb6 en resposta a estrés genotoxic requereix

sintesi de novo i implica la re-activacio d’MBF

Els nivells de la ciclina de fase S Clb6 s’estabilitzen en resposta estrés genotoxic en forma
dependent del mecanisme de vigilancia de la fase S. Aquesta estabilitzacid es pot donar a
diferents nivells. Per una banda, és possible que Rad53 fosforili Clb6 estabilitzant-la. En
aquest sentit, hem mostrat que CIb6 ¢€s substrat de Rad53 in vitro. De tota manera no es pot
descartar que 1’estabilitzacid dels nivells de CIb6 sigui resultat, parcialment o totalment,
d’una acci6 a un nivell diferent. Per exemple I’activacid del mecanisme de vigilancia de la
fase S podria estabilitzar els nivells de Clb6 induint la seva expressio, estabilitzant el seu
mRNA o potenciant la seva traduccio. Per aquest motiu, vam decidir explorar el nivell

sobre el que actua Rad53 sobre 1’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6.

2.1 L’estabilitzacio de Clb6 en resposta a estrés genotoxic requereix sintesi

de novo

Per tal d’explorar si I’estabilitzacié dels nivells de CIb6 en resposta a estreés genotoxic €s
deguda a estabilitzacid directa de la ciclina, vam estudiar I’efecte de la inhibicio de la
traduccié amb cicloheximida. En cas que Clb6 sigui directament estabilitzada, la inhibicio
de la traducci6 no hauria d’afectar el manteniment dels nivells d’aquesta ciclina en resposta
a estres genotoxic. En canvi, si I’estabilitzacié requereix transcripcid o traduccid, la
inhibicié de la sintesi de novo hauria de comportar la desaparicio de Clb6 malgrat la

presencia d’estres genotoxic.

Cultius en creixement exponencial, van ser sincronitzats en fase Gl amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en presencia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora, a fi d’activar el mecanisme de vigilancia de la fase S 1
d’estabilitzar Clb6. A continuacid, el cultiu es va dividir en dos, 1 en un cas es va afegir
cicloheximida (CHX) al medi (vegeu Materials 1 M¢ctodes, punt 3.7) 1 en 1’altre no,
mantenint sempre I’HU. A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament
un temps de generacio, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a

terme 1’analisi electroforética de Clb6 (immunoblot) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1,
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5.2 1 5.3), aixi com per ’analisi de la progressio del cicle cel-lular mitjangant I’index de

gemmacio.

Com indiquen els indexs de gemmacio (Figura 26), les cel-lules van ser correctament
sincronitzades a fase G1. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament
alliberades, 1 de forma sincronica, a fase S, tal com s’observa per la progressid de 1’index

de gemmacio.

Com es mostra a la Figura 26, I’addici6 de cicloheximida comporta la rapida desaparicio

de Clb6, malgrat la presencia continuada d’HU.
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Figura 26. L’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estrés replicatiu requereix sintesi de novo.
Cultius de Clb6-myc (YGP17) van ser sincronitzats en fase G1, i alliberats a una fase S
compromesa amb HU. Després d’l h el cultiu es va dividir en dos, addicionant en un cas
cicloheximida (CHX). Extractes proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats
mitjancant immunoblot anti-myc (Clb6). Una regié de la mateixa membrana utilitzada per
I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de carrega (Ponceau). Els indexs
de gemmacio es mostren com a mesura de la sincronitzacié i del progrés del cicle cel-lular.

El manteniment de CIb6 requereix sintesi de novo, si bé no podem distingir entre la
possibilitat que depengui de la sintesi de Clb6, o bé de la sintesi d’un factor inestable
necessari per estabilitzar Clb6 en resposta a estres genotoxic. CLB6 s’expressa en fase G1,
després d’Start, en forma dependent d’MBF (vegeu Introducci6 punt 2.1.2). El factor de
transcripcid MBF és especific de la fase G1 1 és reprimit quan les cel-lules entren en fase S
(vegeu Introduccidé punts 2.2.2 1 3.2). Per altra banda, en una fase S no pertorbada,
I’'mRNA de CLB6 ¢s inestable i1 desapareix en fase S (Schwob and Nasmyth 1993). Per
tant, a priori, la desaparicio de Clb6 per inhibici6 de la sintesi proteica de novo, hauria de

ser irreversible a no ser que 1’activacio del mecanisme de vigilancia de la fase S comporti,
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sorprenentment, la reinduccio de la transcripcié de CLB6, o 1’estabilitzacié del seu mRNA

en resposta a estres genotoxic.

Per tal d’estudiar si la desaparicidé de Clb6 per inhibici6 de la sintesi proteica de novo, en
presencia d’estres replicatiu, és reversible, vam portar a terme un experiment en que vam

inhibir de forma transitoria la traduccié amb cicloheximida.

Cultius en creixement exponencial, van ser sincronitzats en fase Gl amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en preséncia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora, a fi d’activar el mecanisme de vigilancia de la fase S 1
d’estabilitzar Clb6. A continuacio, el cultiu es va dividir en dos. En tots dos casos es va
mantenir la HU al llarg de la resta de I’experiment. Un dels dos cultius es va exposar de
forma transitoria 1 I’altre de forma continuada a CHX (vegeu Materials 1 M¢todes, punt
3.7). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de
generacid, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme
I’analisi electroforetica de Clb6 (immunoblot) (vegeu Materials 1 Méetodes punts 5.1, 5.2 1
5.3), aixi com per I’analisi de la progressio del cicle cel'lular mitjancant I’index de

gemmacio.

Com indiquen els indexs de gemmacio (Figura 27), les cel-lules van ser correctament
sincronitzades a fase G1. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament
alliberades, 1 de forma sincronica, a fase S, tal com s’observa per la progressid de 1’index

de gemmacio.

Com es mostra a la Figura 27, ’eliminaci6 de la cicloheximida permet la reaparicio de
Clb6 en condicions d’estrés replicatiu. Aquesta observacid €s compatible amb que
’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 impliqui sintesi de novo de CIb6, ja sigui, reactivant la

seva transcripcid, o bé estabilitzant el seu mRNA.
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Figura 27. L’estabilitzaci6 de Clb6 en resposta a estrés replicatiu requereix sintesi de novo de
Clb6. Cultius de Clb6-myc (YGP17) van ser sincronitzats en fase Gl, i alliberats a una fase S
compromesa amb HU. Després d’1 h el cultiu es va dividir en dos. En tots dos casos es va
mantenir la HU al llarg de la resta de I’experiment. Un dels dos cultius es va exposar de forma
transitoria i 1’altre de forma continuada a CHX. Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (CIb6). Una regié de la mateixa membrana
utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de carrega
(Ponceau). Els indexs de gemmacid es mostren com a mesura de la sincronitzaci6 i del progrés del
cicle cellular.

Els resultats obtinguts usant cicloheximida (Figures 26 1 27) mostren que I’estabilitzacio
de CIb6 en resposta a estrés replicatiu no €s deguda a 1’acci6 directa de Rad53 sobre la

proteina, sind que requereix sintesi de novo d’aquesta.

2.2 L’estabilitzacio dels nivells de Clb6 depén de transcripcio per MBF en

una fase S compromesa

Donat que D’estabilitzaci6 dels nivells de CIb6 requereix sintesi de novo, vam decidir
estudiar si es produeix reinduccid de la transcripcid6 de CLB6 en resposta a estres

genotoxic.

La resposta transcripcional coneguda, desencadenada per activacid del mecanisme de
vigilancia de la fase S, és mediada per 1’activacio per Rad53 de la quinasa paraloga Dunl
(Zhou and Elledge 1993). Explorem si I’estabilitzacid dels nivells de Clb6 en resposta a

estres genotoxic €s dependent de Dunl.

112



Resultats

Per altra banda, en un cicle cel-lular no pertorbat, Clb6 ¢€s transcrita en fase G1 de forma
dependent del factor de transcripcid6 MBF (vegeu Introduccié punts 2.1.2 1 2.2.2). MBF
actua especificament en fase G1 1 és inactivat quan les cel-lules entren en fase S per unio6 de
I’inhibidor Nrm1 1 per I’exclusi6 del nucli de Swi6 fosforilada per DP’activitat CDK
associada a CIb6 (vegeu Introduccidé 3.2). Explorem si, més enlla del coneixement
disponible en I’actualitat, es dona reactivacio de la transcripcié mediada per MBF en una

fase S compromesa.

2.2.1 Dunl és prescindible per ’estabilitzacio dels nivells de Clb6

En resposta a estrés genotoxic el mecanisme de vigilancia de la fase S activa un extens
programa transcripcional (vegeu Introduccié punt 4.2.1). L’activacié d’aquest programa
esta majoritariament mediat per la quinasa Dunl, activada per Rad53 (Gasch, Huang et al.
2001). A la vista d’aquest fet vam decidir estudiar si ’estabilitzacio dels nivells de Clb6

depeén de Dunl.

Cultius en creixement exponencial de la soca dunlA 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en abséncia o en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU).
L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient activacid del mecanisme de vigilancia
de la fase S (vegeu Materials 1 Métodes punts 2.3, 3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir
aliquotes durant aproximadament un temps de generacid, en intervals de 10 minuts.
Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme ’analisi electroforética de Clb6 1 Rad53
(immunoblots) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per I’analisi de la
progressio del cicle cel-lular mitjancant 1I’index de gemmacio i la progressio del contingut

de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials 1 Metodes punt 3.9).
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Com s’observa a la Figura 28A, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de 1’index de gemmacié i, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.

L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del
contingut de DNA (Figura 28A, HU), com per I’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 28B, HU) (vegeu Introducci6 punt 4.2).

Pel que fa a la Clb6, en un cicle no pertorbat (Figura 28, YPD), no s’observen diferéncies
entre les dues soques, salvatge 1 dunlA, ni en la cinética d’aparicio-desaparicio de Clb6

(Figura 28B, YPD), ni en la progressio de la replicacio (Figura 28A, YPD).

Per altra banda, en una fase S compromesa per estres replicatiu, no hi ha diferéncies en el
comportament de Clb6 entre la soca salvatge 1 la soca dunlA. En ambdos casos, la

presencia de Clb6 es manté al llarg de tot I’experiment (Figura 28B, HU).
Aquest resultat (Figura 28) indica que D’estabilitzacio de Clb6 en resposta a estres

replicatiu no és dependent de Dunl. Per tant, de ser deguda a reinducci6 de la transcripcio,

aquesta no és mediat per Dunl.
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Figura 28. Dunl és prescindible per D’estabilitzacio de Clb6 en resposta a estrés genotoxic.
(A) Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de cél-lules sincronitzades en fase G1, i
alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S compromesa per estrés replicatiu
(HU), dut a terme amb la soca mutant dunlA (YGP54) i la soca control salvatge (WT, YGP17).
Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la sincronitzacid i del progrés del cicle
cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats mitjangant
immunoblot anti-myc (Clb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regié de la mateixa membrana utilitzada
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per ’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de carrega (Ponceau).
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2.2.2 Swi6 és nuclear en una fase S compromesa

En un cicle cel-lular no pertorbat CLB6 és expressada a Start de forma dependent d’MBF.
MBF ¢és un factor de transcripci6 especific de la fase G1, 1 €s inactiu en fase S. Un dels
nivells d’inactivaci6 (vegeu Introduccid punt 3.2) és I’exclusid del nucli de la subunitat
Swi6 després de ser fosforilada per Cdc28-Clb6 (especificament 1 no per Cdc28-CIb5) en
fase S (Geymonat, Spanos et al. 2004). Donat que 1’estabilitzacié dels nivells de CIb6 en
una fase S compromesa requereix sintesi de novo, vam voler explorar la possibilitat que

MBF es reactivés en resposta a estres genotoxic.

Si MBF es reactiva en fase S en resposta a estrés genotoxic, una condicid necessaria €s la
no exclusio nuclear de Swi6. Per aixo vam estudiar la localitzacié sub-cel-lular de Swi6 en

una fase S compromesa per estrés replicatiu.

Cultius en creixement exponencial van ser sincronitzats en fase Gl amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S en preséncia o en abséncia de
200 mM d’hidroxiurea (HU). L’HU genera estres replicatiu, amb la consegiient activacio
del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 M¢étodes punts 2.3 1 3.4). La
mostra corresponent a una fase S no pertorbada es va recollir 30 minuts després d’alliberar
d’a-factor, temps que correspon a 1’inici de la fase S. La mostra corresponent a una fase S
compromesa per estres replicatiu es va recollir 1 hora després d’alliberar d’a-factor, temps
suficient per activar plenament el mecanisme de vigilancia de la fase S. Les mostres es van
processar per detectar Swi6-myc mitjancant microscopia d’immunofluoresceéncia (vegeu

Materials 1 M¢étodes punt 5.8).

Tal com mostra la Figura 29, Swi6 és nuclear, coincident amb la tincio6 DAPI, en les
cel-lules que estan en una fase S compromesa per estres replicatiu ( Figura 29, HU), en clar
contrast amb el patré de localitzacié difis que s’observa en les cel-lules que estan en una
fase S no pertorbada (Figura 29, YPD), coincident amb el reportat amb anterioritat

(Geymonat, Spanos et al. 2004).
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Figura 29. Swi6 és nuclear en una fase S compromesa per estrés replicatiu. Imatges de
microscopia de cél-lules Swi6-myc (YGP39) en una fase S compromesa per HU o en una fase S no
pertorbada (YPD). Imatges (a) i (d), immunofluorescéncia anti-myc (Swi6); (b) i (e), tincid de
DNA amb DAPI; (¢) i (f), contrast de fase (Nomarski).

La localitzacidé nuclear de Swi6 en una fase S compromesa encoratja la hipotesi de la

transcripcio de CLB6 per reactivacié d’MBF en resposta a estres replicatiu.
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Com a control de I’especificitat del senyal detectat, vam reproduir el mateix experiment,

usant una soca no etiquetada.

Cultius en creixement exponencial van ser sincronitzats en fase Gl amb la feromona
a-factor, 1 després alliberats de forma sincronica a una fase S 1 incubats en preséncia de
200 mM d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora. Les mostres es van processar amb les mateixes

condicions d’anticOs primari anti-myc 1 d’anticos secundari que a la Figura 29.

Tal com mostra la Figura 30, les cel-lules amb Swi6 no etiquetat no mostren senyal
d’immunofluoresceéncia, a ideéntic temps d’exposicid que la soca Swib-myc, usada en
aquest cas com a referencia. Per tant, el senyal observat en una fase S compromesa en les

cel-lules Swi6-myc és especific.
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Figura 30. El senyal de Swi6 és especific. Imatges de microscopia de cél-lules salvatges (Swi6 no
etiquetat, YGP20) i de Swi6-myc (YGP39) utilitzat com a referéncia, en una fase S compromesa
per HU. Imatges (a) i (d), immunofluorescéncia anti-myc (Swi6) a idéntiques condicions de
preparaci6 i de temps d’exposicio; (b) i (e), tincid6 de DNA amb DAPI; (¢) i (f), contrast de fase
(Nomarski).

2.2.3 Clb6 és nuclear en una fase S compromesa per estrés replicatiu

Swib ¢s exclos del nucli per fosforilacié per Cdc28-Clb6 (especificament 1 no per Cdc28-
CIbS) (Geymonat, Spanos et al. 2004). Donat que Swi6 roman al nucli en una fase S
compromesa per estres replicatiu, vam voler explorar si la ciclina Clb6 estabilitzada pel

mecanisme de vigilancia de la fase S és nuclear. En cas que Clb6 sigui exclosa del nucli
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(per exemple per fosforilacio directa per Rad53), constituiria un mecanisme que

possibilitaria la localitzacio nuclear de Swi6 en aquestes condicions.

No ha estat possible detectar Clb6 mitjangant microscopia d’immunofluorescencia,
possiblement degut als seus baixos nivells (mitjancant immunoblot quantitatiu, en el
nostre grup hem quantificat que la concentracié de Clb6 en la cel-lula €s unes 100 vegades
menor a la de Clb5). Per aquest motiu vam decidir utilitzar una soca amb una copia extra

de CLB6 sota el promotor induible per galactosa GAL1,10.

Un cultiu de la soca GAL-CLB6-3HA en creixement exponencial en medi YPSucr, va ser
sincronitzat en fase G1 amb la feromona a-factor. Un cop sincronitzat es va canviar el
medi a YPGal durant 30 minuts, mantenint 1’a-factor. Les cél-lules van ser aleshores
alliberades de forma sincronica a una fase S en YPGal en preséncia de 200 mM
d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora, moment en el que es va prendre una aliquota per
processar per a la detecci6 de Clb6-3HA mitjancant microscopia d’immunofluorescéncia

(vegeu Materials 1 Métodes punt 5.8).
Tal com s’observa a la Figura 31, Clb6 és nuclear en una fase S compromesa per estres

replicatiu generat amb HU. Per tant, aquest resultat no exclou la possibilitat que Swib 1

CIb6 coexisteixin al nucli en una fase S compromesa per estres replicatiu.
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Figura 31. CIb6 sobreexpressat és nuclear en una fase S compromesa. Imatges de microscopia
de cel-lules que sobreexpressen Clb6 (SBYS510) en una fase S compromesa per estrés replicatiu
generat amb HU (vegeu text). (a), immunofluorescéncia anti-HA (Clb6); (b), tincié de DNA amb
DAPI; (c¢), contrast de fase (Nomarski).

2.2.4 Clb6 segueix unit a Cdc28 en preséncia d’estrés replicatiu

Swib ¢és exclos del nucli per fosforilacioé per Cdc28-Clb6 (especificament 1 no per Cdc28-
CIbS) (Geymonat, Spanos et al. 2004). Donat que Swi6 roman al nucli en una fase S
compromesa per estres replicatiu, 1 que Clb6 €s estabilitzat en resposta a estreés genotoxic,
vam voler explorar la possibilitat que Clb6 estigui dissociat de Cdc28 en aquestes

condicions.
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Cultius en creixement exponencial (log a la Figura 32) d’una soca Clb6-HA (Clb6-HA + a
la Figura 32) 1 la corresponent soca control no etiquetada (Clb6-HA — a la Figura 32) van
ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberats de forma
sincronica a una fase S en preseéncia (HU + a la Figura 32) o en abseéncia (HU — a la Figura
32) de 200 mM d’hidroxiurea. L’HU genera estres replicatiu, amb la consegiient activacio
del mecanisme de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 M¢étodes punts 2.3 1 3.4). La
mostra corresponent a una fase S no pertorbada es va recollir 30 minuts després d’alliberar
d’a-factor, temps que correspon a I’inici de la fase S. La mostra corresponent a una fase S
compromesa per estres replicatiu es va recollir 1 hora després d’alliberar d’a-factor, temps
suficient per activar plenament el mecanisme de vigilancia de la fase S. Clb6-HA es va
immunoprecipitar d’extractes cel-lulars totals en condicions natives, utilitzant anticossos
monoclonals anti-HA (vegeu Materials i Metodes punt 5.5). Els immunoprecipitats es van
analitzar mitjancant electroforesis 1 immunoblots contra Cdc28 (anticos anti-PSTAIR) 1

CIb6 (anticos anti-HA) (vegeu Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3).

Com s’observa a la Figura 32 la immunoprecipitacidé de Clb6 en una fase S compromesa
per estres replicatiu (carril 8) co-immunoprecipita una quantitat de Cdc28 (plaf6 inferior)
equivalent al co-immunoprecipitat amb Clb6 en una fase S no pertorbada (carril 7). La
presencia de Cdc28 és especifica per associacio a Clb6, ja que als immunoprecipitats anti-
HA d’una soca control no etiquetada no es detecta (carril 5).

Aquest resultat indica que la quinasa dependent de ciclina de fase S Cdc28-Clb6 roman

associada durant estrés replicatiu.

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8
HA-Clh6 - + + + - + + +
HU - o+ - + - + - +
log S log S
- - o
Pho85 » [ i s o =
Cdc28 » | W S . ; 2 B« Cdc28
WCE IP anti-HA

Figura 32. Clb6 segueix unit a Cdc28 en preséncia d’estres replicatiu. Immunoblot anti-HA
(Clb6) o contra la seqiiéncia PSTAIR que reconeix les quinases Cdc28 i Pho85 (plafé inferior). Els
carrils 1-4 mostren extractes cel-lulars totals natius (WCE, 0,2% del total immunoprecipitat). Els
carrils 5-8 mostren la immunoprecipitacié anti-HA a partir dels corresponents extractes.
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2.2.5 La localitzacio nuclear de Swi6 en resposta a estrés replicatiu no depén ni de

Rad53 ni de Mecl

A continuaci6 vam explorar si la localitzacio nuclear de Swi6 en una fase S compromesa €s
depenent de la resposta del checkpoint de dany al DNA. Per fer-ho, vam reproduir els
experiments realitzats en el punt 2.2.2 amb la soca mutant rad53A, incapag¢ d’estabilitzar

els nivells de CIb6 en resposta a estres genotoxic (vegeu punt 1.3.2).

Cultius en creixement exponencial de la soca rad53A smlIA 1 de la corresponent soca
control (smlIA), van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, i després
alliberats de forma sincronica a una fase S en preséncia de 200 mM d’hidroxiurea (HU)
durant 1 hora. Les mostres es van processar per detectar Swi6-myc mitjangant microscopia

d’immunofluorescencia (vegeu Materials 1 Metodes punt 5.8).

Tal com mostra la Figura 33, Swi6 €s nuclear en el mutant rad53A smlIA en una fase S
compromesa per estres replicatiu ( Figura 33), igual com en la soca control RADS3. Per
tant, malgrat que Rad53 és necessari per a |’estabilitzacid dels nivells de Clb6 en resposta a
estres genotoxic, ¢és dispensable per a la localitzacié nuclear de Swi6 en aquestes

condicions. Identics resultats es van obtenir amb el mutant hipomorfic rad53-21 SMLI.
Una possibilitat és que la quinasa transductora central del checkpoint, Mecl, que opera per

sobre de Rad53, sigui la responsable, directa o indirecta (per exemple a través de la

quinasa efectora Chk1), de la localitzacio nuclear de Swi6.
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Figura 33. Rad53 és dispensable per a la localitzacié nuclear de Swi6 en resposta a estres
replicatiu. Imatges de microscopia de cel-lules Swi6-myec: salvatges (WT, YGP39), rad53A smlIA
(YGP46), smlIA (YGP45) en fase S compromesa per HU. Imatges (a), (d) 1 (g),
immunofluorescéncia anti-myc (Swi6); (b), (e) i (h), tinci6 de DNA amb DAPI; (¢), (f) i (i),
contrast de fase (Nomarski).

Swib

DAPI

Per tal d’explorar si Mecl €s necessari per a la localitzaci6 nuclear de Swi6 en resposta a

estres replicatiu, vam reproduir I’experiment anterior, en aquest cas usant la soca mutant

meclA smliIA.

Cultius en creixement exponencial de la soca mec/A smlIA 1 de la corresponent soca

control (smlIA), van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, i després

alliberats de forma sincronica a una fase S en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU)

durant 1 hora. Les mostres es van processar per detectar Swib-myc mitjangant microscopia

d’immunofluorescencia (vegeu Materials 1 Metodes punt 5.8).
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Tal com mostra la Figura 34, Swi6 és nuclear en el mutant mecI/A smlIA en una fase S
compromesa per estres replicatiu ( Figura 34), igual com en la soca control MEC1. Per tant,
malgrat que Mecl €s necessari per a 1’estabilitzacid dels nivells de Clb6 en resposta a

estres genotoxic, ¢és dispensable per a la localitzacié nuclear de Swi6 en aquestes

condicions.
mecTA smiTA smith

WT
9
Swib
- - -
—_—

Figura 34. Mecl és dispensable per a la localitzacié nuclear de Swi6 en resposta a estrés
replicatiu. Imatges de microscopia de cél-lules Swi6-myc: salvatges (WT, YGP39), mecIA smlIA
(YGP61), smlIA (YGP45) en fase S compromesa per HU. Imatges (a), (d) 1 (g),
immunofluorescéncia anti-myc (Swi6); (b), (e) i (h), tinci6 de DNA amb DAPI; (¢), (f) i (i),
contrast de fase (Nomarski).

Per tant, malgrat que tant Rad53 com Mecl son necessaris per a I’estabilitzacio de Clb6 en
resposta a estrés replicatiu, son dispensables per a la localitzacié nuclear de Swi6 en

aquestes condicions.
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2.2.6 L’estabilitzacio dels nivells de Clb6 requereix activitat transcripcional

dependent d’MBF

A la vista que I’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en resposta a estrés genotoxic requereix
sintesi de novo de Clb6, 1 que Swi6 ¢€s nuclear en una fase S compromesa per estres
replicatiu, vam decidir explorar si I’estabilitzacid de Clb6 en resposta a estres genotoxic €s
deguda a una reinduccié de la transcripcié dependent d’MBF, el factor encarregat de

transcriure les ciclines de fase S després d’Start, en fase G1.

El factor de transcripci6 MBF esta format per la subunitat transactivadora Swi6, comuna
amb SBF (vegeu Introduccidé punt 2.2.1), 1 la subunitat especifica per a MBF, Mbpl, que
reconeix les caixes MCB en els promotors dels gens regulats per MBF (vegeu Introduccié
punt 2.2.2). Per tant, en primer lloc, vam estudiar si mutants mbpl sOn capacos
d’estabilitzar els nivells de Clb6 en resposta a estrés replicatiu. Per altra banda, vam
estudiar si la inhibici6 d’MBF durant una fase S compromesa per estres replicatiu, per
induccio d’una forma hiperestable del seu repressor Nrm1, suprimeix I’estabilitzacio dels

nivells de CIbé6.

mbpl-td

Vam generar un mutant condicional termodegr6é mbpI-td (vegeu Materials i Metodes punt
2.5.5). D’aquesta manera Mbp1 esta present 1 el factor de transcripci6 MBF funciona de
forma normal a temperatura permissiva, mentre que en canviar a temperatura restrictiva

1/0 sobreexpressar la ubiquitin-lligasa UBR1, Mbp1 és degradada.

Vam usar aquesta soca per estudiar si I’eliminaciéo de Mbp1 durant estres replicatiu dona

lloc a la desaparicid de Clb6.

Cultius en creixement exponencial en medi YPRaff i a temperatura permissiva (24°C) de
la soca mbpl-td GAL-UBRI 1 de la corresponent soca control (GAL-UBRI), van ser
sincronitzats en fase Gl amb la feromona o-factor. A continuacio les cel-lules van ser
alliberades de forma sincronica a fase S, encara amb rafinosa com a font de carboni i a
temperatura permissiva (24°C), en preséncia de 200 mM HU, durant 1 hora, per tal de

generar estrés replicatiu. Seguidament, mantenint els cultius a temperatura permissiva
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(24°C) 1 la presencia d’HU, es va canviar la font de carboni a galactosa (YPGal), per tal de
sobreexpressar la ubiquitin-lligasa UBR1. Transcorreguts 30 minuts, els cultius es van
passar a temperatura restrictiva (37°C) (vegeu Materials 1 M¢etodes punt 3.8). A partir
d’aqui es van obtenir aliquotes durant dues hores, en intervals de 30 minuts. Aquestes
aliquotes, es van usar per dur a terme 1’analisi electroforética de Clb6 (immunoblot)
(vegeu Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per ’analisi de la progressio del

cicle cel-lular mitjancant I’index de gemmacio.

Com s’observa a la Figura 35, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1
d’acord a I’index de gemmacié. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament

alliberades a fase S, tal com indica la progressio de I’index de gemmacio.

Pel que fa a la ciclina Clb6, desapareix a temperatura restrictiva en sobreexpressar UBRI1,
condicions d’eliminacié de mpl-td. Tanmateix, Clb6 desapareix també a la soca control
MBP1 GAL-UBRI, de manera que la seva desaparicio en aquest sistema experimental no
depen de la desaparicié de Mbpl, sind que probablement €és un artefacte de 1’acumulacio
de Ubrl. Per tant, no és possible aprofitar aquesta aproximacid per estudiar si

’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 en resposta a estres replicatiu és dependent d’MBF.

Donat que la sobreexpressio de UBR1 per si sola inestabilitza Clb6, vam decidir explorar
si el pas de temperatura permissiva (24°C) a temperatura restrictiva (37°C), sense
sobreexpressar UBR1, ¢és suficient per determinar la implicaci6 d’MBF en I’estabilitzacio

de Clb6 en resposta a estres replicatiu.
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Figura 35. La sobreexpressio de la ubiquitin-lligasa UBR1 desestabilitza Clb6. Cultius d’una
mutant mbp1-td (mbpi-td GAL1,10-UBR1, YGP68) i de la corresponent soca control (GAL1,10-
UBRI1, YGP67) van ser sincronitzats en fase G1, i alliberats a una fase S compromesa amb HU,
moment en el qual es passa a condicions que inestabilitzen els mutants termo degrd, amb
I’objectiu d’eliminar mbpl-td (vegeu text). Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (CIb6). Una regié de la mateixa membrana
utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de carrega
(Ponceau). Els indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de la sincronitzaci6 i del progrés del

Cultius en creixement exponencial en medi YPD i a temperatura permissiva (24°C) de la
soca mbpl-td GAL-UBRI1 i de la corresponent soca control (GAL-UBRI1), van ser
sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor. A continuacié les cél-lules van ser
alliberades de forma sincronica a fase S, a temperatura permissiva (24°C), en preséncia de
200 mM HU, durant 1 hora, per tal de generar estrés replicatiu. Aleshores els cultius es
van passar a temperatura restrictiva (37°C) (vegeu Materials i Métodes punt 3.8). A partir
d’aqui es van obtenir aliquotes durant dues hores, en intervals de 30 minuts. Aquestes
aliquotes, es van usar per dur a terme 1’analisi electroforética de Clb6 (immunoblot)

(vegeu Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per 1’analisi de la progressio6 del

cicle cel-lular mitjangant I’index de gemmacio.
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Com s’observa a la Figura 36, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1
d’acord a I’index de gemmaci6. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament

alliberades a fase S, tal com indica la progressio de I’index de gemmacio.

Pel que fa a la ciclina CIb6, el pas a temperatura restrictiva no €s suficient per afectar els
seus nivells. Donat que no podem detectar mbpI-td en immunoblot (Figura 36), aquest
resultat indica que o bé aquestes condicions no son suficients per degradar mbpI-td, o bé
la preseéncia de Mbpl no és indispensable pel manteniment dels nivells de Clb6 en

resposta a estres replicatiu.
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Figura 36. El pas a temperatura restrictiva no afecta als nivells de Clb6 en un mutant mbpI-
td. Cultius d’una mutant mbpi-td (mbpl-td GAL1,10-UBR1, YGP68) i de la corresponent soca
control (GAL1,10-UBR1, YGP67) van ser sincronitzats en fase Gl, i alliberats a una fase S
compromesa amb HU, moment en el qual es passa a condicions que inestabilitzen els mutants
termodegré, amb 1’objectiu d’eliminar mbpl-td (vegeu text). Extractes proteics totals
corresponents als temps indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-myc (CIb6). Una regi6é de
la mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a
control de carrega (Ponceau). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la
sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular.
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mbplIA

Donada la incertesa del resultat obtingut amb el mutant mbp-td, vam optar per treballar
amb un mutant mbpIA, malgrat tractar-se d’un sistema menys robust: la majoria de gens
transcrits de forma dependent d’MBF mostren, en la soca mbpIA, una expressio basal al
llarg del cicle cel-lular (de Bruin, Kalashnikova et al. 2006). Malgrat aixo, donat que
I’expressio basal dels gens dependents d’MBF en els mutants mbpIA assoleix nivells
significativament inferiors als que es donen sota el control d’MBF (de Bruin, Kalashnikova
et al. 2006), vam considerar la possibilitat que el mutant mbpIA pogués presentar un

defecte en I’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 en resposta a estres replicatiu.

Cultius en creixement exponencial de la soca mbpIA 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en abseéncia o en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU).
L’HU genera estrés replicatiu, amb la consegiient activacid del mecanisme de vigilancia
de la fase S (vegeu Materials 1 Métodes punts 2.3, 3.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir
aliquotes durant aproximadament un temps de generacid, en intervals de 10 minuts.
Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme ’analisi electroforética de Clb6 1 Rad53
(immunoblots) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per I’analisi de la
progressio del cicle cel-lular mitjancant 1I’index de gemmacio i la progressio del contingut

de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials i Metodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 37A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressi6 de I’index de gemmacié 1, en el
cas de les cel-lules alliberades a una fase S no pertorbada, la progressié del contingut de

DNA des de 1C a 2C.
L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del

contingut de DNA (Figura 37A, HU), com per ’aparici6 de la forma hiperfosforilada
activa de Rad53 (Figura 37B, HU) (vegeu Introduccid punt 4.2).

130



Resultats

Pel que fa a Clb6, en la soca mbplA, en un cicle no pertorbat (Figura 37, YPD), la ciclina
perd I’estricta regulacio al llarg del cicle cel-lular observada en la soca salvatge, tal 1 com
ha estat descrit per als gens dependents d’MBF en els mutants mbpl/ (de Bruin,
Kalashnikova et al. 2006): 1’abséncia d’Mbp1 impedeix la repressio dels gens dependents
d’MBF per Nrm1 en fase S (vegeu Introduccié punt 3.2).

Per altra banda, en una fase S compromesa per estres replicatiu, els nivells de CIb6 a la
soca mbpIA disminueixen de forma progressiva (Figura 37B, mbpIA, YPD), en contrast
amb [’estabilitzacié a la soca control salvatge (Figura 37B, WT, YPD). La relativa
persisteéncia de Clb6 en el mutant mbpIA és compatible amb I’expressio basal limitada

descrita per als gens dependents d’MBF en els mutants mbp! (de Bruin, Kalashnikova et

al. 2006).

Aquest resultat encoratja, perd no demostra, la possibilitat que el manteniment dels nivells

de Clb6 en resposta a estres replicatiu sigui dependent d’MBF.
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carrega (Ponceau).
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Figura 37. El mutant mbpIA és defectués en I’estabilitzacié dels nivells de CIb6 en resposta a
estres replicatiu. (A) Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de cél-lules sincronitzades
en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada (YPD) i a una fase S compromesa per estrés
replicatiu (HU), dut a terme amb la soca mutant mbpIA (YGP69) i la corresponent soca control
salvatge (WT, YGP65). Els indexs de gemmacié es mostren com a mesura de la sincronitzacio i
del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats,
analitzats mitjangcant immunoblot anti-myc (CIb6) o anti-Rad53 (Rad53). Una regié de la mateixa
membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de
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NRMI1AN

Donades les limitacions de les aproximacions amb els mutants mbp! per determinar si
I’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 en resposta a estres replicatiu és dependent d’MBF,
vam decidir utilitzar I’aproximacié complementaria: una soca que sobreexpressa una

forma hiperestable d’Nrm1, el repressor de 1’activitat MBF.

La soca GAL-NRMI1AN en creixement exponencial en medi YPSucr va ser sincronitzada
en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberada de forma sincronica a una fase S
en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora (vegeu Materials 1 Métodes
punts 2.3, 3.3 1 3.4). A continuacid, mantenint I’HU, es va canviar la font de carboni a
galactosa (YPGal), per tal d’induir NRM1AN. A partir d’aqui es van obtenir aliquotes
cada 30 minuts,durant 1 hora. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme I’analisi
electroforetica de Clb6 (immunoblot) (vegeu Materials 1 Metodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi

com I’index de gemmacio.

Com s’observa a la Figura 38, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1
d’acord a I’index de gemmaci6. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament

alliberades a fase S, tal com indica la progressio de I’index de gemmacio.

Pel que fa a la ciclina de fase S Clb6, els seus nivells estan estabilitzats en preseéncia
d’HU, pero la proteina desapareix rapidament en induir NRMI1AN. Per tant,
’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 és suprimida en condicions que reprimeixen MBF (de
Bruin, Kalashnikova et al. 2006), indicant que requereix transcripcié dependent d’MBF.
Aquest resultat suggereix per tant que, en resposta a estrés replicatiu, pot donar-se
reactivacio del factor de transcripcid de fase G1 MBF en fase S. A aquest respecte, quan
aquest treball de tesi estava en fase de conclusio, el grup de Curt Wittenberg ha reportat en
S. pombe la reactivacid d’MBF pel mecanisme de vigilancia de la fase S en resposta a
estres replicatiu (de Bruin, Kalashnikova et al. 2008), la qual cosa déna suport a les

nostres observacions.
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Figura 38. L’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en resposta a estreés replicatiu és suprimida en
condicions que suprimeixen MBF. El cultiu de la soca GAL-NRM1AN (Clb6-myc GAL1,10-
NRMI1AN, YGP70) va ser sincronitzat en fase G1 i alliberat a una fase S compromesa amb HU,
seguit d’un canvi de font de carboni a YPGal, a fi d’induir NRM1AN(vegeu text). Extractes
proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats mitjancant immunoblot anti-myc (Clb6,
NRM1). Una regié de la mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S,
es mostra com a control de carrega (Ponceau). Els indexs de gemmacidé es mostren com a mesura
de la sincronitzacio i del progrés del cicle cel-lular.

3 Paper de P’estabilitzacio de Clb6

Per tal d’abordar DI’estudi de la funcido de [D’estabilitzaci6 de Clb6 en una fase S
compromesa, seria util coneixer per que en una fase S no pertorbada a la cel-lula li interessa
eliminar tant aviat Clb6, mentre que I’altra ciclina de fase S, CIb5, es manté present a llarg
de tota la fase S fins a la mitosi. Desafortunadament la resposta a aquesta qiiestio es
desconeix. La ciclina de fase S Clb6 ha estat molt poc estudiada, probablement degut a la
manca de fenotip de la seva delecid6 en un cicle cel-lular no pertorbat (Schwob and

Nasmyth 1993; Donaldson, Raghuraman et al. 1998).

3.1 Genetica reversa: efecte de la delecio de Clb6

Estudis previs mostren que CIb6 és dispensable per al correcte temps d’inici 1 progressio
de la replicacié (Donaldson, Raghuraman et al. 1998). Pel contrari, les soques c/b5SA
inicien la replicaci6é puntualment, conduides per Clb6, pero la seva duracié queda efectada

drasticament degut a que només Cdc28-CIbS5 pot disparar els origens de replicacio tardans
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(Donaldson, Raghuraman et al. 1998). Avui sabem que aix0 €s degut a la desaparicié de
Clb6 a mitja fase S (Jackson, Reed et al. 2006). Tanmateix, si la resposta a estres
genotoxic implica 1’estabilitzacid de la ciclina de fase S Clb6, és raonable pensar que la
deleci6 de Clb6 pugui donar lloc a algun defecte en aquesta resposta. La manca de fenotip
de c/b6A en un cicle cel-lular no pertorbat no exclou un possible fenotip en una fase S
compromesa. Per aquest motiu, vam optar per una aproximacio de genetica reversa per
comencar a explorar el paper de I’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en resposta a estres

genotoxic.

3.1.1 Clb6 és prescindible en el control de la replicaci6 en resposta a estrés

genotoxic

CIb6 podria ser prescindible en una replicacié no pertorbada, pero ser requerida en una
fase S compromesa. Per exemple, Clb6 podria ser necessaria per reiniciar les forquilles
aturades per estrés replicatiu, o per activar els origens de replicacidé tardans després
d’estrés replicatiu. Alternativament, Clb6 podria participar en el manteniment de
’estabilitat de les forquilles de replicacio, provinents d’origens de replicacid primerencs,

que progressen al llarg del DNA lesionat.

3.1.1.1 clb6A reinicia amb normalitat la replicacié després d’estrés replicatiu

Vam explorar si Clb6 €s necessari per reiniciar la replicacid després d’estrés replicatiu. Si
Clb6 fos necessari per rearrencar les forquilles de replicacio aturades per estrés replicatiu, o
per activar els origens de replicacid tardans després d’estres replicatiu, el mutant c/b6A
presentaria un alentiment de la progressié de la replicacio un cop les cel-lules s’han

recuperat de 1’estres.

Cultius en creixement exponencial de la soca c/b6A 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona o-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en preséncia de 200 mM d’hidroxiurea (HU) durant 1 hora,
a fi d’activar el mecanisme de vigilancia de la fase S, 1 d’estabilitzar Clb6 en el cas de la
soca control salvatge. A continuacié es va eliminar I’HU, permetent la recuperacié de

I’estrés replicatiu (vegeu Materials 1 Metodes punt 3.5). A partir d’aqui es van obtenir
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aliquotes durant aproximadament un temps de generacid, en intervals de 10 minuts.
Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme 1’analisi electroforetica de Rad53
(immunoblot) (vegeu Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per 1’analisi de la
progressio del cicle cel-lular mitjancant 1I’index de gemmacio i la progressio del contingut

de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials i Metodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 39, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1,
d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a ’index de
gemmaci6. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indica la progressié de I’index de gemmaci6. La
generacid d’estres replicatiu en presencia d’HU impedeix la progressio de la replicacio
(Figura 39A) 1 dona lloc a I’aparici6 de la forma hiperfosforilada, activa de Rad53 (Figura
39B). Un cop transferides les cel-lules a medi sense HU, per tal de permetre la recuperacio
de D’estres replicatiu, s’observa la progressio del contingut de DNA des de 1C a 2C, 1 la

posterior divisié cel-lular (Figura 39A) 1 inactivacié de Rad53 (Figura 39B).

Pel que fa a la delecio de Clb6, la progressio de la replicacid després d’estrés replicatiu €s
indistingible de la observada en la soca control salvatge (Figura 39A). Aquest resultat
descarta que Clb6 jugui un paper determinant en la rearrencada de les forquilles de
replicacid aturades per estres replicatiu, o en I’activacio dels origens de replicacié tardans

després d’estres replicatiu.
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Figura 39. La ciclina de fase S Clb6 es prescindible per reiniciar la replicacié després
d’estrés replicatiu. (A) Analisi del contingut de DNA mitjancant FACS de c¢l-lules sincronitzada
en G1, i alliberada a una fase S en preséncia d’HU durant 1 hora i a, continuacié a medi sense HU,
dut a terme amb la soca mutant c¢/b6A (YGP25) i la soca control salvatge (WT, YGP20). Els
indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de la sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular.
(B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats mitjangant immunoblot
anti-Rad53 (Rad53).

3.1.1.2 clb6A inhibeix els origens i estabilitza les forquilles de replicacié6 amb

normalitat en preséncia de dany al DNA

El mecanisme de vigilancia de la fase S protegeix la replicacid front a estrés genotoxic a
dos nivells: bloquejant 1’activacié dels origens de replicacid tardans (Santocanale and
Diffley 1998; Shirahige, Hori et al. 1998) 1 estabilitzant les forquilles de replicacio
provinents d’origens primerencs aturades front una lesi6 al DNA (Tercero and Diffley

2001) o per estres replicatiu. L’estrés replicatiu comporta 1’aturada de la replicacio, la qual
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cosa no permet estudiar si aquesta proteccio esta efectada en algun d’aquests dos nivells.
Per aix0, vam optar per abordar la possible implicacié de Clb6 en algun d’aquests dos
controls en preséncia de dany al DNA. A diferéncia de I’estres replicatiu, en presencia de
dany al DNA la replicaci6 progressa, degut a les forquilles provinents d’origens
primerencs, pero ho fa lentament, degut a la inhibici6 dels origens de replicacio tardans
(Tercero, Longhese et al. 2003). La perdua de control sobre 1’estabilitat de les forquilles de
replicacié (amb la inhibicid dels origens inalterada) donaria lloc a una aturada total de la
replicacid. La perdua especifica de control sobre els origens de replicacid, donaria lloc a
una replicacid rapida, com succeeix en els mutants de checkpoint de la fase S malgrat la
presencia de dany al DNA (Tercero, Longhese et al. 2003). Finalment, la perdua simultania
dels dos controls donaria lloc també a una replicaci6 rapida, per activacié dels origens de
replicacid, com succeeix en els mutants de checkpoint de la fase S malgrat la preséncia de

dany al DNA (Paulovich and Hartwell 1995).

Cultius en creixement exponencial de la soca c/b6A 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona o-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en preséncia de 0,033% (v/v) metilmetanosulfonat (MMS).
L’MMS genera dany per metilaci6 al DNA, amb la consegiient activacié del mecanisme
de vigilancia de la fase S (vegeu Materials 1 Metodes punt 2.3 1 3.4). A partir d’aqui es van
obtenir aliquotes durant aproximadament un temps de generacid, en intervals de 10
minuts. Aquestes aliquotes es van usar per dur a terme 1’analisi electroforetica de RadS53
(immunoblot) (vegeu Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per 1’analisi de la
progressio del cicle cel-lular mitjancant 1I’index de gemmacio i la progressio del contingut

de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials 1 Metodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 40A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressio de I’index de gemmacio 1 la
lenta progressiod del contingut de DNA. L’aparici6 de la forma hiperfosforilada, activa de

Rad53 (Figura 40B) confirma la generacio de dany al DNA.
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En preséncia de dany al DNA la soca c/b6A mostra un ritme de progressio de la replicacid

del DNA indistingible que el de la soca control salvatge (Figura 40A). Per tant, aquest

resultat descarta que, en resposta a dany al DNA, Clb6 jugui un paper determinant en la

inhibici6 dels origens de replicacio (la progressio de la replicacio és tan lenta com la de la

soca control salvatge), o en la progressio de les forquilles de replicacio (la replicacio és tan

rapida com la de la soca control salvatge).
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Figura 40. Clb6 és prescindible per la inhibicié dels origens de replicacio6 i la progressio de
les forquilles de replicacié en preséncia de dany al DNA. (A) Analisi del contingut de DNA
mitjancant FACS de cél-lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S compromesa per
dany al DNA (MMS), dut a terme amb la soca mutant c/b6A (YGP25) i la a soca control salvatge
(WT, YGP20). Els indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de la sincronitzacié i del progrés
del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats
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3.1.2 clb6A manté la inhibicié de I’activitat CDK-M en presencia d’estres replicatiu

Donat que havia estat descrit que el mutant c/b6A €s incapa¢ mantenir inhibida I’activitat
CDK de fase M en presencia d’estres replicatiu (Basco, Segal et al. 1995), vam voler
explorar si aquesta funcid justificaria I’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en resposta a
estres genotoxic. L’observacio original havia estat feta mesurant 1’activitat CDK associada
a Clb2 en un assaig quinasa in vitro, amb la histona Hl com a substrat, a partir
d’immunoprecipitats de soques que sobreexpressen CLB2. En el nostre cas vam optar per
mesurar 1’activitat CDK-M in vivo d’acord al patr6 de fosforilacio de Poll2, la subunitat B

de la DNA polimerasa o/primasa.

Cultius en creixement exponencial de la soca c/b6A 1 de la corresponent soca control
salvatge van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona o-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S en presencia de 200 mM d’hidroxiurea (HU). L’HU genera
estres replicatiu, amb la consegiient activacido del mecanisme de vigilancia de la fase S
(vegeu Materials 1 Metodes punts 2.3 1 3.4). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant
aproximadament un temps de generacio, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes es
van usar per dur a terme ’analisi electroforetica de Pol12 1 Rad53 (immunoblots) (vegeu
Materials 1 Métodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), aixi com per 1’analisi de la progressio del cicle
cel-lular mitjancant 1’index de gemmacio 1 la progressié del contingut de DNA per

citometria de flux (FACS) (vegeu Materials 1 Métodes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 41A, les cél-lules van ser correctament sincronitzades a fase
G1, d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacio. Per altra banda, les cél-lules van ser després correctament alliberades, 1 de

forma sincronica, a fase S, tal com indica la progressio de I’index de gemmacio.
L’aparicié d’estres replicatiu generat amb HU és controlada tant per la no progressio del

contingut de DNA (Figura 41A), com per I’aparici6 de la forma hiperfosforilada activa de

Rad53 (Figura 41B) (vegeu Introduccio punt 4.2).
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Com mostra I'immunoblot anti-Pol12 de la Figura 41B, en el mutant c/b6A en preséncia
d’estres replicatiu, Pol12 roman en la seva forma hipofosforilada, sense que aparegui el
doblet caracteristic degut a fosforilacié per CDK-M. Per tant, d’acord a aquest marcador,

I’abséncia de CIb6 no permet 1’aparicié prematura d’activitat CDK-M.
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Figura 41. clb6A no permet activacié prematura de CDK-M en preséncia d’estrés replicatiu.
(A) Analisi del contingut de DNA mitjangant FACS de cél-lules sincronitzades en fase Gl1, :
alliberades a una fase S compromesa per estreés replicatiu (HU), dut a terme amb la soca mutant
clb6A (YGP25) i la soca control salvatge (WT, YGP20). Els indexs de gemmacié es mostren com ¢
mesura de la sincronitzaci6 i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corrrespo-
nents als temps indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-Poll12 (Pol12) o anti-Rad52
(Rad53). Una regi6 de la mateixa membrana utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S.
es mostra com a control de carrega (Ponceau). A la columna de la dreta es mostra com a referéncie

Pol12 en fase S i en fase G2-M a idéntiques condicions electroforetiques.
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3.1.3 Clb6 és prescindible per a la viabilitat front a estrés genotoxic

Per tal d’explorar si 1’abséncia de Clb6 dona lloc a un defecte en la resposta a estrés
genotoxic més enlla de 1’estudiat als punts 3.1.1 i 3.1.2, vam analitzar si el mutant c/b6A

presenta sensibilitat en placa a estrés replicatiu o a dany al DNA.

Per aixo0, vam realitzar dilucions seriades en medi ric en, en preséncia de 200 mM HU, o en
presencia de 0,022% (v/v) MMS. Vam comparar una soca mutant c/b6A, una soca salvatge
com a control no sensible, i una soca mecIA com a control de sensibilitat (vegeu Materials

1 Métodes, punt 3.2).

Com s’observa a la Figura 42, c/b6A no mostra pérdua de viabilitat ni en preséncia d’HU,
ni en preséncia d’MMS, i creix al mateix ritme que la soca salvatge, mentre que la soca

meclA no és viable en aquestes condicions.

YPD YPD + HU YPD + MMS

clb6

mec1

Figura 42. Clb6 és prescindible per a la viabilitat front a estrés genotoxic. Dilucions seriades
de les soques: cI/b6A (YGP25), salvatge (WT, YGP20) i mecIA smlIA (YJT74) en el medi indicat.

Per tant, la delecié de Clb6 no efecta a la viabilitat de les cél-lules front a estrés replicatiu o

a dany per metilaci6é del DNA.

3.1.4 La delecié de Clb6 no dona lloc a un defecte que activi Rad53

En un estudi a gran escala d’interaccions sintétiques, s’ha descrit que la doble mutacié

clb6 1 rad53 presenta un defecte sintétic de creixement (Pan, Ye et al. 2006). Per aquest
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motiu vam decidir explorar si I’abséncia de Clb6 dona lloc a I’activacié del mecanisme de
vigilancia de la fase S en una fase S no pertorbada. La hipotesi de treball essent que la
perdua de capacitat d’estabilitzacio dels nivells de Clb6 donaria lloc a un defecte
indetectable fenotipicament, degut a que la resta de resposta del mecanisme de vigilancia

de la fase S roman intacta.

Cultius en creixement exponencial de la soca c/b6A 1 del seu corresponent control
salvatge, van ser sincronitzats en fase G1 amb la feromona a-factor, 1 després alliberats de
forma sincronica a una fase S no pertorbada en medi ric (YPD) (vegeu Materials i
Meétodes punts 3.3). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant aproximadament un
temps de generacio, en intervals de 10 minuts. Aquestes aliquotes, es van usar per dur a
terme 1’analisi electroforetica de Rad53 (immunoblot) (vegeu Materials 1 Métodes punts
5.1, 5.215.3), aixi com per 1’analisi de la progressio del cicle cel-lular mitjangant 1’index
de gemmacio i la progressio del contingut de DNA per citometria de flux (FACS) (vegeu

Materials 1 M¢todes punt 3.9).

Com s’observa a la Figura 43A, les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase GI,
d’acord al contingut 1C de DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de
gemmacid. Per altra banda, les cel-lules van ser després correctament alliberades, 1 de
forma sincronica, a fase S, tal com indiquen la progressié de I’index de gemmacio 1, la

progressio del contingut de DNA des de 1C a 2C.

Pel que fa a la implicaci6 de CIb6 en la replicacio, tal i com havia estat reportat amb
anterioritat (Donaldson, Raghuraman et al. 1998), la delecio6 de la ciclina de fase S Clb6 en
presencia de Clb5S no afecta I’inici de la replicacid, ni el ritme de progressido de la

replicaci6 (Figura 43A).
Per altra banda, 1’abséncia de CIb6 no doéna lloc a una activacié detectable de Rad53,

d’acord amb la seva mobilitat electroforetica inalterada, ni en fase S, ni en les subsegiients

fases del cicle cel-lular (Figura 43B).
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Figura 43. clb6A no dona lloc a un defecte en la replicacié que activi Rad53. (A) Analisi de!
contingut de DNA mitjancant FACS de cél-lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fasc
S no pertorbada (YPD), dut a terme amb la soca mutant c/b6A (YGP25) i la soca control salvatge.
(WT, YGP20). Els indexs de gemmacid es mostren com a mesura de la sincronitzacio i del progrés
del cicle cel'lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps indicats, analitzats
mitjangant immunoblot anti-Rad53 (Rad53).

Per tant, malgrat la descrita interaccio sintética c/b6 rad53 (Pan, Ye et al. 2006), el possible
defecte produit per abséncia de Clb6 no dona lloc a la plena activacié de Rad53 que es

correlaciona amb la seva forma hiperfosforilada (vegeu Introduccid punt 4.2)
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3.2  Aproximacio complementaria: efecte de la sobreexpressio de Clb6 en

una fase S no pertorbada

Que el mutant c/b6A no presenti un defecte obvi en la resposta a estrés genotoxic no exclou
que Clb6 hi jugui un paper. Altres processos critics com son la inhibicié de la re-replicacio
(Nguyen, Co et al. 2001), o la inhibicio de la sintesi d’histones (Singh, Paik et al. 2009),
estan controlats per multiples vies redundants o solapades, de manera que la mutacié d’una

sola no dona lloc a cap fenotip obvi.

Per tant, vam optar per I’aproximacié complementaria: estudiar 1’efecte de la preseéncia
continuada de Clb6 en un cicle cel'lular no pertorbat. Amb aquesta aproximacio, en
abséncia d’estreés genotoxic, 1 sense I’emmascarament degut a la resposta massiva mediat
pel mecanisme de vigilancia de la fase S, podria ser possible desvetllar per que la cel-lula
elimina Clb6 a mitja fase S en condicions normals, 1 el paper de la seva estabilitzacio en

una fase S compromesa.

3.2.1 La sobreexpressio de CLBG6 atura les cél-lules a mitosi

Per posar de manifest el paper de Clb6, vam estudiar 1’efecte de I’acumulacié de CIb6,

impedint la seva desaparicio, en una fase S no pertorbada.

La soca GAL-CLB6 1 una soca control salvatge, en creixement exponencial en medi
YPRaff, van ser sincronitzades en fase G1 amb la feromona a-factor. Mantenint I’ a-factor
1 la rafinosa, es va addicionar un 2% de galactosa (YPSucr + Gal) al medi i es va incubar
durant 30 minuts. A continuacio, les cél-lules van ser alliberades de forma sincronica a una
fase S no pertorbada en preséncia de galactosa (YPGal) (vegeu Materials i Métodes punt
3.6). A partir d’aqui es van obtenir aliquotes durant 150 minuts, en intervals de 10 minuts.
Aquestes aliquotes, es van usar per dur a terme 1’analisi de la progressio del cicle cel-lular
mitjancant I’index de gemmacid, la densitat cel-lular 1 la progressio del contingut de DNA
per citometria de flux (FACS) (vegeu Materials 1 Mctodes punt 3.9). L’analisi
electroforetica de Clb6 (immunoblot) (vegeu Materials 1 Meétodes punts 5.1, 5.2 1 5.3), es

va usar com a control de 1’acumulacidé de la ciclina.
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Les cel-lules van ser correctament sincronitzades a fase G1, d’acord al contingut 1C de
DNA que s’observa en la citometria de flux 1 a I’index de gemmaci6 (Figura 44A). Per
altra banda, les cel-lules van ser després correctament alliberades, 1 de forma sincronica, a
fase S, tal com indiquen la progressié de I’index de gemmacio 1 la progressio del contingut
de DNA (Figura 44A). La Figura 44B mostra I’efectiva acumulaci6é de Clb6 expressada

sota el promotor GAL1,10 induit amb galactosa.

Com s’observa a la Figura 44A, les dues soques entren en fase S alhora, tal com indiquen
la progressié de 1’index de gemmaci6 1 I’inici de la replicacié. En canvi, mentre que les
cel-lules control salvatge es divideixen amb normalitat, les cél-lules que sobreexpressen
CIb6 s’aturen amb un contingut 2C de DNA 1 no es divideixen. L’estabilitzacio de 1’index
de gemmacio6 1 de la densitat cel-lular confirmen 1’aturada. A més, 1’analisi microscopica
(vegeu Materials 1 Metodes punt 3.10) mostra que les cél-lules estan aturades amb una sola

massa nuclear i que, per tant, I’aturada és previa a I’anafase.
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Figura 44. La sobreexpressié de Clb6 atura les cél-lules a mitosi. (A) Analisi del contingut de
DNA mitjancant FACS de cel'lules sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S nc
pertorbada en preséncia de galactosa, dut a terme amb la soca GAL-CLB6 (SBY510) i una soce
control salvatge (WT, YGP20). Els indexs de gemmaci6 es mostren com a mesura de le
sincronitzacié i del progrés del cicle cel-lular. (B) Extractes proteics totals corresponents als temps
indicats, analitzats mitjangant immunoblot anti-HA (Clb6). Una regi6 de la mateixa membrane
utilitzada per I’immunoblot, tenyida amb Ponceau S, es mostra com a control de carrega (Ponceau)
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Aquesta aturada contrasta amb la manca d’efecte de la sobreexpressio de CIbS que
proliferen a un ritme similar al de les cel-lules control salvatge (Jacobson, Gray et al.
2000). A més, les cel-lules GAL-CLBS creixen en plaques de YPGal (Jacobson, Gray et
al. 2000), en clar contrast amb la nostra observaciéo amb les cel-lules GAL-CLB6 (vegeu

Figura 45).

YPD YPGal

GAL-CLB6

WT

Figura 45. La sobreexpressié de Clb6 inhibeix la proliferacié. Dilucions seriades de la soca
GAL-CLB6 (SBY510) i la soca control salvatge (WT, YGP20) en el medi indicat.

Per determinar si aquesta aturada es manté a temps superiors i si €s reversible, vam
reproduir 1’experiment descrit a la Figura 44, pero en aquest cas prenent aliquotes cada 20
minuts, durant 240 minuts, 1 a continuacidé vam tancar 1’expressi6 de Clb6 amb glucosa

(glucose shut-off).

La Figura 46 mostra que 1’aturada en mitosi persisteix, en les cel-lules que sobreexpressen
Clb6, 240 minuts després d’alliberar de 1’a-factor. Aquesta aturada és reversible, tal 1 com
reflexen I’increment de densitat (vegeu Materials 1 M¢ctodes 3.1) 1 1’oscil-lacié de I’index

de gemmaci6 després de reprimir 1’expressié de CIb6.
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Figura 46. La inhibicié de la mitosi en les cél-lules que sobreexpressen Clb6 és reversible.
Increment de la densitat cel-lular i de la progressido del index de gemmacié de les cél-lules
sincronitzades en fase G1, i alliberades a una fase S no pertorbada en preséncia de YPGal durant
240 minuts. A continuaci6 es va realitzar un shut-off reprimint amb glucosa ’expressiéo de GAL-
CLB6; dut a terme amb la soca GAL-CLB6 (SBY510) i la corresponent soca control (WT,
YGP40). L’increment de densitat cel-lular esta normalitzada a partir de la densitat a I’inici de
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1 A partir dels resultats originals d’aquest treball de tesi proposem el

segiient model:

Estrés Rad53 activat
Genotoxic

—_— lMBF ——> CIb6 —| Mitosi

Swi6 nuclear

El mecanisme de vigilancia de la fase S estabilitza els nivells de la ciclina de fase S Clb6

en resposta a estrés genotoxic

A partir d’identificar la ciclina de fase S Clb6 com a substrat fosforilat directament per
Rad53 in vitro, identifiquem que efectivament existeix un control de Clb6 depenent de

Rad53 in vivo en una fase S compromesa.

El radio-assaig quinasa in vitro que ha permes identificar Clb6 com a substrat de Rad53 ha
mostrat ser, fins al moment, altament especific pel que fa a falsos positius: les proteines
positives en ’assaig han estat dianes préviament conegudes (com Dbf4), o noves dianes
que han estat posteriorment confirmades in vivo (com ¢€s el cas de Clb6, entre d’altres
actualment en estudi en el laboratori). Desconeixem la seva qualitat pel que fa a falsos

negatius.

La preséncia d’estrés replicatiu o de dany per metilaci6 del DNA dona lloc a
I’estabilitzaci6é dels nivells de Clb6. Fins molt recentment es considerava que les dues
ciclines de fase S, expressades sota el control d’MBF després d’Start, a fase G1, eren
presents a la cel-lula fins a I’activacid de la ubiquitin-lligasa APC, a mitosi. Avui sabem,
pero, que aixo que ¢és cert per a CIbS no ho ¢€s per a Clb6, que és eliminada en fase S per
SCFCd4 (Jackson, Reed et al. 2006). Els nostres resultats mostren que, en presencia
d’estres genotoxic, Clb6 perdura més enlla de la seva curta finestra de temps al voltant de

la transicio G1-S.
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Aquesta estabilitzacid €s, a més, dependent del mecanisme de vigilancia de la fase S: tant
de la quinasa transductora central Mecl, com de la quinasa efectora Rad53. En el mutant
mecl la desaparicio de Clb6 en una fase S compromesa no és tan drastica com en els
mutants rad53. No obstant, el comportament de CIb6 ja apareix alterat en el mutant mec/
en una fase S no pertorbada, mostrant una major estabilitat de Clb6. Si bé desconeixem el
motiu d’aquesta major estabilitat, cal tenir present que la deleci6 de Mecl selecciona
sistematicament la duplicacié del cromosoma IV (Gasch, Huang et al. 2001). Aquesta
duplicacid implica un augment de dosi en multitud de factors que poden afectar els nivells
de Clb6: RNA polimerases, proteines implicades en el silenciament genic, reguladors

d’activitat ubiquitin-lligasa/proteasoma, etc.

Pel que fa a I’altra ciclina de fase S, no hem estat capacos d’identificar Clb5 com a
substrat de Rad53 in vitro. Si bé en aquest cas la quantitat limitant de substrat pot haver
donar lloc a un fals negatiu, I’analisi per immunoblot d’extractes de cél-lules exposades a
estres replicatiu no mostra tampoc alteracions apreciables, ni en la mobilitat de CIbS ni en

els seus nivells, respecte a una fase S no pertorbada.

L’estabilitzacid de Clb6 requereix sintesi de novo

Si bé la fosforilacid per Rad53 identificada in vitro podia fer pensar en una estabilitzacio
directa de la ciclina, els experiments en que s’inhibeix la sintesi proteica amb
cicloheximida mostren que la preséncia continuada de Clb6 no €és deguda a 1’estabilitzacio
de la proteina, sin6 que és el resultat del balang entre un recanvi (turnover) que segueix

molt elevat, 1 la sintesi de novo, a favor d’aquesta darrera.

Aquesta observaci6 descarta a més que 1’estabilitzacidé sigui deguda a la inhibicié de

I’activitat de la ubiquitin-lligasa SCF“*** pel mecanisme de vigilancia de la fase S.

La transcripci6 de les ciclines de fase S es dona exclusivament en fase G1, sota el control
d’MBF, un factor de transcripcidé que opera caracteristicament en fase G1, essent inactivat
quan les cel-lules entren en fase S (Nasmyth 1983; Sidorova, Mikesell et al. 1995; Queralt
and Igual 2003; Geymonat, Spanos et al. 2004; de Bruin, Kalashnikova et al. 2006). Per
altra banda, com ¢€s habitual en una proteina inestable 1 de preseéncia regulada en el cicle

cel-lular, ’'mRNA de CLB6 és inestable, desapareixent en fase S (Schwob and Nasmyth
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1993). Per tant, el fet que ’eliminacio de la cicloheximida permeti la reaparicio de Clb6
confirma que el mecanisme de vigilancia de la fase S promou la sintesi de nova Clb6, 1 no

d’un factor necessari per estabilitzar CIb6.

Aix0 implica que el mecanisme de vigilancia de la fase S reactiva la transcripcio de CLB6
/0 que estabilitza el seu mRNA. La transcripcié de Clb6 en una fase S compromesa
implicaria, per tant, o bé la sorprenent reactivacié6 d’MBF en fase S, o bé la d’un factor de
transcripci6 alternatiu, no identificat, capag de transcriure Clb6 en una fase S compromesa
per estres genotoxic. De no implicar transcripcid, el mecanisme de vigilancia de la fase S

hauria d’actuar estabilitzant el transcrit de CLB6.

L’estabilitzacio dels nivells de Clb6 requereix activitat MBF en fase S

Per identificar la dependencia d’MBF ha calgut véncer dues barreres conceptuals. La
primera la visio d’MBF (i1 d’SBF) com a factors de transcripcid que operen exclusivament
en fase G1. La segona, la reportada exclusidé nuclear de Swi6 en fase S, la subunitat
transactivadora d’MBF (1 d’SBF), com a mecanisme d’inactivacidé de 1’activitat

transcripcional de fase G1.

Per aquest motiu, la primera qiliestid que ens vam plantejar abordar cronologicament a
aquest respecte va ser investigar si Swib, que en una fase S no pertorbada €s exclos del
nucli (Geymonat, Spanos et al. 2004), és nuclear en una fase S compromesa per estres

genotoxic. Contra pronostic, aquest resulta ser el cas.

No obstant, vist des d’ara, és possible que aquesta condicid6 no fos necessaria: en les
nostres mans no observem mai un patr6é d’exclusio nuclear total de Swi6 en una fase S no
pertorbada, sin6 un senyal cel-lular general difts (vegeu Figura 29; aquest senyal no ¢€s
soroll de fons —vegeu la Figura 30 a idéntiques condicions de preparaci6 i1 d’exposicio). Si
bé no aportem suport experimental en aquest sentit, €s possible que només la fraccid de
Swi6 associada a SBF, pero no 1’associada a MBF, experimenti exclusidé nuclear en una
fase S no pertorbada. A aquest respecte ha estat descrit que I’exclusid6 nuclear és
necessaria per al llicenciament de Swi6 per a ’activitat SBF a la segiient fase G1, pero

dispensable per a I’activitat MBF (Queralt and Igual 2003). Possiblement tampoc no sigui
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necessaria per a la inactivacio d’MBF, que compta amb un repressor especific en fase S,
Nrml (de Bruin, Kalashnikova et al. 2006).
En qualsevol cas, el senyal de Swi6 esdevé intensament nuclear en fase S sotmesa a estres

replicatiu.

Aquest treball de tesi també ha donat lloc a dues observacions inesperades pel que fa a la
resposta canonica a estres genotoxic. En primer lloc, la deleci6 de Dunl, la quinasa sota
Rad53 que media la resposta transcripcional a estres genotoxic coneguda fins al moment
(Huang, Zhou et al. 1998; Gasch, Huang et al. 2001), no afecta a I’estabilitzacio de Clb6
en resposta a estrés replicatiu. De fet, I’estudi genomic que investiga la resposta
transcripcional a estreés genotoxic mediada per Mec1 1 Dunl, no identifica ni CIb6 ni altres
gens regulats per MBF (Gasch, Huang et al. 2001). En segon lloc, la localitzacié nuclear
de Swi6 en una fase S compromesa ¢és independent de Mecl 1 de Rad53. Aquesta
observacio contrasta amb el fet que Swi6 sigui substrat de Rad53 (Sidorova and Breeden

1997) (discutit més endavant).

El fet que I’estabilitzacié dels nivells de Clb6 en una fase S compromesa sigui dependent
de Rad53 1 d’MBF, pero que la presencia nuclear de Swi6 sigui independent de Rad53 es
pot reconciliar si considerem que la reactivacié d’MBF en fase S requereix no només Swi6
nuclear, sin6 també superar la repressio exercida per Nrm1. Quan aquest treball de tesi
estava en fase de conclusio, el grup de Curt Wittenberg va reportar que al llevat de fissio
S. pombe, el checkpoint de la fase S inactiva nrm1 en resposta a estres replicatiu (de
Bruin, Kalashnikova et al. 2008). De confirmar-se aquesta regulacio en el llevat de
gemmacid, aquest punt de control seria suficient perque 1’expressio de Clb6 en resposta a

estres genotoxic fos dependent de RadS3.

Paper de Clb6 en la resposta a estrés genotoxic

Hauria ajudat a determinar el paper de 1’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 en resposta a
estres genotoxic congixer la funcid especifica d’aquesta ciclina de fase S respecte CIbS.
Malauradament la informacio6 existent sobre Clb6 és minima. Aixo €s degut al fet que, de
les dues ciclines de fase S, CIb5 1 Clb6, la delecid c/b6A no presenta un fenotip obvi,
mentre que la delecid6 c/b5A allarga drasticament la durada de la replicaci6 dels

cromosomes (Donaldson, Raghuraman et al. 1998). No ha estat fins recentment que s’ha

154



Discussio

descobert que Clb6 és especificament eliminada en fase S, en forma mediada per la
ubiquitin-lligasa SCF®*** (Jackson, Reed et al. 2006), i no a mitosi per APC com és el cas
de CIbS. Aquesta diferéncia, a més de donar una explicaci6 al fet que Clb6 pugui activar
origens de replicacid primerencs pero no tardans (i per tant explicar el fenotip dels mutants
clb5), apunta a que CIb6 jugui un paper especific important en el control del cicle cel-lular
(al marge de la improbable conservacid sota pressid0 darwiniana d’una ciclina
prescindible): per que la cel-lula ha restringit la preséncia de Clb6 a una finestra de temps
tan curta a ’entorn de la transicid6 G1-S? Per que la permanéncia de Clb6 més enlla de
mitja fase S (en una fase S no pertorbada) representaria un problema tal que requereix la
seva eliminaci6 avangada? Aquesta pauta, a més, esta conservada a mamifers, on de les
ciclines E i A, capaces d’iniciar la replicacio, la ciclina E és eliminada per SCF“** en fase

S (Strohmaier, Spruck et al. 2001).

ClIb6 ha estat implicada en I’exclusié nuclear de Swi6 (Geymonat, Spanos et al. 2004).
Aquesta exclusid és necessaria pel llicenciament de ’activitat transcripcional dependent
d’SBF (Queralt and Igual 2003). No obstant, aquesta funcié no justifica que la cel-lula
hagi d’eliminar Clb6 a mitja fase S, en comptes de fer-ho alhora que CIb5, a través d’APC
a anafase. En canvi, podria ser un de les raons per estabilitzar els nivells de Clb6: de cara a

excloure Swi6 del nucli un cop I’estres genotoxic ha estat superat.

Com reconciliar una funci6 rellevant amb la manca de fenotip dels mutants c/b6? A la
vista que Clb6 forma part de la resposta mediada pel checkpoint de la fase S a estres
genotoxic, hem sondejat el possible fenotip del mutant c/b6A en una fase S compromesa.
No hem pogut, pero, identificar un defecte que suggereixi una funcio especifica de CIb6,
ni que expliqui el benefici de ’estabilitzaci6 de la seva preséncia en resposta a estres
genotoxic. Es possible que CIb6 no estigui implicada en els processos estudiats, o que
CIb6 constitueixi una de diverses vies de control solapat (redundant), de manera que la
disrupcid d’una sola d’aquestes vies no doni lloc a un fenotip detectable. Aquesta situacio
es dona en el control d’altres processos critics, tals com la inhibici6é de la re-replicacio
(Nguyen, Co et al. 2001), o la inhibicio de la sintesi d’histones (Singh, Paik et al. 2009),

en les que la disrupcié d’una sola via de control no dona lloc a un fenotip detectable.

La interaccio genetica entre Rad53 1 Clb6 presenta un defecte sintetic de creixement (Pan,

Ye et al. 2006). Aquesta interacci6 revela un cop més que Clb6 juga un paper rellevant. El
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defecte sintetic podria ser compatible amb que 1’abséncia de CIb6 doni lloc a un
malfuncionament (en una fase S no pertorbada) que requereixi una resposta mediada per
Rad53. La intervencié de Rad53 faria que aquest defecte fos indetectable, mentre que en
abséncia de Rad53 el defecte seria suficient com per afectar el creixement. De donar-se
mediaci6 de Rad53 hauria de ser transitoria, ja que els mutants c/b6A no presenten un
creixement alentit (Basco, Segal et al. 1995) 1 nosaltres no detectem 1’aparicié de les

formes hiperfosforilades de Rad53 que es correlacionen amb la seva plena activacio.

Donada la manca de resultats de la genetica reversa, vam optar per una aproximacio
complementaria: estudiar 1’efecte de la preséncia continuada de Clb6 en una fase S no
pertorbada. Vam raonar que ara, sense I’emmascarament degut a I’activacio de vies de
control solapades (redundants) sota el mecanisme de vigilancia de la fase S, podria ser

possible posar al descobert el paper de Clb6.

Un experiment obvi que no pot ser abordat és estudiar si la sobreexpressio de Clb6 rescata
parcialment la letalitat dels mutants rad53 a baixes dosis d’agents genotoxics.
Malauradament aquesta aproximacié no €s possible ja que la sobreexpressid de Clb6

inhibeix el creixement per si sola.

Els experiments de progressio en el temps confirmen que la sobreexpressio de Clb6 en una
fase S no pertorbada bloqueja el cicle cel'lular amb un contingut aparentment
completament replicat de DNA. Les cellules progressen a anafase de forma alentida
comparades amb les control, 1 no es divideixen. Si bé desconeixem el mecanisme que
media el bloqueig de la mitosi, afavorim que no es tracti d’un efecte directe, sind el
resultat d’afectar un procés previ: si Clb6 jugués un paper feed-forward a llarga distancia,
no seria necessari un mecanisme d’eliminacid especific previ a APC. La destruccio de
ClIb6 a mitja fase S en un cicle no pertorbat apunta més bé a un control exercit sobre un

esdeveniment de la transicio G2-M.

Precisament a favor d’un paper de CIb6 en el control de G2-M, el grup d’Steve Reed havia
publicat que els mutants c/b6 presenten unes fases Gl 1 G2 més curtes i que, en
conseqiieéncia proliferen més rapidament que els controls isogenics salvatges (Basco, Segal
et al. 1995). A nivell de creixement de dilucions seriades en placa, nosaltres no som

capacos d’apreciar diferéncies en el ritme de creixement degudes a la delecidé de CIb6.
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Tampoc som capagos de confirmar in vivo la seva observacio in vitro que els mutants
clb6A perden la capacitat de reprimir 1’activitat CDK-M en resposta a estrés replicatiu
(Basco, Segal et al. 1995). No obstant, I’experiment del grup d’Steve Reed implica la
sobreexpressido de CLB2 i és possible que els nivells assolits en alguns casos depassin el
llindar d’estabilitat de Swel (Asano, Park et al. 2005; Harvey, Charlet et al. 2005). De fet
els nivells de Clb2 que s’observen en els extractes cel-lulars totals corresponents al mutant

clb6A, son superiors als assolits en la soca control salvatge (Basco, Segal et al. 1995).

Finalment, donat que per mantenir la preséncia de la ciclina més enlla de la finestra de
temps a la qual és present en una fase S no pertorbada ha calgut recorrer a la seva
sobreexpressid, no podem descartar que ’efecte observat, I’aturada del cicle cel-lular a
mitosi, sigui artifactual. Tanmateix diferents consideracions ho fan poc probable. Per
exemple, ’acumulacio de Clb6 podria titrar Cdc28, fent-la inaccessible a la ciclines
promotores de la mitosi, Clbl,2. Tanmateix, la sobreexpressio de CIb5 sota el mateix
promotor induible per galactosa no bloqueja la divisio cel-lular en mitosi, ni impedeix el
creixement en plaques de YPGal (Jacobson, Gray et al. 2000) com si que ocorre amb la
sobreexpressid de Clb6 (tot 1 que CIbS presenta una vida mitja en fase S superior a la de
CIb6, 1 que per tant sobreexpressada sota el mateix promotor és d’esperar que doni lloc a
I’acumulacié d’uns nivells superiors de proteina). Una altra font artifactual podria provenir
de I’acumulacié d’uns nivells de Clb6 pre-Start suficientment elevats com per superar la
capacitat de I’inhibidor de I’activitat CDK-S Sicl. En aquest cas D’activitat CDK-S
prematura podria inhibir parcialment la transcripcié dependent d’SBF 1 MBF, 1 aixo tenir
conseqiiencies de llarg abast en la progressio del cicle cel-lular. Tanmateix és destacable el
fet que les cél-lules que sobreexpressen Clb6 gemmen puntualment i amb ritme normal,

inicien la replicaci6 puntualment, 1 el procés de replicacio no es veu alentit.

El cas de Clb6: una resposta transcripcional amb efecte immediat?

La resposta del mecanisme de vigilancia de la fase S es dona a dos nivells. Per una banda,
una resposta immediata, basada en la fosforilacié directa de proteines diana per part de les
quinases transductores 1 efectores, amb ’objectiu fonamental d’aturar la progressio del
cicle cellular 1 protegir la replicaci6. I per altra banda, una resposta transcripcional,
gradual, amb I’objectiu de respondre adequadament 1’estres 1 al dany. Considerem que el

cas de Clb6 pot constituir, des del punt de vista temporal, un cas singular, ja que €s estable
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en fase S per un periode de temps coincident amb el que requereix 1’activacio del
checkpoint de la fase S. D’aquesta manera, donat el seu elevat recanvi (furnover), la ciclina
produida per 1’activacid transcripcional mediada pel checkpoint substitueix la ciclina
original, amb el resultat que els nivells de Clb6 es mantenen constants sense temps de

laténcia.

2 A partir dels resultats d’aquest treball de tesi, s’obren els segiients

interrogants:
a,
Qa0
W@
£
$@
(mecanisme L8
d’activaci6?) , >
Estrés Rad53 activat > (P) (mecanisme?)
Genotoxic——> _ - | MBF = Clb6 —] Mitosi
( 'Snvglc?’ ant L;;:;ﬁgr (- l:-;1ltt‘re7s gens MBF?
- coexisteix amb CIb6?) - e‘%;e'ciﬁcitat? com?
- SBF?)

Es produeix activacié canonica d’MBF en una fase S compromesa?

Que Destabilitzacio dels nivells de la ciclina de fase S Clb6 requereixi activitat MBF no
prova que en resposta a estrés genotoxic es produeixi una activacidé canonica d’MBF. No
obstant, a I’agost de 2008, quan ja haviem arribat a la conclusié que 1’estabilitzaci6 dels
nivells de Clb6 en una fase S compromesa requereix activitat MBF, el grup de Curt
Wittenberg va reportar que al llevat de fissio S. pombe, el checkpoint de la fase S reactiva
MBF en resposta a estres replicatiu (de Bruin, Kalashnikova et al. 2008). Aquesta
observacio ha estat després confirmada, també en S. pombe, pel grup de Nicholas Rhind
(Dutta, Patel et al. 2008). Aquest segon treball mostra que els 17 gens regulats per MBF a

fase G1 a S. pombe son induits a una fase S sotmesa a estres replicatiu.

Aix0 inclou la ciclina cig2, analoga funcional 1 de comportament a CIbS. En canvi,

nosaltres no observem acumulacio de CIbS, a S. cerevisiae, en resposta a estres replicatiu,
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malgrat que I’expressié d’aquesta ciclina de fase S també depen d’MBF (Schwob and
Nasmyth 1993; Donaldson, Raghuraman et al. 1998), 1 malgrat que experiments de shut-
off mostren que el recanvi de Clb5 esta disminuit en resposta a estreés genotoxic (Germain,
Hendley et al. 1997). Un patré6 d’expressié dependent d’MBF diferent en una fase S
compromesa respecte al de fase G1, és facil de conceptualitzar sobre la base que els
promotors de diferents gens regulats per MBF poden presentar diferencies a nivell de llocs
d’uni6é de corepressors o coactivadors. La unié d’un corepressor, distint de Nrml, no
responsiu al checkpoint de la fase S, permetria mantenir inactiva la transcripcié d’aquell
subgrup de gens regulats per MBF [I’expressid dels quals seria innecessaria, o

desavantatjosa, en la resposta a estreés genotoxic.

Finalment, no sabem tampoc si Swi6 nuclear en una fase S compromesa implica la

reactivacio també¢ de la transcripcid dependent d’SBF en resposta a estres genotoxic.

Es produeix fosforilacié de Clb6 per Rad53 in vivo?

La connexid entre Clb6 i la resposta a estrés genotoxic s’inicia amb la identificacid de
ClIb6 com a substrat de Rad53 in vitro. Malgrat que s’ha confirmat que en resposta a una
fase S compromesa es dona ’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en forma dependent de
Rad53, no hem demostrat que Rad53 fosforili directament Clb6 in vivo. Un fet que
complica extraordinariament 1’estudi de dianes de Rad53 en Saccharomyces cerevisiae €s
I’abséncia d’una seqiiencia consens de fosforilacido com la que existeix per als seu ortolegs
Chk1 1 Chk2 en altres especies (R-X-X-S/T). La col-leccio de llocs reals fosforilats per
Rad53, identificats per analisis protedomiques, no mostren cap preferéncia per aquesta
seqliencia, ni per seqiiencies degenerades (vegeu per exemple (Smolka, Albuquerque et al.
2005; Sweeney, Yang et al. 2005; Chen, Smolka et al. 2007)). La identificacio de
fosforilacions requereix en aquest cas I’aplicacio d’analisis protedomiques que (en la nostra
experiencia amb Dbf4, col-laborant amb laboratoris liders internacionals) no garanteixen

la identificacio de tots els llocs fosforilats.

A favor de la fosforilacio de Clb6 per Rad53 in vivo, durant el transcurs del treball
d’aquesta tesi es va publicar els resultats d’un abordatge protedmic a gran escala per
identificar dianes de la resposta a dany al DNA en cel-lules humanes (Matsuoka, Ballif et

al. 2007). L’aproximacio seguida per aquests autors parteix de proteines fosforilades en

159



Discussio

SQ/TQ, la seqiiencia reconeguda per les quinases ATM/ATR, ortologues de Mecl en
Saccharomyces cerevisiae. Entre les proteines identificades hi ha la ciclina E, analoga
funcional 1 de comportament de Clb6. Si bé aquesta fosforilacid seria deguda a ATM/ATR
(Mecl), i no a les quinases efectores Chk1/Chk2 (Rad53), aquesta observacid dona suport
a que Clb6 pugui ser fosforilada in vivo per Rad53, la quinasa efectora del checkpoint de
la fase S al llevat de gemmacio. La ciclina A, de funci6 1 comportament analegs a CIb5, no

apareix entre les més de 700 proteines identificades (Matsuoka, Ballif et al. 2007).

De donar-se fosforilaci6 de Clb6 per Rad53 in vivo, la seva funcié és altra que
I’estabilitzaci6 dels nivells de Clb6 en resposta a estrés genotoxic: malgrat que aquesta
estabilitzaci6 es dona de forma dependent del mecanisme de vigilancia de la fase S, no es

produeix a nivell d’estabilitzaci6 directa de la ciclina.

De produir-se fosforilacié de Clb6 per Rad53, aquesta tampoc afectaria la seva associacio
a Cdc28, que veiem inalterada en presencia d’estres replicatiu. Podria pero afectar la seva

activitat, o modificar I’afinitat pels seus substrats.

Finalment no és possible assegurar ni descartar si la potencial fosforilaci6 de Clb6 per
Rad53 podria estar implicada en afavorir la localitzacié nuclear de Swi6 en una fase S
compromesa. Si bé d’entrada aquesta localitzacid €s independent de Mec1-Rad53 (vegeu
seglient apartat), aquest fet per si sol no permet descartar que Rad53 jugui, malgrat tot, un
paper en compatibilitzar la co-existencia de Cdc28-Clb6 1 Swib al nucli, ja que els mutants
rad53 son incapacos d’estabilitzar Clb6, 1 per tant no presenten 1’activitat que promou
I’exclusio. En cél-lules salvatges la presencia de Clb6 pot requerir la inhibicio de la
interaccid de Cdc28-Clb6 amb Swi6, que pot ser mediada per fosforilacié per Rad53 de
CIb6 i/0 la descrita de Swi6 (Sidorova and Breeden 1997).

Localitzacid nuclear de Swib en fase S compromesa

Si bé aquest no és el centre del nostre interes, 1’observacido que Swib és nuclear en una fase
S compromesa, probablement en presencia de I’activitat Cdc28-Clb6 que ¢és responsable
de la seva exclusid en una fase S no pertorbada (Geymonat, Spanos et al. 2004), i en forma
independent de Rad53 (malgrat que Swi6 (Sidorova and Breeden 1997) i possiblement

també Clb6, és fosforilada per Rad53), obre una serie d’interrogants.
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Cdc28-Clb6 ha estat implicada en I’exclusié nuclear de Swi6 Aquesta exclusio ¢és
necessaria pel llicenciament de ’activitat transcripcional dependent de SBF (Queralt and
Igual 2003). Si bé aquesta funci6 no justifica que la cel-lula hagi d’eliminar Clb6 a mitja
fase S, en comptes de fer-ho alhora que CIb5, a través d’APC a anafase, si que podria ser
un dels motius per estabilitzar els nivells de Clb6: de cara a excloure Swi6 del nucli un

cop ’estres genotoxic ha estat superat.

Malgrat que Swib6 ¢és substrat de Rad53 (Sidorova and Breeden 1997), en les nostres mans
la localitzacidé nuclear de Swi6 durant una fase S compromesa per estrés replicatiu és
independent de Rad53. Es a més, independent de Mecl, la quinasa transductora central
que opera per sobre de Rad53, la qual cosa exclou també la possibilitat que Mec1 estigui
actuant directament o a través d’una branca paral-lela a Rad53 (per exemple a través de

Chk1).

Una alternativa ¢és Tell, una quinasa paraloga a Mecl, I’ortoleg en humans de la qual,
ATM, juga un paper central en la resposta a dany al DNA. Si bé, en el llevat de gemmacio
Tell no sembla jugar un paper essencial en la resposta del checkpoint de la fase S
(Morrow, Tagle et al. 1995), en abséncia de Mecl 1 a elevades dosis de dany al DNA, la
presencia de Tell permet una activacié parcial de Rad53 (Mantiero, Clerici et al. 2007). A
més, la delecid de Tell incrementa la sensibilitat a dany al DNA del mutant hipomorfic

mecl-1 (Morrow, Tagle et al. 1995).

No es pot descartar la intervencid d’una altra quinasa, activada en resposta a estres
genotoxic, per0 que no formi part de la cascada de senyalitzaci6 del mecanisme de
vigilancia de la fase S. El cas de Swi6 no seria unic: el factor de llicenciament dels origens
de replicacié Cdtl ¢és destruit en fase S en resposta a dany al DNA en una forma
independent de les quinases del checkpoint (Higa, Mihaylov et al. 2003; Jin, Arias et al.
2006; Ralph, Boye et al. 2006). Una quinasa no pertanyent a la cascada de senyalitzacio
del checkpoint podria ser activada en resposta a estrés genotoxic, de forma independent de
Mecl/Tell. Per exemple I’aturada de les forquilles de replicacio, la generacidé de ssDNA-
RPA o el desacoblament de I’helicasa i la DNA polimerasa podrien afavorir I’activacio
d’aquesta quinasa, o bé simplement afavorir la seva interaccié amb un substrat especific.

A aquests respecte, recentment s’han implicat en la resposta a estrés genotoxic dues
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quinases no pertanyents al, ni activades pel, checkpoint: la MAP quinasa p38MAPK/MK?2
(Reinhardt, Aslanian et al. 2007) 1 la caseina quinasa CK2 (Wu, Luo et al. 2008).

Una altra possibilitat €s 1’alliberament prematur de la fosfatasa Cdc14 del nucléol al nucli
en resposta a estrés genotoxic. En un cicle cel-lular no pertorbat Cdc14 és la responsable
de revertir la fosforilacio de Swi6 per Cdc28-Clb6 al final de la fase M (Geymonat,
Spanos et al. 2004). Si bé Cdcl14 esta segrestada al nucleol en una fase S no pertorbada
(Shou, Seol et al. 1999; Visintin, Hwang et al. 1999; Shou, Azzam et al. 2002; Stegmeier,
Visintin et al. 2002; Queralt and Uhlmann 2008), durant el treball d’aquesta tesi vam
especular amb la possibilitat que en una fase S pertorbada Cdc14 pugui ser alliberada al
nucleoplasma. Recentment, s’ha reportat [’alliberament de Cdcl4 del nucleol al
nucleoplasma en resposta a dany al DNA generat en fase G2 (Bassermann, Frescas et al.
2008). Interessantment, aquesta translocacio en resposta a estrés genotoxic acompleix el
requisit de ser independent de les quinases transductores centrals del checkpoint

ATM/ATR (Bassermann, Frescas et al. 2008).

Encara que la localitzaci6 nuclear de Swi6 en una fase S compromesa sigui independent
de Mec1-Rad53, aquest fet per si sol no descarta que Rad53 jugui, malgrat tot, un paper en
compatibilitzar la co-existencia de Cdc28-Clb6 1 Swi6 al nucli: els mutants rad53 son
incapagos d’estabilitzar Clb6, 1 per tant no presenten 1’activitat que promou I’exclusid. En
cel-lules salvatges la preséncia de CIb6 pot requerir la fosforilacié per Rad53 de Swi6 i/o

de la ciclina per inhibir la interacci6 1 conseglient exclusio.

Funci6 de CIb6 en una fase S no pertorbada / en una fase S compromesa

Altres avingudes a explorar en el futur poden venir de la ma de definir esdeveniments del
cicle cel-lular que tenen com a punt d’inflexié mitja fase S. A coneixement nostre, aquest
seria el cas de si més no dos processos: la sintesi d’histones i la sintesi de dNTPs.
Ambdues sintesis han de ser altes al inici de la replicacio en la fase S, quan encara cal
replicar tot el genoma, pero han d’estar regulades a la baixa a partir de mitja fase S. En el
cas dels dNTPs, per evitar la perdua de fidelitat de les DNA polimerases que es donaria a
concentracions excessivament elevades d’aquests. En el cas de les histones cal evitar la
toxicitat associada a nivells excessius d’histones (Singh, Paik et al. 2009), per

desacoblament de la seva sintesi respecte als requeriments per a 1’assemblatge de la
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cromatina corresponent al tram final de la replicaci6 dels cromosomes. A favor d’un paper
de CIb6 en el control de la sintesi d’histones, 1’activitat CDK associada a ciclina E ha estat
implicada en 1’activacié de factors de transcripcid especifics dels gens de les histones en
fase S (Zhao, Kennedy et al. 2000). Al llevat de gemmacio, 1’aturada d’aquesta
transcripcio coincideix en el temps amb la desaparicid de Clb6 (Alain Verreault i Akash
Gunjan, comunicaci6 personal). L’estabilitzaciéo dels nivells de Clb6 pel mecanisme de
vigilancia de la fase S podria assegurar a la cel-lula la reactivacio de la sintesi d’histones
un cop superat D’estrées genotoxic. Els nostres resultats han portat a iniciar una
col-laboraci6 amb els laboratoris d’Alain Verreault i d’Akash Gunjan per explorar aquesta

linia.

Un altre nivell al qual podria estar implicat Clb6 és 1’assemblatge de diferents formes de
cromatina al llarg de la fase S, perpetuant d’aquesta manera el context epigenétic. En
aquest sentit, resulta especialment interessant la interaccidé genetica entre CLB6 1 ARPS.
Arp8 ¢és un factor implicat en el remodelatge de la cromatina, recombinacié mitotica 1
resposta a dany al DNA. Els mutant arp§ mostren també sensibilitat a HU. La doble
mutacio c/b6 arp8 presenta un pronunciat defecte sintetic de creixement, de magnitud
similar a la doble mutaci6 c/b5 cl/b6 (Collins, Miller et al. 2007). Interessantment CIb5
presenta una interaccid genetica amb Arp8 en el sentit oposat: el doble mutant c/b5 arp8

presenta una supressié del fenotip d’arp8 (Collins, Miller et al. 2007).

Una altra possibilitat ¢s que la preséncia o absencia de Clb6 determini 1’eleccio de la
reparaci6 mitjancant NHEJ (non homologous end joining) al principi de la fase S, o
mitjancant HR (homologous recombination) quan la majoria del genoma ja disposa de
dues cromatides germanes. A aquest respecte, en humans, un fragment C-terminal de la
ciclina E generat per proteolisi mediada per caspases en resposta a estrés genotoxic,
interacciona amb Ku70 (Mazumder, Plesca et al. 2007), una de les proteines que formen el
complex de reconeixement dels trencaments de doble cadena de DNA (DSB) per a ser

reparats mitjancant NHEJ.

Tampoc es pot descartar que CIb6 jugui un paper inhibidor del procés de maduracié del
fus mitotic o de I’assemblatge de la placa cinetocorica. La sobreexpressié de ciclina E en
cel-lules humanes en cultiu dona lloc a un tipus molt especific d’inestabilitat genomica:

aneuploidia per guanys i perdues de cromosomes complets (Spruck, Won et al. 1999),
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apuntant a un defecte en la segregacid del material genétic. Interessantment, aquest efecte
¢s especific de ciclina E (Clb6), mentre que ni la sobreexpressio de ciclina D (CLN), ni la

de ciclina A (CIb5) tenen cap efecte a aquest nivell (Spruck, Won et al. 1999).
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La ciclina de fase S Clb6 ¢s fosforilada directament in vitro per Rad53, la quinasa

efectora del mecanisme de vigilancia de la fase S.

Els nivells de Clb6 son estabilitzats in vivo en resposta a estres genotoxic de forma

dependent de Rad53.

L’estabilitzacio dels nivells de Clb6 en resposta a estres replicatiu no estabilitza

directament la proteina: requereix sintesi de novo.

Aquesta sintesi de novo ¢és especificament de Clb6, 1 no d’un factor necessari per

estabilitzar CIb6.

L’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estres replicatiu esta disminuida en mutants

del factor de transcripcid6 MBF, i es suprimeix quan es sobreexpressa el repressor

d’MBF Nrml.

Per tant, 1’estabilitzacié de Clb6 en resposta a estres replicatiu requereix activitat
MBF. Aquesta activitat es dona en fase S: en el moment d’obtenir aquests resultats

MBF era considerat un factor de transcripcid exclusiu de fase G1.

En una fase S compromesa per estres replicatiu Swi6 és nuclear. L activitat ’MBF
requereix la subunitat transactivadora Swi6, que €s exclosa del nucli en una fase S

no pertorbada.

La delecidé de Clb6 no dona lloc a un defecte detectable en la resposta a estres

genotoxic: les cel-lules son viables 1 les forquilles de replicacié romanen estables.

Per posar en evidencia el paper del manteniment de Clb6 en resposta a estres
genotoxic, hem sobreexpressat la ciclina en una fase S no pertorbada. La presencia
continuada de Clb6 bloqueja la progressio del cicle cel-lular en mitosi, en un estadi

previ a anafase.
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10. Aquests resultats suggereixen que Clb6 pot ser un element efector de la branca S-
M del mecanisme de vigilancia de la fase S, que estaria constituida per diversos

punts de control solapat.
11. Aquest paper justificaria que Clb6 hagi de ser eliminada avang¢adament, 1 no per

APC. Aix0 no seria necessari si Clb6 jugués un paper feed-forward a més llarga

distancia.
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Annexos

Definicions

Checkpoint de la fase S: Via de transducci6 de senyals que s’activa en presencia d’estres
genotoxic durant la replicacié del DNA 1 que genera una resposta global a la cél-lula que
permet fer front a aquest estres.

Estrés genotoxic: Estrés generat per qualsevol substancia o condicié que compromet
’estabilitat genomica de la cél-lula 1 provoca ’activacié dels mecanismes de vigilancia o
checkpoints. L’estrés genotoxic pot estar causat per dany al DNA o per estres replicatiu.

Dany al DNA: Qualsevol lesid6 del DNA, ja sigui produida per causes endogenes o
exogenes, que compromet la integritat genomica i provoca 1’activacié dels checkpoints. Hi
ha una gran varietat de lesions: trencaments de doble cadena, metilacions, dimers de
timidina...

Estres replicatiu: Estrés genotoxic degut a una disminucio dels dNTPs, els precursors del
DNA, que comporta una aturada de les forquilles de replicaci6 durant la fase S. Les
forquilles de replicacié aturades son altament inestables 1 recombinogeniques si el
checkpoint no s’activa degudament.

Recuperaciéo del checkpoint: Procés d’inactivacio de la via de senyalitzacio del
checkpoint un cop la lesié al DNA ha estat reparada o 1’estres replicatiu superat.
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Abreviatures

1C 1 contingut de DNA

2C 2 continguts de DNA

AEBSF 4-(2-aminoetil)-benzenosulfonil fluorit-HCI
BSA albimina de serum bovi

CDK quinasa dependent de ciclina

CDK-M quinasa dependent de ciclina de la fase M
CDK-S quinasa dependent de ciclina de fase S
DDK quinasa dependent de Dbf4

DMSO dimetilsulfoxid

DNA acid desoxiribonucleic

dNTP desoxiribonucleotid trifosfat

DSB trencament de doble cadena de DNA
DTT ditiotreitol

EDTA acid etilendiaminotetraacétic

EGTA acid etilenglicol-bis (b-aminoetileter)- N, N, N’, N’-tetraacetic
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

Gal galactosa

GST Gluthation-S-Transferasa

HU Hidroxiurea

IPTG B-D-isopropil-tiogalactopiranosid

Kb Quilobase

LB medi de cultiu Lysogeny Broth

LBA medi de cultiu Lysogeny Broth amb ampicil-lina
MCM minichromosome maintenance

MMS metilmeta sulfonat

NP-40 Nonidet P-40

ORC complex de reconeixement dels origens
PAGE electroforesi en gel de poliacrilamida
PCNA Proliferating Cell NuclearAntigen

PCR Polymerase Chain Reaction

Raf rafinosa

RFC factor de replicacié C

RNA acid ribonucleic

RNR ribonucleotid reductasa

RPA proteina de replicacio A

SDS dodecilsulfat de sodi

ssDNA DNA de cadena senzilla

TAE tampo Tris/Acetat/EDTA

TBS tampo Tris sali

TCA acid tricloroacetic

TE tamp6 Tris/EDTA

TEMED N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina

Tris Tris (hidroximetil)-aminometa

WT soca salvatge, nativa (wild type)

YP medi ric de S. cerevisiae (Yeast extract/Peptone)
YPD medi ric amb glucosa (Dextrose)

YPGal medi ric amb galactosa (Galactose)

YPRaff medi ric amb rafinosa (Raffinose)
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YPSucr medi ric amb sucrosa (Sucrose)

Llistat de reactius utilitzats i cases comercials

Acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) — BioRad (ref. 161-0148)
Agarosa — Laboratoris Conda (D-1 low EEQ-GQT, ref. 8017)
Agar — Laboratoris Conda (ref. 1800.00)
AEBSF — Melford (ref. MB2003)
Anticossos
Anti-Rad53 (YC-19) — Santacruz (ref. SC-6749)
Anti- c-myc (clone 9E10) — Roche (ref. 11667149001)
Anti-3HA (clone 12CAS5) — Roche (ref. 11583816001)
Anti-IgG-HRP (de cabra) — Santacruz (ref. SC-2020)
Anti-IgG-HRP (de ratoli) — Dako (ref. PO161)
Anti-HA High affinity Matrix (clone 3F10) — Roche (ref. 11815016001)
Aprotinina — Roche (ref. 1583794)
APS — Melford (ref. A1512-100G)
Blau de Coomassie — Sigma (Brilliant Blue 250 R)
Bromur d’Etidi — Bio-Rad (ref. 161-0433)
BSA certificada lliure d’immunoglobulines — Sigma ( ref. A7030)
Clorur de Magnesi — Sigma (ref. M-2670)
Clorur de Manganés — Merck (ref. 105927)
DMSO - Sigma (ref. D2650-100ML)
DNA polimerasa (PCR) — Finnzyme (ref. 11969064001)
dNTPs (A, T,G,C) — Roche (Phusion High-Fidelity DNA polimerase)
Enzims de restriccié — New England Biolabs
Extracte de llevat — BD (Bacto'™ Yeast Extract, ref. 212750)
— Laboratoris Conda (ref. 1702.00)
EDTA — Sigma (ref. E-6758)
EGTA - Sigma (ref. E-8145)
Fenol:cloroform: isoamilalcohol — Sigma (ref. P3803-250ML)
Fosfatasa antartica — New England Biolabs (Ref. M02895)
Glicina — Melford (ref. G0O709)
Galactosa — Sigma (ref. G0750-100G)
Glucosa — Merck (ref. 36922074)
G418 — Melford (ref. GO175)
Hidroxiurea — Sequoia (ref. SRP03960h)
Immunoblot deteccié — Healthcare (ref. RPN2132)
Iodur de propidi — Sigma (ref. P4170-1G)
IPTG — Melford (ref. MB1008)
Leupeptina — Roche (ref. 253286)
Lisozim — Sigma (ref. L6876-1G)
Llet en pols descremada — Sveltesse (Nestle)
Marcador de DNA — New England Biolabs (1 Kb ladder, ref. N3232S)
Marcador de proteina — Fermentas (ref. SM0441)
Metilmetanosulfonat — Sigma-Aldrich (ref. 129925-5G)
Ortovanadat de Sodi — Sigma (ref. S-6508)
Pepsina — Sigma (ref. P7012-1G)
Pepstatina — Roche (ref. 11524488001)
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Peptona — BD (Bacto' ™ Peptone, ref. 211677)
— OXOID (Bactoeriological Peptone, ref. 736279)

Ponceau-S — Sigma (ref. P-3504)

Rafinosa — Sigma (ref. R0250-100G)

Ribonucleasa A — Sigma (ref. P5125-100MGQG)

SDS — Melford (ref. S1030)

Sucrosa — Sigma (ref.S7903-250MG)

T4 DNA lligasa — Roche (ref. 12759622)

TCA - Sigma (ref. T0699-250ML)

TEMED - BioRad (ref. 101-0800)

Triptona — Laboratoris Conda (ref. 1612.00)

Tris base — Sigma (ref. T-1503)

Tween-20 — Bio-Rad (ref. 170-6531)

Uracil — Sigma (ref. U-0750)

Yeast nitrogen base — Difco (ref. 291940)

2-Propanol — Fluka (ref. 59304-100ML)

S5FOA — Melforsd (ref. 703-95-7)
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