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1. Intreducelo

Tant en organismes unicel.lulars com en essers pluricel.lulars
simples o complexos, una cel.lula és capac de dividir-se per a donar com a
resultat dues cel.lules amb la mateixa identitat. El fet de com una maquinaria
tan complexa és capac de reproduir-se a ella mateixa ha sigut-és un dels
misteris de la biologia molecular. La successié ordenada de processos pels
quals una cel.lula creix i es divideix en dues s’anomena cicle cel.lular. El
cicle cel.lular es regeix pels mateixos principis generals en tots els
organismes eucariotes i les principals proteines implicades han estat molt
conservades al llarg de 1’evolucid. Saccharomyces cerevisiae ha sigut un
dels organismes model de més utilitat en 1’estudi dels diferents aspectes del

cicle cel.lular.
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EL CICLE CEL.LULAR DE Saccharomyces cerevisiae

El cicle cel.lular s’ha dividit historicament en quatre fases: la fase S
(sintesi) durant la qual es replica el DNA, la fase M (mitosi) en que se
segreguen els cromosomes i es divideixen les cel.lules, i dues fases G1 i G2
(gap) que separen a les anteriors (Figura 1.1). Al final dun cicle la cel.lula
ha completat quatre processos basics: creixer, replicar el DNA, segregar els
cromosomes en dos conjunts iguals i dividir-se. En aqueix moment la
cel.lula es troba de nou en fase G1 on resideix el punt maxim de control del
cicle, anomenat START (punt de restricci6 en les cel.lules de mamifer). En
START es coordina el creixement amb la divisid cel.lular. La cel.lula només
entrara en un nou cicle si ha assolit un tamany critic i les condicions
mediambientals son les apropiades. En aquest punt de control de la fase G1
la cel.lula decideix entre les diferents opcions de desenvolupament: 1)
executar START i comprometre’s amb una nova ronda de divisi6; 2) aturar
el cicle en G1, entrant llavors a la fase de quiesceéncia o GO; 3) respondre a la
presencia de feromones aturant el cicle i activant el procés de conjugaci6 (en
el cas de cel.lules haploides); o 4) respondre a la limitacié de nutrients
activant 1’esporulaci6 (en el cas de cel.lules diploides).

Una vegada executat START Ia cel.lula de S. cerevisiae posa en
marxa diferents processos post-START: la gemmacid, la duplicacié del SPB
(“spindle pole body”) que és I’equivalent en llevat al centrosoma i 1“inici de
la replicacié del DNA. En el procés de gemmaci6 del llevat, la formacié de
la gemma implica la polaritzacié del citoesquelet d’actina i la secrecid
direccionada dels components necessaris per a formar la paret cel.lular.
L aparicié i el tamany de la gemma serveixen com a marcadors de les
diferents fases del cicle cel.lular. En quant a la mitosi, es subdivideix en 4
parts: profase, metafase, anafase i telofase. En S. cerevisiae, a diferéncia dels

eucariotes superiors, la mitosi es caracteritza per ser tancada ja que la
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membrana nuclear no desapareix; a més a més la formacié del fus acromatic
és premitotica. Al final de la mitosi es realitza la citoquinesi. Durant la
citoquinesi es produeix la contraccié d"un anell contractil d“actomiosina i la
formaci6é d” un septe entre les cel.lules mare i filla. Finalment, la hidrolisi de
la quitina del septe dona lloc a la separacié de les dues cel.lules, sent la

cel.lula filla un poc més petita que la mare.

Mother
cell

Daughter
cell

Cytokinesis

Chromosome
segregation;
nuclear
division

Growth

START

Spindle pole
body

Spindle duplication
formation
Bud

emergence

DNA
replication

Nuclear
migration

Figura 1.1. Esquema del cicle cel.lular de S. cerevisiae (Lodish et al.,

2004, Molecular Cell Biology. New York: W.H.Freeman and company)
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Reguladors clau del cicle cel.lular

Els reguladors clau del cicle cel.lular sén les CDKs (cyclin-
dependent kinases o quinases dependents de ciclina) (Morgan, 1997;
Roberts, 1999; Murray, 2004). L activitat de les CDKs oscil.la al llarg del
cicle. Aquesta oscil.lacié depén de 1“associacié de les CDKs a les ciclines
(proteines reguladores que han rebut aquesta denominacié perque sén
proteines inestables que generalment presenten una abundancia variable
segons la fase del cicle) 1 de la preséncia d’inhibidors de CDKs (denominats
CKIs, CDK kinase inhibitors o inhibidores de CDKs).

Saccharomyces cerevisiae té¢ cinc CDKs perd només una, Cdc28, és
essencial en la regulacié del cicle cel.lular sent la maxima responsable del
control de les transicions G1/S i G2/M (Mendenhall and Hodge, 1998). La
CDK monomerica no té activitat com a proteina quinasa i la seua activacio
requereix de dos processos: la uni6 a la ciclina i la fosforilacié d“un residu
de Thr (Thr-169 en Cdc28). Aquesta activacid es reverteix per la unié de
proteines inhibidores CKlIs i per fosforilacié d“un residu de Tyr (Tyr-19 en el
cas de Cdc28). L’estat de fosforilacié de la Tyr-19 esta controlat per la
quinasa Weel (Swel en S. cerevisiae) i la fosfatasa Cdc25 (Mihl en S.
cerevisiae).

Les ciclines es defineixen com proteines amb capacitat d’unir i
activar la CDK. Presenten gran variabilitat, ja que només tenen un unic
domini comu conservat denominat “caixa ciclina”. En S. cerevisiae hi ha nou
ciclines diferents que formen complexos amb Cdc28 per a regular la
progressio en el cicle cel.lular (Andrews and Measday, 1998; Breeden, 2000;
Miller and Cross, 2001). Aquestes ciclines poden dividir-se en tres grups:
ciclines de fase G1 (Clnl, Cln2 i CIn3), ciclines de fase S (CIb5 i CIb6) i
ciclines de fase G2/M (CIbl, CIb2, CIb3 i Clb4). Totes les ciclines son de
sintesi periodica i els seus nivells oscil.len fortament al llarg del cicle,

excepte Cln3 que només presenta xicotets canvis en la seua expressio i els
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seus nivells s6n practicament constants al llarg del cicle cel.lular. A més
d’activar Cdc28, les ciclines aporten funcions especifiques als complexos
Cdc28-ciclina com el reconeixement de substrats o localitzant a la quinasa
en llocs concrets (Miller and Cross, 2000; Edgington and Futcher, 2001;
Loog and Morgan, 2005). Respecte als inhibidors de ciclines, en S.
cerevisiae s’han descrit dos CKIs de Cdc28: Farl i Sicl. Els dos es
sintetitzen al final de la mitosi i es degraden en la transicié G1/S (McKinney
et al., 1993; Schwob et al., 1994; Schneider et al., 1996; Henchoz et al.,
1997). Farl és un inhibidor dels complexos Cdc28-Cln (Peter and
Herskowitz, 1994; Tyers and Futcher, 1993) que intervé en la coordinaci6
entre creixement i cicle cel.lular (Alberghina et al., 2004), en el procés de
gemmacio i en la resposta a feromones (Peter et al., 1993; Gulli and Peter,
2001). Per la seua part, Sicl és 1'inhibidor dels complexos Cdc28-Clb,
controla 1“inici de la fase S (Schwob et al., 1994; Lengronne and Schwob,

2002) i és important per a 1’eixida de mitosi (Visintin et al., 1998).

Transcripcio i proteolisi en el control del cicle cel.lular

L activacié dels diversos complexos CDK-ciclina al llarg del cicle
cel.lular estara determinada pels nivells existents de ciclines i d“inhibidors en
cada moment. Dos mecanismes moleculars van a ser basics per al control
dels nivells d"aquests reguladors del cicle: la regulacié de la transcripci6
genica i el control de I“estabilitat de proteines.

L expressi6 coordinada de diferents grups de gens al llarg del cicle
cel.lular és una estrategia molt freqiient en S. cerevisiae. Diversos estudis
genomics indiquen que els gens d’expressio periodica representen del 15 al
20% del conjunt global de gens (Cho et al., 1998; Spellman et al., 1998; Iyer
et al., 2001). Aquests gens estan normalment implicats en processos
especifics del cicle cel.lular i el seu pic d’expressié coincideix normalment

amb el moment en que es necessiten els seus productes. Hi ha diverses ones
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d’expressi6 periddica al llarg del cicle: en la transicié6 M/G1, al principi de la
fase G1, en la transicié6 G1/S (START) i en les fases S, G2 i M. Aquesta
transcripcié periddica estd regulada per factors de transcripcié que
freqiientment s expressen també periddicament i estan interrelacionats de tal
forma que contribueixen a organitzar les ones d’expressi6 (Simon et al.,
2001; Breeden, 2003; Bahler, 2005).

El segon mecanisme implicat en el control dels nivells cel.lulars dels
reguladors del cicle cel.lular és la proteolisi per ubiqiiitinacié de proteines 1
degradaci6 en el proteasoma (Hochstrasser et al., 1999). Aquest procés de
degradaci6 es porta a terme per una serie de reaccions. En primer lloc, la
ubiqiiitina ha de ser activada per accié dels enzims activadors d ubiqiiitina
(E1). Una vegada la ubiqiiitina esta activada, s’uneix a la proteina
denominada conjugativa (E2), encarregada de transferir la ubiqiiitina al
substracte. El reconeixement de substrat per part del complex E2 requereix
el complex ubiqiiitina-ligasa E3, que és un element critic de la proteolisi
depenent d’ubiqiiitina. L“unié d’una udnica molecula d’ubiqiiitina a la
proteina diana per la proteina ubiqiiitina-ligasa pot catalitzar successives
transferencies de moltes molecules d ubiqiiitina donant lloc a una cadena de
poliubiqiiitines en la proteina diana. Aquestes ubiqiiitines marquen la
proteina dirigint-la a un gegant complex proteasa, el proteasoma. Les
proteines que formen el proteasoma s’encarregaran d’unir la proteina
ubiqiiitinada i de la seua proteolisi.

El procés d ubiqiiitinacié de proteines i degradacio en el proteasoma
és clau per al control de la progressié en el cicle cel.lular. En S. cerevisiae
existeixen dues ubiqiiitina-ligases (E3) que tenen un paper molt important en
la regulacié del cicle cel.lular: els complexes SCF (SkpI-Cullina-Proteina
amb caixa F) 1 APC (anaphase promoter complex o complex promotor de
I’anafase) (Jorgensen and Tyers, 1999; Morgan, 1999; Zachariae and
Nasmyth, 1999; Tyers and Jorgensen, 2000; DeSalle and Pagano, 2001;
Peters, 2002; Murray, 2004). Aquests complexos ubigqiiitina-ligasa sén
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indispensables per a les transicions G1/S i1 metafase-anafase-eixida de
mitosi. La ubiqiiitinaci6 1 protedlisi en la transicié G1/S la porta a terme la
ubiqiiitina-ligasa SCF. El complex SCF esta format per quatre subunitats:
Skpl, Cdc53 (un membre de la familia de les cullines), una proteina petita
Rbx1 amb un domini RING i una proteina adaptadora amb “‘caixa F” que és
la subunitat responsable del reconeixement del substrat. Aquest complex és
responsable de la degradaci6é de ciclines de G1 (Cln) i dels inhibidors de
CDKs. La transicié metafase-anafase i eixida de mitosi és promoguda pel
complex APC que és un complex d’elevada massa molecular on participen
almenys 13 subunitats incloent dues subunitats activadores responsables de
la unié dels substrats: Cdc20 i Cdhl. El complex APC és responsable de la
degradaci6 d inhibidors d anafase i de ciclines Clb. Una difereéncia important
entre aquestes dues vies €s la seua regulacié. Mentre que el complex SCF
esta constitutivament actiu al llarg de tot el cicle cel.lular i la degradaci6 per
aquesta via és regulada per la fosforilaci6 de les proteines diana
imprescindible per a que siguen reconegudes per SCF, la degradacié de
proteines per la via APC es controla regulant 1"activitat del complex APC
mitjangant fosforilacié per la CDK i la quinasa polo, i per la regulacié de
Cdc20 i Cdhl. D aquesta manera la via de degradacié per APC sols esta
activa en mitosi (per APC/C“**°) i en G1 (per APC/C™™™).

Dinamica del cicle cel.lular

El cicle cellular esta controlat per 1’activacid dels diferents
complexos CDK-ciclina al llarg del cicle. Aquests complexos apareixen en
ones successives d’activitat quinasa garantint 1’ordre i 1"alternanca dels
processos (Nasmyth, 1996; Mendenhall and Hodge, 1998).

En la fase Gl la cellula es troba en un estat de baixa activitat

quinasa Cdc28 i és Cln3 17nica ciclina present en la cel.lula. L inici de la
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nova ronda de divisi6 comenca amb 1’activacié de la quinasa Cdc28-Cln3.
CIn3 esta present durant tot el cicle amb nivells practicament constants pero
el complex només s’activa i entra al nucli al final de la fase G1 quan la
proteina acompanyant Ydjl allibera el complex Cdc28-CIln3 de la seua
associaci6 a la membrana del reticle endoplasmatic (Gari et al., 2001; Wang
et al., 2004; Verges et al., 2007). L’entrada al nucli de la quinasa Cdc28-
ClIn3 promou 1’entrada en una nova ronda de divisi6 cel.lular en activar el
programa de transcripcié d’START especific regulat pel factors de
transcripcié SBF i MBF (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004). Com a
conseqiiencia de 1 activacié d aquest programa transcripcional es produeix la
sintesi de les ciclines Clnl, CIn2, CIb5 i Clb6 (Figura 1.2). Aquestes ciclines
s“uneixen a Cdc28 apareixent bruscament 1 activitat quinasa Cdc28-Clnl i
Cdc28-CIn2 pero estant inactius els complexos Cdc28-Clb5 i Cdc28-Clb6
per la presencia de 1“inhibidor Sicl. Les quinases Cdc28-Cln1/Cln2 posen en
marxa els processos post-START: la polaritzacié del citoesquelet i la
gemmacié (Benton et al., 1993; Lew and Reed, 1993; Cvrckova and
Nasmyth, 1993; Gulli et al., 2000; Moffat and Andrews, 2004; McCusker et
al., 2007), la duplicaci6 i/o separacié del centrosoma (Haase et al., 2001) i
indirectament, la iniciacié de la replicacié del DNA per la degradacié de
I"inhibidor Sicl amb la conseqiient aparicié de 1"activitat de les quinases de
fase S Cdc28-CIb5,6 (Tyers, 1996).

Les quinases de fase S Cdc28-Clb5 i Cdc28-Clb6 s encarreguen de
controlar la sintesi de DNA (Epstein and Cross, 1992; Schwob and Nasmyth,
1993; Donaldson et al., 1998; Drury et al., 2000; Weinreich et al., 2001;
Wilmes et al., 2004). Posteriorment, sorgeix 1 activitat quinasa associada a
les ciclines Clb3 i CIb4 controlant la formaci6 del fus acromatic. Durant la
fase G2/M s’acumulen les activitats quinasa Cdcd28-Clbl 1 Cdcd28-Clb2

que promouen, especialment la segona, el canvi de creixement polaritzat a
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€DKs de Start CDKs de CDKs de fase
fase S (SPF) G2/M (MPF)

Figura 1.2. Ones d activitat quinasa al llarg del cicle cel.lular

creixement isotropic de la gemma (Lew and Reed, 1995b; Tjandra et al.,
1998) i controlen el progrés de la mitosi (Surana et al., 1991; Fitch et al.,
1992; Grandin and Reed, 1993; Lindqvist et al., 2007). Finalment, una
vegada les cel.lules estan en telofase es requereix la inactivacié de les
quinases Cdc28-ClIb per 1 eixida de mitosi i la citoquinesi, tornant a 1 estat de
baixa activitat quinasa (Yeong et al., 2000; Wasch and Cross, 2002;
Stegmeier and Amon, 2004; Bosl and Li, 2005).
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En la inactivacié de 1activitat quinasa Cdc28-Clb al final del cicle
cel.lular intervenen dos mecanismes: 1’activacié de Sicl (I“inhibidor de
"activitat Cdc28-Clb) i la ubigqiiitinacié i1 degradacié de Clb pel complex
APC i pel proteasoma. En els dos casos, I’esdeveniment responsable és
I"activacié de la proteina fosfatasa Cdcl4 (Figura 1.3) (Simanis, 2003;
D'Amours and Amon, 2004; Stegmeier and Amon, 2004; Bosl and Li, 2005).
Cdcl14 esta segrestada al nucléol la major part del cicle cel.lular unida a la
proteina d’ancoratge Netl/Cfil. La seua alliberacié i activacié esta
controlada seqiiencialment per dues rutes, FEAR (cdc Fourteen Early
Anaphase Release) i MEN (mitotic exit network). La ruta FEAR formada per
la separasa Espl, SIk19, Spol2 i la quinasa polo Cdc5, és responsable de
I"alliberacié transitoria de Cdcl4 a I’inici de 1’anafase (Stegmeier et al.,
2002; Azzam et al., 2004; Queralt et al., 2006). Aquesta alliberaci6 de Cdc14
és limitada 1 transitoria, requerint-se la posterior activaci6 de MEN
(composta per la GTPasa Tem1, la seua GEF Ltel i la seua GAP Bfal-Bub2,
Cdcl15 i Dbf2-Mob1) per a la total alliberacié de Cdc14 per tota la cel.lula.

Una vegada totalment alliberada, Cdc14 promou la inactivacié de
1"activitat CDK desfosforilant i activant entre altres substrats Sicl, Swi5 1
Cdhl1. La desfosforilacié de Sicl impedix la seua degradacid, mentre que la
desfosforilacié del factor transcripcional Swi5 permet la seua entrada en el
nucli activant la transcripcié del gen SICI. En quant a Cdhl, la seua
desfosforilaci6 per Cdcl4 origina l“activacié del complex APC/C™
encarregat-se de la degradacié completa de les ciclines mitotiques. Tots
aquests fets provoquen per una banda 1’eliminacié de les ciclines Clb i per
I’altra 1"acumulacié de l“inhibidor Sicl. La conseqiient inactivacié de les
CDK mitotiques origina 1’eixida de mitosi i déna pas a la fase G1 tornant a
1"estat de baixa activitat quinasa. Finalment, diversos mecanismes apaguen la
magquinaria d’eixida de mitosi inactivant les rutes FEAR i MEN i deixant les

cel.lules a punt per comengar un nou cicle cel.lular.
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NUCLEOLUS
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Figura 1.3. Cdcl4 i eixida de mitosi en S. cerevisiae (adaptada de
Simanis, 2003)

LA POLARITZACIO DEL CREIXEMENT

El creixement polaritzat és un fenomen que ocorre practicament en
totes les cel.lules, des de procariots fins a organismes pluricel.lulars sent
fonamental per a nombrosos processos cel.lulars incloent la proliferacio,
diferenciaci6 i morfogenesi. Totes les cellules eucariotes segueixen

essencialment el mateix esquema general en el control del seu creixement
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polaritzat (Drubin and Nelson, 1996; Nelson, 2003). En resposta a senyals
externs o interns s estableix un lloc de polaritzacié en la superficie cel.lular 1
a aquest lloc es recluten les proteines especifiques responsables de la
polaritzacié del citoesquelet per a proporcionar els components cel.lulars
necessaris que inicien i mantenen el creixement polaritzat a la superficie

cel.lular.

Creixement polaritzat en el cicle cel.lular de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae és un organisme model particularment atractiu per a
estudiar aquests processos perque disposa duna pronunciada polaritzacié
cel.lular en resposta a diferents senyals. En S. cerevisiae una caracteristica
molt important és que practicament tots els aspectes del creixement
polaritzat deriven de la polaritzacié del citoesquelet d’actina, el qual esta
altament regulat (Moseley and Goode, 2006; Park and Bi, 2007). Els
filaments d’actina (F-actina) formen tres estructures diferents
bioquimicament i morfologicament. Els patches corticals sén estructures
mobils i discretes riques en F-actina, associades amb invaginacions de la
membrana plasmatica, formats per la nucleacié de 1’actina pel complex
Arp2/3. El segon gran component del citoesquelet d’actina sén els cables,
llargs feixos de F-actina ensamblats per [’activitat nucleadora de les
formines Bnil i Bnrl. Durant el creixement polaritzat, els patches d actina
es concentren i els extrems dels cables d“actina s“orienten cap al lloc en
creixement polaritzat. Finalment, 1 altra estructura on es troba 1"F-actina és
formant part de 17anell contractili d’actomiosina responsable de la
citoquinesi.

Les cel.lules de S. cerevisiae estan sota creixement polaritzat durant
diverses fases del seu cicle vital, com la gemmaci6 i la citoquinesi durant el
creixement vegetatiu o el creixement filamentds, i la conjugacié entre

cel.lules haploides de diferent sexe (Pruyne and Bretscher, 2000b; Pruyne
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and Bretscher, 2000a; Park and Bi, 2007). El procés de polaritzacié del
creixement durant el cicle cel.lular esta controlat tant temporalment com
espacialment (Figura 1.4). Quan comencga un nou cicle, durant la fase Gl1, el
llevat selecciona un lloc de gemmacié en un lloc especific del cortex
cel.lular. Al final de la fase G1, després d’executar-se START, s activa
I"emergencia de la gemma en el lloc préviament marcat. Mentre emergeix la
gemma, els patches i1 cables d actina convergeixen en el lloc en creixement
per mantenir el creixement polaritzat. Aquest periode on la gemma creix des
de la punta s’anomena periode de creixement apical. Més tard, els patches
corticals es redistribuixen aleatoriament sobre la superficie de la gemma.
Aquest periode de creixement on la gemma creix en totes les direccions
s’anomena periode de creixement isotropic. El resultat d’aquesta forma de
creixement polaritzat és la forma tipica el.lipsoidal de les cel.lules de S.
cerevisiae. De fet, defectes en el creixement polaritzat provoquen una
morfologia anormal de les cel.lules caracteritzada o bé per presentar gemmes
molt allargades (conseqiiencia de l‘excessiu creixement apical) o bé per
presentar gemmes esferiques o arredonides (conseqiiencia d “'un defecte en el
manteniment del creixement apical) (Sheu et al., 2000). En les cel.lules
d’algunes soques de llevat s‘indueix una morfologia alternativa (creixement
filamentés o pseudohifal) com a conseqiiencia d’una prolongacié del
creixement apical generant-se cel.lules molts allargades (Kron and Gow,
1995; Madhani and Fink, 1998). Al final del creixement de la gemma o bé
filamentés o bé vegetatiu, els patches corticals i els cables d’actina es
redistribuixen aleatdriament en la mare i en la gemma. A continuaci6, 1°F-
actina s’ensambla amb un anell de miosina préviament establert entre la
mare i la filla formant un anell d"actomiosina. La contraccié d aquest anell
provoca la divisi6 citoplasmatica. Seguidament, es produeix la repolaritzacid
dels patches corticals i cables d actina al coll entre la mare i la gemma filla.
La secreci6 polaritzada en aquesta regié déna lloc a la formacié d"un septe

compost de paret cel.lular, principalment per quitina, que ajudara a la divisi6
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de les dues noves cel.lules. La hidrolisi de la quitina per accid de la quitinasa

donara lloc a dues cel.lules independents.

Regulacié espacial del creixement polaritzat

La polaritzacié i reorganitzaci6 del citoesquelet en totes les cel.lules
eucariotes estan regulades per una familia de proteines petites d‘unié a GTP
(Jaffe and Hall, 2005). En S. cerevisiae hi ha 6 GTPases tipus-Rho
anomenades Cdc42 i Rhol-5, que participen en molts aspectes de la polaritat
cel.lular, secreci6 i biosintesi de la paret cel.lular (Chant, 1999; Park and Bi,
2007).

Paper de Cdc42 en la polaritzacio del creixement

La Rho GTPasa essencial Cdc4?2 és el factor crucial en el control de
la polaritzacié en totes les cel.lules eucariotes (Etienne-Manneville and Hall,
2002). Com totes les GTPases, Cdc4?2 cicla entre un estat actiu unida a GTP
i en altre estat inactiu unida a GDP. Luni6 a GTP requereix el factor
bescanviador de nucledtids de guanina (GEF) Cdc24, el qual controlara
"activacid local de Cdc42 en els llocs de creixement. La inactivacié de
Cdc42 es produeix per la hidrolisi del GTP, regulada per les proteines
activadores de 1"activitat GTPasa Cdc42 (GAPs). En concret en Cdc42 sén
Bem?2, Bem3, Rgal/Dbml i Rga2.

En llevat (igual que en altres organismes multicel.lulars), el punt
clau per a polaritzar el creixement és el reclutament i 1"activacié local de
Cdc42 en llocs especifics de la membrana plasmatica (Ziman et al., 1993;
Richman et al., 2002). Cdc42 és una proteina ancorada en la membrana
plasmatica per modificacions lipidiques a 1’extrem C-terminal. En resposta a
marques espacials Cdc42 es concentra en els llocs de creixement polaritzat,

primer en el lloc on es produeix la gemmacid, més tard en la punta de la
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gemma en creixement i finalment en el coll entre la mare i la filla en la
citoquinesi. Per la seua part, Cdc24 també és una proteina de localitzacid
dinamica al llarg del cicle cel.lular (Toenjes et al., 1999). Cdc24 es localitza
al nucli durant la fase Gl, perd quan comenga un nou cicle cel.lular o
s’inicia el procés de conjugacid i al final de la citoquinesi es localitza als

llocs de creixement polaritzat per interaccié amb un complex multiproteic

Figura 1.4. Dinamica del citoesquelet d actina al llarg del cicle cel.lular
(Pruyne and Brestcher, 2000b)
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especific que dirigeix Cdc24 a la membrana plasmatica. Moltes altres
proteines relacionades amb el citoesquelet es localitzen en els llocs de
creixement, pero per contra a la major part d’elles, la polaritzacié de Cdc42
s’estableix de manera independent a l“actina (encara que necessite el
citoesquelet d’actina per al seu manteniment en aquests llocs) (Irazoqui et
al., 2003; Wedlich-Soldner et al., 2004; Irazoqui et al., 2005). Aquest fet
suggereix que la posicié en el cortex d’aquesta GTPasa defineix 1’eix de la
polaritzaci6 del citoesquelet.

Una de les qiiestions principals en el funcionament de Cdc42 en la
polaritzaci6 del creixement és entendre com s’aconsegueix activar
localitzadament Cdc4?2 i com es manté la seua polaritzacié. Durant el procés
de gemmacid 1 activaci6 polaritzada de Cdc42 es produeix en un lloc concret
de la membrana plasmatica determinat per la maquinaria de selecci6 del lloc
de gemmacié (Figura 1.5A). En funcidé del tipus cellular, el patré de
gemmacio €s diferent: les cel.lules haploides (a o o) presenten un patré axial
(la gemma naix al costat del lloc on previament s’havia produit la divisié
cel.lular) i les diploides presenten un patré de gemmacid bipolar (la ggmma
naix al costat contrari d’on s’havia produit la divisi6 cel.lular) (Chant and
Pringle, 1995; Casamayor and Snyder, 2002). Aquest diferent patré de
gemmacié ocorre en resposta a proteines marcadores que recluten i activen
localment la GTPasa de la familia Ras Bud1/Rsr1 (Park and Bi, 2007). Budl
fa d’intermediaria entre la maquinaria de proteines marcadores espacials que
especifiquen el lloc per a polaritzar el creixement i la maquinaria de
polaritzacié, ja que Budl activat guia a Cdc24 i Cdc42 cap al lloc de
creixement polaritzat on s”activa la GTPasa Cdc42.

En el manteniment de la localitzacié polaritzada al cortex de Cdc42
durant el procés de gemmacié intervenen 1°F-actina, la proteina Beml i un
complex de proteines anomenat el polarisoma. Com s’ha comentat abans,
I"F-actina no és necessaria per a establir la localitzacié polaritzada de Cdc42,

pero ates que Cdc42 és una proteina altament dinamica, per endocitosi
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Figura 1.5. Localitzacid, activacio i funcions de Cdc42 al llarg del cicle
cel.lular (adaptada de Pruyne and Brestcher; 2000a, Park and Bi, 2007)
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polaritzada és rapidament retirada del lloc de polaritzacié i per aco, per al
seu manteniment en aquests llocs és necessari que hi haja exocitosi
polaritzada a través del citoesquelet d’actina (Irazoqui et al., 2005). Per la
seua part, la proteina Bem1 col.localitza amb Cdc42 i Cdc24 en els llocs de
creixement polaritzat facilitant 1'uni6 de Cdc24-Cdc42 a altres proteines
implicades en la polaritzacié com a 1"F-actina i a la quinasa Cla4 (Butty et
al., 2002). Cla4, activat per Cdc42, fosforilara activant Cdc24, establint-se
un mecanisme de retroalimentacié positiva que resulta en un acimul de
proteines Cdc42 1 Cdc24 activades en els llocs de creixement polaritzat.

En quant al polarisoma, és un complex multiproteic localitzat en els
llocs de creixement polaritzat format per diverses proteines relacionades
fisicament i geneticament (Fujiwara et al., 1998; Sheu et al., 1998). Spa2 és
considerada la proteina ancoradora del polarisoma perque interacciona amb
altres proteines que formen part del complex com sén Bnil, Sphl, Pea2 i
Bud6 (Ozaki-Kuroda et al., 2001; Sheu et al., 1998; Shih et al., 2005;
Tcheperegine et al., 2005). A més a més, Spa2 també interacciona amb altres
proteines que participen en el citoesquelet dactina com la MAP Kinasa Sit2
de la ruta PKC (van Drogen and Peter, 2002). El polarisoma regula el
creixement polaritzat en S. cerevisiae per dos mecanismes coordinats:
1"activaci6 local de les GTPases Cdc42 i Rhol, i la regulacié de 1’exocitosi
(Shih et al., 2005; Tcheperegine et al., 2005). El polarisoma no és essencial,
perd en abseéncia de les proteines del polarisoma les cel.lules presenten
fenotips relacionats amb defectes de polaritat com un reduit creixement
apical (que origina cel.lules amb forma esferica de les gemmes), defectes en
1’elongacié filamentosa, en la resposta a feromones (Bidlingmaier and
Snyder, 2004), i defectes en citoquinesi (Shih et al., 2005; Snyder et al.,
1991).

Just abans de la divisi6 cel.lular, es produeix la repolaritzacié de
I"actina al coll entre la mare i la filla (Figura 1.5B). Aquest procés esta

també regulat per la GTPasa Cdc42 i el polarisoma, el qual transloca els seus
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components a la regié del coll entre la mare i la filla. En aquest procés el
marcador espacial al coll estd constituit per una familia de proteines que
participen en diferents aspectes morfogenetics i en la citoquinesi, les septines
(Versele and Thorner, 2005; Lindsey and Momany, 2006). Al principi del
cicle cel.lular, quan naix la gemma, les septines s’organitzen en forma
d“anell al voltant del lloc de gemmaci6 sent responsables de molts successos
morfogenetics perd sense intervindre directament en la polaritzacié. No
obstant aixo, les septines si que son requerides per a la reorientacié dels
patches corticals i cables d’actina al coll entre la mare i la filla abans de la
divisi6 cel.lular mitjancant el reclutament de la proteina del polarisoma Spa2
per interacci6é amb la septina Shs1 (Iwase et al., 2007).

Una vegada activat en el lloc de creixement polaritzat, Cdc42
regulara a través de diversos efectors 1 organitzacié del citoesquelet d“actina
mediant la nucleaci6 dels patches i els cables d actina (Figura 1.5C). Actuant
a través de les proteines quinases tipus PAK Ste20, Cla4 i Skml, Cdc42
regula 1activitat del complex Arp2/3, responsable amb altres proteines de la
formaci6é dels patches d’actina. Pel que fa als cables de F-actina, Cdc42
controla la seua polaritzacié a través de la regulaci6 de lactivitat de les
formines Bnil i Bnrl per dues vies paral.leles (Evangelista et al., 1997;
Evangelista et al., 2002). Una ruta, conservada en cel.lules eucariotes
implica el polarisoma i la formina Bnil, la qual és activada per Cdc42 bé per
interacci6 directa o bé indirectament a través de la quinasa PAK Ste20.
L’altra ruta, especifica de llevat, implica a les proteines Gic1/Gic2 (Brown et
al., 1997; Chen et al., 1997), les quals controlen a través de les septines
["activitat de la formina Bnrl.

A més a més del seu paper en la polaritzacié del citoesquelet
d’actina, Cdc42 també té altres funcions cel.lulars. Aixi, juga un paper
directe en les etapes finals de I’exocitosi interaccionant amb proteines
implicades en la maquinaria de secrecié com la GTPasa Sec4, implicada en

el transport de vesicules de secrecié, o la proteina Sec3 de 1’exocyst,

19



Introduccio

complex multiproteic implicat en la fusié i ancoratge de vesicules en els
llocs de secrecié (Zhang et al., 2001; Adamo et al., 2001; Roumanie et al.,
2005). Cdc42 també controla un altre aspecte crucial en la morfogenesi
cel.lular com és la regulaci6 de les septines. A través de Gicl, Gic2 i Bnil
recluta a les septines mentre que a través de Cla4 controlara la formaci6 de
Ianell de septines (Iwase et al., 2006; Park and Bi, 2007). Com hem
comentat abans, les septines no intervenen directament en la polaritzacié en
les etapes inicials del cicle cel.lular perd si al final del cicle cel.lular on tenen

un paper important en la citoquinesi.

Rhol, la ruta d” integritat cel.lular i Tor2

Tant la proteina essencial Rhol com Rho2 (proteina no essencial
parcialment redundant amb Rhol) estan implicades en la polaritzacié del
citoesquelet d’actina. Rhol es localitza en els llocs de creixement polaritzat
on regula multiples processos implicats en la biogenesi de la paret cel.lular,
I"organitzaci6 del citoesquelet d’actina i 1’exocitosi actuant a través de tres
efectors: la B-1,3-glucano sintasa (Fks1 i Fks2), la proteina quinasa C (Pkcl)
i la formina Bnil (Jaffe and Hall, 2005). Per una banda, Rhol estimula la
sintesi de paret cel.lular directament com a subunitat reguladora de la
glucano sintasa i indirectament a través de 1"activacié de la protein quinasa
C. Per altra banda, Rhol afecta el citoesquelet d’actina mitjancant la
regulacié de la formina Bnil i mitjancant 1“activacié de la protein quinasa C.
A més a més, Rhol és imprescindible per a 1’ensamblatge i 1 activitat de
1"anell contractil d"actomiosina en el lloc de divisié cel.lular (Dong et al.,
2003; Tolliday et al., 2002; Yoshida et al., 2006). Finalment, Rhol també
regula 1’exocitosi polaritzada interaccionant amb el component de 1’exocyst
Sec3 (Guo et al., 2001).

Rhol i Pkcl formen part de 1’anomenada ruta d“integritat cel.lular o
ruta PKC. El nucli de la ruta PKC esta constituit per una cascada de MAP
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quinases que es fosforilen i activen seqiiencialment: la proteina Pkcl
(activada per la GTPasa Rhol) activa la MAPKKK Bckl i aquesta les
MAPKK redundants, Mkkl i Mkk2 que s’encarreguen d’activar 17dltim
element de la cascada, la MAPK SIt2/Mpk1 (Levin, 2005). Front alteracions
en la paret cel.lular generades per diferents estressos o durant els periodes de
creixement polaritzat, a través de sensors de membrana s’indueix la
fosforilacié 1 activacié de Slt2, essencial per a mantindre la integritat
cel.lular. El manteniment de la integritat de la paret cel.lular implica la
biosintesi de components de la paret cel.lular mitjangant el control del factor
de transcripcié Rlm1 implicat en 1’expressié de gens de paret cel.lular. Per
altra banda, diversos estudis han suggerit que la ruta PKC controla la
polaritzacié del citoesquelet d”actina dirigint les vesicules de secrecid al lloc
de creixement en la superficie cel.lular (Breton et al., 2001; Costigan et al.,
1992; Mazzoni et al., 1993; Nanduri and Tartakoff, 2001; Valdivia and
Schekman, 2003). De fet s ha descrit que mutacions en diversos membres de
la ruta PKC produeixen una distribucié aberrant del citoesquelet d’actina i
una acumulacié de les vesicules de secrecid. Diverses proteines d aquesta
ruta com la propia Rhol, SIt2, Mkk1 i Mkk2 (MAP quinases activadores de
S1t2) es localitzen en llocs de creixement polaritzat. Aquesta localitzacid
depén del polarisoma (Fujiwara et al., 1998; Sheu et al., 1998; van Drogen
and Peter, 2002).

Una altra proteina relacionada amb el citoesquelet d’actina i la ruta
d’integritat cel.lular és Tor2 (Target of rapamycin). Tor2 és una proteina
essencial amb activitat Ser/Thr quinasa que forma part dels complexos:
TORC1 1 TORC2 (Loewith et al., 2002). Formant part del complex TORCI,
comparteix amb la proteina homologa Torl, una funcié essencial regulant el
creixement en resposta a nutrients. A banda d aquesta funci6, Tor2 (formant
part del complex TORC2) té una funcié especifica i essencial en

I"organitzacié del citoesquelet d’actina mitjangant la regulacié de la ruta
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d’integritat cel.lular (Fadri et al., 2005; Helliwell et al., 1998a; Helliwell et
al., 1998b; Schmidt et al., 1996; Schmidt et al., 1997).

Altres Rho GTPases

Les proteines Rho-GTPases Rho3 i Rho4 participen conjuntament en
el manteniment de la polaritzacié dactina i formacié de la gemma (Matsui
and Toh, 1992), compartint una funcié essencial en 1"activacié directa de les
formines Bnil i Bnrl (Dong et al., 2003). A més de per la seua interacci6
amb les formines, Rho3 i Rho4 estan implicades en la secrecid, ja que
interaccionen amb components de 1’exocyst Sec3 i Exo70 (Adamo et al.,
1999; Robinson et al., 1999). Rho3 també participa en el transport de
vesicules a través dels cables d’actina interaccionant directament amb la
miosina Myo2. En quant a Rho5, s’ha suggerit que regula la depolaritzaci6
de l"actina i que podria funcionar reprimint la ruta d’integritat de la paret
cel.lular (Schmitz et al., 2002).

Regulacié temporal del creixement polaritzat

El procés de la polaritzacié del creixement no sols esta controlat
espacialment siné que també esta coordinat temporalment, de manera que
ocorre només en uns moments determinats del cicle cel.lular (Lew and Reed,
1995b; Pruyne and Bretscher, 2000b; Pruyne and Bretscher, 2000a; Park and
Bi, 2007). Hi ha una dependencia dinamica del citoesquelet d“actina amb la
maquinaria que controla el cicle cel.lular i aixi els processos morfogenetics
com |aparicié de la gemma o la repolaritzacié de 1"actina al coll al final de
mitosi estan governats en ultim terme per les activitats CDKs. No obstant,
els mecanismes moleculars d’eixa regulacid no estan esclarits.

Durant la transicié G1/S, Cdc28 associada a les ciclines de fase G1

Cln polaritzen el citoesquelet per a emergir la gemma. Aixi, la inhibici6 de
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les proteines Cln bloqueja 1’emergencia de la gemma, mentre que la
sobreexpressié d aquestes ciclines hiperpolaritzen el creixement (Lew and
Reed, 1993) (Figura 1.6). Com s ha comentat abans, el procés de gemmacié
esta regulat per l7activitat de Cdc42. L activaci6 de Cdc42 depén del
reclutament a la membrana de la seua GEF Cdc24. Durant la fase Gl1,

Cdc24 esta segrestrada en el nucli associada a la proteina Farl. L activaci6

b1,

Cdc28

Figura 1.6. Regulacié del citoesquelet d actina al llarg del cicle cel.lular
per les CDK (adaptada de Pruyne and Brestcher, 2000b)
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dels complexos Cdc28-CIn1/2 desencadena la degradaci6 de Farl alliberant
Cdc24, el qual pot eixir llavors al citoplasma i activar Cdc42 (Gulli et al.,
2000; Gulli and Peter, 2001; Chang and Peter, 2003). D altra banda, els
complexos Cdc28-Clb promouen la depolaritzacié de 1°actina durant el canvi
de creixement apical a isotropic de la gemma (Grandin and Reed, 1993; Lew
and Reed, 1993; Surana et al., 1993; Tjandra et al., 1998). Aixi, els mutants
en ciclines CIbl,2 presenten gemmes hiperpolaritzades pel defecte en apagar
el creixement apical, mentre que la sobreexpressié de CIbl1 i Clb2 accelera el
canvi a isotropic. No es coneix exactament com la quinasa controla aquest
procés encara que s ha descrit que esta implicada la Cdc42-GTPasa (Tjandra
et al., 1998). A més a més, Cdc28-CIb2 intervé impedint la repolaritzacié del
citoesquelet d’actina al coll (Lew and Reed, 1993). Sols al final d’anafase,
una vegada activada la degradacié proteolitica de les ciclines Clb i acumulat
I"inhibidor Sicl, la quinasa Cdc28-CIb2 s’inactiva i el citoesquelet dactina
es direcciona al coll. La inactivacié de Cdc28-Clb2 també permetra la
translocaci6 de la quitina sintasa 2 (implicada en la formacié del septe) des
del reticle endoplasmatic al coll entre la mare i la filla (VerPlank and Li,
2005; Zhang et al., 2006) i I’'ensamblatge d“un nou lloc de gemmacié amb la
translocacié al cortex dels components del polarisoma implicats en aquest
ensamblatge (Padmashree and Surana, 2001), processos que estan bloquejats
per l“activitat quinasa.

Una altra connexié entre el citoesquelet d’actina i la maquinaria de
control del cicle cel.lular ve reflectida pel checkpoint de morfogenesi (Lew
and Reed, 1995a; Lew, 2000). Aquest mecanisme respon a perturbacions del
citoesquelet d’actina que afecten a la formacié de la gemma mitjangant
I’activaci6 de 1“inhibidor de CDK Swel, una proteina quinasa que fosforila
inhibint aixi a la CDK. Aixi, es retarda la transici6 G2/M fins que es
recupera el citoesquelet d“actina i es completa eficientment la formacié de la

gemma.
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LA DIVISIO CEL.LULAR: CITOQUINESI I SEPTACIO

El procés de la divisioé cel.lular en S. cerevisiae

La idea basica del procés de divisi6 cel.lular ha estat conservada des
de bacteries a plantes, animals i fongs, i implica la contraccié d"un anell
d’actomiosina que invagina la membrana plasmatica. La contraccid
d’aquesta estructura genera la forca requerida per a dividir el citoplasma en
dos, de manera que la cel.lula en divisié se separara en dues cel.lules. Les
cel.lules on la membrana plasmatica es troba envoltada per una paret
cel.lular rigida, com és el cas de S. cerevisiae, es troben amb una
complicacié més ja que entre elles s ha de dipositar el material necessari per
a formar un septe de paret cel.lular. Per tant, una caracteristica de S.
cerevisiae és que la divisié cel.lular es porta a terme per 1"accié coordinada
d’un anell contractil d’actomiosina i la formacié d'un septe ric en quitina
entre les dues cel.lules en divisio.

En S. cerevisiae la posicié del planol de divisié de la cel.lula
s’estableix en el moment de gemmacié. La cellula es dividira per
I"estretament del coll que es troba entre la cel.lula mare i la filla. El coll és el
lloc on els diferents components requerits per a la divisié es localitzaran en
diferents moments del cicle cel.lular. Les primeres proteines que apleguen,
fins i tot abans d emergir la gemma, son les septines (Kinoshita, 2006; Joo et
al., 2005; Spiliotis and Nelson, 2006). Les septines estan implicades en
["organitzacié estructural del coll formant un anell que funciona com una
barrera de difusié en el coll i reclutant factors implicats en morfogénesi. Un
d’aquests factors és la quitina sintasa 3, encarregada de la formaci6é d’un
anell de quitina al coll en el moment de la gemmacié el qual és essencial per
a la integritat estructural del coll (Schmidt et al., 2003; Shaw et al.,
1991)Altre factor que recluten les septines és Myol (Bi et al., 1998), 1"unica

miosina tipus II del llevat. Myol es localitza en el lloc de divisié de la
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cel.lula abans d’emergir la gemma. Una vegada emergeix la gemma, Myol
roman en el coll i al final d"anafase s incorpora ['F-actina per formar 1"anell
d’actomiosina funcional (Bi et al., 1998; Lippincott and Li, 1998; Tolliday et
al., 2002). A més a més, les septines com abans hem descrit també sén
requerides per a la reorientaci6 del citoesquelet d’actina al coll mitjangant
I’interaccié amb el polarisoma (Iwase et al., 2007).

Deprés de completar-se la mitosi, una serie estricta de processos van
a afectar a les estructures que es localitzen en el coll entre la mare i la filla.
Primer, 1"anell de septines es dividira en dos i la quitina sintasa 2 es
translocara des del reticle endoplasmatic al coll. Seguidament, es produira la
contraccié de I’anell d’actomiosina per un mecanisme dependent del
direccionament i activacio local en el coll de Rhol (Yoshida et al., 2006). La
contracci6 de I1’anell espenta i invagina la membrana plasmatica.
Simultaniament, la quitina sintasa 2 va dipositant quitina per a formar el
septe primari que ajuda a espentar la membrana plasmatica fins estrangular-
la (Cabib et al., 2001; Cabib, 2004). A continuacid, 1“anell contractil
desapareix i les membranes de les dues noves cel.lules formades es tanquen.
En aquest punt, la citoquinesi s’ha completat perd el procés de septacid
encara no ha finalitzat ja que faltaria la construccié dun septe secundari
entre la mare i la filla de composici6 semblant a la de la paret cel.lular en la
formacié del qual intervé la quitina sintasa 3. La funci6 del septe secundari
és protegir a les dues cel.lules durant la separaci6. Per ultim, les dues
cel.lules se separen per 1“accié d’enzims hidrolitics com la -1-3-glucanasa i
especialment la quitinasa, encarregada d’hidrolitzar el septe primari. La
reparacié de la paret durant la separacié cel.lular la porta a terme una altra
quitina sintasa, la Chs 1 (Cabib, 2004) (Figura 1.7).

En S. cerevisiae la contraccié de 17anell d actomiosina i la formacié
del septe primari sén part integral del mateix procés citoquinetic. Aquests
dos processos son interdependents i es necessiten reciprocament per a

completar correctament la citoquinesi (Cabib, 2004; Schmidt et al., 2002).
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Ara bé, ni la contraccié de 1anell ni la formacié del septe primari €és
essencial per a la viabilitat cel.lular perqu¢ sense un procés o altre es
produeix la citoquinesis i la septacid, encara que de manera anormal. En els
dos casos es forma un septe aberrant que és un septe secundari ric en quitina
sintetitzada per la quitina sintasa 3 que espenta la membrana plasmatica fins

estrangular-la.

paret cel.lular quitina sintasa 2

anell actomiosina

septines J}

|

)4
membrana plasmatica +}epie primari (quitina)

v €

+ septe secundari
Ll

patches d'actina
quitinasa

00

Figura 1.7. La citoquinesi en S. cerevisiae (Adaptada de Erfei Bi, 2001)
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Coordinacio de la citoquinesi/septacié amb 1 eixida de mitosi

En S. cerevisiae, els processos morfogenetics que ocorren al final de
la divisié cel.lular estan coordinats amb 1’eixida de mitosi. Com hem
comentat abans, 1’eixida de mitosi implica la inactivacié de la CDK, una
inactivaci6 que es produeix per 1“activacié de la fosfatasa Cdc14 per la ruta
MEN. L analisi de mutants men en condicions que permeten a les cel.lules
eixir de mitosi va revelar que les proteines MEN, a més a més de en eixida
de mitosi, també van a intervindre en la funcié de 1’anell contractil
d’actomiosina, en la reorientacié del citoesquelet d actina al coll i el procés
de septacié (Corbett et al., 2006; Lee et al., 2001; Lippincott et al., 2001;
Luca et al., 2001). No obstant, mentre el paper de la ruta MEN en eixida de
mitosi esta ben establert, els mecanismes moleculars pels quals MEN
controla la citoquinesi i la septacié no estan clars. En qualsevol cas, el procés
clau és la translocacié de components de MEN des de 1’SPB al coll entre la
mare i la filla (Frenz et al., 2000; Luca et al., 2001; Molk et al., 2004;
Visintin and Amon, 2001; Xu et al., 2000; Yoshida and Toh-e A, 2001),
procés que ocorre una vegada s’inactiven les CDKs (Hwa et al., 2003). En
resum, el requeriment de les proteines de la ruta MEN per a la correcta
citoquinesi/septacio, la seua translocacié del SPB al coll entre mare 1 filla 1
l"activacié daquesta translocacié només quan s’inactiva la quinasa mitotica
sén punts critics que uneixen temporal i mecanisticament la citoquinesi a
I"eixida de mitosi.

Finalment, 1“interrelacié d’eixida de mitosi i morfogenesi no sols es
reflecteix en la implicacié de proteinas MEN en la citoquinesi i en la
septacid sino també en que proteines de polaritat com Cdc4?2 afecten la ruta
MEN. En concret, Cdc42 controla 1"activacié de la GTPasa Teml regulant
per una banda 1"unié i activacié de la GEF Ltel al cortex i per altra banda
inhibint la GAP Bub2-Bfal, induint aixi 1"activacié de la ruta MEN (Hofken
and Schiebel, 2004; Hofken and Schiebel, 2002).
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TRANSLOCACIO DE PROTEINES AL RETICLE ENDOPLASMATIC I
MODIFICACIO POSTTRADUCCIONAL

En general, proteines destinades a la superficie cel-lular, membranes
internes o a compartiments de vies de secrecid son inicialment translocades
al lumen o integrades en la membrana del reticle endoplasmatic (RE). Totes
aquestes proteines utilitzen la mateixa maquinaria de translocacié: un canal
hidrofilic conductor de proteines format pel complex heterotrimeric Sec61
conegut com el translocé (Rapoport, 2007). No obstant aix0, mentre que les
proteines de secrecié creuen la membrana completament, el procés
d’integraci6 de les proteines de membrana és més complicat. Aquestes
proteines poden tenir un o més segments transmembrana i la maquinaria
d’integraci6 és capag de crear diverses topologies, cadascuna de les quals €s
dictada d’alguna manera per la seqiiencia de la proteina (Goder and Spiess,
2001; Rapoport et al., 2004; Rapoport, 2007). C6m aquestes proteines
s’integren en la bicapa i adopten les diferents topologies és una qiiestid
encara no resolta.

Per al procés de localizaci6 en el RE les proteines utilitzen un senyal
constituit per un domini curt d’aminoacids que dirigeixen el seu transport
des del citosol a la membrana del RE. Normalment, les seqiiencies senyal es
localitzen en 1’extrem N-terminal; no obstant aix0, també poden localitzar-se
dins de la proteina o en 1’extrem C-terminal (von Heijne and Manoil, 1990).
Aquestes seqiiencies varien en la composicié i longitud, pero totes elles
contenen una regié N-terminal carregada, una regidé central hidrofobica
(essencial per a la translocacié de la proteina) i una regi6 polar (amb un lloc
de reconeixement per a peptidases). Recentment, s’ha descrit que l’alta
variabilitat observada podria permetre a la cel-lula regular selectivament la
translocacié de proteines al RE (Kang et al., 2006). Aquestes seqiiencies

senyal poden ser processades (eliminades) per les peptidases de llevat
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després o durant la translocacié de la proteina o també a vegades, poden

servir per unir la proteina a la membrana (High and Dobberstein, 1992).

Mecanismes de translocaciéo a través de la membrana del reticle

endoplasmatic

En el procés de translocacié de les proteines a través de la bicapa
lipidica s’ha descrit que el canal conductor de proteines format per Sec61
actua com un porus passiu permetent a la cadena polipeptidica lliscar-se en
els dos sentits a través del canal. Per aixo, el canal necessita associar-se amb
complexos proteics col.laboradors que proporcionen l’energia per a la
translocaci6. En eucariotes, dependent del complex col.laborador i de si la
sintesi proteica s’ha completat o no, el canal funciona translocant les
proteines de dues maneres diferents: cotraduccional o posttraduccionalment
(Rapoport, 2007).

En el cas de la translocacié cotraduccional, que és la forma de
translocaci6 majoritaria, el ribosoma és el principal complex associat i la
translocaci6 al RE té lloc mentre la proteina encara esta sintetitzant-se. De
fet comenca només la seqiiencia senyal de la cadena polipeptidica emergeix
del ribosoma. Immediatament, un factor citosolic (la particula de
reconeixement de la seqiiencia senyal o SRP), s“uneix al complex format pel
ribosoma i la cadena naixent. Aquest complex cadena naixent-ribosoma-SRP
es dirigeix al lloc de la membrana on es localitza el seu receptor de
membrana (receptor SRP o SR) (Halic and Beckmann, 2005; Luirink and
Sinning, 2004) produint-se dues interaccions: d’una banda, el ribosoma
interacciona amb el translocé Sec61 i d altra banda, la SRP interacciona amb
el receptor SRP (SR) iniciant-se la translocacié de la proteina per la

membrana i continuant-se la sintesi de proteina (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Mecanismes de translocacié6 en la membrana del reticle
endoplasmatic (adaptada de Corsi and Shekman, 1996 i (Mandon and
Gilmore, 2007)
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En la translocacié posttraduccional, la proteina s’ha sintetitzat
totalment abans de contactar amb la membrana del RE. Les proteines que
utilitzen aquest mecanisme d’insercié aparentment encara requereixen una
seqiiencia senyal pero és menys hidrofobica i per tant escapa de la interaccié
amb la SRP (Ng et al., 1996). En aquest mode de translocacid, el translocé
Sec61 interacciona amb altre complex Sec62/Sec63 i la proteina del lumen
del RE de la familia de les ATPases Hsp70 (BiP en mamifers, Kar2 en
llevat). En aquest procés de translocacid, mentre la proteina travessa el canal
també podria lliscar en qualsevol direccié perd la unié de la cadena
polipeptidica amb la proteina Kar2 dins del lumen del RE estimula la seua
activitat ATPasa proporcionant |’energia necessaria per a dirigir el
desplagament del polipeptid per un mecanisme seqiiencial (Matlack et al.,
1999; Plath and Rapoport, 2000) impedint aixi el moviment cap arrere, cap
al citosol.

A més, s’ha descrit un altre mecanisme de translocacid
exclusivament per a proteines ancorades a la membrana per un domini en
I"extrem C-terminal (C-tail ancored proteins) (Steel et al., 2002; Yabal et al.,
2003). Aquestes proteines tenen només un punt d ancoratge a la membrana
localitzat dins dels 50 aminoacids de 1’extrem C-terminal, de manera que
I"extrem N-terminal queda orientat cap al citosol. En aquest cas, també es
tracta d’una translocacié posttraduccional ja que la traduccié de la proteina
es completa abans d“ancorar-se a la membrana pero el procés és independent
de la maquinaria Sec. (Stefanovic and Hegde, 2007) han demostrat que
aquestes proteines son reconegudes per un complex que es troba en el
citosol, el TRC (transmembrane domain recognition complex). Aquest TRC
funciona com un receptor dirigint i unint les proteines a la membrana del
RE. El TRC consta de diverses subunitats, sent la TRC40 (Arr4/Get3 en en
S. cerevisiae) la subunitat essencial que coordina el direccionament i inserci6

en la membrana.
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Glicosilacié de proteines en el reticle endoplasmatic

Moltes proteines translocades al RE son glicosilades. En general, la
glicosilacié és una modificacié co o posttraduccional de proteines que
serveix per a expandir la diversitat del proteoma. Les proteines glicosilades
estan implicades en molts processos cel.lulars incloent direccionament i
reconeixement intracel.lular, plegament i estabilitat de les proteines (Mitra et
al., 2006; Weerapana and Imperiali, 2006). Hi ha tres tipus de glicosilacié de
proteines acoblades a la ruta secretora en llevat (Herscovics and Orlean,
1993): 1"'N-glicosilacié (addicié de sucres a una Asn), 1’O-glicosilacié
(addici6 de sucres a residus de Ser o Thr) i la modificacié per GPI (addicié
d“un glicosilfosfatidil inositol a 1’extrem C-terminal d 'una proteina).

L’N-glicosilacié és la modificaci6 predominant en cel.lules
eucariotes 1 ha sigut ampliament estudiada particularment en llevat (Chavan
et al., 2005). En aquest procés, conforme la proteina naixent entra en el
lumen del RE a través del transloc6 Sec61, la seua seqiiencia és escanejada
per l’oligosacariltransferasa (OST) que rastreja les Asn localitzades en
motius Asn-X-Ser/Thr de la proteina (podent ser X qualsevol aminoacid
excepte Pro). Aquestes Asn sén modificades covalentement per 1’addicid
d’un core preformat de glicans compost per tres residus de glucosa, nou
mannoses i dues N-acetilglucosamines (GlcsManyGlcNAc,). Posteriorment,
en proteines de secrecid, aquest core de glicans pot sofrir un procés de
maduraci6 per glicosidases i glicosiltransferases del Golgi.

L°OST és un complex multimeric localitzat en la membrana de RE
amb el lloc actiu orientat cap al lumen (Kelleher and Gilmore, 2006). Aquest
complex enzimatic es troba associat al translocd, ja que la transferéncia dels
sucres a la Asn determinada de la proteina pot océrrer mentre la proteina
encara esta sintetitzant-se i per tant, encara esta emergent pel transloco.
Només en que s’hagen translocat al lumen del RE de 12 a 15 aminoacids de

la proteina naixent, la OST ja pot funcionar (Nilsson and von Heijne, 2000).
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De fet, la glicosilacié es produeix solament quan una Asn susceptible de ser
glicosilada es localitza com a minin a 12 aminoacids abans o 14 aminoacids
deprés d’un segment transmembrana. Ates que la glicosilacié de les
proteines ocorre en el RE de manera especifica, concretament en el
compartiment luminal del RE, el fet que una proteina es glicosile
proporciona informacié topologica de la proteina (van Geest M. and
Lolkema, 2000).

Un altre tipus de glicosilacié de les proteines és 1°0O-glicosilacid
(Peter-Katalinic, 2005). Les proteines modificades per O-glicosilacié
presenten la caracteristica comuna que els sucres s addicionen a una Ser o
Thr proxima a una Pro i a més a més, el lloc acceptor sol presentar una
conformaci6 beta. El primer pas en 1’O-glicosilacié comenga en el RE amb
la transferencia d 'una mannosa al grup hidroxil de Ser o Thr i continua en el
Golgi on s’uneixen més carbohidrats. L."O-glicosilacié és catalitzada per
proteines anomenades mannosiltransferases (proteines Pmt). En S. cerevisiae
existeixen almenys 6 gens PMT (Gentzsch and Tanner, 1997; Strahl-
Bolsinger et al., 1999; Ecker et al., 2003; Girrbach and Strahl, 2003).

Una altra modificacié posttraduccional per glicosilacié que poden
sofrir les proteines una vegada translocades al RE és la modificaci6 pel grup
glicosilfosfatidil inositol (GPI) (Ikezawa, 2002). Aquesta modificacié es
troba en totes les cel.lules d’eucariotes. En el cas de S. cerevisiae, les
proteines descrites modificades per un grup GPI solen ser proteines
localitzades en la membrana plasmatica o proteines que formen part de la
paret cel.lular. Els precursors de les proteines per a ser modificades per un
grup GPI es caracteritzen perque contenen dues seqiiencies hidrofobiques:
una, en l’extrem N-terminal que és la seqiiencia senyal que dirigeix la
proteina al reticle endoplasmatic, i altra, en 1’extrem C-terminal per retindre
la proteina en la membrana del RE fins que es produisca la modificacié per
GPI (Caro et al., 1997; Ikezawa, 2002; Frieman and Cormack, 2003;

Frieman and Cormack, 2004). En aquest procés de modificacié primer
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s’elimina la seqiiencia senyal de 1’extrem N-terminal i seguidament 1’extrem
C-terminal es processa per un complex transamidasa, quedant la proteina
amb un nou aminoacid C-terminal denominat lloc ® . Els aminoacids més
eficients com a lloc ®sén Asn i Gly que s’uneixen mitjangant un enllag
amida al grup etanolamina del glicolipid preformat. El grup inositol funciona
com un ancoratge hidrofobic que permet a la proteina unir-se a la membrana.
Les proteines que s’ancoren a la membrana per un grup GPI es poden
identificar mitjancant 1us de fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol
(PI-PLC) que hidrolitza especificament els acids grassos que mantenen
ancorada la proteina a la bicapa lipidica dissociant aixi la proteina de la
membrana (Nuoffer et al., 1991).

Degradacio de proteines associada al reticle endoplasmatic

Les proteines sén translocades al RE en un estat deplegat per a
després modificar-se i plegar-se fins adquirir la seua conformaci6
biologicament activa (Kostova and Wolf, 2003). Aquestes proteines sén
sotmeses a un estricte control de qualitat dins del RE que discrimina entre
proteines plegades adequada o inadequadament. Aixi, les proteines
defectuoses son seleccionades i translocades de nou a través del translocd
perd en sentit contrari, des del RE al citosol (retrotranslocacid), on es
degraden pel sistema ubiqiiitina-proteasoma. Tot aquest procés es coneix
com a degradacié de proteines associada al reticle endoplasmatic o ruta
ERAD (Romisch, 2005; Meusser et al., 2005; McCracken and Brodsky,
1996). S han descrit almenys dues ubiqiiitin-ligases E3 (Hrd1-Der3 i Doal0)
localitzades en la membrana de RE que organitzen diferents complexes
proteics que s’encarreguen de rebre i processar les proteines mal plegades.
Aquests complexos defineixen diferents rutes que reconeixen lesions en els
dominis citosolics (ERAD-C), dominis transmembrana (ERAD-M) i dominis
luminals (ERAD-L) dels sustrats (Kawaguchi and Ng, 2007). L’energia
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necessaria per al transport dels substrats a través de la membrana del reticle
és subministrada per I’ATPasa Cdc48 junt amb alguns cofactors. Finalment
els substrats poliubiqiiitinats, ja en el citosol sén reconeguts per un altre
complex proteic on intervé Rad23 que lliura el substrat al proteasoma.

Encara que la ruta ERAD va ser originalment descrita com una via
de degradacié de proteines mal plegades, té una funcié més general. Aixi
esta clar que aquesta via és necessaria per al control de I’activitat d’altres
substrats proteics localitzats al RE com per exemple I’enzim clau de la ruta
del mevalonat (3-hidroxi 3-metilglutaril coenzim A reductasa HMGR)
(Hampton, 2002). A més a més, (Hitchcock et al., 2003) identificaren un
conjunt de proteines associades a membrana que sén ubiqiiitinades en
resposta a mutacions en la maquinaria de ERAD entre les quals es troben
proteines de la membrana del RE, permeases de la membrana plasmatica,
receptors, enzims i sorprenentment, components del citoesquelet d’actina
com la propia Actl, suggerint que algunes d’aquestes proteines son substrats
d’ERAD. Més recentment s’ha demostrat que components de la ruta ERAD
participen en la degradacié de proteines que no es localitzen en el RE o en
membranes siné que soén proteines solubles tant del citosol com del nucli
(Deng and Hochstrasser, 2006).

Rotl, UNA PROTEINA ESSENCIAL DE S. cerevisiae AMB FUNCIO
DESCONEGUDA

En els darrers anys s’han realitzat moltes analisis globals mitjangant
tecniques protedmiques i genomiques que han permés el descobriment de
productes de nous gens, portant a un millor enteniment del funcionament
cel.lular, especialment en S. cerevisiae. Hi ha bases de dades de llevat en les

quals s’organitza tota la informacié que es coneix sobre els gens i les
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proteines. Malgrat aco, la funcié molecular d’alguns gens encara és
deconeguda. Aquest és el cas de ROTI (reversal of tor2), un gen essencial de
llevat. El gen ROTI es va identificar en un rastreig genétic on es buscaven
mutacions supressores de la letalitat de la soca mutant tor2” (Bickle et al.,
1998). TOR2 esta implicat en el control del creixement cel-lular i en
I"organitzacié del citoesquelet d’actina i com que ROT! suprimeix a la
mutacié tor2, podria ser que ROTI estiguera relacionat amb aquestes
funcions. S’ha descrit que el mutant rot/ pot créixer en presencia dun
estabilitzador osmotic com és el sorbitol, indicant que aquest mutant
presenta alteracions en la paret cel.lular (Machi et al., 2004). De fet, la
proteina Rotl és requerida per a mantenir nivells normals de 1,3- 3 -glucans
i 1,6-B -glucans i quitina, components de la paret cel.lular (Bickle et al.,
1998; Machi et al., 2004). També s’ha identificat Rotl en un rastreig de
supressors en la soca mutant en la dolicol quinasa Sec59 defectuosa en la
formacié del dolicol fosfat i I’ensamblatge de la paret cel.lular (Orlowski et
al., 2007). Per altra banda, en una analisi a gran escala d’interaccions
genetiques s ha agrupat a ROTI en la categoria funcional de gens implicats
en la formacié de paret cel.lular, biosintesi de GPI i modificacions de
proteines per O-glicosilacidé (Schuldiner et al., 2005). A més a més, en una
analisi global de busqueda d’activitats proteiques de llevat s’ha identificat a
Rotl com una proteina capac d’unir fosfatidilinositol (PI) (Zhu et al., 2001).
El PI és un constituent de membranes cel.lulars i també serveix com a segon
missatger que regula processos relacionats amb el citoesquelet i amb el
transit de membranes. Recentment, s ha publicat que Rotl podria funcionar
junt amb Kar2 en el correcte plegament de les proteines en el reticle
endoplasmatic i possiblement també podria estar implicat en la lisi dels
cossos autofagics (Takeuchi et al., 2006a; Takeuchi et al., 2006b). La
informaci6 actual sobre la possible funcié de Rotl es completa amb assajos
de doble hibrid a nivell genomic on es descriu una interaccid fisica amb

Nas2, una proteina homologa d“una subunitat reguladora del proteasoma de

37



Introduccio

mamifers (Watanabe et al., 1998). S’ha descrit que Nas2 interacciona amb
subunitats del proteasoma i també amb proteines del polarisoma (Drees et
al., 2001). Malgrat tota aquesta informacid, la funcié6 molecular de Rotl

encara no esta esclarida.

OBJECTIUS

Ates que la funcié molecular del gen essencial ROTI de
Saccharomyces cerevisiae encara és desconeguda i que podria estar
relacionada amb els processos de morfogenesi i proliferacié cel-lular es
proposa com a objectius d “aquest treball portar a terme la:

1. Caracteritzaci6 funcional de la proteina Rotl.

Aquesta caracteritzacié funcional de Rotl s’abordara utilitzant una
soca mutant condicional en ROTI. La inactivaci6 del gen permetra 1’estudi
del fenotip del mutant, determinar interaccions genetiques amb altres gens de
S. cerevisiae, aixi com ’estudi de possibles defectes del cicle cel.lular en
aquesta soca mutant.

2. Caracteritzaci6 bioquimica de Rotl.

Per a entendre millor [“activitat de la proteina Rotl i la seua funcié
molecular, es proposa com a segon objectiu una analisi exhaustiva de la
bioquimica de Rotl. Aixi, s’estudiara la localitzaci6 subcel.lular de Rotl, el
mecanisme de localitzacié subcel.lular, possibles modificacions
posttraduccionals i dominis funcionals de la proteina. A més a més,

s’analitzara l“estabilitat de la proteina en la cel.lula.

38



2. Materials i metoces

Soques i condicions de creixement

Escherichia coli

Durant tot el treball realitzat, la soca d’Escherichia coli emprada va
ser la DH5a. Les cel.lules es varen créixer en medi LB (0.5% d’extracte de
llevat, 1% de triptona, 1% de NaCl) o en medi 2xYT (1% d’extracte llevat,
2% de triptona, 1% de NaCl). Les soques resistents a ampicilina es varen
créixer en medi LB o 2xYT suplementat amb 50 pg/mL d ampicil.lina i 50
pg/mL de nafcil.lina (anomenats LBA o 2xYTA respectivament). Per a la

preparacié de plaques en medi solid es va afegir agar bacteriologic al 2%.
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Tots els medis es varen esterilitzar en autoclau 20 min a 1 atm de

pressid 1 120°C. Els cultius es varen créixer a 37°C en agitacio.

Saccharomyces cerevisiae

Les soques de llevat utilitzades en aquest treball es descriuen en les
taules 2.1 i 2.2. Les interrupcions del gens es varen realitzar utilitzant
plasmidis amb casset de disrupcié o bé obtenint els cassets de disrupcié per
PCR a partir d’altres soques o a partir de plasmidis segons es descriu en
(Longtine et al., 1998). Els marcatges de les proteines amb diferents epitops i
la substitucié del promotor del gen pel promotor GALI es va realitzar
integrant fragments de DNA amplificats per PCR (Longtine et al., 1998). La
substitucié del promotor del gen pel promotor tetO; es va realitzar integrant
fragments de DNA amplificats per PCR a partir del plasmidi pCM225 i la
introduccid del superrepressor tTRes va realitzar per integracié del plasmidi
pCM244 digerit amb EcoRV (Belli et al., 1998). Posteriorment els
transformants es varen seleccionar per créixement en el medi de selecci6 i es
varen comprovar per PCR amb els oligonucleotids corresponents.

Les cel.lules de llevat es varen créixer en medi YPD (1% d’extracte de
llevat, 2% de peptona bacteriologica, 2% de glucosa), YPGal (1% d’extracte
de llevat, 2% de peptona bacteriologica, 2% de galactosa) o medi minim
sintetic (0.67% yeast nitrogen base, amb 2% de glucosa -SD-, 2% de
galactosa -SGal- o 2% de rafinosa -SRaf- com a font de carboni)
suplementat amb 40 pg/mL dels aminoacids apropiats per a la selecci6 de
transformants. Per a la preparacié de plaques en medi solid es va afegir agar
bacteriologic al 2%. Les soques resistents a la kanamicina es varen créixer
en plaques de YPD o YPGal amb 200 pg/mL de geneticina G418. Per a
reprimir el promotor fetQ; es va afegir doxiciclina a concentracié final de 5

pg/mL (repressio total) o de 0.5 pug/mL (repressio parcial). Les cel.lules es
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Taula 2.1. Soques de llevat utilitzades en el capitol 3

Soca Genotip Origen
W303-1a MATa ade2 trpl leu2 his3 ura3 canl Aquest grup
1783 MATa ade? trpl leu2 his3 ura3 sucA9 D.Levin
CML240 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl E.Herrero
CMV p(tetR’-SSN6)::LEU2
CD104-2c MATa clb2::LEU2 ura3 leu2 his3 trpl ade2 canl B.Futcher
ssdl-d
cdcl5-2 cdcl5-2 en W303 Nashmyth
cdcl6 MATa cdcl6-1 leu2 his7 ura3 gall L.Hartwell
cdc20 MATa ade?2 trpl leu2 his3 ura3 canl cdc20 F.Ulhmann
DITD2-  MATa cdc42-1 leu2 ura3 trpl his4 gal2 J.C.Pringle
16D
DLA454 slt2::TRPlen 1783 D.Levin
HTY600  cdc34-2 en W303-1a L.H.Johnston
HNY21-  rhol-104 en OHNY1 Y.Takai
Y323
JC6-3a MATa pkcl-8 ade2 ura3 his3 leu2 trpl canl met Aquest grup
KTM200U MATa apc2::HIS7 ura3 leu2 trpl papc2-8-TRPI L.H.Johnston
MTY740  cdc53-1 en W303-1a M.Tyers
OHNY1- MATa ade2 trpl leu2 his3 ura3 Y.Takai
Y324
WCG4a  MATa his3 leu2 ura3 D.H.Wolf
WCG4-  prel-1 pre2-2 en WCGa. D.H.Wolf
11722
JCY216 kanMX4-tetO,:ROTI en CML240 Aquest grup
JCY255 kanMX4-tetO,:ROTI en CD104-2c Aquest grup
JCYA431 kanMX4-tetO,:ROTI en DLA54 Aquest grup
JCYA433 kanMX4-tetO,:ROTI en JC6-3a Aquest grup
JCY553 kanMX4-tetO,:ROTI en cdcl6 Aquest grup
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JCYS555 kanMX4-tetO;:ROTI en KTM200U Aquest grup
MCY10 ROTI1-3HA-TRP1 en CML240 Aquest treball
MCY26 kanMX4-tetO,:ROTI en MTY740 Aquest treball
MCY32 kanMX4-tetO;:ROTI en WCG4-11/22 Aquest treball
MCY68 kanMX4-tetO,:ROTI en W303-1a Aquest treball
MCY92 kanMX4-tetO,:ROTI en DJITD2-16D Aquest treball
MCY100 kanMX4-tetO,:ROTI en HTY600 Aquest treball
MCY123  CLB2-3HA-HIS3 SIC-13myc-TRPI en cdcl5-2 Aquest treball
MCY125  kanMX4-tetO,:ROTI en WCG4o. Aquest treball
MCY139  kanMX4-tetO,:ROTI en cdc20 Aquest treball
MCY151  kanMX4-tetO;:ROTI ~ CMVp(tetR’-SSN6)::LEU2 ~ Aquest treball
en MCY123
MCY158  kanMX4-tetO,:ROTI en HNY21 Aquest treball
MCY186  kanMX4-tetO,:ROTI en 1783 Aquest treball
MCY188  clb2::LEU2 en DITD2-16D Aquest treball
MCY189  c¢lb2::LEU2 en MCY92 Aquest treball
MCY192  kanMX4-tetO;:ROTI en JCY216 Aquest treball
MCY198 MYOI-GFP-TRPI enJCY216 Aquest treball
MCY200 kanMX4-tetO,:ROTI en OHNY1 Aquest treball
Taula 2.2. Soques de llevat utilitzades en el capitol 4.
Soca Genotip Origen
W303-1a  MATa ade? trpl leu2 his3 ura3 canl Aquest grup
CML240 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl E.Herrero
CMVp (tetR’-SSN6)::LEU2
CYC209 MATa trpl leu2 his3 ura3 tTA-LEU2 KAR?2- M.Aldea
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CYC211

BY4741
cdc20
KTM200U
MHY1631

MTY740
MWY50

pmtl

pmt2
pmt3
pmtS
pmt6
XMAOQ0-4T
WCG4o

WCG4-
11722

JCY216
JCY526
JCY1012
MCY62

MCY175

MCY215

MCY217

MCY222

MATa trpl leu2 his3 ura3 tTA-LEU2 SEC62-
FLAG-Kan

MAT a his3 leu2 metl5 ura3
MATa ade?2 trpl leu2 his3 ura3 canl cdc20
MATa apc2::HIS7 ura3 leu2 trpl papc2-8-TRPI

MATa his3 leu2 trpl ura3 trpl lys2
hrd1A::LEU2 doal0A::HIS3

cdc53-1 en W303-1a

MAT aade2 his3 leu2 trpl ura3 canl KANMX4-
PMET:SEC62

vdl095w: :kanMX4 en BY4741

yal023c::kanMX4 en BY4741

yor321w::kanMX4 en BY4741

vdl093w::kanMX4 en BY4741

ygri99w::kanMX4 en BY4741

MATo ura3 leu2 his3 trpl lys2 suc2 pmt4::TRP1
MATa his3 leu2 ura3

prel-1 pre2-2 en WCGo

kanMX4-tetO,:ROTI en CML240
KanMX6-GALI:HA-ROTI en W303
cdhl::kanMX4 en W303-1a

kanMX6-GALI-3HA-ROT]I rotl (Al-25) en W303-
la pROT1

kanMX6-GALI-3HA-ROT]I rotl (Al-60) en W303-
la pROT1

kanMX4-tetO7:SEC61 CMVp(tetR’-SSN6)::LEU2
en W303-1a

kanMX4-tetO;:SEC65 CMVp(tetR’-SSN6)::LEU?2
en W303-1a

TRPI ROTI (A200-256) en MCY 175

M.Aldea

Euroscarf
F.Ulhmann
L.H.Johnston
M.Hochstrasser

M.Tyers
C.J.Stirling

Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
Euroscarf
S.Strahl

D.H.Wolf
D.H.Wolf

Aquest grup
Aquest grup
Aquest grup
Aquest treball

Aquest treball

Aquest treball

Aquest treball

Aquest treball
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MCY223  TRPI ROTI (4200-256) en MCY232 Aquest treball

MCY232  kanMX6-GALI-3HA-ROT1 rotl (A1-90) en  Aquest treball
W303-1a pROT1

MCY238 TRPI ROTI (A229-256) en MCY62 Aquest treball
MCY240 TRPI ROTI (A229-256) en MCY 175 Aquest treball
MCY241 TRPI ROTI (4229-256) en MCY232 Aquest treball
MCY243  TRPI ROTI (4200-256) en MCY62 Aquest treball

varen créixer en agitaci6 a 28°C o a 25°C en cas de ser soques
termosensibles.

Per a sincronitzar cultius amb factor a, es va afegir el factor o a una
concentracié final de 5 pg/mL a cultius exponencials de cel.lules MATa
crescudes en YPD. Després de 2 hores, varem tornar a afegir 2.5 pg/mL de
factor o 1 es va deixar incubant 2 hores més. El factor o s elimina del medi
per filtracié rapida llavant-se les cel.lules amb abundant medi fresc.
Finalment les cel.lules es varen resuspendre per sonicacid i es varen incubar
en medi fresc a 28°C. En el cas de les soques fetO;:ROTI, es varen afegir 5
pg/mL de doxiciclina durant la incubacié amb el factor o i després

d’alliberar de 1 aturada.

Transformacio de bacteria

Les transformacions de bacteéria es varen realitzar amb cel.lules
electrocompetents de la soca DH5Sa d°E. coli seguint el metode de
transformacid per electroporacié. Es va utilitzar un electroporador E. coli
Pulser (Biorad), en condicions de 1,8 kV, 25 uF, 200 Q. Una vegada

sotmeses al pols de corrent, es deixaren recuperar en medi SOC (0.5 %
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d’extracte de llevat, 0.5 % de triptona, 20 mM de glucosa, 10 mM de NaCl,
2.5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO,) durant una hora a

37°C i posteriorment es varen sembrar en plaques de LBA.
Transformacio de llevat

Les transformacions amb plasmidis i productes de PCR es varen
realitzar seguint el metode de transformacié amb acetat de liti. Es varen
resuspendre 1-2 x 10 ® cel.lules amb 50 pL de solucié LiAc/TE (0.01 M
Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M AcLi). Es va afegir esperma de salm6
desnaturalitzat (3.5 pg/uL de cel.lules), el DNA a transformar i 300 uL de
solucié LiAc/TE amb 40 % de polietilenglicol. Les cel.lules es varen incubar
a 30° C durant 30 minuts i després es varen sotmetre a xoc termic de 42°C
durant 15 minuts i es varen sembrar en el medi SD en abséncia de
I"aminoacid adequat. Les transformacions en les que la selecci6 era
resistencia a kanamicina es va seguir el mateix protocol amb algunes
modificacions, deprés del xoc termic, les cel.lules es varen centrifugar i es
varen incubar en 4 mL de YPD en agitaci6 durant 4 hores abans de sembrar-

les en plaques amb geneticina.
Construccio de plasmidis

Construccié dels plasmidis pROTI-CEN, pROTI-2u., pROTI-HA-CEN,
pROTI1-HA-2ui pGALI:ROTI-HA

El plasmidi pROT1-CEN es va obtindre per clonatge d un fragment
de DNA des del nucleotid — 430 fins al nicleotid + 955 del gen ROTI
amplificat per PCR en el vector pRS314 digerit amb els enzims de restriccid

EcoRI-BamHI. Seguidament, el fragment de restricci6 EcoRI-BamHI obtés
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d’aquest plasmidi es va subclonar al vector Yeplacl12 per a obtindre el
plasmidi pROT1-2.

El plasmidi pROT1-HA-CEN conté tres copies de la seqiiencia que
codifica 1"epitop HA integrades en pauta de lectura entre els aminoacids 181
i 182 de la regi6 codificant de ROTI. Aquest plasmidi es va construir en
dues etapes. Primer, es va amplificar per PCR un fragment de la seqii¢ncia
de ROTI des del nucleotid — 430 fins al + 543 utilitzant un oligonucleotid
revers que contenia la seqiiencia codificant per a una copia de 1’epitop HA 1
es va clonar en el vector Ycplac22 digerit amb els enzims de restriccié
EcoRI-BamHI. A continuacié es va amplificar per PCR el fragment de la
seqiiencia del gen ROTI des del nudcleotid + 544 fins al + 955, utilitzant un
oligonucleotid directe que contenia la seqiiencia codificant per a dues copies
de I"epitop HA i es va clonar en el plasmidi anterior digerit amb els enzims
de restricci6 BamHI-Sphl, obtenint el plasmidi pROTI1-HA-CEN.
Finalment, el fragment de restriccié EcoRI-Sphl obtés del plasmidi pROT1-
HA-CEN va ser subclonat en YEplac112 per a obtindre el plasmidi pROT1-
HA-2p i en YCplac33 per a generar el plasmidi pROT1-HA-URA3.

El plasmidi pGAL1:ROT1-HA es va obtenir substituint el promotor
de ROT1 pel promotor GALI en el plasmidi pROT1-HA-CEN integrant un
fragment amplificat per PCR a partir del plasmidi pFA6a-kanMX6-PGAL1
(Longtine et al., 1998).

Construccid dels plasmidis pROT1-HA“*****°-CEN, pROTI-HA*****-24,
pROTI-HA®***-CEN i pROT1-HA®"*-21

Un fragment de DNA des del nucleotid — 430 fins al + 684 o fins al
+ 600 amplificat per PCr a partir del plasmidi pPROT1-HA-CEN, es va clonar

en el vector pRS314 digerit amb els enzims de restriccié EcoRI-Xhol o en
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els vectors YEplac112 i YCPlac22 digerit amb EcoRI-Sall per a obtindre els
plasmidis pROT1-HA*“***°.CEN, pROTI1-HA***?**2 i pROT1-HA*"
*6_CEN respectivament. Seguidament, el fragment de restriccié EcoRI-Sall
obtés a partir del plasmidi pROT1-HA“***°.CEN es va subclonar en el
vector YEplac112 obtenint el plasmidi pROT1-HA**"*%2yy.

Construccid del plasmidi pROTI-HA******°-]8L, pROTI1-HA*****-18L-2u

El plasmidi pROT1-HA®**?%_18L es va construir en dues etapes.
Primer, es va amplificar per PCR un fragment de la seqiiencia de ROT1 des
del nucleotid — 430 fins al + 684 utilitzant com a motlle el plasmidi pROT1-
HA i es va clonar en el vector YCplac50 digerit amb els els enzims de
restriccié EcoRI-Pstl. A continuacid, es va amplificar per PCR un fragment
del gen ROT! des del nucleotid + 772 fins al + 955 utilitzant un
oligonucleotid directe que contenia la seqiiencia codificant per a una cua de
18 polileucines i es va clonar en pauta de lectura en el plasmidi anterior
digerit amb els enzims de restriccid PstI-Sphl per a obtindre el plasmidi
pROTI1-HA****°_18L. Després, el fragment de restricci6 EcoRI-Sphl
obtingut del plasmidi centroméric pROT1-HA®**?°_18L va ser subclonat en
YEplac112 per a obtindre el plasmidi pROT 1-HA*****-18L-2pu.

Construccié dels plasmidis pROTI"™?
Els plasmidis pROT1™? pROTIN'®? pROTIN'? pROTIN'™C,
pROTIN'®1Q pROTIN'®'71Q deriven del plasmidi pROT1-HA-CEN per

mutagenesi dirigida utilitzant un sistema comercial PCR mutagenesi Kit

QuikChange (Stratagene) seguint les instruccions del fabricant.
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Assajos de creixement

Per analitzar el creixement de soques de llevat en sectors es va
sembrar una quantitat equivalent de cada soca en plaques adequades i es
varen deixar creixent durant 2-3 dies a la temperatura indicada.

Per analitzar el creixement de soques de llevat en gotejos es varen
preparar dilucions seriades (1:10, 1:100, 1:1000) de cultius en fase
exponencial (2-8 x 10° cel.lules/mL) de les diferents soques després d“igualar
concentracions (normalment a 5 X 10° cel.lules). De cadascuna de les
dilucions es varen sembrar 5 puL en placa amb el medi de cultiu apropiat i les

plaques es varen incubar a la temperatura indicada.

Comptatge de cel.lules

La concentraci6 cel.lular dels cultius es va deteminar afegint de 10 a
100 pL de cultiu a 10 mL d“isoton en cultius en fase exponencial i després
d“una breu sonicacié per dispersar les cel.lules es va determinar el nombre

de cel.lules utilitzant un Particle Count and Size Analyser Z, (Coulter Inc.).

Determinacio de 1'index de gemmacio

L’index de gemmaci6 (budding index) es va determinar en cultius
exponencials (2-8 x 10° cel.lules/mL), després d’una breu sonicacid, per
recompte al microscopi de les cel.lules sense gemma, amb gemma o
regemmades. Els resultats son la mitjana d“almenys tres recomptes diferents

(100 cel.lules/recompte).
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Analisis de cel.lules per microscopia de fluorescencia
Tincié d F-actina, quitina, nuclis i membranes

La tincié d’F-actina es va realitzar utilitzant ceél.lules fixades durant
tota la nit a 4°C en 4% de formaldehid. Per a visualitzar 1"'F-actina es
resuspenen les cel.lules en una disolucié 0.Img/mL d"Alexa Fluor 488
phalloidin (Molecular Probes). La tinci6 de quitina i de nuclis es varen
realitzar utilitzant cel.lules fixades durant 5 minuts a temperatura ambient
amb etanol 70%. Per a visualitzar la quitina i els nuclis es resuspenen les
cel.lules en una disolucié 0.1 mg/mL de Calcofluor White (Sigma) o 0.1
mg/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindol, DAPI (Sigma) respectivament. Per a
la tinci6 de membranes cel.lulars, les cel.lules es varen resuspendre en 95%
d’etanol que contenia 0.1 mg/mlL 1,1-dioctadecil-3,3,3",3 -tetrametil-
indocarbocianina perclorat (Dil, Promega). Després de 20 minuts

d’incubacié a 37° C, les cel.lules es varen llavar dues vegades amb aigua.
Localitzacio de proteines mitjancant immunofluorescencia indirecta

Aproximadament 10® cel.lules es varen fixar amb un tampé A (100
mM de KH,PO, pH 6.4, 0.5 mM MgCl,) amb 3.7% de formaldehid i es
varen incubar durant 2 hores a 30°C. Després es varen llavar amb un tamp6
B (d’igual composicié que el tampé A amb 1.2 M de sorbitol). Per a
I"obtencié dels esferoplasts es varen incubar les cel.lules amb el tamp6 B
afegint 0.1% P-mercaptoetanol i zimoliasa 20T a 200ug/mL durant 20
minuts a 37°C en agitacid i després es varen llavar amb tampé B. Aliquotes
de 5-10 pL de la suspensidé d’aquests esferoplasts es varen distribuir en
portes de microscopi amb pouets, on varen ser tractades amb un agent
bloquejant, PBS (150 mM NacCl, 40 mM Na,HPO, i 10 mM NaH,PO,)-BSA
0.1% durant 20 minuts 4°C. Després, es varen afegir 10 uL d"una dilucié 0.4
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pg/mL d’anticos primari anti-HA High Affinity 3F10 (Roche) o 10 uLL d"una
dilucié 0.4 pg/mL d“anticos o-tubulina (Serotec Ltd.) en PBS-BSA durant 2
hores a 4°C. Es va llavar 1"anticos primari amb PBS-BSA i es va incubar
amb 1’anticos secundari Alexa Fluor 546 anti-rat IgG (Molecular Probes)
durant 1 hora a 4°C en obscuritat. Després de llavar els esferoplasts, el DNA
es va tenyir amb DAPI 0.1pug/mL en PBS.

Localitzacio de proteines amb marcatge GFP

Les proteines etiquetades amb GFP es varen visualitzar en cel.lules

vives crescudes en el medi sintetic corresponent.

Les mostres es varen analitzar en un microscopi de fluorescencia
Axioskop 2 de Zeiss Inc. 1 les fotografies es varen obtindre amb una camera
SPOT de Diagnostic Instruments Inc. Les analisis per microscopia confocal
es varen realitzar en un microscopi confocal Leica TCS obtenint series de
seccions amb un interval de 140 nm i les imatges es varen processar amb el
Leica Confocal Software (LCS).

Extractes proteics i analisi per Western blot

Els extractes totals de proteines es varen preparar a partir de 10°
cel.lules de cultius en fase exponencial. Les cel.lules es varen llavar amb
aigua i es varen resuspendre amb 100 uL d’'H,O i 100 pL. de NaOH 0.2M
agitant en vortex. Després d’incubar 10 minuts a temperatura ambient es
varen centrifugar a 12.000 rpm durant 1 minut. El pellet es va resuspendre en
50 pL de dissolvent de mostres SDS-PAGE amb DTT i després d incubar a
95°C durant 5 minuts. 1’extracte es va clarificar per centrifugacié a 3.000
rpm durant 10 minuts. Concentracions equivalents de proteina total es varen

separar per SDS-PAGE i es varen transferir a membranes de nitrocel.lulosa

50



Materials i métodes

mitjangant electrotransferencia en humit a 100 V durant 40 minuts. Les
membranes es varen blocar amb TBS-T (0.1M Tris-HCI pH 7.5, 0,125M
NaCl, 0.01% Tween-20) suplementat amb agent bloquejant al 2% durant 1 h
a temperatura ambient i a continuacid es varen incubar amb |“anticos primari
durant tota la nit a 4°C. L’excés d’anticds primari va eliminar amb tres
llavats de 15 minuts amb TBS-T. Les membranes es varen incubar amb
anticos secundari durant 45 minuts a 4°C. Després de llavar amb TBS-T es
varen revelar les membranes utilizant els reactius ECL Advance Western
blotting (GE Healthcare) seguint les instruccions del fabricant. Els
anticossos utilizats varen ser anti-HA 12CA5 de Roche, anti-HA 3F10 de
Roche, anti-c-myc 9E10 de Roche, anti-GST de GE Healthcare, anti-FLAG
de GE Healthcare, anti-GFP d” Invitrogen, anti-Cdc2-p34 (anti-PSTAIRE)

de Santa Cruz i antitubulina de Molecular Probes.
Fraccionament subcel.lular

Extractes totals de proteines es varen preparar a partir de 5 x 10°
cel.lules de cultius en fase exponencial. Les cel.lules es varen llavar amb
aigua, es varen resuspendre amb 500 pL de tampd de lisi (0.1 M sorbitol, 50
mM KOAc, 2 mM EDTA, 20 mM HEPES pH 7.5 1 1 mM DTT) suplementat
amb inhibidors de proteases (Roche) i es varen lisar mitjancant agitacio
vigorosa amb perles de vidre a 4°C durant sis polsos d”1 minut. Els extractes
es varen centrifugar a 700 x g durant 5 minuts per separar les restes cel.lulars
del sobrenadant. Aquest sobrenadant es va dividir en diferents aliquotes que
es varen sotmetre als segiients tractaments durant 1 hora en gel: 0.5 M NaCl,
2,5 M urea, 0.1 M Na,CO; (pH 11.5) 0 1% Triton X-100 amb 0.5 M NaCl.
Després de la incubacid, les mostres es varen centrifugar a 100.000 x g (rotor
TLA-55 Beckman) durant 1 hora a 4°C per tal de separar la fraccié soluble

(S) de la fraccié de membranes o pellet (P). Quantitats equivalents de
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proteina de les diverses fraccions es varen separar per SDS-PAGE i es varen

analitzar per western blot.

Assajos d’estabilitat de proteines

Les soques CML240 i JCY216 transformades amb el plasmidi
pGAL1:CLB2-3HA o pGAL1:CLN2-3HA es varen créixer en medi sintetic
amb rafinosa (SRaf) en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina durant 8 hores.
Després es va afegir galactosa a concentraci6 final del 2% (SGal) per induir
la transcripcié dels gens sota el promotor GALI durant 30 minuts. Les
cel.lules es varen recollir i resuspendre en medi sintétic amb glucosa (SD).
Finalment, les cel.lules es varen arreplegar a diferents temps durant 120
minuts i els extractes proteics es varen analitzar per western.

En el cas de lanalisi de I’estabilitat de Clb2 en cellules
sincronitzades en GI, les cel.lules es varen créixer en SRaf i1 es varen
bloquejar amb factor o en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Després de 4
hores es va afegir galactosa per induir el promotor GALI i després de 30
minuts es va afegir cicloheximida per a bloquejar la sintesi de proteines.

En el cas de l"analisi de l’estabilitat de Rotl, les diferents soques
transformades amb el plasmidi pGAL1:ROT1-3HA es varen créixer en medi
sintetic amb galactosa (SGal) o medi complet amb galactosa (YPGal) durant
tota la nit. Les cel.lules es varen recollir i resuspendre en medi sintetic amb
glucosa (SD) o en medi complet amb glucosa (YPD). Finalment, les cel.lules
es varen arreplegar a diferents temps durant 120 minuts i els extractes

proteics es varen analitzar per western.

Assaig de sensibilitat a proteinasa K

Extractes totals de proteines es varen preparar en condicions que

permeten mantenir la integritat dels microsomes. 50 O.D. de cel.lules de
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cultius en fase exponencial es varen llavar amb aigua i després amb 500 pL
de tamp¢ sorbitol (0.7 M sorbitol, 50 mM Tris-HCI pH 7.5). Les cel.lules es
varen resuspendre amb 150 pL del tampd sorbitol suplementat amb
inhibidors de proteases i es varen lisar mitjancant agitacié amb perles de
vidre a 4°C durant dos polsos d‘un minut. Seguidament es varen centrifugar
a 700 x g durant 5 minuts a 4°C. La concentracié de proteines del
sobrenadant es va determinar pel metode de Bradford utilitzant el reactiu
Dye Reagent de Bio-Rad. L’extracte proteic es va dividir en diferents
aliquotes: una aliquota control, una segona aliquota amb 0.1 mg/mL
proteinasa K, i una tercera aliquota amb proteinasa K i 1% Triton-X100.
Totes les mostres es varen incubar durant 20 minuts en gel. Seguidament,
per aturar la reacci6 es va afegir PMSF dissolt amb DMSO a una
concentracio final de SmM 1 es varen precipitar les proteines amb 15% (v/v)
d’acid tricloro-acetic (TCA). Els pellets es varen solubilitzar amb dissolvent
de mostres SDS-PAGE, incubar a 95°C durant 5 minuts i centrifugar a
13.000 x rpm durant 10 minuts a 4°C. Les proteines solubles es varen

detectar per western amb els anticossos corresponents.

Tractament amb fosfolipasa C especifica de fosfatidil-inositol

Extractes totals de proteines es varen preparar a partir de 5 x 10°
cel.lules de cultius en fase exponencial. Les cel.lules es varen llavar amb
aigua, resuspendre amb 500 uL de tampé de lisi (0.3 M sorbitol, 0.1 M
NaCl, 5SmM MgCl,, 10 mM Tris-HC1 pH7.4, 1 mM EDTA) suplementat amb
inhibidors de proteases i es varen lisar mitjancant agitacié vigorosa amb
perles de vidre a 4°C durant sis polsos d“un minut. Per a clarificar el lisat
cel-lular es va centrifugar a 2000 x g durant 5 minuts a 4°C i després aquest

sobrenadant es va centrifugar a 100.000 x g (rotor TLA-55 Beckman) durant

53



Materials i métodes

1 hora a 4°C per tal de separar la fracci6 soluble (S) de la fracci6 de
membranes o pellet (P). La fraccié de membranes es va resuspendre amb
500 pL de tampé d’incubacié (100 mM Tris-HCI pH7.4, S mM EDTA)
suplementat amb inhibidors de proteases i es va dividir en dues aliquotes que
varen ser incubades durant 1 hora a 30°C amb o sense 0.5U de PI-PLC. Els
assajos es varen realitzar amb dues PI-PLC diferents, una de Bacillus cereus
(Sigma) 1 altra de Bacillus thuringiensis (ICN Biomedicals). Després del
tractament les mostres es varen centrifugar a 100.000 x g (rotor TLA-55
Beckman) durant 1 hora a 4°C i les proteines de les fases solubles es varen
precipitar amb 15% (v/v) de TCA. Totes les mostres es varen separar per
SDS-PAGE i posteriorment varen ser detectades per western amb els

anticossos corresponents.

Tractament amb endoglicosidasa H

Extractes totals de proteines es varen preparar a partir de 1 x 10°
cel.lules de cultius en fase exponencial. Les cel.lules es varen llavar amb
aigua, es varen resuspendre amb tampdé 50 mM Tris-HCl a pH 7.5
suplementat amb inhibidors de proteases i es varen lisar mitjangant agitacié
vigorosa amb perles de vidre a 4°C durant tres polsos d‘un minut. EI lisat es
va clarificar de les restes cel.lulars per centrifugacié a 2000 x g durant 5
minuts a 4°C. El sobrenadant es va desnaturalitzar per addicié d"un volum de
tamp6 de desnaturalitzacié (1 mM Tris-Cl pH 7.5, 40 mM DTT, 0.5% SDS)
1 es va incubar durant 5 minuts a 95°C. Les mostres es varen diluir a la mitat
ajustant a una concentraci6 final de 0.2 mM d’acetat amonic a pH 5.5 1 es
varen separar en dues aliquotes que varen ser incubades durant 2 hores a
37°C amb o sense 50mU d’endoglicosidasa H (Roche). Les proteines es

varen separar per SDS-PAGE i posteriorment es varen detectar per western.
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Assaig d’activitat B-galactosidasa

L actividad B-galactosidasa es va determinar a partir de 5 x 10’-10®
cel.lules. Una vegada recollides i llavades amb aigua, es varen resuspendre
amb 200 pL de tamp6 Z (60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,-H,0, 10 mM
KCI, 1 mM MgSO,, 0.1% de B-mercaptoetanol, pH 7) contenint 1mg/mL de
zimoliasa 20T. Després de 20 minuts a 30°C es varen clarificar els extractes
per centrifugacié. Quantitats adequades d’extracte (2-180uL) es varen
ajustar amb un tampd Z fins un volum final de 900 pL i es varen afegir 180
UL d’ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopirandsid) a una concentracié de 4
mg/ml. Les mostres es varen incubar a 30°C fins que desenvoluparen color
groc. Les reaccions es varen detenir addicionant 450 uLL de Na,CO; 1 M i es
va determinar 1’absorbancia a 420nm. L‘activitat s’expressa en U/mg
proteina total, on 1U es defineix com Ay 10*/min d’incubacié. La

concentracid de proteina total es va quantificar pel metode de Bradford.
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3. Caracteritzacio funclonal de Rot

CONSTRUCCIO D 'UN MUTANT rotl CONDICIONAL

El gen ROTI és un gen essencial. Per a poder investigar la funcio
molecular de la proteina Rotl varem construir una soca mutant condicional
que expressa el gen ROTI sota el control del promotor tetO, regulat per
doxiciclina. Varem realitzar diversos experiments amb la finalitat
d’averiguar si el promotor fetO; regula correctament l’expressié del gen
ROTI. Es va etiquetar Rotl en 1’extrem C-terminal amb 1’epitop HA i es va
analitzar el nivell de proteina Rotl en les cel.lules crescudes en absencia o
presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Com s observa en la figura 3.1A, a les

2 hores de créixer les cel.lules amb 5 pg/mL de doxiciclina, 1’expressié del
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gen ROTI ja esta totalment reprimida. A més a més, es pot observar també
que el nivell de proteina en la soca tetO;:ROTI en condicions de no-
repressio és 1.6 vegades major que en la soca silvestre. Com s esperava, ates
que €s un gen essencial, les cel.lules ferO;:ROTI sén inviables en medi YPD
suplementat amb doxiciclina (Figura 3.1B). Aquest defecte del creixement es
suprimeix a l'introduir un plasmidi que conté el gen ROTI. També es va
analitzar si les cel.lules mutants rot/ presentaven defectes en la viabilitat en
cultius liquids per la qual cosa es va fer una corba de creixement. En la
grafica 3.1C, s’observa que les cel.lules mutants rot/ creixen més lentament
que les cel.lules silvestres. Aquests resultats indiquen que el promotor
regulable funciona correctament, la qual cosa ens permet disposar d ‘una soca

mutant rot/ condicional.

Figura 3.1. Caracteritzacié del defecte de creixement de la soca mutant
tetO:ROTI1. (A) Analisi per western dels nivells de proteina Rotl en extractes de
les soques ROTI-HA (MCY10) i tetO;:ROTI-HA (MCY192) crescudes en YPD i
incubats en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina (dox). S“inclou un extracte de la
soca silvestre (CML240) sense marcar com a control negatiu (wt). Una banda
inespecifica que reacciona amb l“anticos es mostra com a control de carrega (*). (B)
Dilucions seriades de cultius en creixement exponencial de les soques silvestre
(CML240) i mutant tetO,:ROTI (JCY216) transformades amb un vector control o
amb un plasmidi centromeric que expressa el gen ROT] es varen sembrar en plaques
de YPD en presencia o abséncia de 5 pg/mL de doxiciclina i es varen incubar a 28°C
durant 3 dies. (C) Corba de creixement de cultius de la soca silvestre (CML240) i de
la soca tetO;:ROT1 (JCY216) en presencia o abséncia de 5 pg/mL de doxiciclina.
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ROT1 £S NECESSARI PER AL CREIXEMENT APICAL DE LA GEMMA

En un primer intent de caracteritzar la funcié de Rotl, es va afegir
doxiciclina a les cel.lules ferO;:ROTI en creixement exponencial i després
de 8 hores es va analitzar la morfologia cel.lular. La primera diferéncia que
s’observa és que les cel.lules rot/ tenen forma esferica en lloc de forma
el.lipsoidal tipica de la soca silvestre de S. cerevisiae (Figura 3.2A). Aquest
defecte es pot quantificar mesurant la relacié longitud-amplaria de la gemma
ja que aquesta relaci6 sera superior a 1 per a cel.lules el.lipsoidals i al voltant
d’l per a cel.lules redones. Tal i com s’esperava, la mitjana de la relacié
longitud-amplaria de la gemma en cel.lules post-anafase per al cas de les
cel.lules de la soca silvestre és d”1.2, un valor semblant al descrit per altres
autors (Sheu et al.,, 2000). En canvi, la relacié longitud-amplaria de la
gemma fou d’1.0 per a les cel.lules rot/. Aquest fenomen s’observa més
clarament quan inactivem ROTI en cel.lules que presenten un fenotip
hiperpolaritzat, com en el cas de la soca mutant c/b2. Clb2 és indispensable
per a una correcta activacié del canvi de creixement apical a isotropic de la
gemma, i en la seua absencia, la polaritzacié del creixement de la gemma
continua fins aplegar a formar-se cel.lules molt allargades (Lew and Reed,
1993). Varem calcular la relacié longitud-amplaria de les gemmes en la soca
clb2 1 en la soca doble mutant c/b2 tetO;:ROTI, obtenint-se una mitjana
d’1.1 per al mutant c/b2 tetO;:ROTI, front a 1.8 en les cel.lules clb2 (Figura
3.2B). Aixi doncs, clarament la inactivacié de ROTI origina cel.lules més
arredonides que les de la soca silvestre. La forma el.lipsoidal de les cel.lules
de llevat silvestre es deu principalment a I’existencia d'una fase de
creixement apical de la gemma 1 per aquest motiu, la presencia de cel.lules
arredonides s associa a un defecte en aquest creixement apical (Sheu et al.,
2000). Per tant, el resultat anterior indica que Rotl té un paper en la
polaritzacié del creixement, especialment en el manteniment del creixement

apical després d’eixir la gemma.
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Figura 3.2. Analisi de la morfologia cel.lular en soques mutant rozl. (A) Imatge
de DIC (differential interference-contrast) de cellules de les soques silvestre
(CML240) i mutant tetO,zROTI (JCY216) crescudes en fase exponencial i
incubades amb presencia de 5 pg/mL de doxiciclina durant 8 hores. (B) Cultius en
creixement exponencial de les soques silvestre (CML240), tetO,:ROTI (JCY216),
clb2 (CD104-2c) i clb2 tetO;:ROTI (JCY255) es varen sincronitzar mitjangant
1"addicié de factor o en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Després d alliberar del
factor ot es va mesurar la relacié longitud-amplaria de les gemmes en cél.lules en
anafase-telofase (com es deduix per la preséncia de nuclis segregats després de la
tincié del DNA amb DAPI). Els valors s6n la mitjana + s.d. (desviaci6 estandard) de
3 experiments independents. Es mostren imagens de cel.lules representatives de cada
soca.
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INTERACCIONS GENETIQUES ENTRE ROTI 1 GENS REGULADORS DE
LA POLARITZACIO D’ACTINA

La sobreexpressio de ROTI suprimeix el defecte de creixement de la

soca mutant cdc42-1

La polaritzacié6 del citoesquet d’actina en S. cerevisiae esta
controlada per la familia de les GTP-ases Rho, que inclouen la proteina
Cdc42. Cdc42 no sols esta implicada en la polaritzacié del creixement
mentre es forma la gemma i durant la citoquinesi, sino que també regula el
canvi del creixement apical a isotropic induit per Clb2 durant el creixement
de la gemma (Tjandra et al., 1998; Richman et al., 2002). Per investigar si
ROT1 interacciona genéticament amb el gen CDC42 es va introduir el gen
tetO7:ROTI en una soca que conté 1°al.lel mutant cdc42-1. Es va analitzar el
creixement de la soca doble mutant en condicions semi-permissives per a les
dues mutacions simples (0.5 pg/mL de doxiciclina per mantenir viable al
mutant tetO,:ROTI i 33° C per mantindre la viabilitat de cdc42-1) perd no
varem detectar interaccions sintetiques entre les dues mutacions (resultats no
mostrats). No obstant aix0, tal i com s’observa en la figura 3.3A, la soca
cdc42-1 tetO;:ROTI creix a 37° C, una condicié on la soca mutant simple
cdc42-1 és inviable. La supressié de la letalitat del mutant cdc42-1 és
dependent de 1’expressid ectopica de ROT! sota el promotor tetO7, ja que les
cellules cdc42-1 tetO;:ROTI no creixen a alta temperatura a lafegir
doxiciclina al medi de cultiu (en aquest cas les cel.lules es varen transformar
amb un plasmidi centromeric que contenia el gen ROTI per permetre la
viabilitat en presencia de doxiciclina). A més a més, la introduccié d’un
plasmidi multicopia que conté el gen ROTI també suprimeix, encara que
més suaument, el defecte del creixement termosensible de la soca mutant
cdc42-1 (Figura 3.3B). Aquests resultats reforcen la idea que ROTI esta

implicat en la regulaci6 de la polaritzacié del citoesquelet d“actina.
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Figura 3.3. Interaccié genetica entre ROT1 i CDC42. (A) Les soques cdc42-1
(DJTC2-16D) i cdc42-1 tetO,:ROTI (MCY92) transformades amb un plasmidi
centromeric que expressa el gen ROTI en els casos on s’indica, es varen sembrar en
plaques de YPD en preséncia o absencia de 5 ug/mL de doxiciclina. Les plaques es
varen incubar a 28°C o a 37°C durant 3 dies. (B) La soca cdc42-1 (DJTC2-16D)
transformada amb un vector control o amb un plasmidi multicopia que expressa el
gen ROTI es va sembrar en plaques de YPD i es va incubar a 35°C durant 3 dies.
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Connexi6 entre Rot1 i la ruta d integritat cel.lular

La ruta d’integritat cel.lular o de la proteina quinasa C (PKC) és
essencial per al manteniment de la integritat cel.lular front a diverses
condicions medioambientals i durant diversos processos morfogenetics a
través de la regulacié de la biosintesi de la paret cel.lular i del citoesquelet
d’actina (Levin, 2005). Cal recordar que la mutaci6é rotl es va identificar
com supressora del defecte en el creixement d una soca mutant tor2 " que
presentava defectes en el citoesquelet d actina (Bickle et al., 1998). Tor2 és
una quinasa implicada en el control del creixement junt a la quinasa Torl
pero que a més a més, té€ una funcié especifica i essencial en la regulacié del
citoesquelet d actina mitjangant la regulacié de les proteines de membrana
SIm1 i SIm2 (Fadri et al., 2005; Levin, 2005), de les qual s’ha suggerit que
podrien modular 1"activitat o localitzacié de la proteina quinasa C Pkcl, la
qual controla en ultim terme a la MAPK Sl1t2/Mpkl1 de la ruta. Per aixo,
varem investigar 1’existencia d’interaccions genetiques entre ROTI i
mutacions que afecten la ruta PKC, en concret, mutacions en la GTPasa
Rhol, en Pkcl, i en la MAPK SIt2/Mpk1. Es va analitzar en les distintes
soques lefecte en el creixement de la inactivaci6 parcial de ROTI
(mitjancant 1’addici6 de 0.5 pg/mL de doxiciclina) permetent nivells
suficients de Rotl per mantindre la viabilitat de la soca fetO;:ROTI). Com
s’observa en la figura 3.4, la inactivaci6 parcial de ROTI afecta greument el
creixement de les cel.lules amb una funcid de Pkcl, de la MAPK Slt2 o de la
GTPasa Rhol compromesa. A més, altres resultats del nostre grup (E.
Queralt i J.C.Igual) indicaven que en el mutant tetO;:ROTI es produia un
augment drastic en la fosforilacié de la MAPK Slt2, la qual cosa indica que
es produeix una activacié forta de la ruta PKC a I'inactivar ROTI. Tots
aquests resultats suggereixen una connexi6 funcional entre la ruta PKC i la
funcié de ROT1, la qual cosa és consistent amb que ROT tinga un paper en

el control del citoesquelet d actina.
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Figura 3.4. Connexi6 entre Rotl i la ruta d’integritat cel.lular. Dilucions
seriades de cultius en fase exponencial de les soques silvestres (W303 en el panel
superior, 1783 en el panel central i OHNY1 en el panel inferior), ferO;:ROTI
(MCY68 en el panel superior, MCY186 en el panel central i MCY200 en el panel
inferior), pkcl (JC6-3a), pkcl tetO,:ROTI (JCYA433), slt2 (DLAS4), sit2 tetO7:ROTI
(JCY431), rhol (HNY21) i rhol tetO,:ROT1 (MCY158) es varen sembrar en YPD
en presencia o abséncia de 0.5 pg/mL de doxiciclina (dox) i es varen incubar a 28°C
durant 3 dies.
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DEFECTES EN EL CICLE CEL.LULAR EN EL MUTANT rot1

Per seguir caracteritzant el fenotip de Rotl, es va analitzar la
distribucié de cel.lules tetO,:ROTI al llarg del cicle cel.lular després de 8
hores d’incubacié en doxiciclina. En la figura 3.5A es mostra que hi ha un
augment significatiu en el percentatge de cel.lules amb gemma: 87% en la
soca tetO;:ROTI front a un 67% en la soca silvestre. A més, la tinci6 dels
nuclis amb DAPI revela un augment de cel.lules que ja han realitzat la
segregacid dels cromosomes en dos nuclis (Figura 5B): 34% de cel.lules per
a la soca tetO;:ROT] front a un 17% en la soca silvestre. L"analisi per FACS
demostra que la replicacié del DNA no esta bloquejada (resultats no
mostrats). L analisi del fus acromatic per microscopia de fluorescencia
després de tenyir els microtibuls amb tubulina, indica que en les cel.lules del
mutant rot/ gemmades amb 2 nuclis segregats el fus esta ja desensamblat
(Figura 3.5C), suggerint que es troben en les ultimes etapes de la divisid
cel.lular. A més cal destacar que les cel.lules incubades amb doxiciclina
regemmen abans de completar la divisi6 (aquestes cel.lules regemmades

representen un 11% del total després de 8 hores en doxiciclina).

Figura 3.5. Caracteritzacié de la progressio del cicle cel.lular de la soca mutant
tetO;:ROT1. (A) Cultius en creixement exponencial de les soques W303 (CML240)
i tetO7:ROTI (JCY216) es varen incubar amb preséncia de 5 pg/mL de doxiciclina
durant 8 hores. Les grafiques mostren la distribucié de les cel.lules en els diferents
estadis del cicle cel.lular. (B) D aquests cultius es va analitzar la morfologia de les
cel.lules (DIC) i la distribuci6 del nuclis (tincié del DNA amb DAPI). En el cas de la
soca tetO7:ROTI (JCY216) es mostra una col.leccié de cel.lules regemmades. (C)
Imagens de DIC, tincié del DNA amb DAPI i tinci6 del fus acromatic utilitzant un
anticos anti-tubulina de la soca tetO;:ROTI (JCY216) incubada amb 5 pg/mL de
doxiciclina durant 8 hores. (D) Cultius de les soques silvestre (CML240) i
tetO7:ROTI (JCY216) es varen sincronitzar mitjancant 1°addici6 de factor o en
presencia de 5 ug/mL de doxiciclina. Després d alliberar del factor o, es va seguir la
progressio de les cel.lules al llarg del cicle cel.lular.
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Figura 3.5. Continuacio.

Aquests resultats s’observen més clarament quan es segueix la
progressio al llarg del cicle cel.lular en cultius sincronitzats de cel.lules
mutants rot!. En les cel.lules de la soca silvestre s’observa una minvaci6
important en el percentatge de cel.lules gemmades i de cel.lules amb 2 nuclis
que reflecta la divisié de les cel.lules (Figura 3.5D). En canvi, en la soca
mutant rotl, encara que la sincronitzacié no és molt bona, es pot observar
que la majoria de les cel.lules queden aturades amb 2 nuclis ja segregats 1
comencen a acumular-se fins un 15% de cel.lules regemmades, la qual cosa
confirma que a linactivar ROT! es produeix un bloqueig en les tltimes
etapes de divisi6 cel.lular. Cal destacar que en aquesta experiencia s observa
que les cel.lules fetO;:ROTI no presenten defectes en 17inici de la gemmacio,

encara que després les cel.lules progressen més lentament al llarg del cicle
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amb un retardament tant en el creixement de la gemma com en la segregacié
dels nuclis. En resum, tots aquests resultats suggereixen que la mutacié rot/
origina un defecte en la progressié del cicle cel.lular amb una aturada parcial
de les cel.lules en les tltimes etapes de divisio cel.lular a causa d“un defecte
de citoquinesi.

Com s’ha comentat, la inactivacié de ROTI produeix l“aparicié de
cel.lules regemmades. Un resultat cridaner a 1’observar aquestes cel.lules és
que la nova gemma es localitza aleatdriament en qualsevol posicié de la
superficie de la cel.lula (veure Figura 3.1B), en compte de seguir el patrd
axial (al costat de la gemma anterior) caracteristic de les cel.lules haploides
de S. cerevisiae. Aquest resultat indica que s’ha perdut el control per la

selecci6 del lloc de gemmaci6 en les cel.lules mutants rot1.

ESTUDI DE LA DIVISIO CITOPLASMATICA EN EL MUTANT rot1

Els resultats anteriors indiquen que la inactivacié de ROT! origina
defectes en les ultimes etapes de la divisié celular. En S. cerevisiae, la
divisié en dues cel.lules es porta a terme per 1’accié coordinada de 17anell
contractil d’actomiosina que provoca la invaginaci6 de membrana
plasmatica per a dividir el citoplasma, i per la formaci6 d’un septe
mitjangant la secrecié polaritzada al coll que implica entre altres coses, el
diposit de material com quitina entre la cel.lula mare i la cel.lula filla.
Posteriorment, la quitina sera hidrolitzada i aquesta digestié enzimatica del
septe produira la separacio fisica entre les dues cel.lules.

En un primer instant, ens preguntarem si en les cel.lules regemmades
que s’acumulen en el mutant rot/ s’havia produit la divisié del citoplasma.
Les cel.lules de llevat tenen una paret cel.lular composta entre altres per 3-1-

3-glucans. La digesti6 de la paret amb un enzim litic com la zimoliasa (que
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Figura 3.6. Efecte del tractament amb zimoliasa en les cel.lules ro¢1. (A) Cultius
en creixement exponencial de la soca tetO,:ROTI (JCY216) es varen incubar amb
presencia de 5 pug/mL de doxiciclina durant 8 hores. Les cel.lules es varen fixar i
digerir amb zimoliasa en preséncia de sorbitol. Les grafiques mostren la distribucié
de les cel.lules en els diferents estadis del cicle cel.lular. Els valors representats sén
la mitjana + s.d. de 3 experiments independents. (B) En la soca fetO;:ROTI
(JCY216) incubada amb presencia de 5 pg/mL de doxiciclina durant 8 hores es va
analitzar la morfologia de les cel.lules (DIC) i la distribucié del nuclis (tincié del
DNA amb DAPI) abans i després de la digestié amb zimoliasa.
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és una endo-P (1-3)-glucanasa) permiteix analitzar si hi ha o no divisié
citoplasmatica: si la cel.lula mare 1 la filla ja tenen cadascuna una membrana
plasmatica independent, és a dir, tenen citoplasmes no connectats, la digestié
de la paret cel.lular produeix la separacié de la cel.lula mare i filla; per
contra, si entre la cel.lula mare i la gemma encara hi ha continuitat
citoplasmatica, es manté la unié després de la digesti6 de la paret. Per
comprovar si hi ha divisié citoplasmatica es va analitzar 1’efecte del
tractament amb zimoliasa en les cel.lules ror/. Com s’observa en la figura
3.6A 1 B la digesti6 de la paret produeix un canvi dramatic en la morfologia
cel.lular, havent una severa minvacié de les cel.lules amb 2 nuclis 1 les
cel.lules regemmades, les quals passen de representar el 40 % i el 18 % de
les cel.lules abans del tractament a ser només el 12% i el 3 % de les cel.lules
respectivament després del tractament. Aquest fet provoca un augment
significatiu en el percentatge de cel.lules sense gemma: més de 50 % després
del tractament front a un 18 % abans del tractament. Els canvis observats en
la morfologia cel.lular indiquen que en les cel.lules mutants rot/ que
s’acumulen al final del procés de divisié ja s’ha produit la divisié del

citoplasma entre la cel.lula mare i la filla.

ESTUDI DE LA FUNCIONALITAT DE L ANELL D ’ACTOMIOSINA

La divisi6 citoplasmatica és efectuada normalment per la contraccid
de 1"anell d"actomiosina. No obstant aix0, s ha descrit que les cel.lules de S.
cerevisiae poden dividir-se, encara que de manera anormal, en abséncia dun
anell d"actomiosina funcional. Per aquest motiu, decidirem aclarir si en les
cel.lules mutants rot/ la divisi6 citoplasmatica es realitza per la contracci6

de 1"anell d"actomiosiona o no. Amb aquesta finalitat, varem analitzar la
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localitzacié de la proteina Myol fusionada a GFP en cel.lules de la soca
tetO7:ROT] sincronitzades amb factor o. S’ha descrit que en les cel.lules
silvestres, Myol (I"inica miosina tipus II de llevat) es localitza en el lloc de
gemmacié només comenga el cicle cel.lular i una vegada emergeix la gemma
roman en el coll; en anafase 1'F-actina és reclutada en el coll 1 es forma
I"anell d’actomiosina; al final de la mitosi, aquest anell es contraura
provocant la invaginacié de la membrana plasmatica, la qual cosa es
reflecteix en una reducci6 del tamany del senyal de Myo1-GFP; finalment el
senyal de Myol desapareix, indicant que les membranes citoplasmatiques de
la mare i la filla estan totalment separades (Bi et al., 1998; Lippincott and Li,
1998). En la figura 3.7A i B s’observa que en les cel.lules mutants rot/ la
proteina Myol-GFP es localitza en el lloc de gemmacié. Als 60 minuts
després d alliberar les cel.lules del factor o, Myol-GFP es detecta en el coll
de practicament totes les cel.lules gemmades, concretament en el 90 %.
Posteriorment, comencen a observar-se cel.lules amb un senyal més curt que
reflecta la contraccié de 17anell d“actomiosina. Aquestes cel.lules amb un
anell en estat de contraccid representen el 26 % de les cel.lules gemmades
als 80 minuts després d’alliberar del factor o i el 14 % de les cel.lules
gemmades als 100 minuts. La contraccié de 1“anell és molt rapida, la qual
cosa fa que no es puga detectar simultaniament en un major percentatge de
cel.lules (Hwa et al., 2003). Finalment, el senyal desapareix del coll, sent un
62 % les cel.lules sense senyal als 100 minuts després d’alliberar del
bloqueig el cultiu. A més, si ens fixem en les cel.lules regemmades, Myol
reapareix en la regié del coll de la nova gemma. Aquests resultats indiquen
que es produeix la contraccié de 17anell d"actomiosina en absencia de ROT.
Per tant, en les cel.lules mutants rot/ la divisio entre la mare i la filla és

deguda al correcte funcionament de 1“anell contractil d"actomiosina.
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Figura 3.7. Funcionalitat de 1"anell contractil d"actomiosina en les cel.lules rotl.
(A) Cultius en creixement exponencial de la soca MYOI-GFP (MCY198) es varen
sincronitzar addicionant factor o en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Es mostra
la imatge de DIC i del senyal de GFP d“una col.leccié de cel.lules en els diferents
estadis del cicle cel.lular després de 1“alliberacié del factor a. (B) La grafica mostra
el percentatge de cel.lules en funcié del tipus de senyal de Myol-GFP observat als
temps indicats després de 17alliberacié.
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ESTUDI DE LA SEPTACIO EN EL MUTANT rotl

Com ja hem comenat, per a completar-se la divisi6 cel.lular no sols
es requereix la contraccié de 17anell d"actomiosina sino també la formaci6
adequada del septe amb la sintesi de components de la paret cel.lular (com
quitina) en la regié del coll. Una vegada comprovada que la divisi6
citoplasmatica es realitza correctament en el mutant rot/, ens varem
plantejar la possibilitat de si podia haver algun defecte en la formacié del
septe. Analitzarem per microscopia de fluorescéncia la continuitat de la
membrana i el diposit de quitina en la regié del coll. Ens centrarem en les
cel.lules regemmades, ja que la preseéncia d'una nova gemma indica la
iniciacié d’una nova ronda en el cicle cel.lular sense haver completat
previament la divisié. La tincié de la membrana cel.lular es va fer amb
1,1',dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato (Dil), que és
una carbocianina lipofilica fluorescent que s“incorpora a la bicapa lipidica
quedant associada a les membranes cel.lulars. Aquesta tinci6 revela que no
hi ha connexi6 entre la membrana plasmatica de les cel.lules mare i filla en
cap de les cel.lules analitzades, la qual cosa confirma que s’ha realitzat la
divisié citoplasmatica (Figura 3.8A). Per a visualitzar el septe, varem
incubar aquestes cel.lules amb calcofluor que és un compost fluorescent que
tiny la quitina. La quitina apareix en el coll en el moment de la gemmacié en
forma d’anell. Més tard, quan estan dividint-se la cel.lula mare i la filla es
diposita gran quantitat de quitina entre les cel.lules formant el septe. Quan
s“analitzen per microscopia de fluorescencia les cel.lules mutants rot/
tenyides amb quitina, s’observa un senyal més fort només en els extrems del
coll, la qual cosa suggereix la preséncia de ["anell de quitina perd 1"absencia
del septe; de fet, en algunes cel.lules s”aconsegueix veure clarament 1 anell
de quitina ben posicionat en el coll i I"absencia de quitina al llarg del coll
(Figura 3.8A). Aquest resultat indica que el septe no esta format, o al menys

no esta complet, entre mare i filla.
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Per caracteritzar amb més precisié aquest resultat, s“analitzaren les
cel.lules per microscopia confocal. De les cel.lules regemmades analitzades
totes presenten divisié citoplasmatica (n=190 cel.lules de 5 cultius
independents) (Figura 3.8B) i nombroses d“aquestes cel.lules mancaven dun
septe tancat entre la cel.lula mare i la filla (Figura 3.8C). Varem quantificar
aquest defecte del septe sent en concret un 51,1 + 4.0 % de les 190 cel.lules
regemmades analitzades les que mancaven d'un septe complet (Figura
3.8D). Aquest defecte és més cridaner si només ens centrem en les cel.lules
en I’etapa inicial de regemmacio, on un 80,2 + 4.0 % de les cel.lules (n= 110
cel.lules de 3 cultius independents) presenten el septe incomplet. Per tant,
podem concloure que les cel.lules mutants rot/ presenten un defecte en la

septacié que impedix finalitzar de forma correcta la divisi6 celular.

Rotl CONTROLA LA POLARITZACIO DEL CITOESQUELET D ACTINA
AL COLL ENTRE LA MARE I LA FILLA

Els resultats obtesos fins ara indiquen per una banda una connexid
de Rotl amb la regulaci6 del citoesquelet d“actina i per altra banda, que Rotl
es requereix per a la correcta septacid. Tenint en compte que al final de la
divisi6 es produeix la repolaritzacié del citoesquelet al coll entre la mare i la
filla per a dipositar el material necessari per a la formacid del septe, varem
considerar la possibilitat que Rotl podria afectar la polaritzacié del
citoesquelt d’actina no sols durant el periode del creixement apical sind
també al final de la mitosi i que degut als defectes en eixa polaritzacié el
procés de septacié fora defectuds. Per a testar aquesta possibilitat, tenyirem
els filaments d’actina de cel.lules mutants rot/ de cultius asincronics amb

fal.loidina marcada amb el fluorofor Alexa 498. Com s’esperava, en cel.lules
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Figura 3.8. Efecte de la inactivacié6 de ROTI en la formacio del septe. (A)
Cultius en creixement exponencial de la soca tetO;:ROTI (JCY216) es varen
incubar amb 5 pg/mL de doxiciclina durant 10 hores. Les cel.lules es varen fixar i
tenyir amb Dil (un colorant especific de la membrana cel.lular) i amb calcofluor
(CFW) (un colorant especific de quitina) per examinar la continuitat de la membrana
i la formacié del septe en cel.lules regemmades. En (A), les mostres es varen
analitzar en un microscopi de fluorescencia convencional. Es mostra una col.leccié
de cel.lules regemmades en les quals el septe no esta complet. La imatge de més a la
dreta mostra un control d“una cel.lula regemmada amb un septe complet. En (B i C)
les mostres es varen analitzar en un microscopi de fluorescéncia confocal amb una
série de seccions de 140 nm. Els senyals sén discontinus en totes les cel.lules
regemmades per al cas de la tinci6 amb Dil (B) o en gran part de les cel.lules
regemmades en el cas de la tincié amb CFW (l7dltima fila de la imatge mostra una
cel.lula regemmada amb un septe complet) (C). En cada cas, es mostra una seleccidé
de les seccions optiques obteses en una d’aquestes cel.lules. (D) Grafica del
percentatge de cel.lules regemmades en funcié de 17estat del septe.
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de la soca silvestre s“observa la polaritzacié dels patches corticals d actina
en la gemma als primers estadis de creixement i en el coll entre la mare i la
filla als dltims estadis de la divisi6 cel.lular (Figura 3.9A). Pel que fa a les
cel.lules mutants rot/ s’observa clarament la polaritzacié de ’actina en el
lloc on naix la gemma i en les gemmes petites. No obstant aix0, un fet molt
important és que quan les cellules mutants rot/ estan al final
d’anafase/telofase (com deduim de la tinci6 dels nuclis amb DAPI) no es
detecta polaritzacié del citoesquelet d“actina en el coll entre la mare i la filla.

Aquest resultat de no polaritzar 17actina al coll, s’observa més
clarament quan s utilitzen cultius sincronitzats amb factor o (Figura 3.9B).
En aquests cultius, als 30 minuts d alliberar del bloqueig amb factor «, els
patches corticals d’actina es localitzen en la gemma naixent, tant en la soca
silvestre com en la soca mutant rot/. Conforme avanca el cicle cel.lular es
produeix la despolaritzacié del citoesquelet d“actina en les dues soques. Ara
bé, quan les cel.lules han completat la mitosi, les cel.lules silvestres
repolaritzen el citoesquelet d”actina al coll entre la mare i la filla i en canvi,
en les cel.lules mutants rot/ no s’observa aquesta repolaritzacié ni tan sols a

temps més llargs.

Figura 3.9. Organitzacio del citoesquelet d actina en la soca mutant rotl. (A)
Cel.lules en creixement exponencial de les soques silvestre (CML240) i tetO;:ROTI
216) es varen incubar en presencia de doxiciclina durant 8 hores i es varen fixar. Es
mostren imatges de DIC, de la tincié del DNA amb DAPI i de la tinci6 de 1'F-actina
amb fal.loidina marcada amb el fluorofor Alexa 498. (B) Cultius de les soques
silvestre (CML240) i tetO,:ROTI (JCY216) es varen sincronitzar addicionant al
medi de cultiu factor o en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Després d alliberar
el cultiu, es varen fixar les cél.lules en els diferents estadis del cicle cel.lular. Es
mostren imatges de DIC, la tincié del DNA amb DAPI i la tincié de 1'F-actina amb
fal.loidina.
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Ates que les cel.lules mutants rot/ regemmen, ens varem fixar en la
polaritzacié en la nova gemma i varem observar que els patches d’actina
polaritzen en la nova gemma sense haver-se produit la repolaritzacié
d’actina al coll entre la mare i la filla al final del cicle cel.lular. Aquest
resultat és important perque indica que les cel.lules que no han pogut
repolaritzar 17actina al coll, perd no han perdut la capacitat de polaritzar el
citoesquelet d”actina. Per tant, podem concloure que ROT no és requerit per
a polaritzar el citoesquelet d actina durant la formacié de la gemma pero si
que és necessari per a que la repolaritzaci6é de 1"actina entre la mare i la filla
ocorrega al final del cicle cel.lular. Aquest fet explicaria el defecte de la

divisi6 cel.lular provocat a l“inactivar ROT].

LOCALITZACIO DE PROTEINES DE LA MAQUINARIA DE
POLARITZACIO EN EL MUTANT rot1

La polaritzacié del creixement en S. cerevisiae esta controlada per
una ruta complexa, que inclou diverses GTPases, proteines efectores de la
ruta de senyalitzaci6 i també proteines del complex anomenat polarisoma. La
mutacié d'un component del polarisoma com és Spa2 causa defectes en el
creixement apical (Sheu et al., 2000) i en citoquinesi (Shih et al., 2005;
Snyder et al., 1991) i és letal sintetic amb mutacions de la ruta PKC
(Costigan et al., 1992), fenomens semblants als descrits en altres treballs per
a la mutaci6 rotl. Spa2 és una proteina dinamica que es localitza en els llocs
de creixement polaritzat on funciona com ancoradora de moltes proteines.
Varem investigar si el defecte en la polaritzacié del citoesquelet d actina en
el coll podria ser a causa d"un defecte en la localitzacié de la proteina Spa2.
L analisi de la localitzaci6é de la proteina funcional fusionada a GFP indica

que Spa2-GFP esta ben localitzada en les cel.lules mutants rotl: de la
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mateixa manera que ocorre en les cel.lules silvestres (Arkowitz and Lowe,
1997), Spa2 es localitza en la punta de la gemma durant el naixement i
creixement d’aquesta, on roman fins al final de fase S i finalment, es
relocalitza en el coll entre la mare i la filla on forma una estructura en forma
d’anell que més tard es divideix en dos anells (Figura 3.10A). Una vegada
formats els dos anells, encara sense completar la divisié cel.lular, Spa2 en la
cel.lula mare desapareix de la regi6 del coll i es concentra en el cortex en el
lloc on presumptament naixera la nova gemma. Tan prompte com es forma
aquesta gemma, Spa2 es localitza de nou en la punta. Una relocalitzacio
semblant de Spa2 s’observa en la cel.lula filla a temps llargs. Per tant, en la
soca mutant rot/ no sembla haver cap defecte en la localitzaci6 de Spa2
malgrat 1’existencia del defecte esmentat en la polaritzacié del citoesquelet
d’actina. Per altra banda, no s’observa cap canvi en el nivell de proteina
Spa2 en cel.lules de la soca mutant rot/ front a les cel.lules de la soca
silvestre (Figura 3.10B).

Per continuar investigant la possible causa del defecte de la
polaritzacié del citoesquelet d actina, també varem examinar la localitzaci6
de la GTPasa Cdc42 i el seu bescanviador de nucleotids (GEF) Cdc24, ja
que son altres proteines que es relocalitzen a la regié del coll al final de la
mitosi (Richman et al., 2002; Toenjes et al., 1999). Varem sincronitzar amb
factor o cultius de cel.lules mutants rot/ transformades amb un plasmidi que
contenia la proteina de fusié Cdc24-GFP, la proteina MET-GFP-Cdc42 o la
proteina GFP-Cdc42 expressada sota el seu promotor en un plasmidi
centromeric. En les figures 3.11A i 3.12A es mostra que les dues proteines
estan correctament localitzades en el mutant rot/. A més a més, el nivell de
proteina Cdc24 i Cdc42 no es troba afectat respecte el nivell que presenten
en les cel.lules silvestres (Figures 3.11B i 3.12B). En resum, Rotl no afecta
ni els nivells ni la localitzaci6é dinamica de les proteines de la maquinaria de
polaritzacié com sén Spa2, Cdc24 o Cdc42, encara que podria alterar la

capacitat d"aquestes proteines de polaritzar I“actina en la regi6 del coll.
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Figura 3.10. Localitzacié subcel.lular i analisi dels nivells de la proteina del
polarisoma Spa2 en la soca mutant rotl. (A) Cultius en creixement exponencial de
la soca tetO,:ROTI (JCY216) transformada amb un plasmidi que expressa la
proteina Spa2 etiquetada amb GFP es varen sincronitzar afegint al medi de cultiu
factor o en presencia de 5 ug/mL de doxiciclina. Es mostren imatges de DIC i del
senyal de GFP d’una col.lecci6 de cel.lules en els diferents estadis del cicle cel.lular.
(B) Analisi per western dels nivells de proteina Spa2 en extractes de les soques
silvestre (CML240) i tetO;:ROTI (JCY216) transformades en un plasmidi que
expressa la proteina Spa2-GFP incubades amb preseéncia o absencia de 5 pg/mL de
doxiciclina durant 8 hores. S inclou un extracte obtés de la soca silvestre (CML240)
com a control negatiu (no tag). El nivell de proteina tubulina es mostra com a
control de carrega.
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Figura 3.11. Localitzacié subcel.lular i analisi dels nivells de la proteina Cdc24
en la soca mutant rotl. (A) Cultius en creixement exponencial de la soca
tetO7:ROTI (JCY216) transformada amb un plasmidi que expressa la proteina
Cdc24 etiquetada amb GFP es varen sincronitzar afegint al medi de cultiu factor
o en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina. Es mostren imatges de DIC i del senyal
de GFP d’una col.leccié de cel.lules en els diferents estadis del cicle cel.lular. (B)
Analisi per western dels nivells de proteina Cdc24 en extractes de les soques
silvestre (CML240) i tetO,:ROT1 (JCY216) transformades amb un plasmidi que
expressa la proteina Ccd24-GFP o la proteina Cdc24-HA, incubades en preséncia o
absencia de 5 pg/mL de doxiciclina durant 8 hores. S inclou un extracte obtés de la
soca silvestre (CML240) com a control negatiu (no tag). El nivell de proteina
tubulina es mostra com a control de carrega.

85



Caracteritzacio funcional del gen ROTI

tetO:ROT1/pMET:CDC42-GFP

B
wt  tetO:ROTI

&0
<
=
=]
=

-Dox +Dox -Dox +Dox

S S e e ( Cdc42-GFP

|- - amy e !| tubulina

tetO:ROT1/p42GFP-8A-CDC42

86



Caracteritzacio funcional del gen ROTI

Figura 3.12. Localitzaci6 subcel.lular i analisi del nivell de la proteina Cdc42 en
la soca mutant tetO,:ROT1. (A) Cultius en creixement exponencial de la soca
tetO7:ROTI (JCY216) transformada amb un plasmidi que expressa la proteina
Cdc42 etiquetada amb GFP sota el control del promotor reprimible per metionina
MET3 (pMET3:GFP-CDC42) es varen sincronitzar afegint al medi de cultiu factor
o en presencia de 5 ug/mL de doxiciclina. Es mostra la imatge de DIC i del senyal
de GFP de cel.lules en les tltimes fases del cicle cel.lular. (B) Analisi per western
dels nivells de proteina Cdc42 en extractes de les soques silvestre (CML240) i
tetO7:ROTI (JCY216) transformades en el plasmidi pMET3:GFP-CDC42 incubades
en presencia o abséncia de 5 pug/mL de doxiciclina durant 8 hores. S’inclou un
extracte obtés de la soca silvestre (CML240) com a control negatiu (no tag). El
nivell de proteina tubulina es mostra com a control de carrega. (C) Cultius en
creixement exponencial de la soca retO,:ROTI (JCY216) transformades amb un
plasmidi que expressa la proteina Cdc4?2 etiquetada amb GFP sota el control del seu
promotor (p42GFP-8A-CDC42) es varen sincronitzar afegint al medi de cultiu factor
o en presencia de 5 ug/mL de doxiciclina. Es mostra la imatge de DIC i del senyal
de GFP de cel.lules en les dltimes fases del cicle cel.lular.

Rotl AFECTA ESPECIFICAMENT ALS PROCESSOS DE CREIXEMENT
POLARITZAT REGULATS PER Clb2

Tenint en compte els resultats obtesos fins ara, Rot1 esta implicat en
I"activacié del canvi de creixement apical a isotropic i en la repolaritzacid
del citoesquelet d actina a la regi6 del coll al final de la divisi6 cel.lular. En
canvi, com hem demostrat, no és requerit per a la polaritzacié del creixement
durant I’emergencia de la gemma. La regulacié temporal d“aquests processos
morfogenetics al llarg del cicle cel.lular la porten a terme les diferents
activitats CDK. Tant el canvi a creixement isotropic com la polaritzacié del
creixement al final de mitosi estan regulats per la quinasa Cdc28-Clb2
mentre que la polaritzacié del citoesquelet durant 1’emergencia de la gemma
esta regida per la quinasa Cdc28-Clnl,2 (Park and Bi, 2007; Pruyne and
Bretscher, 2000a; Pruyne and Bretscher, 2000b). Llavors, els resultats
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apunten que ROTI deu repercutir especificament en la regulacié del
citoesquelet d’actina on intervé Clb2. Per a profunditzar en aquest aspecte,
varem comparar lefecte de la inactivaci6 de ROTI! en el fenotip
d’hiperpolaritzacié originat o bé per la inactivaci6 de clb2 o bé per la
sobreexpressié de Cln2. Com s’ha comentat anteriorment, la inactivacié de
ROT1 suprimeix el defecte d hiperpolaritzacié del mutant c/b2 (veure figura
3.2). En canvi, quan estudiarem la morfologia de les cel.lules transformades
amb un plasmidi que contenia el gen GALI:CLN2-HA, varem observar
clarament que tant les cél.lules silvestres com les del mutant rot/ presenten
el fenotip tipic d’hiperpolaritzacié degut a la sobreexpressi6 de CLN2
(Figura 3.13). D aquests resultats, podem concloure que la inactivacié de
ROTI no suprimeix el defecte dhiperpolaritzacié de les cel.lules amb
sobreexpressi6 de CLN2 1 per tant, podem afirmar que Rotl afecta
exclusivament els processos del citosquelet d actina regulats per Clb2 i no
per Cln2.

LA PERDUA DE Clb2 SUPRIMEIX PARCIALMENT LA LETALITAT DEL
MUTANT rotl

Les cel.lules mutants rot/ s"acumulen en les dltimes etapes del cicle
cel.lular amb defectes en l“activaci6 del canvi de creixement apical a
isotropic i amb defectes en la polaritzacié del citoesquelet d actina durant la
citoquinesi (processos regulats per Clb2). Per a completar la divisi6 del cicle
cel.lular s’han d’inactivar les CDK. Ens varem preguntar si I“acumulacié de
les cel.lules mutants rot/ al final del cicle i la incompleta formacié del septe
podia ser conseqiiencia d‘un defecte en 1’eliminacié de la CDK mitotica. En
treballs previs, al nostre laboratori (E. Queralt i J.C. Igual) ja havien assajat

els nivells de la proteina Clb2 1 ’activitat quinasa associada en les cel.lules
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Figura 3.13. Efecte de la sobreexpressio de CLN2 en la soca mutant rotl. Analisi
de la morfologia cel.lular de cultius en fase exponencial de les soques silvestre
(CML240) i tetO,:ROTI (JCY216) transformades amb un plasmidi que conté el gen
GAL:CLN2-HA. Les cellules es varen créixer en galactosa i després es varen
incubar en presencia de 5 pg/mL de doxiciclina durant 8§ hores.

tetO7:ROT1 després d’incubar-se en presencia de doxiciclina. En aquests
estudis, s’havia detectat per western-blot que la ciclina CIb2 estava present
en les cel.lules mutants rot/ i mitjancant assaig quinasa s havia comprovat
que la quinasa associada a Clb2 estava activa.

Amb I’objectiu de demostrar la possible relacié funcional entre
CLB2 i ROT1I, varem estudiar si hi havia interaccions genetiques entre ells.
S’ha descrit que mutants en eixida de mitosi sén hipersensibles a la

sobreexpressi6é de Clb2 (Jaspersen et al., 1998). Varem transformar la soca
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tetO7:ROTI amb un plasmidi que expressava la ciclina CIb2 sota el control
del promotor GALI i es va créixer en condicions d’inactivacié parcial de
ROT1I (0.5 pg/mL de doxiciclina) en presencia de glucosa o de galactosa
(sobreexpressié de Clb2). Tal i com s’observa en la figura 3.14A, les
cel.lules amb inactivacié parcial de ROTI tenen un fort defecte de
creixement quan el gen CLB2 s’expressa sota el promotor GALI. Aquest
resultat indica que nivells elevats de Clb2 s6n toxics quan ROTI no esta
totalment funcional. Cal remarcar que els mutants d’eixida de mitosi es
suprimeixen per la delecié del gen CLB2. Per aquesta rad varem estudiar
quin efecte tenia la inactivacié de CLB2 en una soca mutant rot/. El resultat
indica que la delecié del gen CLB2 suprimeix la letalitat del mutant rot/,
encara que aquesta supressié no és total ja que les cel.lules clb2 tetO;:ROTI
creixen pitjor que les cel.lules silvestres (Figura 3.14B). En conclusid, la
letalitat de la soca tetO;:ROT1 esta associada, almenys en part, a la preséncia
de la ciclina CIb2 i apunta a un antagonisme funcional entre CLB2 i ROTI

durant el cicle cel.lular.

Figura 3.14. Interaccié genética entre ROT1 i CLB2. (A) Dilucions seriades de
cultius en fase exponencial de les soques silvestre (CML240) i mutant fetO;:ROTI
(JCY216) transformades amb un vector control o amb el plasmidi pGAL:CLB2 que
expressa el gen CLB2 sota el control del promotor GALI es varen sembrar en
plaques de YPD o YPGal amb 0.5 pug/mL de doxiciclina i es varen incubar a 28°C
durant 3 dies. (B) Dilucions seriades de cultius en fase exponencial de les soques
silvestre (W303), tetO;:ROTI (MCYG68), clb2 (CD104-2c) i clb2 tetO7:ROTI
(JCY255) es varen sembrar en plaques de YPD en preseéncia o abséncia de 5 pg/mL
de doxiciclina i es varen incubar a 28°C durant 3 dies. (C) Cultius en creixement
exponencial de les soques silvestre (W303), tetO,:ROTI (MCY68), clb2 (CD104-
2¢) 1 clb2 tetO,:ROTI (JCY255) es varen incubar en presencia de 5 pug/mL de
doxiciclina durant de 8 hores. Les grafiques mostren la distribucié de les cel.lules en
els diferents estadis del cicle cel.lular. Els valors obtesos sén la mitjana + s.d. de 3
experiments independents. Es mostren imagens de DIC, de la tincié del DNA amb
DAPI i de la tincié dels filaments d“actina amb fal.loidina de les cel.lules clb2
tetO7:ROTI (JCY255) incubades amb 5 pug/mL de doxiciclina durant 8 hores.
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A continuacié varem investigar si la mutacié c/b2 també suprimiria
els defectes de polaritzacié de 1’actina observats en el mutant terO;:ROT].
Com hem dit abans, la inactivacié6 de ROTI provoca una acumulacié de
cel.lules amb defectes en els dltims estadis de divisié cel.lular, incloent
I"aparici6 de cel.lules regemmades. En canvi, a 1'inactivar ROTI en un
mutant c/b2 no s aprecien canvis significatius en la distribucié de cel.lules
excepte un lleuger augment en el percentatge de les cel.lules regemmades
(Figura 3.14C). Aquest resultat suggereix que el defecte en la polaritzacié de
1"actina a la regi6 del coll esta, almenys en part, suprimit. De fet, en cel-lules
clb2 tetO;:ROTI es pot detectar polaritzacié d’actina en el coll entre les
cel.lules mare i filla, encara que no tan clarament com s’observa en les
cel.lules silvestres (Figura 3.14C). Per altra banda, les cel.lules clb2 rotl,
comparades amb les cel.lules rot/, mostren cert grau de creixement apical
(veure figura 3.2). D aquests resultats podem concloure que la deleci6 clb2

alleuja els defectes del citoesquelet d“actina associats a la mutacio rot/.

ROT1 INTERACCIONA GENETICAMENT EN GENS IMPLICATS EN LA
DEGRADACIO DE PROTEINES PER LA RUTA APC

El principal mecanisme implicat en la inactivacié de la CDK al final
de mitosi és la degradacié de CIb2 pel proteasoma. Aquesta degradacié és
portada a terme per la ubiqiiitinacié de la proteina Clb2 per la ubiqiiitin-
ligasa APC. Amb la finalitat d“estudiar la possible relaci6 entre Rotl i la ruta
APC de degradacié de proteines, varem introduir el gen tetO;:ROTI en
soques mutants en la maquinaria de degradacié de proteines dependent
d’APC per averiguar si hi havia interaccions genetiques. El creixement de
les soques doble mutant es va analitzar en condicions semi-permissives per a

les dues mutacions simples (0.5 pg/mL de doxiciclina per mantenir viable al
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Figura 3.15. Interaccions genétiques entre el gen ROTI i gens del sistema
ubiquitina-proteasoma. (A) Dilucions seriades de cultius en fase exponencial de
les soques silvestres (WCG4a. en el panel superior o W303), mutant fetO;:ROTI
(MCY125 en el panel superior o MCY68), prel pre2 (WCG4-11/22), prel pre2
tetO7:ROT1 (MCY32), cdcl6, cdcl6 tetO;:ROTI (JCY553), apc2 (KTM200U) i
apc2 tetO7;:ROTI (JCY555) es varen sembrar en YPD en absencia o presencia de 0.5
ng/mL de doxiciclina i es varen incubar a 30°C durant 3 dies. (B) Dilucions seriades
de cultius en fase exponencial de les soques cdc20 i cdc20 tetO,:ROTI (MCY139)
transformades quan s’indica amb un plasmidi centromeric que expressa el gen
ROT1, es varen sembrar en plaques de YPD en presencia o abséncia de 5 pg/mL de
doxiciclina i es varen incubar a 28°C durant 3 dies.
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mutant rot/ i 25° C per mantindre la viabilitat de les soques termosensibles
prel pre2, apc2 i cdcl6. Com s observa en la figura 3.15A, el creixement
esta reduit severament quan el gen tetO;:ROT]1 esta parcialment reprimit en
cel.lules mutants o bé en el proteasoma (prel pre2) o en subunitats d”"APC
(apc2 i cdcl6).

De la mateixa manera, varem estudiar si existia interaccid genetica
entre CDC20, que codifica una subunitat activadora d’APC, i ROTI.
L assaig de creixement revela que la soca cdc20 tetO;:ROTI té capacitat de
créixer a 37° C, una condici6 on la soca parental cdc20 és inviable (Figura
3.15B). La supressié de la letalitat del mutant cdc20 és dependent de
I"expressi6 ectopica de ROTI pel promotor tetO;, ja que les cel.lules cdc20
tetO7:ROTI no creixen a alta temperatura a 1"afegir doxiciclina al medi de
cultiu (en aquest cas les cel.lules es varen transformar amb un plasmidi
centromeric que contenia el gen ROT] per permetre la viabilitat en preséncia
de doxiciclina). Per tant, 1’expressié ectopica de ROTI sota el promotor
tetO; suprimeix la letalitat de la soca cdc20 a temperatura elevada.

Aquestes interaccions genetiques entre ROT/ i gens implicats en el
proteasoma o en APC demostren una funcié de Rotl en la degradaci6 de

proteines pel proteasoma durant el cicle cel.lular.

Rotl CONTROLA L ESTABILITAT DE LA PROTEINA Clb2

Tenint en compte les dades obteses fins ara, ens varem preguntar si
Rotl podria estar implicat en la degradaci6 de la proteina Clb2. Varem
estudiar 1 estabilitat de CIb2 fent assajos d apagat de promotor amb un gen
GALI:CLB2-HA, en el qual s’analitza la caiguda en el nivells de proteina

CIb2 mitjangant western una vegada el promotor GALI és silenciat per
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addici6é de glucosa al medi. En cel.lules silvestres, Clb2 és una proteina
inestable ja que és quasi indetectable als 30 minuts després de reprimir el
promotor GALI (Figura 3.16A). Per contra, en cel.lules mutants rotl els
nivells de la proteina Clb2 apenes minven persistint més de 120 minuts
després de reprimir el promotor. Aquest resultat demostra que 1“eliminaci6
de ROT1 estabilitza Clb2.

La degradaci6 de la ciclina CIb2 al final de la mitosi esta controlada
per la fosfatasa Cdcl14, activada per la ruta MEN, la qual s’encarrega de
defosforilar diverses proteines. Per una banda, Cdcl4 activa Cdhl, una
subunitat activadora de APC implicada en la degradacié de Clb2, originant
la total eliminacié de les ciclines mitotiques. Per altra banda, Cdc14 activa el
factor de transcripcié Swi5 i estabilitza a 1“inhibidor de CDK Sicl, originant
I"acumulacié de Sicl en la cél.lula. Calia preguntar-se si 1 estabilitzacié de
CIb2 observada en cel-lules mutants rof/ podria deure’s a la incapacitat
d’activar adequadament Cdc14. No obstant, el fet que les cel.lules mutants
en ROTI, a diferencia de cel.lules mutants en MEN o en Cdcl4, puguen
completar la mitosi suggeria que la ruta MEN i Cdcl4 s6n funcionals en
absencia de Rotl. Per aclarir aquest punt, varem analitzar els nivells de les
proteines CIb2 i Sicl després d alliberar de 1"aturada en telofase induida per
la mutacié cdcl5 termosensible. Com s observa en la figura 3.16B, en les
cel.lules amb Rotl, la major part de la proteina Clb2 és degradada i la
proteina Sicl s“acumula després d’incubar a temperatura permissiva.
Aquests fets reflecten 1"activacié de Cdcl4. Seguidament, la degradacié de
Sicl i 1"aparicié de noves gemmes marquen la iniciacié d‘una nova ronda de
divisio cel.lular. En el cas de les cel.lules mutants rotl, el nivell de la
proteina CIb2 es manté després d’alliberar de la parada. Aquest resultat
confirma que la proteina Rotl és necessaria per a la degradacié de Clb2. A
més a més, un fet molt interessant que s observa en les cel.lules mutants rot/
és que la proteina Sicl s’acumula. Aquest resultat clarament suggereix que

la ruta MEN 1 la fosfatasa Cdcl4 estan activades en les cel.lules mutants
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rotl. Cal resaltar que malgrat el defecte de degradacié de Clb2, les cel.lules
mutants rot! sén capaces d’iniciar una nova ronda de divisi6 cel-lular com
es pot deduir per la degradaci6 de Sicl i el regemmat de les cel.lules, encara
que amb un retardament respecte a les cel.lules silvestres (veure figura
3.5D). Per tant, el defecte en la degradacié de CIb2 en les cel.lules mutants
rotl no es deu a una funci6 defectuosa de la ruta MEN i Cdc14, la qual cosa
suggereix que Rotl tinga un paper especific en el control de l’estabilitat de
Clb2.

Els resultats anteriors demostren que en abséncia de Rotl no s activa
la degradaci6 de Clb2. Per aprofundir en la relacié de Rotl amb el control de
I"estabilitat de Clb2, ens varem preguntar quin efecte tindria la inactivacié de

ROTI en cel.lules que tenen activada la via de degradaci6 de Clb2. Per aixo,

Figura 3.16. Control de 1’estabilitat de la proteina Clb2 per Rotl. (A) Cultius de
les soques silvestre (CML240) i tetO;:ROTI (JCY216) transformades amb un
plasmidi que expressa el gen GAL:CLB2-HA es varen créixer en rafinosa (raf),
després es varen incubar en galactosa (gal) durant 30 minuts i es transferiren a medi
en glucosa. La caiguda del nivell de la proteina Clb2 es va analitzar per western als
temps indicats. El nivell de la proteina Cdc28 es mostra com a control de carrega.
(B) Cultius en creixement exponencial de cel.lules cdcl5 (MCY123) i cdcl5
tetO7:ROTI (MCY151) expressant la proteina Clb2 etiquetada amb HA i la proteina
Sicl etiquetada amb myc es varen incubar a 37°C amb presencia de 5 pg/mL de
doxiciclina. Després de 4 hores, amb més del 95 % de les cel.lules en telofase en els
dos casos, les cel.lules es varen transferir a 28°C i es varen analitzar els nivells de
proteina CIb2 i Sicl per western als temps indicats. Com a control de carrega es
mostra la tincié de la membrana amb Ponceau. (C) Cultius de les soques silvestre
(CML240) i tetO,:ROTI (JCY216) transformades amb el plasmidi pPGAL:CLB2-HA
es varen créixer en rafinosa i es varen aturar amb factor o en presencia o absencia de
5 pg/mL de doxiciclina. Després de 4 hores, amb més del 96 % de les cel.lules sense
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gemma en els dos casos, es va afegir galactosa mantenint les cel.lules aturades i,
deprés de 30 minuts, la sintesi de proteina es va bloquejar addicionant cicloheximida
(chx). El nivell de la proteina Clb2 després d aturar la traduccié de la proteina es va
analitzar per western als temps indicats. El nivell de la proteina Cdc28 es mostra
com a control de carrega.
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varem analitzar 1’estabilitat de Clb2 en cel.lules aturades en G1 on Clb2 és
molt inestable amb una vida mitjana de menys d'un minut (Amon et al.,
1994). Aquesta experiencia es va realitzar en cel.lules silvestres i cel.lules
del mutant fetO,:ROTI amb el plasmidi GAL:CLB2-HA bloquejant-les en
G1 amb factor o i apagant la sintesi proteica amb cicloheximida. Com era
d’esperar, als 10 minuts després d’afegir la cicloheximida, la proteina Clb2
practicament no es detecta en les cel.lules silvestres (Figura 3.16C). Un
resultat semblant s’observa en les cellules fetO,:ROTI incubades en
absencia de doxiciclina. En canvi, quan ROT/ esta inactivat per 1"addicié de
doxiciclina, el nivell de proteina Clb2 permaneix practicament inalterat. Per
tant, la inactivacié de ROT1 conduix a 1’estabilitzacié de CIb2 en cel.lules en
G1, és a dir, Rotl és necessari per a mantenir activa la degradacié de Clb2,

la qual cosa apunta que Rot1 té un control directe en la degradacié de Clb2.

Rotl POT AFECTAR EL CITOESQUELET D’ACTINA EN ABSENCIA DE
Clb2

Com hem comentat abans, CIb2 intervé en 1activacié del canvi de
creixement apical a isotropic i en la inhibicié de la repolaritzacié del
citoesquelet d’actina, mentre que Rotl és requerit per a mantindre el
creixement apical i polaritzar el creixement al coll. Aquest antagonisme
funcional es reflecteix en les interaccions genetiques descrites i podria
explicar-se, almenys en part, pel fet que Rotl controle directament
1"estabilitat de C1b2. Es necessari resaltar, no obstant, que resultats mostrats
anteriorment indicaven que la inactivaci6 de ROTI! en una soca clb2A
desactiva el creixement apical (veure figura 3.2B). Aquesta observaci6

indica que Rotl pot afectar el citoesquelet d’actina en absencia de Clb2. Per
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a confirmar-ho, es va analitzar la capacitat de la sobreexpressié de ROT1 per
a suprimir el defecte en el creixement d 'un mutant cdc42-1 en absencia de
CIb2. Per aixo, es va delecionar el gen CBL2 en les soques mutants cdc42-1 i
cdc42-1 tetO;:ROTI i es va analizar el seu creixement a temperatura
restrictiva. Com s’observa en la figura 3.17, la sobreexpressié ectopica de
ROTI sota el promotor tetO; suprimeix el defecte de creixement de la soca
mutant cdc42-1 clb2A. Aquest resultat confirma que Rotl pot controlar el

citoesquelet dactina per una via independent de Clb2.

cdc42-1
cdc42-1 tetO:ROTI

cdc42-1 clb2 A

cdc42-1 tet:ROTI clb2A

Figura 3.17. Efecte de la sobreexpressio de ROT1 en la soca cdc42-1 i cdc42-1
clb2A. Dilucions seriades de cultius en fase exponencial de les soques cdc42-1
(DJTC2-16D), cdc42-1 tetO;:ROT1 (MCY92), cdc42-1 clb2A (MCY188) i cdc42-1
tetO7:ROTI clb2A (MCY 189) es varen sembrar en YPD i es varen incubar a 28°C o
37°C durant 3 dies.
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INTERACCIONS GENETIQUES ENTRE ROT'I 1 GENS DE LA RUTA SCF

A més de per la ruta APC, la degradaci6 de proteines reguladores del
cicle cel.lular també esta mediada per la ruta de la ubiqiiitin-ligasa SCF. SCF
esta activat durant tot el cicle cel.lular pero els substrats més importants
d’aquesta via es degraden durant la transicié G1/S. No obstant aixo, s’ha
publicat recentment que la degradacié de proteines mitjangant SCF també és
necessaria per a la correcta citoquinesi (Blondel et al., 2005).

En primer lloc, varem analitzar si hi ha interaccions genetiques entre
la mutacié del gen ROTI i mutacions en els gens CDC53 i CDC34 de la ruta
SCF. Cdc53 és un component de SCF i Cdc34 és el E2 o 1’enzim conjugador
d“ubigqiiitina de la ruta SCF. El creixement de les soques doble mutant es va
analitzar en condicions semi-permissives per a les dues mutacions simples
(0.5 ng/mL de doxiciclina per mantenir la viabilitat de la soca mutant rot/ i
33° C per mantenir la viabilitat de les soques cdc53 i cdc34). Com s observa

en la figura 3.18A, la inactivacié parcial de ROTI és letal en els dos casos.

Figura 3.18. Interaccions genetiques entre el gen ROT1 i gens de la ruta de la
ubiquitina ligasa SCF. (A) Dilucions seriades de cultius en fase exponencial de les
soques silvestre W303, tetO,:ROTI (MCY68), cdc53 (MTY740), cdc53
tetO7:ROTI (MCY26), cdc34 (HTY600) i cdc34 tetO;:ROTI (MCY100) es varen
sembrar en YPD en preséncia o absencia de 0.5 pg/mL de doxiciclina i es varen
incubar a 33°C durant 3 dies. (B) Les soques cdc34 (HTY600) i cdc34 tetO;:ROTI
(MCY100) transformades en els casos on s‘indica amb un plasmidi centromeric que
expressa el gen ROT1I, es varen sembrar en plaques de YPD en preseéncia o absencia
de 5 pg/mL de doxiciclina. Les plaques es varen incubar a 28°C o a 37°C durant 3
dies.
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Aquest resultat, demostra una letalitat sintetica entre la mutacié del gen
ROTI i mutacions en els gens CDC53 o CDC34. Per altra banda, la soca
cdc34 tetO7:ROTI pot créixer a 37° C (Figura 3.18B), una condici6 on la
soca mutant simple cdc34 és inviable. La supressi6 de la letalitat d"un
mutant cdc34 és dependent de 1’expressié ectopica del promotor ferO; de
ROT1, ja que les cel.lules cdc34, no creixen a temperatura elevada a 1 afegir
doxiciclina al medi de cultiu (en aquest cas les cel.lules es varen transformar
amb un plasmidi centromeric que conté el gen ROTI per permetre la
viabilitat en presencia de doxiciclina). En conclusié, ROT! té interaccions
genetiques amb gens de la ruta SCF de degradacié de proteines.

A continuacié varem analitzar si l“estabilitat de Cln2, una ciclina que
es degrada per la ruta SCF, podria estar afectada en un mutant rot/. Varem
estudiar 1’estabilitat de Cln2 fent assajos d’apagat de promotor en un gen
GALI:CLN2-HA. En les cel.lules silvestres, Cln2 és molt inestable amb una
vida mitjana de 5-7 minuts (Willems et al., 1996), i aixi, és practicament
indetectable als 10 minuts després de reprimir el promotor GALI en cel.lules
silvestres (Figura 3.19). En les cel.lules mutant tetO,:ROTI, hi ha una
caiguda important en el nivell de proteina Cln2 als 10 minuts, pero, per
contra al que ocorre en les cel.lules silvestres, queda una quantitat residual
de la proteina que no ha desaparegut després de 60 minuts de reprimir el
promotor GALI (Figura 3.19). Aquest resultat suggereix que Rotl podria
estar implicat en la degradacié d“almenys d“una fraccié de la proteina CIn2

present en la cel.lula.
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GAL:CLN2-HA GAL:CLN2-HA tetO:ROTI1
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Figura 3.19. Control de 1’estabilitat de la proteina Cln2 per Rotl. Cultius de les
soques silvestre (CML240) i tetO,:ROTI (JCY216) transformades amb un plasmidi
que expressa el gen GAL:CLN2-HA es varen créixer en rafinosa (raf), després es
varen incubar en galactosa (gal) durant 30 minuts i es transferiren a medi en glucosa.
La caiguda del nivell de la proteina CIn2 després de la repressié del gen CLN2 per
glucosa es va analitzar per western als temps indicats. El nivell de la proteina Cdc28
es mostra com a control de carrega.

ESTUDI DEL PAPER DE Rotl EN ALTRES VIES DE DEGRADACIO DE
PROTEINES PEL PROTEASOMA

Fins ara, hem identificat interaccions genetiques de ROTI amb gens
implicats en la degradaci6 de proteines dependents de la ruta APC i també en
gens de la ruta SCF. A més a més, Rotl esta implicat en la degradaci6 de la
proteina Clb2 i probablement de Cln2. Ens varem plantejar la hipotesi que
Rotl tinga una funci6 més general en la degradacié de proteines pel
proteasoma, més enlla de les rutes de degradacié relacionades amb la
regulacid del cicle cel.lular.

El grup de (Bachmair et al., 1986) ha desenvolupat un sistema que

consisteix en 1%expressié de fusions Ubi-X-B-galactosidasa, on X és
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qualsevol aminoacid. Quan la cel.lula sintetitza aquestes proteines de fusio,
rapidament es desubigqiiitinen i es degraden pel proteasoma. La vida mitjana
de la proteina depén de 1’aminoacid introduit en la posicié X d"acord amb la
regla de 1'N-terminal. Aixi, si X és Arg, la proteina Arg- § -gal és molt
inestable i es degrada rapidament, mentre que pel contrari si X és Met, la
proteina Met- 3 -gal és estable. Un cas particular és quan s’introdueix una
Pro en la posici6 X; en aquest cas la proteina Ubi-Pro-f-gal no és
desubigqiiitinada i es degrada pel proteasoma per una via diferent, la ruta de
degradacié per fusié a ubiqiiitina (ruta UFD) (Johnson et al., 1995). Per
estudiar si ROTI participa en aquestes vies de degradacid, varem analitzar
I"estabilitat de tres substrats que contenien Arg, Met o Pro en la posicié X.
Cel.lules de la soca silvestre i del mutant rot/ es varen transformar amb
cadasci dels plasmidis que expressaven un d’aquests substracts sota un
promotor induible per galactosa. Com a control positiu de 1’experiencia,
varem utilizar cel.lules termosensibles mutants en el proteasoma (prel pre2)
transformades amb els mateixos plasmidis. Extractes totals de diferents
cultius es van utilitzar per a assajar els nivells d’activitat B-galactosidasa
(Figura 3.20). Com era d’esperar, en la soca mutant en el proteasoma
s“observa un augment de les activitats relatives obteses tant per a Ubi-Pro-f3-
galactosidasa (7 vegades) com per a Arg-B-galactosidasa (5 vegades)
respecte a les activitats en la soca silvestre, fet que reflecta 1 estabilitzacié
d’aquestes proteines en inactivar el proteasoma. En el cas de les cel.lules del
mutant rotl, les activitats B-galactosidasa de la proteina Arg-B-gal i Ubi-Pro-
[-gal també augmenten (en concret sén 2.5 vegades majors en les cél.lules
mutants rot! que en les cel.lules silvestres per als dos casos) encara que no
tant com en la soca mutant en el proteasoma. Aquest resultat reflecta que les
cel.lules rot! presenten defectes en la degradacid de proteines substrats del
mecanisme de la regla de 1"N-terminal i de la ruta de degradacié per fusi6 a
ubiqiiitina, suggerint que Rotl podria tenir un efecte general en la

degradaci6 pel proteasoma 26S.
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Figura 3.20. Analisi de la degradacié de proteines substrats de la via de la regla
de 1I'N-terminal i de la via per fusié a ubigqiiitina (UFD). Cultius de les soques
silvestre (CML240 o WCG4a) i mutant tetO,:ROT1 (JCE216) o prel pre2 (WCG4-
11/22) es varen transformar amb els plasmidis que expressen els gens que
codifiquen les proteines de fusié Ubi-Met-f3-galactosidasa, Ubi-Arg-f3-galactosidasa
o Ubi-Pro- B-galactosidasa sota un promotor induible per galactosa. Lexpressié de
Ubi-X- B-galactosidasa (sent X Met, Arg o Pro) es va induir afegint 2 % de
galactosa al medi de cultiu. Simultaniament, es va afegir 5 pg/mL de doxiciclina i es
varen incubar les cel.lules durant 8 hores per al cas de les soques silvestre CML240 i
mutant rotl, o es varen incubar les cel.lules a 37°C durant 6 hores per al cas de les
soques silvestre WCG4o i mutant prel pre2. Les activitats -galactosidasa dels
extractes cel.lulars s’expressen com a valors relatius a 1“activitat de la construccié
Ubi-Met- B-galactosidasa (M- 3-gal) en cada soca. Els valors representats sén la
mitjana * la desviaci6 estandard (s.d.) de tres experiments independents.
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LOCALITZACIO SUBCEL.LULAR DE Rot1l

Segons la base de dades Saccharomyces Genome Database (SGD,
http://www.yeastgenome.org/) Rotl és una proteina de 256 aminoacids amb
una massa molecular de 28.9 KDa. El programa TMHMM?2.0,

www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM, que utilitza un metode basat en el

model de Markov per a fer prediccions d’helix transmembrana (TM) en les
seqiiencies de les proteines, va identificar un domini d’inserci6 en la
membrana des de 1’aminoacid 232 al 256 a l’extrem C-terminal de la

proteina (Figura 1A). A més, els programes PSORT (http://www.psort.org/) i

Sosui (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/) també prediuen la presencia d ‘un
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Unic domini transmembrana i una cua citoplasmatica des de 1’aminoacid 1
fins al 239. En altre programa anomenat Signal IP, es prediu un peptid
senyal d’insercié en reticle endoplasmatic, en 1’extrem N-terminal amb un
possible lloc de tall entre els aminoacids 24 i 25.

Tenint en compte aquestes prediccions dels programes d’analisi de
seqiiencia de proteines sobre la proteina Rotl, ens proposarem averiguar en
primer lloc la localitzacié subcel-lular de Rotl. Per tal de detectar facilment
la proteina, varem fusionar 1’epitop HA per triplicat entre 1"aminoacid 181 1
182 de la seqiiencia de ROTI (Figura 4.1A). Varem etiquetar la proteina
internament per no alterar ni la seqiiencia de 1’extrem N-terminal (on podria
haver un peptid senyal) ni la seqiiencia de 1’extrem C-terminal (on podria
haver un domini transmembrana). Aquesta etiqueta o marcatge es va
col.locar en una regi6 de la proteina que no presenta estructura secundaria
segons la informaci6 dels programes de prediccié d’estructura de proteines.
La funcionalitat de la proteina marcada es va comprovar utilitzant la soca
mutant condicional que conté el gen ROTI sota el promotor fetO; reprimible
per doxiciclina. Tal i com sesperava, les cel.lules de la soca tetO;:ROTI sén
inviables en YPD amb 5 pg/mL de doxiciclina (Figura 4.1B). En canvi les
cel.lules transformades amb un plasmidi que conté la proteina Rotl amb el
marcatge intern amb HA sén viables igual que la soca transformada amb un
plasmidi centromeric que conté ROTI. Aquest resultat indica que la proteina
Rotl marcada amb HA és funcional.

Una primera aproximacié per determinar la localitzacié de la
proteina Rotl-HA va ser estudiar si es trobava associada a la membrana
mitjangant fraccionament subcel.lular. Les cel.lules lisades es varen sotmetre
a diversos tractaments (alta concentracid de sal, medi alcali, tractament amb
urea o amb detergent i sal) i seguidament es varen sotmetre a
ultracentrifugaci6 per separar la fraccié insoluble (P100) de la fraccid

soluble (S100) (Figura 4.2A). La proteina Pgkl (fosfoglicerat quinasa)
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utilitzada com a control de proteina citosolica es detecta sempre en la fraccid

soluble. La proteina Kar2, utilitzada com a control de proteina luminal del

A

MWSKKFTLKKLILGGYLFAQKVYCEDESNSIYGTWSSKSNQVFTGPGFY
DPVDELLIEPSLPGLSYSFTEDGWYEEATYQVSGNPRNPTCPMASLIYQHG
TYNISENGTLVLNPIEVDGRQLFSDPCNDDGVSTYSRYNQTETFKEYAVGID
PYHGIYTLQLYQYDGTPMQPLYLAYRPPMYPYDVPDYAGSYPYDVPDYAY
PYDVPDYAMLPTETLNPTSSATSTDDPSSNKKRSLRSLVRRSLENRHKTNAI
KRQNTSFLTSNAIWYISAGMLGVGSLLFLAF

tetO:ROT1

vector

pROTI
pROT1-HA-CEN

pROTI1-HA-2pn

Figura 4.1. Seqiiéncia d “aminoacids i funcionalitat de Rot1-HA. (A) S“indica en
blau la putativa seqiiencia senyal de 1’extrem N-terminal i en roig el putatiu domini
transmembrana de 1’extrem C-terminal. S indiquen subratllades les tres copies de la
seqiiencia de 1’epitop HA que es varen introduir entre 1’aminoacid 181 i 182 de
ROTI. (B) Dilucions seriades de cultius en creixement exponencial de la soca
mutant tetO,:ROTI (JCY216) transformada amb un vector control o amb un
plasmidi centromeric que expressa el gen ROTI o amb un plasmidi centromeric o
multicopia que expressa el gen ROTI-HA es varen sembrar en plaques de YPD en
presencia o abseéncia de 5 pg/mL de doxiciclina (Dox) i es varen incubar a 28°C
durant 3 dies.
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reticle endoplasmatic, es solubilitza després dels tractaments amb carbonat
sodic a pH 11.5 o alta concentracié de sal (condicié que allibera tant a
proteines del lumen del reticle com a proteines periferiques de membrana).
En canvi, Rotl, igual que Sec62 (proteina utilitzada com a control de
proteina integral de membrana), apareix en la fraccid insoluble després de
realitzar aquests tractaments excepte quan es tracta amb detergent i sal
(condicié que permet la solubilitzacié de proteines integrals de membrana)
que s’extrau parcialment a la fracci6 soluble. Per tant, aquest resultat indica
que Rotl és una proteina integral de membrana.

A continuacié, per averiguar en quina o quines membranes es
localitza la proteina Rotl-HA varem estudiar per immunofluorescencia les
cellules que contenien la proteina Rotl-HA en un plasmidi multicopia.
Segons s observa en la figura 4.2B es detecta un senyal fluorescent fort per
la periféria del nucli en totes les etapes del cicle. Aquest resultat indica que
Rotl es localitza majoritariament en la xarxa de membranes del reticle
endoplasmatic/embolcall nuclear. Cal dir que, quan utilitzem un plasmidi
centromeric que conté la proteina Rot1-HA, el resultat és el mateix perd en
aquest cas el senyal fluorescent és més feble (resultats no mostrats). Amb
aquests resultats podem concloure que Rotl és una proteina integral de
membrana que es localitza principalment en la membrana del reticle

endoplasmatic/embolcall nuclear.

Figura 4.2. Localitzacié6 subcellular de Rotl-HA. (A) Extractes totals de
proteines (ext) de cultius en creixement exponencial de la soca KAR2-FLAG
(CYC209), la soca SEC62-FLAG (CYC211) i la soca silvestre (CML240)
transformades amb el plasmidi pGST-PGK1 o pROT1-HA-CEN es varen tractar
amb tamp6 sorbitol o amb tampé contenint 0.5 M NaCl, 0.1 M Na,CO; (pH 11.5),
2.5 M Urea, 0o 1% Triton-X100 més 0.5 M NaCl. Per centrifugacié a alta velocitat
es varen dividir en les fraccions de membranes o pellet (P) i soluble (S), després
es varen analitzar per western. S’inclou un extracte obtés de la soca silvestre
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(CML240) com a control negatiu (no tag). (B) Cel.lules en creixement exponencial
de la soca silvestre (CML240) transformada amb un plasmidi multicopia que
expressa la proteina Rotl etiquetada amb HA internament es varen assajar per
immunofluoresceéncia indirecta com es descriu en materials i metodes. Es mostren
imatges de DIC (differential interference-contrast), del senyal de la fluoresceéncia
indirecta de Rotl-HA (anti HA) i de la tincié del DNA amb DAPI. En el cas de la
soca silvestre sense etiquetar no es va detectar senyal fluorescent (resultat no
mostrat).
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TOPOLOGIA DE LA PROTEINA Rotl

La correcta orientacié d una proteina de membrana és crucial per a
portar a terme la seua funcié bioldgica de forma adequada. Hi ha bases de
dades disponibles en la xarxa on es prediu 1‘orientaci6 final de la proteina.
Paradoxalment, no hi ha consens en la prediccié de la topologia de
Rotl en aquests algoritmes. EI programa TMHMM 2.0
(www.cds.dtu.dk/servicessTMHMM) prediu per a Rotl una topologia amb

I’extrem N-terminal orientat cap al citosol, mentre que el programa HMM

TOP 2.0 (www.enzim.hu/hmmtop/htm/submit.html) proposa 1orientacié
contraria per a Rotl, és a dir, amb 1’extrem N-terminal orientat cap al lumen
del reticle endoplasmatic. Amb 1‘objectiu d’averiguar quina de les dues
possibles orientacions presentava la proteina en les membranes del reticle,
varem utilitzar una estrategia basada en la resisténcia de proteines presents
en la fracci6 microsomal a ser digerides per una proteasa, en concret per la
proteinasa K (PK). En aquests assajos, si la proteina es troba amagada dins
del microsoma sera resistent a la digestid per la proteasa i podrem detectar la
proteina per western. En canvi, si la proteina s orienta cap al citosol, sera
degradada. A I’afegir detergent es disgregaran les membranes i totes les
proteines quedaran accessibles a la proteasa. Cel.lules que contenen la
proteina Rotl etiquetada internament amb HA es varen lisar en condicions
suaus per a formar microsomes i es varen digerir amb proteinasa K en
presencia o abséncia de detergent (Triton X-100). Aquest mateix tractament
es va realitzar en cel.lules que expressaven la proteina Kar2-FLAG (proteina
luminal del reticle etiquetada en FLAG en l’extrem C-terminal) i en
cel.lules que expressaven la proteina Sec62-FLLAG (proteina integral de
membrana amb I’etiqueta orientada al citosol). Com s observa en la figura

4.3, la proteina Sec62-FLAG és digerida totalment per la proteinasa K.
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Per contra i de manera consistent amb 1 orientacié luminal, la proteina Kar2-
FLAG revela una protecci6 total front a la digestié per la proteinasa K, ja
que solament és digerida quan els microsomes es disgreguen per la preséncia
de detergent. El mateix resultat s“obté per a Rotl-HA, ja que és clarament
resistent a la digesti6 per la proteasa excepte quan afegim detergent. Aquest
resultat indica que la proteina Rotl esta orientada cap al lumen del reticle

endoplasmatic.

Kar2-FLAG S -

Sec62-FLAG |

Rotl-HA | (D emms *

Proteinasa K - = +
Triton-X100 = = +

Figura 4.3. Sensibilitat a proteasa de Rotl-HA. A partir de cellules que
expressaven les proteines Kar2-FLAG, Sec62-FLAG o Rotl-HA es varen preparar
extractes en condicions suaus que permeten mantenir la integritat dels microsomes i
es varen incubar amb presencia o abséncia de 0.1 mg/mL de proteinasa K o amb 1%
Triton-X100 en gel durant 20 minuts. Les proteines es varen precipitar i després es
varen analizar per western amb els anticossos corresponents.
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ANALISIS DE LES MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS DE LA
PROTEINA Rotl

Es Rot1 una proteina ancorada a la membrana per un grup GPI?

En base a l"analisi de seqiiencia de la proteina, s’ha suggerit que
Rotl podria estar ancorada a la membrana per un grup GPI (Caro et al.,
1997). Una manera comuna de diagnosticar la presencia d'un grup GPI en
una proteina és incubar la fraccié de membranes amb un enzim bacteria
anomenat fosfolipasa C especifica de fosfatidil inosiltol (PI-PLC). Aquest
enzim allibera els acids grassos ancorats a la membrana lipidica dissociant la
unié de la proteina a la membrana, de tal forma que la proteina se solubilitza.
Per a testar si la proteina Rot1-HA presentava un grup GPI varem realitzar
un tratament amb dues PI-PLC diferents, una de B. cereus i1 altra de B.
thurigiensis, ja que s’ha descrit que aquests enzims poden presentar
especificitat de substrat i no totes les proteines amb GPI sén igualment
reconegudes per un enzim (Vossen et al., 1997). Extractes totals de cel-lules
que contenien Rotl-HA o la proteina Yap3 fusionada a GST (una proteina
modificada per GPI) es varen sotmetre a ultracentrifugacié per tal de separar
la fase aquosa de la fase membranosa (S100 i P100). Seguidament, la fracci6
de membranes es va tractar amb PI-PLC i les mostres es varen tornar a
sotmetre a centrifugacié per separar de nou les fraccions S i P. La proteina
Yap3 és parcialment alliberada a la fraccié soluble després del tractament
amb PI-PLC, en canvi la proteina Rotl-HA tant abans com després del
tractament amb PI-PLC es detecta en la fraccié6 de membranes (Figura 4.4).
El fet que 1’enzim PI-PLC siga incapa¢ de solubilitzar a Rotl, indica que

Rot1 no és una proteina modificada per un grup GPL
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Figura 4.4. Analisi del possible ancoratge a la membrana de Rotl per un grup
GPI. Extractes de cel.lules de la soca silvestre (CML240) transformada amb un
plasmidi que expressa la proteina Rotl-HA o la proteina GST-Yap3 (proteina
utilitzada com a control positiu) es varen sotmetre a ultracentrifugacié per a
fraccionar la fase aquosa (S) i la fase de membranes (P) (part esquerra del panel).
Les fraccions del membranes es dividiren en dues aliquotes i es varen incubar en
presencia o absencia de 0.5 unitats de 1’enzim PI-PLC de B. cereus a 30°C durant 1
hora. Després per ultracentrifugacié les mostres es tornaren a separar en fase aquosa
i fase de membranes i es varen analitzar per western. El mateix resultat es va
obtindre utilitzant 1’enzim PI-PLC de B. thuringiensis. S inclou un extracte obtés de
la soca silvestre (CML240) com a control negatiu (no tag).

Determinacio6 de 1’estat de glicosilacié de Rot1

El tamany predit segons les bases de dades per a la proteina Rotl-
HA és de 32 KDa (29 KDa més 3 KDa de la triple etiqueta HA). En canvi,
en els experiments on es detecta a Rotl-HA, la proteina presenta
sorprenentment una mobilitat electroforética corresponent a una proteina
d’aproximadament 50 KDa. Aquesta migracié anomala de Rot1-HA ens feia
considerar 1’existencia d’altres modificacions posttraduccionals en Ia

proteina. Ates que Rotl es localitza cap al lumen del reticle endoplasmatic,
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era facil pensar que la proteina podria estar modificada per glicosilacid, ja
que aquest tipus de modificacié només té lloc en els dominis exposats cap a
la cara luminal del reticle perque €s on es troben les activitats enzimatiques
encarregades d incorporar oligosacarids en les seqiieéncies diana.

Amb I’objectiu de comprovar si la proteina Rot1 esta modificada per
N-glicosilacid, extractes de cel.lules que contenien la proteina Rotl-HA es
varen sotmetre a digestié amb endoglicosidasa H (Endo H), enzim que
catalitza 1“eliminaci6 dels sucres units a les Asn. La figura 4.5A mostra que
Rot1-HA presenta major mobilitat electroforetica després del tractament
amb Endo H. El canvi de mobilitat observat confirma una modificacié per N-
glicosilacié de la proteina Rotl. S’ha descrit que 1°addicié6 de la cadena
oligosacaridica a un tdnic lloc de glicosilacié produeix un augment en la
massa molecular de la proteina equivalent a 2.5 KDa. En el cas de Rotl, el
canvi de mobilitat comporta una reduccié de la massa molecular d’uns 8
KDa, apuntant aquest fet que la proteina podria contenir possiblement tres

llocs de glicosilacid.

Figura 4.5. Analisi d"N-glicosilaci6 de Rotl. (A) Analisi per western dels extractes
de cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre (CML240) transformada
amb un plasmidi centromeric que conté el gen ROTI-HA incubades en absencia o
presencia de 50 mU d’Endo H. (B i C) Analisi per western de la proteina Rotl en
extractes de cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre (CML240)
transformada amb un plasmidi centromeric que conté el gen ROTI-HA o diverses
versions de la proteina Rotl-HA que tenen un o més residus N substituits per Q
segons s’indica. S“inclou un extracte obtés de la soca silvestre (CML240) com a
control negatiu (no tag). (D) Analisi per western dels extractes de cel.lules en
creixement exponencial de la soca silvestre (CML240) transformada amb un
plasmidi centromeric que conté el gen ROTI-HA o ROTI "% "7 1%¢ _HA incubats
en abséncia o presencia de 50 mU d’Endo H. (E) Dilucions seriades de cultius en
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creixement exponencial de la soca mutant tetO,:ROT1 (JCY216) transformada amb
un vector control o amb un plasmidi centromeric que expressa el gen ROTI-HA o
ROTIN' 107 13%C_HA es varen sembrar en plaques de YPD en preséncia o abséncia
de 5 pg/mL de doxiciclina (Dox) i es varen incubar a 28°C durant 3 dies.
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Les seqiiencies consens d’N-glicosilacid estan constituides per tres
aminoacids: Asn-X-Ser/Thr, podent ser X qualsevol aminoacid excepte Pro.
Segons la base de dades corresponent al “Center for Biological Sequence

Analysis (CBS)” http://www.cbs.dtu.dk/services/, la proteina Rotl conté sis

possibles llocs potencials de N-glicosilacié que corresponen a les Asn 87,
103, 107, 139, 189 i 229. Aquest programa assigna un baix potencial d"/N-
glicosilacié a 1’Asn 229 per estar molt prop de la seqiiencia hidrofobica 1
també a les posicions 87 i 189 per estar proximes a una prolina. Per tal
d’averiguar les posicions exactes de les Asn responsables de 1"N-glicosilacié
de la proteina varem realitzar mutagenesi dirigida de manera independent de
cadascuna de les 6 Asn susceptibles de glicosilacié canviant 1’Asn per Gln
(aminoacid no modificable). Varem investigar 1’efecte de cadascuna
d’aquestes substitucions observant la mobilitat electroforetica per western de
les proteines mutades. Conforme s observa en la figura 4.5B, les proteines
mutades en les posicions 87, 189 i 229 migren igual que la proteina silvestre,
indicant aquest resultat que aquestes tres posicions no es glicosilen. Per
contra en les proteines mutades en les Asn 103, 107 o 139 s’observa un
increment en la mobilitat d’aproximadament 2.5 KDa que és el pes que cal
esperar per a una modificacié d’N-glicosilacid. Aquest resultat indica que
aquestes tres Asn soén responsables de la modificacié per N-glicosilacié de la
proteina Rotl. Seguidament, varem fer construccions que expressaren la
proteina mutada en dues o en tres de les Asn modificades. El resultat obtés
demostra clarament que les tres posicions es modifiquen simultaniament, ja
que les mutacions Asn-Gln tenen efecte additiu sobre la migracié de la
proteina (Figura 4.5C). A més a més, el canvi de mobilitat electroforética en
la proteina amb la versi6 triple mutant Rot1N'%!1?71 &g equivalent al canvi
de mobilitat que es produeix en la proteina Rotl silvestre després de la
digestié amb Endo H (Figura 4.5D). Aquest resultat indica que no hi ha més
llocs Asn que es glicosilen. En resum, podem concloure que Rotl esta

modificada per N-glicosilacié en les posicions Asn 103, 107 i 139.

118



Caracteritzacio bioquimica del gen ROTI

Per a determinar la importancia de la modificacié per glicosilacié de
Rotl en la funci6 de la proteina, varem analitzar la viabilitat de la soca
tetO7:ROT1 (en presencia de doxiciclina) transformada amb el plasmidi que
expressava la proteina amb la versié triple mutant Rot1N'%'?"1*Q En les

3 . z
[N103:107.139Q (- peixen molt més lentament

cel.lules que contenen la proteina Rot
que les cel-lules que expressen la proteina Rotl silvestre, encara que aixi i
tot son viables (Figura 4.5E). Aquest resultat indica que 1°N-glicosilacié de
Rotl no és essencial per a la viabilitat cel.lular perd és requerida per a la
total funcionalitat de la proteina.

Cal resaltar que la forma no glicosilada de Rotl descrita no presenta
encara la migracié electroforetica corresponent al pes molecular teoric de la
proteina, cosa que suggereix que la proteina sofreix altres modificacions.
Aixi, varem analitzar si Rotl podia sofrir altre tipus de glicosilacié de
proteines com és la O-glicosilacié. El programa de prediccié CBS detecta 7
llocs potencials de O-glicosilacié per a la proteina Rotl encara que amb una
probabilitat molt baixa. En llevat, el primer pas en la O-glicosilacié comenga
en el reticle endoplasmatic amb la transferencia d'una mannosa al grup
hidroxil d“una serina o treonina (Tanner and Lehle, 1987) i segueix en el
Golgi. La O-glicosilacié és catalitzada per proteines anomenades
mannosiltransferases (proteines Pmt) (Strahl-Bolsinger et al., 1999). En S.
cerevisiae existeixen diversos gens PMT (Ecker et al., 2003; Immervoll et
al., 1995; Lussier et al., 1995; Mrsa et al., 1997; Strahl-Bolsinger et al.,
1993). Per investigar si Rotl és una proteina O-glicosilada varem analitzar si
es produia un canvi en la mobilitat electroforetica de la proteina en cel.lules
mutants en diferents PMTs. Com revela la figura 4.6, no s’observen
diferéncies en la mobilitat de la proteina en cap mutant pmt. Encara que no
podem descartar la possible redundancia funcional entre diferents mutants

pmt, aquest resultat suggereix que Rotl no és una proteina O-glicosilada.
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Figura 4.6. Analisi de la O-glicosilacié de Rotl. Analisi per western de la proteina
Rotl-HA en extractes de cel.lules en creixement exponencial de les soques silvestre
(BY4741) o mutants pmtl, pmt2, pmt3, pmt4, pmt5, pmt6 transformades amb un
plasmidi centromeric que conté el gen ROTI-HA.

ANALISI FUNCIONAL DE L ’EXTREM CARBOXILO TERMINAL DE Rotl

D’acord amb els resultats anteriors, Rotl esta localitzada en la
membrana del reticle endoplasmatic/embolcall nuclear amb una orientacié
luminal. Les bases de dades d’analisi de seqiiencia prediuen per a Rotl un
putatiu domini transmembrana en I’extrem C-terminal de la proteina. Per
investigar el paper d’aquest possible domini transmembrana de la proteina
en la localitzacié i funcié de Rotl, varem construir una proteina truncada
delecionant des de 1’aminoacid 229 al 256 (Rotl-HA***%%). Varem fer
experiments de fraccionament subcel.lular i d‘immunofluorescéncia amb
Rot1-HA i Rot1-HA******°_ La proteina truncada encara es troba associada a
la fraccidé no soluble; no obstant aix0, tractaments suaus com la incubacio
amb carbonat sodic a pH 11.5 o urea (condicions que alliberen proteines del
lumen del reticle i proteines periferiques de membrana) que no poden
alliberar la proteina Rotl completa de la fracci6 membranosa, sén capagos
d’extraure a Rotl-HA “****° de la fraccié de membranes (Figura 4.7). Per
tant, aquest domini transmembrana de 1’extrem C-terminal és qui determina

que Rot1 siga una proteina integral de membrana.
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Figura 4.7. Localitzaciéo i funcionalitat de la proteina Rotl truncada per
I’extrem C-terminal. (A) Extractes (ext) de cultius en creixement exponencial de la
soca silvestre (CML240) transformada amb un plasmidi centromeric que expressa la
forma truncada per 1’extrem C-terminal de Rotl-HA (Rotl-HAMzg'ZS(’) es va tractar
amb tampé o amb tampd contenint 0.5 M NaCl, 0.1 M Na,CO; (pH 11.5), 2.5 M
urea, o 1% Triton-X100 més 0.5 M NaCl. Per centrifugacié a alta velocitat es varen
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dividir en les fraccions de membranes o pellet (P) i sobrenadant (S). La proteina
Rot1-HA*?® e va analitzar per western. S’inclou un extracte obtés de la soca
silvestre (CML240) com a control negatiu (no tag). (B) Immunofluorescéncia
indirecta de cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre (CML240)
transformada amb un plasmidi multicOpia que expressa la proteina Rot1-HA i Rotl-
HA“*?%_ Es mostren imatges de DIC, del senyal de la fluorescencia indirecta de
Rot1-HA i Rot1-HA***** (anti HA) i de la tincié del DNA amb DAPI. (C) Analisi
per western dels extractes de cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre
(CML240) transformada amb un plasmidi centromeric que expressa la proteina
Rot1-HA***?° incubats en presencia o absencia de 50 mU d’Endo H. (D) Dilucions
seriades de cultius en creixement exponencial de la soca mutant tetO;:ROTI
(JCY216) transformada amb un vector control, amb un plasmidi centromeric que
conté el gen ROTI-HA o amb un plasmidi centromeric o multicopia que conté
ROTI1-HA ****° es varen sembrar en plaques de YPD en preséncia o abséncia de 5
pg/mL de doxiciclina (Dox) i es varen incubar a 28°C durant 3 dies.

L’analisi per immnunofluorescencia també confirma un canvi en la
localitzaci6 de la proteina: en lloc de detectar-se el senyal potent envoltant al
nucli observat en la proteina silvestre, en el cas de Rot1-HA** 2% eg detecta
un patré més difiis de les membranes internes (Figura 4.7B). Es interessant

A229-256 . ,
A necessariament s’ha translocat al

resaltar que la proteina Rotl-H
reticle, ja que si que és glicosilada com es dedueix pel canvi electroforetic
observat després del tractament amb Endo H (Figura 4.7C).

Finalment es va estudiar l’efecte de la delecidé del domini
transmembrana en la funcié de Rotl. Com es veu en la figura 4.7D, Rotl-
HA*****% &5 incapa¢ de mantenir el creixement en les cel.lules de la soca
tetO7;:ROTI en presencia de doxiciclina. Concloent, tots aquests resultats
indiquen que el domini C-terminal no és necessari per a la translocacié al

reticle endoplasmatic o 1’N-glicosilacié de la proteina; no obstant, és
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necessari per al correcte ancoratge de la proteina en la membrana i per a la
funcionalitat de Rotl1.

Una hipotesi atractiva és que la pérdua de funcionalitat de la proteina
es deguera a l'incorrecte ancoratge de la proteina a la membrana. Amb
aquesta finalitat, a la proteina truncada Rot1-HA®***° 1i varem fusionar una
cua de polileucines que li conferira la capacitat de poder unir-se de nou a la
membrana. L analisi per western de la proteina Rotl-HA**?® amb 18
polileucines fusionades demostra que recupera el tamany de la proteina
silvestre (Figura 4.8A). Varem analitzar la localitzacié d"aquesta proteina
quimera per fraccionament subcel.lular. La proteina Rotl-HA-******°_18L
només s’extrau de la membrana després de realitzar el tractament amb
detergent i sal, que és 1inica condici6 on s’alliberen les proteines integrals
de membrana (Figura 4.8B). Aquest resultat indica que la proteina esta de
nou correctament ancorada a la membrana. A més a més, a diferéncia del

que s’observa en la proteina Rotl-HA*****%¢

i de manera similar al que
s‘observa en la proteina Rotl-HA silvestre, la proteina es localitza
principalment en la xarxa de membranes del reticle endoplasmatic/embolcall
nuclear (Figura 4.8C). No obstant, encara que la proteina Rot1-HA-****-
18L es localitze correctament, en estudiar la funcionalitat d“aquesta proteina
quimera varem observar que no és capa¢ de recuperar la viabilitat de les
cel.lules mutants rot! (Figura 4.8D). Aquest resultat indica que la correcta
localitzacié de Rotl en la membrana no és suficient per a recuperar la
funcionalitat. Per tant, el domini transmembrana de 1’extrem C-terminal no
sols serveix per ancorar la proteina a la membrana sind que té altre paper

clau per a la funcionalitat de Rot1.
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Figura 4.8. Localitzacié i funcionalitat de Rot1-HA-**%%6.18L. (A) Analisi per
western dels extractes de la soca silvestre (CML240) transformada amb un plasmidi
que expressa la proteina Rotl1-HA, Rot1-HA™*?%® o Rot1-HA******%_18L. S“inclou
un extracte obtés de la soca silvestre (CML240) com a control negatiu (no tag). El
nivell de proteina Cdc28 es mostra com a control de carrega. (B) Extractes (ext) de
cultius en creixement exponencial de la soca silvestre (CML240) transformada amb
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un plasmidi centromeric que expressa Rotl-HA“**?_18L es varen tractar amb
tamp6 o amb tampé contenint 0.5 M NaCl, 0.1 M Na,CO; (pH 11.5), 2.5 M Urea, o
1% Triton-X100 més 0.5 M NaCl. Per centrifugaci6 a alta velocitat es dividiren en
les fraccions de membranes o pellet (P) i soluble (S). La proteina Rot1-HAA? %%,
18L es va analitzar per western. S’inclou un extracte obtés de la soca silvestre
(CML240) com a control negatiu (no tag). (C) Immunofluorescéncia indirecta de
cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre (CML240) transformada
amb un plasmidi multicopia que expressa la proteina Rotl-HA, Rotl-HA***%¢ ¢
Rot1-HA***°_18L. Es mostren imatges de DIC, del senyal de la fluorescencia
indirecta de Rotl-HA (anti HA) i de la tincié del DNA amb DAPI. (D) Dilucions
seriades de cultius en creixement exponencial de la soca mutant tetO,:ROTI
(JCY216) transformada amb un vector control, amb un plasmidi centromeric que
expressa la proteina Rotl-HA, Rotl-HA**?* o Rotl-HA***?*°I8L es varen
sembrar en plaques de YPD en presencia o abséncia de 5 pug/mL de doxiciclina
(Dox) i es varen incubar a 28°C durant 3 dies.

ANALISI FUNCIONAL DE L’EXTREM AMINO TERMINAL DE Rotl

Com ja hem anomenat abans, s’ha suggerit la possibilitat que Rotl
continga una seqiiencia senyal d’importaci6 al reticle en 1’extrem N-
terminal. Per investigar el paper d’aquest domini N-terminal en Ia
localitzacié i funcié de Rotl, varem integrar un casset GALI:HA al locus
ROT1I del genoma per a generar o bé la proteina Rotl completa o bé una
proteina truncada per 1’extrem N-terminal fins 1’aminoacid 25 (Rot1*')
etiquetades amb HA per 1’extrem N-terminal. Al realitzar aquesta integracid
no varem obtindre cap transformant per al cas on voliem truncar la proteina
per I’extrem N-terminal. Per si la forma de la proteina Rotl truncada no fora
funcional, varem decidir obtindre el gen truncat en cel.lules que contenien un
plasmidi centromeric URA3 amb el gen ROTI. D’aquesta manera varem
obtindre transformants. Tant la proteina completa com la truncada per
I’extrem N-terminal s’expressaven correctament sota el promotor GALI

(Figura 4.9A). Varem comprovar que les cel.lules que expressen la forma de
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la proteina truncada Rot1*"™ no creixen quan el plasmidi que conté el gen
ROTI s’elimina a 1"afegir acid S-fluoroorotic (FOA) al medi de cultiu
(Figura 4.9B). Aquest fet indica que el domini N-terminal de la proteina
Rotl és essencial per a la viabilitat cel.lular.

El resultat anterior seria I’esperat si aquesta regi6 fos la seqiiencia
senyal per a importar la proteina al reticle. No obstant aix0, diferents
resultats apunten contra aquesta possibilitat. El canvi en la mobilitat
electroforetica observat després del tractament amb Endo H en la figura 4.9C
revela que Rot1*'* és una proteina N-glicosilada, la qual cosa implica que
necessariament s ha translocat al reticle endoplasmatic per a ser modificada.
A més a més, l"analisi per immunofluoresceéncia indica un patré de
localitzaci6 similar al de la proteina completa, amb un senyal concentrat en
la membrana del reticle endoplasmatic/embolcall nuclear (Figura 4.9D). Per
tant, podem concloure que la seqiiencia N-terminal de Rotl no és necessaria
per a la correcta localitzacié 1 glicosilacié de la proteina, encara que és

requerida per a la funcid essencial de Rotl en la cel.lula.

Figura 4.9. Localitzacié i funcionalitat de la proteina Rotl truncada en 1’extrem
N-terminal. (A) Analisi per western de la proteina Rotl en extractes de cel.lules en
creixement exponencial de la soca GALI:HA-ROTI (JCY526) i de la soca
GALI:HA-ROTI*"* (MCY62) crescudes en galactosa o després d incubar-se durant
tres hores en glucosa. (B) Cel.lules silvestres (W303-1a), GALI:HA-ROTI
(JCY526) i GALI:HA-ROTI*"* (MCY62) contenint un plasmidi pROT1-CEN
URA3 es varen sembrar en plaques de YPGal, YPGal o YPD que contenien acid 5-
fluoroorodtic (FOA). Es varen incubar a 28°C durant 3 dies. (C) Analisi per western
dels extractes de cél.lules en creixement exponencial de la soca GALI:HA-ROTI*"*
(MCY62) incubats en presencia o abseéncia de 50 mU dEndo H. (D)
Immunofluorescencia indirecta de cel.lules en creixement exponencial de la soca
GALI:HA-ROTI (JCY526) i de la soca GALI:HA-ROTI** (MCY62). Es mostren
imatges de DIC, del senyal de la fluorescencia indirecta de Rot1-HA (anti HA) i de
la tinci6 del DNA amb DAPI.

126



Caracteritzacio bioquimica del gen ROTI

e
-~
Gal Glu Gal Glu

0 3
&
o R

»

Gal + FOA

G

GALI:HA-ROTIA!-%)
kDa

- |5

GALI:HA-ROTI

GALI:HA-ROT1AI-25

/-.
L4
J

DIC DAPI  anti-HA

127



Caracteritzacio bioquimica del gen ROTI

RASTREIG DE LA SEQUENCIA SENYAL D IMPORTACIO AL RETICLE
ENDOPLASMATIC

Els resultats anteriors suggereixen que ni l’extrem N-terminal ni
I"extrem C-terminal de Rotl contenen la seqiiencia senyal per a direccionar
la proteina al reticle. Front aquests fets, ens varem plantejar quina és la regi6
de Rotl que dirigeix la proteina al reticle. Amb la finalitat de localitzar dita
seqiiéncia, varem construir versions truncades de la proteina. En primer lloc,
varem integrar un casset GALI:HA en el locus ROTI del genoma per a
generar proteines truncades per l‘extrem N-terminal eliminant des de
1"aminoacid 1 fins al 60 (Rot1%""*%) o des de 1’aminoacid 1 al 90 (Rot1*"™).
La construccié de les proteines truncades es va realitzar en cel.lules que
contenien un plasmidi centromeric URA3 amb el gen ROTI, ja que com hem
vist el domini N-terminal de la proteina Rotl és essencial per a la viabilitat
cellular. Varem comprovar que aquestes proteines truncades (Rotl*"® i
Rot1*"™) s’expressen correctament quan les cél.lules es creixen en
condicions d“induccié de la proteina (galactosa en el medi de cultiu) i que
efectivament aquestes cel.lules no creixen quan el plasmidi que contenia el
gen ROT] s’eliminava a l’afegir acid 5-fluoroorotic (FOA) (Figura 4.10A 1
B).

Per a comprovar si aquestes proteines mutants sén translocades al
reticle, varem analitzar si estaven glicosilades. El canvi en la mobilitat
electroforetica que s observa en la figura 4.10C després del tractament amb
Endo H revela que les proteines truncades Rot1*"® i Rot1*'™" es glicosilen,
la qual cosa implica que necessariament s han translocat al reticle. A més a
més, la immunofluorescencia revela el senyal perinuclear caracteristic del
patré de localitzaci6 de la proteina Rotl completa (Figura 4.10D). En
conclusid, aquests resultats indiquen que la regid des de 1"aminoacid 1 fins al

90 de Rotl no és necessaria per a dirigir la proteina al reticle endoplasmatic.

128



Caracteritzacio bioquimica del gen ROTI

-
. . anti- HA
-
-

- | Cde28

Al-25

W303
GALI-HA-ROTI
pROTI pROTI1
AL-90 !
GALI:HA-ROTI GALI-HA-ROTIM 60
pROTI pROTI

Gal + FOA Glu + FOA

Figura 4.10. Localitzaci6 i funcionalitat de proteines truncades de Rotl per
I’extrem N-terminal. (A) Analisi per western de la proteina Rotl en extractes de
cel.lules en creixement exponencial de les soques GALI:HA-ROTI*"* (MCY174) i
GALI:HA-ROTI*"* (MCY232) crescudes en galactosa o després d‘incubar-se
durant tres hores en glucosa. El nivell de proteina Cdc28 es mostra com a control de
carrega. (B) Cel.lules silvestres (W303-1a), GALI:HA-ROTI (JCY526), GALI:HA-
ROTI*™ (MCY62), GALI:HA-ROTI*"® (MCY174) i GALI:HA-ROTI*"*
(MCY232) contenint un plasmidi pROT1-CEN URA3 es varen sembrar en plaques
de YPGal, YPGal o YPD que contenien acid S-fluoroorotic (FOA) i es varen incubar

a 28°C durant 3 dies.
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Figura 4.10. Continuacié. (C) Analisi per western de Rotl en els extractes de
cel.lules en creixement exponencial de la soca GALI :HA-ROTI*"™ (MCY174) i
GALI:HA-ROTI*"® (MCY232) incubats en presencia o absencia de 50 mU d’Endo
H. (D) Immunofluoresceéncia indirecta de cel.lules en creixement exponencial de les
soques GALI:HA-ROTI (JCY526), GALI:HA-ROTI*? (MCY62), GALI:HA-
ROTI*™ (MCY174) i GALI:HA-ROTI*"*’ (MCY232). Es mostren imatges de
DIC, del senyal de la fluorescencia indirecta de les diverses formes truncades de
Rotl (anti HA) i de la tincié del DNA amb DAPI.
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Al mateix temps varem construir una proteina truncada per l’extrem C-
terminal, eliminant des de 1’aminoacid 200 fins al 256 (Rotl-HA****%).
L assaig per immnunofluorescéncia de la figura 4.11A mostra que la
proteina Rot1-HA**?®  tal i com era d’esperar, presenta defectes de
localitzacié com ja ocorria en la proteina truncada Rot1-HA*****®. Ara bé, el
canvi de mobilitat després del tractament amb Endo H (Figura 4.11B)
demostra que la proteina Rot1-HA****> esta glicosilada i per tant també
s’ha translocat necessariament al reticle. Aixi, la regi6 entre 1“aminoacid 200

al 256 de Rotl no és necessaria per a dirigir la proteina al reticle

endoplasmatic.
A
g r A200-256
= Rot1-HA
=9 _ &
DIC DAPI anti-HA
B
c— A200-256
| Rotl-HA
- + endoH

Figura 4.11. Localitzacié i analisi de glicosilaci6 de la proteina Rot1-HA*2"2%,

(A) Immunofluoresceéncia indirecta de cel.lules en creixement exponencial de la
soca silvestre (CML240) transformada amb un plasmidi multicopia que expressa la
proteina Rot1-HA*****, Es mostren imatges de DIC, del senyal de la fluorescencia
indirecta de Rot1-HA***?%® (anti HA) i de la tincié del DNA amb DAPL (B) Analisi
per western dels extractes de cel.lules en creixement exponencial de la soca silvestre
(CML240) transformada amb un plasmidi centromeric que expressa la proteina
Rot1-HA**"?® incubats en preséncia o abséncia de 50 mU d ’Endo H.
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Finalment, en una aproximacié per a delimitar la seqiiencia suficient
per a dirigir a Rotl al reticle, varem construir altres versions truncades de la
proteina on simultaniament delecionavem els dos extrems. En primer lloc, en
la soca GALI:HA-ROTI*'” varem integrar un casset de delecié al locus
ROTI del genoma de forma que varem obtindre soques que expressen
proteines truncades per 1’extrem C-terminal des de 1’aminoacid 229 fins al
256 (Rot14 4229236 i des de 1’aminoacid 200 fins al 256 (Rot1*'2>4200-236),
De la mateixa manera, partint de la soca GALI:HA-ROTI*""*’ varem obtenir
les soques GALI:HA-ROTI*"#%2% i GALI:HA-ROTI*"%#%2%, § 4
partir de la soca GALI:HA-ROTI*"*’ varem obtenir les soques GALI:HA-
ROTI*" 429230 § GALI:HA-ROTI*"™” “°°* En totes aquestes proteines
doblement truncades varem estudiar si es translocaven al reticle analitzant si
estaven modificades per N-glicosilaci6.

Anteriorment hem demostrat que ni 1’extrem N-terminal ni 1’extrem
C-terminal son necessaris per a translocar la proteina al reticle. No obstant,
cabia la possibilitat que els dos extrems tingueren la capacitat per a dirigir
independentment a Rotl al reticle endoplasmatic i que la presencia de
qualsevol d’ells féra suficient per a la translocaci6 de la proteina. Tanmateix,

el fet que la proteina Rot]*' 25422925

mostre un canvi de mobilitat després
del tractament amb Endo H indica que la proteina delecionada en els dos
extrems necessariament ha entrat al reticle (Figura 4.12). Aquest resultat
descarta definitivament que qualsevol d aquestes dos extrems estan implicats
en la translocacié de Rotl al reticle endoplasmatic.

En el cas de les proteines truncades Rot]A1725: 4200256 P (g1 4160 4229-236

A1-90,A229-256 P . . ..
1 ’ també s’observa un canvi de mobilitat electroforética

1 Rot
després del tractament amb Endo H, indicant que aquestes proteines s han
glicosilat i per tant s han translocat al reticle (Figura 4.12). No obstant aixo,
cal puntualitzar que un percentatge (majoritari en algun cas) d’aquestes
proteines truncades no esta glicosilat en 1’extracte inicial. Aquest resultat

podria suggerir que les regions entre 1’aminoacid 25 al 60 i entre el 200 al
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Figura 4.12. Assaig d’N-glicosilacié de proteines Rotl truncades. Analisi per
western de Rotl en els extractes de cel.lules en creixement exponencial de les
soques GALI:HA-ROTI“™® (MCY62), GALI:HA-ROTI***%% (MCY238),
GALI:HA-ROTIA>400-2%6  (MCY243),  GALI:HA-ROTI*"®  (MCY174),
GALI:HA-ROTI#"%04292%6  (\M(CY240), GALI:HA-ROT]*%04200-256  (M(CY222),
GALI:HA-ROTI*"™  (MCY232),  GALI:HA-ROTI*"?*#4%%26  (MCY241),

GALI:HA-ROT]4"% 420025 (M(CY223) incubats en preséncia o abséncia de 50 mU
d’Endo H.
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229 s6n importants per a una eficient translocacié al reticle. De fet, a
1"eliminar simultaniament aquestes regions en les proteines Rot]4! 604200236 §
Rot 14194290236 55 no s’observa glicosilacié de les proteines (Figura 4.12).
No obstant, cal ser cautelds en la interpretacié d’aquests resultats ja que la
presencia de proteina no glicosilada podria reflectir no un problema en la
translocacié sind en la glicosilacié d’aquestes proteines truncades. Futurs

experiments de fraccionament subcel.lular esclariran aquest punt.

MECANISME D’INSERCIO AL RETICLE ENDOPLASMATIC PER A Rotl

En cellules eucariotes, la translocacié de les proteines al reticle
ocorre en el translocé o complex Sec61, un canal o estructura preformada
que organitza el transport i maduracié dels polipeptids en la membrana del
reticle endoplasmatic (Rapoport, 2007). El direccionament dels precursors
de les proteines de membrana al translocé pot ocorrer per dues rutes
diferents (Wilkinson et al., 1997). La ruta majoritaria és la ruta
cotraduccional, dependent de la particula de reconeixement de senyal (SRP).
L-altra ruta alternativa és la ruta posttraduccional, independent de la SRP 1
en la qual intervé el complex Sec62/ Sec63.

Per investigar si Rotl es dirigeix a la membrana del reticle pel
mecanisme cotraduccional o posttraduccional, varem analitzar 1’estat d"N-
glicosilacié de Rotl en diverses soques mutant en cadascuna de les rutes. En
concret, es va utilitzar una soca mutant en el gen SEC65 (que codifica un
componet del complex SRP), una soca mutant en el gen SEC62 (essencial
per al direccionament posttraduccional independent de SRP) i també una
soca mutant en el gen SEC61 (que codifica una subunitat del translocé i per
tant esta implicat en la translocacié cotraduccional i posttraduccional). En

aquestes soques, els gens SEC65 i SEC61 estan sota el control del promotor
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Figura 4.13. Mecanisme de translocacié de Rotl al reticle endoplasmatic.
Cultius de cel.lules en creixement exponencial de la soca tetO,:SEC61 (MCY215),
MET3:SEC62 (MWYS50) i tetO;:SEC65 (MCY217) transformades amb els
plasmidis pGAL1:CPY-HA, pGAL1:DPAP B-HA o pGALI1:HA-ROTI es varen
incubar tota la nit en presencia o abséncia de 4mM metionina (en el cas del mutant
sec62) o de 10ug/mL doxiciclina (en els cas dels mutant sec61 i sec65). Per a induir
I"expressié de les proteines etiquetades es va afegir 2% de galactosa durant 20
minuts al medi de cultiu. Els extractes cel.lulars es varen analitzar per western.
S’inclou com a control els extractes de cel.lules de la soca silvestre (CML240)
transformada amb els mateixos plasmidis abans i després de la digestié amb EndoH.
Les formes madures (glicosilades) i precursores (no glicosilades) de les proteines
estan marcades amb les lletres m i p respectivament.

tetO7, de manera que la transcripcié del gen pot apagar-se per doxiciclina,
mentre que la soca mutant en SEC62 conté aquest gen sota el promotor
MET3 reprimible per metionina. Com a control de proteina que segueix el

mecanisme cotraduccional dependent de la SRP es va utilitzar la proteina
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dipeptidilaminopeptidasa B (DPAP B) i com a control de proteina que
segueix el mecanisme posttraduccional independent de la SRP es va utilitzar
la proteina carboxipeptidasa Y (CPY). Per abordar I’estudi de glicosilacid,
les diferents soques es varen transformar amb els plasmidis que expressen
els gens que codifiquen les proteines Rotl, DPAP B o CPY etiquetades amb
HA sota el control del promotor GALI. Varem realitzar assajos apagant
primerament la transcripcié dels gens SEC65, SEC62 o SEC6! i activant
seguidament la transcripcié de les proteines Rotl, DPAP B o CPY. Tal i com
era d’esperar, a I’analitzar el western s’observa que la forma precursora no
glicosilada de la proteina DPAP B s“acumula en el mutant sec65 (mutant en
la ruta cotraduccional SRP dependent) i en el mutant del tranlocd sec6/,
mentre que la forma precursora no glicosilada de la proteina CPY s“acumula
en els mutants sec62 (mutant en la ruta posttraduccional SRP independent) i
sec6l (mutant del tranlocd) (Figura 4.13). Pel que fa a la proteina Rotl no
s’observen defectes en la glicosilacié en la soca mutant sec65, la qual cosa
indica que la seua translocacié no esta afectada en un mutant en la ruta
cotraduccional SRP dependent. En canvi, tant la inactivacié de SEC62 com
de SEC61 provoquen 1"acumulacié de la forma precursora no glicosilada de
Rotl. Aquests resultats indiquen que la proteina Rotl és dirigida a la
membrana del reticle endoplasmatic a través del translocé Sec61 per un

mecanisme posttraduccional independent de SRP i dependent de Sec62.

ESTABILITAT DE LA PROTEINA Rot1l
Paper del domini N-terminal en I’estabilitat de Rot1

Durant I’estudi mostrat en 1’apartat anterior, varem observar que
totes les soques truncades per 1’extrem N-terminal GALI:HA-ROTI*™?,
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GALI:HA-ROTI*"® i GALI:HA-ROTI""* presenten nivells de proteina
Rotl molt més elevats que els detectats per a la proteina Rotl completa
encara que el promotor utilitzat és el mateix en tots els casos (Figura 4.14).
Per tant, és evident que l’eliminacié dels aminoacids 1 al 25 origina un
increment en el nivell d’aquestes proteines truncades, pel que podriem
suggerir que aquests aminoacids tinguen algun paper en l’estabilitat de la

proteina Rotl.

—
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Figura 4.14. Comparacio dels nivells cel.lulars de les diferents proteines Rotl
truncades en l’extrem N-terminal. Analisi per western de la proteina Rotl en
extractes de cel.lules en creixement exponencial de les soques silvestre, GALI:HA-
ROTI (JCY526), GALI:HA-ROTI*'* (MCY62), GALI:HA-ROTI*"* (MCY174) i
GALI:HA-ROTI*"* (MCY232) crescudes en galactosa. El nivell de proteina Cdc28
es mostra com a control de carrega.

Per analitzar aquest fet, varem estudiar ’estabilitat de la proteina
Rotl fent assajos d’apagat del promotor per addicié de glucosa a cel.lules de
les soques GALI:HA-ROTI i GALI:HA-ROTI*"® crescudes tota la nit en
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galactosa. Com s’observa en la figura 4.15, les cel-lules que contenen la
forma completa de Rotl presenten baixos nivells de proteina als 45 minuts
després de reprimir 1’expressié del gen per glucosa, sent la proteina
practicament indetectable després de 60 minuts. En canvi, en les cel-lules de
la soca GALI:HA-ROTI*"®, el nivell de la proteina Rot14'%
romanpracticament inalterat deprés d’apagar la transcripcié del gen. Els
mateixos resultats es varen obtindre en experiencies similars en les quals
després de créixer les cel.lules en rafinosa, es va activar transitoriament la
transcripcié dels gens ROTI i ROTI*'” addicionant galactosa al medi de
cultiu i apagant el promotor amb glucosa després de 30 minuts (resultats no
mostrats). Aquest resultat confirma que els primers 25 aminoacids de Rotl

son responsables de la inestabilitat de la proteina en la cel.lula.

Al-25
wt GALI1:HA-ROTI wt  GALI:HA-ROTI
gal temps (min) en glucosa gal temps (min) en glucosa
15 30 45 60 90 120 15 30 45 60 90 120
— —— Rotl - - -

e e - @ [CdC28 - e e e = (C(C28

Figura 4.15. Analisi d’estabilitat de la proteina Rotl truncada en N-terminal.
Cultius de les soques GALI:HA-ROTI (JCYS526) transformada amb un plasmidi
centromeric pROT1-CEN i GALI:HA-ROTI** (MCY62) crescudes en galactosa
(gal) durant tota la nit es transferiren a medi en glucosa per reprimir 1‘expressié del
gen ROTI i ROTI*"®. La caiguda del nivell de la proteina Rotl es va analitzar per
western als temps indicats. S“inclou un extracte obtés de la soca silvestre (W303)
com a control negatiu (no tag). El nivell de la proteina Cdc28 es mostra com a
control de carrega.

138



Caracteritzacio bioquimica del gen ROTI

Analisi de la ruta implicada en la degradacié de Rot1

La principal via de degradaci6 de proteines en la cel.lula és la via de
degradaci6 del sistema ubigqiiitina-proteasoma. Per comprovar si Rotl es
degradava en el proteasoma, varem fer assajos d“apagat de promotor en una
soca mutant en les subunitats del proteasoma prelpre2 transformada amb un
plasmidi que contenia el gen GALI:ROTI-HA. A diferéncia del que ocorre
en les cel-lules silvestres, el nivell de la proteina Rotl es manté practicament
constant en les cel-lules mutants prelpre2 (Figura 4.16). Aquest resultat

indica que Rotl es degrada pel proteasoma.

wild type / prel pre2/
pGALI:ROT1-HA pGALI:ROT1-HA

gal temps (min) en glucosa gal temps (min) en glucosa

no tag
no tag

15 30 45 60 90 120 15 30 45 60 90 120

- AR | Rotl-HA

FTESSSSss| sz |Cdes

Figura 4.16. Analisi de 1’estabilitat de la proteina Rotl en la soca mutant en el
proteasoma prel pre2. Cultius de les soques silvestre (WCG4a) i mutant prel pre2
(WCG4-11/22) transformades amb un plasmidi que conté la proteina Rot1-HA sota
el promotor GALI crescudes en galactosa (gal) durant tota la nit es transferiren a
medi en glucosa. Els nivells de la proteina Rotl després de la repressié del gen
ROT1 per glucosa es va analitzar per western als temps indicats. S inclou un extracte
obtés de la soca silvestre (W303) com a control negatiu (no tag). El nivell de la
proteina Cdc28 es mostra com a control de carrega.
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Ates que Rotl és una proteina localitzada en el reticle endoplasmatic
i una ruta de degradacié del sistema ubiqiiitina-proteasoma associada al
reticle és la ruta ERAD, resultava interessant averiguar si Rotl es degradava
per la ruta ERAD. Varem realitzar assajos d’apagat de promotor en una soca
mutant en les dues ubiqiiitines-ligases (E3), de la ruta ERAD (hrdiA
doal0A4) transformada amb un plasmidi que contenia el gen GALI:ROTI-
HA. Tant en les cel-lules hrdIA doal0A com en les cel-lules silvestres, Rotl
és practicament indetectable als 30 minuts després de reprimir el promotor
GALI (Figura 4.17). Aquest resultat suggereix que Rotl no es degrada per la
ruta ERAD.

Com hem vist en aquest treball, Rotl es requereix per a la correcta
progressié en el cicle cel.lular i en la regulacié del cicle cel.lular es troben
implicades dues ubigqiiitines-ligases, els complexos SCF i APC, varem
investigar si algun d"aquests complexos controlaven la degradacié de Rotl.
Varem realitzar assajos d’apagat de promotor en soques mutant en una
subunitat del complex SCF (cdc53-1) o del complex APC (apc2)
transformades amb un plasmidi que contenia el gen GALI:ROTI-HA. Tant
en les cel-lules cdc53-1 com en les cel-lules silvestres, Rotl és practicament
indetectable als 45 minuts després de reprimir el promotor GALI (Figura
4.17). En canvi, en les cel-lules apc2, la proteina Rotl es manté

relativament

Figura 4.17. Analisi de 1’estabilitat de la proteina Rotl en soques mutants en les
rutes de degradacié SCF i APC. Analisi per western dels nivells de proteina Rotl
a diferents temps en extractes de cel.lules en creixement exponencial de les soques
silvestre (W303), mutant hrdlA doal0A, cdc53 (MTY740), apc2 (KTM200U),
cdc20 i cdhl (JCY1012) transformades amb un plasmidi conté el gen GALI:ROT]I-
HA crescudes en galactosa durant tota la nit i després transferides a medi en glucosa.
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S’inclou un extracte obtés de la soca silvestre (W303) com a control negatiu (no
tag). El nivell de proteina Cdc28 es mostra com a control de carrega.

wild type / hrdIA doalOA /
pGALI1:ROTI-HA pGAL1:ROTI-HA

on . o0 .
& gal temps (min) en glucosa & gal temps (min) en glucosa

o =}

2 15 30 45 60 90 120 2 15 30 45 60 90 120

cdes3-1/ apc2 /
pGAL1:ROT1-HA pGAL1:ROT1-HA
o . &N
& gal temps (min) en glucosa & gal temps (min) en glucosa
[©)
= 15 30 45 60 90 120 2 15 30 45 60 90 120

Rotl

Cdc28

cdc20/ hetl /
pGAL1:ROT1-HA pGAL1:ROT1-HA
= . on .
8 gal temps (min) en glucosa g gal temps (min) en glucosa
= 15 30 45 60 90 120 = 15 30 45 60 90 120

Rotl

Cdc28
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estable durant almenys dues hores. Els mateixos resultats es varem obtenir al
realitzar aquests assajos d“apagat de promotor en soques cdc53 i apc2 amb el
gen GALI:ROTI-HA integrat en el genoma (resultats no mostrats). Aquest
resultat suggereix que Rotl es degrada per la ruta APC.

APC presenta dues subunitats activadores responsables del
reconeixement de substrat: Cdc20 i Cdhl. Per averiguar quina de les dues
subunitats participa en la degradacié de Rotl, varem realitzar de nou assajos
d’apagat del promotor del gen GALI:ROTI-HA en soques mutants cdc20 o
cdhl. Sorprenentment, el nivell de proteina Rotl decau en els dos casos de
forma semblant a la soca silvestre, la qual cosa indica que Rot1 és degradada

correctament en aquests mutants (Figura 4.17).
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En aquest estudi hem caracteritzat de forma detallada el fenotip de la
soca mutant fetO,:ROTI amb la finalitat d investigar la funcié cel.lular del
gen essencial ROT1.

Aquest treball ha revelat la participacié de Rotl en el procés de
morfogenesi cel.lular al llarg de la progressié en el cicle cel.lular. La
regulacié correcta de la morfogenesi és essencial per a molts processos
cel.lulars en eucariotes, com per exemple la divisié cellular. En S.
cerevisiae, diversos processos morfogenetics que impliquen el citoesquelet
d’actina ocorren al llarg del cicle cel.lular. Aquests processos inclouen
I"'emergencia de la gemma al principi del cicle cel.lular, el control de la

forma de la gemma durant el creixement d aquesta mitjangant 1 activacié del
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canvi de creixement apical a isotrOpic, 1’actuacié d’un anell contractil
d’actomiosina que estrangula la membrana plasmatica durant la citoquinesi i
la polaritzacié del citoesquelet a la regié del coll per a formar el septe i
completar la divisié cel.lular. En aquest treball hem caracteritzat que Rotl
afecta el citoesquelet dactina a dos nivells. Una primera connexié de ROT]
amb el citoesquelet d’actina s’ha demostrat per la forma arredonida de les
gemmes que presenta el mutant rot/. Aquest fet indica que ROT1 és requerit
per al manteniment del creixement apical durant el creixement de la gemma.
Diversos gens implicats en el polarisoma han estat relacionats en el
manteniment del creixement apical (Sheu et al., 2000). Cel.lules mutants en
aquests gens, com SPA2, presenten gemmes arredonides i probablement com
a conseqiiencia d’aquest defecte apical presenten un patré de gemmacid
alterat, ja que tenen un patrd aleatori en lloc del patré axial caracteristic de
les cel.lules haploids de S. cerevisiae. Curiosament, les cel.lules rot/
regemmades també presenten un patré aleatori en la nova gemma. Aquest
comportament de la soca mutant fetO,:ROTI suggereix una estreta relacié
entre la funcié de Rot1 i proteines de polaritat com el polarisoma.

Una segona connexié de ROTI amb el citoesquelet d’actina s’ha
demostrat pel fet que les cel.lules mutants en ROT1 no poden polaritzar el
citoesquelet d’actina a la regi6 del coll al final de mitosi. Com hem
comprovat per diferents aproximacions (tinci6 de membranes amb Dil i
digesti6 amb zimoliasa) entre la mare i la filla s’ha produit la divisi6
citoplasmatica entre la cel.lula mare i la filla. Pero, a l'inactivar ROT1I, la
perdua de creixement polaritzat provoca un defecte en la formacié del septe i
la incapacitat de completar correctament la divisi6 cel.lular. Cal recordar que
la formacié del septe no esta totalment abolida en les cél.lules rot/, ja que
aproximadament un 50% de les cel.lules rof/ regemmades presenten un
septe aparentment complet. Podriem pensar que aquest fet fora perque
quedara certa activitat residual del gen tetO,:ROTI. No obstant, el fet que no

s’observe la polaritzacié del citoesquelet d’actina a la regié del coll en les
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cel.lules mutants rot/ analitzades anul.la aquesta possibilitat. Per tant,
aquesta observacié suggereix que ROTI no és estrictament necessari per a
formar el septe, sin6 més bé, que ROTI és necessari per a formar un septe
complet a temps en el moment que li pertoca durant el cicle cel.lular (els
components requerits per a formar el septe serien dirigits a la regié del coll
més lentament en [“abseéncia de creixement polaritzat). El fet que el
percentatge de cel.lules amb el septe incomplet augmenta significativament
si només tenim en compte les cel.lules en els primers estadis de regemmacio,
recolza aquesta interpretacio.

S’ha descrit que la contracci6 de 17anell d"actomiosina i la formaci6
del septe primari sén processos interdependents encara que no necessaris ja
que quan fallen es produeix la citoquinesi i la septacié encara que de manera
anormal (Schmidt et al., 2002). En les cel.lules mutants rot/, 1 anell
contractil d”actomiosina funciona correctament, pel que en principi cabria
pensar que el septe primari deu haver-se format correctament. No obstant, no
detectem un septe de quitina tancat entre la mare i la filla en el mutant rot/
Aquest fet podria indicar que la interdependencia entre anell contractil i
septe primari s’haja perdut. Ara bé, també és possible que el septe primari
s haja format correctament perd amb les tecniques de microscopia utilitzades
i la presencia de 17anell de quitina impedixquen la seua deteccid. Per altra
banda, en els experiments realitzats només s’ha analitzat la preséncia del
senyal de 17anell de quitina en el septe per la qual cosa no podem descartar
que altres components del septe secundari no estiguen afectats, de manera
que el defecte de septacié en el mutant rot! fora especific de quitina i no
afectara a altres estructures del septe secundari. No obstant, diferents
observacions suggereixen que aquest no és el cas. Les cel.lules mutants rot/
tenen nivells de quitina en la paret cel.lular més alts que les cel.lules
silvestres (Machi et al., 2004). A més a més, 1"anell de quitina en el coll,
format per la mateixa quitina sintasa (Chs3) que forma el septe secundari, no

esta afectat i estudis preliminars realitzats al nostre laboratori han localitzat
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correctament a Chs3 en el coll. Més bé cal esperar que la fallida en la
polaritzacié del citoesquelet dactina al coll en el mutant rot/ origine un
defecte global del septe. Estudis per microscopia electronica ajudaran a
esclarir la naturalesa precisa del defecte de septacié en el mutant rotl.

La implicacié de Rotl en el citoesquelet d actina esta reforcada per
la interaccié genetica entre ROTI i CDC42. La GTPasa Cdc42 és el
regulador principal del citoesquelet d actina, aixi, les soques mutant cdc42
s6n defectuoses en 1’establiment de la polaritat del citoesquelet o activacié
del canvi del creixement apical a isotropic (Adams et al., 1990; Richman et
al., 1999). La supressio de la soca cdc42-1 per la sobreexpressié de ROTI
indica clarament que dosis elevades de Rotl poden compensar el defecte en
Cdc42 d’induir la polaritzacié del citoesquelet d’actina. Aquest interacci6
genetica de ROT! i CDC42 junt a les interaccions sintetiques entre rotl i
mutacions en la Rho GTPasa Rhol, Pkcl i SIt2 (proteines implicades en la
regulacié del citoesquelet d’actina) recolzen un paper de Rotl en el
citoesquelet d’actina. Resultats publicats anteriorment també indiquen que
Rotl podria estar implicat en la morfogenesi cel.lular. El gen ROTI es va
identificar en un rastreig de mutacions supressores d’una soca for2 "
defectuosa en el control del citoesquelet d’actina (Bickle et al., 1998). A
més, s’ha descrit que soques mutants en ROT/ presenten defectes de paret
cel.lular (Bickle et al., 1998; Machi et al., 2004). Se sap que els defectes en
la paret cel.lular activen la ruta PKC mitjangant un mecanisme compensatori
(Levin, 2005), i de fet, altres treballs al nostre laboratori demostren que les
cel.lules rotl presenten un fort augment en [’estat de fosforilacié de la MAP
quinasa SIt2 (E. Queralt i J.C.Igual). Es plausible pensar que defectes en la
funcid del citoesquelet d actina a causa de la inactivacié de ROTI donen lloc
a defectes en la paret cel.lular i a 1"activaci6 de la ruta d’integritat de la paret
cel.lular.

Com comentavem abans, en S. cerevisiae diferents processos

morfogenetics implicats en el citoesquelet d’actina sén regulats
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temporalment durant la progressié del cicle cel.lular. Els resultats obtesos
indiquen que Rotl esta especificament implicat en inhibir 1"activacié del
canvi apical a isotropic i en la polaritzaci6 del citoesquelet dactina al coll al
final de la divisié cel.lular. En canvi, no és requerit ni per al creixement
polaritzat durant 1’emergencia de la gemma ni per a la funcié de 1 anell
contractil d’actomiosina. El fet que les cel.lules rot/ siguen capaces de
polaritzar el creixement durant 1’emergencia de la gemma indica que Rotl
no és necessari per a la polaritzacié del citoesquelet d’actina per se. Aixi
doncs, ROTI ha de repercutir sobre funcions o proteines especificament
implicades en la regulacid del citoesquelet d’actina durant 1"activacié del
canvi apical a isotropic i durant la repolaritzacié a la regié del coll. S’ha
descrit que la maquinaria basica implicada en la polaritzacié del citoesquelet
d’actina durant l’emergencia de la gemma 1 al final de la mitosi és similar i
implica el reclutament al lloc de creixement polaritzat del polarisoma i de les
proteines Cdc24 i Cdc42, amb la subseqiient activacié local de Cdc42, la
qual cosa fa sorprenent que Rotl afecte a un procés i no a 17altre i més
encara estant aquestes proteines de polaritzacié ben localitzades tant en la
gemma com en el coll en el mutant rot/. No obstant, cal destacar que la
regulacié temporal d aquests processos al llarg del cicle cel.lular es porten a
terme per diferents activitats CDK: mentre la polaritzacié del citoesquelet
d’actina durant 1’emergencia de la gemma és governada per la quinasa
Cdc28-ClInl,2, l"activacié del canvi de creixement apical a isotropic i la
repolaritzaci6 al final de mitosi és regulada per la quinasa Cdc28-Clb2. Per
tant, les cel.lules mutants en ROTI sén especificament defectuoses en les
funcions del citoesquelet d“actina regulades per Cdc28-Clb2. De fet, la
inactivacié de ROT! suprimeix el defecte d hiperpolaritzacié en les cel.lules
clb2 perd no en les cel.lules que sobreexpressen CLN2. Els trets fenotipics i
les interaccions genetiques indiquen clarament que els gens ROTI i CLB2
funcionen antagonicament en la regulacié del citoesquelet d actina: Clb2 és

requerit per a l“activacié del canvi de creixement apical a isotropic (Tjandra
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et al., 1998) i reprimeix la repolaritzacié a la regi6 del coll (Lew and Reed,
1993), mentre que Rotl és requerit per al manteniment del creixement apical
1 per al creixement polaritzat al coll (Figura 5.1). Les bases moleculars
d’aquest antagonisme estan comencgant a esclarir-se. Els nostres resultats
indiquen que Rotl esta implicat en la degradacié de CIb2, la qual cosa fa
pensar que Rotl podria controlar el citoesquelet d’actina, almenys en part,
mitjancant la regulacié del nivell de la proteina Clb2. No obstant, el fet que
la inactivacié de ROTI suprimeix el creixement apical en una soca mutant
clb2 i que la sobreexpressi6 de ROTI suprimeix el defecte de creixement
d’una soca termosensible cdc42-1 clb2A indica que ROTI pot afectar el
citoesquelet d actina independentment de CLB2. No es pot descartar que en
absencia de Clb2, Rotl puga afectar al citoesquelet mitjancant el control
redundant de la ciclina Clbl. No obstant, Rotl podria també actuar sobre el
citoesquelet d“actina mitjangant altres proteines diferents de les ciclines Clb.

Rotl es localitza en les membranes del RE que envolten el nucli.
Pels resultats presentats en aquest treball, podem pensar diferents formes de
com Rotl podria participar en la morfogenesi cel.lular. Rotl podria per
exemple, afectar la ruta de secrecié que és necessaria per a dirigir a la
superficie cel.lular activitats enzimatiques implicades en la biosintesi de la
paret cel.lular 1, tal vegada, podria afectar senyals corticals implicats en la
polaritzacié de 1“actina. De fet, el direccionament de la carboxipeptidasa Y al
Golgi es troba afectat en una soca mutant rot/ (Takeuchi et al., 2006a), la
qual cosa esta d"acord amb un defecte en el trafic de proteines. Una hipotesi
alternativa, perd no mutuament exclusiva, sorgeix per la connexi6 entre Rotl
i la proteolisi mediada pel sistema ubiqiiitina-proteasoma. De fet, hem
detectat interaccions sintetiques entre el gen ROTI i gens implicats en la
degradaci6 de proteines en el proteasoma i en les ubiqiiitines-ligases APC 1
SCF. La implicacié de ROTI en la degradacié de Clb2 i probablement Cln?2 i
substrats del mecanisme de la regla de 'N-terminal i de la ruta de degradacié

per fusié a ubigqiiitina (UFD), suggereixen que Rotl podria tenir un efecte
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Figura 5.1. Control del citoesquelet d’actina per Rotl i Clb2 al llarg del cicle
cel.lular. La proteina del reticle endoplasmatic Rotl i la ciclina Clb2 controlen
antagonicament el citoesquelet d’actina al llarg del cicle cel.lular. Rotl juga un
paper positiu en la polaritzacio del citoesquelet d “actina tant mantenint el creixement
apical de la gemma com induint la repolaritzacié de 1“actina al coll, mentre que CIb2
juga un paper negatiu en aquests processos induint el canvi de creixement apical a
isotropic en la gemma i bloquejant la repolaritzacié de 1°actina al coll al final del
cicle cel.lular. Aquest antagonisme pot explicar-se en part pel fet que Rotl esta
implicat en la degradacié de Clb2, encara que també afecta el citoesquelet per vies
independents de CIb2.
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general en la degradacié de proteines en el proteasoma. A més, la interacci6
descrita entre Rotl i Nas2 (Ito et al., 2001) que és una proteina de llevat
homologa a p27 (subunitat moduladora del proteasoma en mamifers (Russell
et al., 1999)) també recolza la connexi6 entre Rotl i la degradacié de
proteines proteasomal. Una de les principals rutes de degradacié de proteines
per ubiquitinacié es localitza en el RE: la ruta ERAD (endoplasmic
reticulum-associated degradation). S ’ha descrit una interacci6 sintetica entre
les mutacions rotl i kar2 (Takeuchi et al., 2006a), la qual cosa és coherent
amb qué Rotl actue en la ruta ERAD. Es interessant resaltar que algunes
proteines relacionades amb el citoesquelet d’actina sén proteines
ubiqiiitinades associades a membranes i algunes d’elles podrien ser substrats
de la ruta ERAD (Hitchcock et al., 2003). A més a més, la proteina Nas2,
que com hem comentat interacciona amb Rotl i amb el proteasoma, també
ha sigut relacionada en proteines de polaritat (Drees et al., 2001), la qual
cosa recolza una connexi6 del proteasoma amb la regulacié del citoesquelet
d’actina. Ates que Rotl té un paper en el citoesquelet d’actina i en el
proteasoma, una hipotesi atractiva seria que Rotl podria estar afectant la
funcié del citoesquelet dactina mitjangant la ruta ERAD. Per altra banda,
tenint en compte el paper de Rotl en l’estabilitat de Clb2, i probablement
d’altres susbstrats, és necessari recordar que recentment s ha demostrat que
components la ruta ERAD no sols estan implicats en la degradacié de
proteines localitzades en el RE sin6 també en la degradacié de proteines
solubles citoplasmatiques i nuclears (Deng and Hochstrasser, 2006; Ravid et
al., 2006). Aquestes observacions plantegen la possibilitat que 1 estabilitat de
reguladors claus en el cicle cel.lular com les ciclines CIb2 i potser Cln2
estiguen afectades per funcions associades al reticle endoplasmatic.

Un aspecte aparentment sorprenent del seu fenotip és com les
cel.lules mutants rotl ixen de mitosi donada la preseéncia de CIb2. La eixida
de mitosi implica la inactivacié de la CDK, la qual cosa s“aconsegueix en

condicions normals mitjancant la  degradaci6 de les ciclines Clb i
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I"acumulacié de 1‘inhibidor Sicl, processos controlats per la ruta MEN
(Stegmeier and Amon, 2004; Bosl and Li, 2005). Els nostres resultats
indiquen que encara que no es degrada CIb2 la ruta MEN és funcional en les
cel.lules rotl ja que s’observa l“aparici6é de Sicl. En absencia de proteolisi
de CIb2 les cel.lules podrien eixir de mitosi per acumulacié d’elevats nivells
de 1"inhibidor Sicl. No obstant, en el cas de les cel.lules mutants rotl és
dubtosa aquesta explicacié perque aparentment no existeix una forta
acumulacié de Sicl. Es possible pensar que altre inhibidor de la CDK, la
quinasa Swel, poguera estar participant en la inactivacié de la CDK en el
mutant rotl, sobretot tenint en compte que la quinasa Swel inactiva la CDK
en resposta a defectes en el citoesquelet d"actina dins del mecanisme del
checkpoint de morfogenesi (Lew and Reed, 1995b; Lew, 2000). Una vegada
inactivada la CDK, les cel.lules podrien eixir de mitosi. En aquest cas, el
defecte en la polaritzacié del citoesquelet de les cel.lules rot/ podria reflectir
una funcié de la ciclina Clb2 independent de 1 activitat quinasa, de manera
que la presencia de proteina Clb2 no interferisca en 1’eixida de mitosi pero si
en la polaritzaci6 del citoesquelet d“actina. De totes formes, és possible que
la CDK no siga inactivada o almenys no totalment en les cel.lules mutants
rotl. De fet, s’ha vist que 1"activitat CDK en cél.lules rot/ asincroniques és
semblant a la de les cel.lules silvestres (E. Queralt i J.C. Igual). Per entrar i
progressar en la mitosi es produeix un augment gradual de 1"activitat de la
CDK (Lindqvist et al., 2007), pel que cap la possibilitat que per eixir de
mitosi, produir-se la citoquinesi i la septacié també es produisca una
minvacié gradual de l“activitat de la CDK. De fet, s’ha descrit que cel.lules
cdhlAsiclA poden realitzar almenys alguns processos d’exida de mitosi
com el desensamblatge del fus acromatic en preséncia d’activitat CDK
(Wasch and Cross, 2002).

Aixi, podria ser que en les cel.lules mutants rot/ la CDK s“inactivara
suficientment per a permetre 1’eixida de mitosi perd no per a realitzar

correctament la septacid. A més a més, recentment s’ha descrit que les
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diferents funcions de la ciclina depenen de la localitzacié de la proteina en
llocs especifics (Eluere et al., 2007). Aixi, la fraccié de la proteina Clb2
nuclear controla els processos d’eixida de mitosi mentre que la fraccié
citoplasmatica controla els processos morfogenetics (inhibeix Ia
repolaritzacié al coll i activa el canvi de creixement apical a isotropic).
Cabria la possibilitat que Rotl no afectara la fraccié nuclear de CIb2 i en
canvi, si repercutira sobre la fraccid citosolica de Clb2. Aixi, en el mutant
rotl Clb2 1 Cdc28-Clb2 nuclear es trobarien inactivades, per aix0d les
cel.lules ixen bé de mitosi. Pel contrari, CIb2 i Cdc28-CIb2 citoplasmatica
no estarien inactivades, potenciant-se les funcions morfogenetiques de Clb2
d’impedir la repolaritzaci6 al coll i d"activar el canvi de creixement apical a
isotropic, que sén els fenotips observats en el mutant rot/. Caldria realitzar
un seguiment del nivell i localitzacié de CIb2 i la quinasa Cdc28-Clb2 en les
cel.lules mutants rot/ en cultius sincronitzats.

En aquest treball també hem iniciat la caracteritzacié bioquimica de
Rotl amb la finalitat de conéixer la localitzaci6é subcel.lular de la proteina
aixi com les possibles modificacions posttraduccionals i dominis funcionals
relacionant-ho amb la funcié cel.lular. Per assajos de fraccionament
subcel.lular i immunofluorescencia hem demostrat que Rotl és una proteina
integral de membrana localitzada en la xarxa de membranes del reticle
endoplasmatic/embolcall nuclear. En diferents bases de dades d’analisi de
seqiiencia es prediu 1’existencia d'un domini transmembrana en l’extrem C-
terminal. Els nostres resultats concorden amb aquesta prediccié ja que una
versi6 truncada de Rotl sense 1’extrem C-terminal no és capac¢ dancorar-se
a la membrana. Cel.lules amb aquesta versié truncada de Rotl perden la
viabilitat cel.lular. En principi aquest resultat podria suggerir que 1 ancoratge
a la membrana pel seu domini C-terminal és clau per a la funcionalitat de la
proteina. No obstant aix0, quan la proteina es localitza de nou en la
membrana a l“incorporar una cua de polileucines no es recupera la viabilitat

cel-lular. Per tant, podem concloure que 1’extrem C-terminal no sols actua
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com un domini d’ancoratge a la membrana siné que és clau per la
funcionalitat de Rotl probablement per interaccionar amb altres proteines en
la membrana. De fet, s’ha descrit que alguns dominis transmembrana sén
importants per a estabilitzar complexos en la membrana a través
d’interaccions helix-helix (Lemmon and Engelman, 1994; Orzaez et al.,
2000).

Durant la caracteritzacié de Rotl, hem investigat diferents tipus de
modificacions posttraduccionals que podrien afectar la funcié de la proteina.
LN glicosilacié de proteines és una caracteristica freqiient de les proteines
de membrana d’eucariotes. Hem demostrat que la proteina Rot1 presenta tres
llocs N glicosilats: les Asn 103, 107 i 139. En el cas de Rotl, mutacions als
tres llocs de glicosilacié que impedixen la modificaci6 de la proteina no sén
letals perd desencadenen defectes significatius de creixement. Per tant,
encara que I'N glicosilaci6 de Rotl no és estrictament essencial per al
manteniment de la viabilitat cel.lular és important per a la seua funcionalitat.
Com I’estat de glicosilacié pot afectar la funcié de Rot1? En alguns casos,
les proteines mutants no glicosilades presenten una estabilitat molt reduida
(Cai et al., 2005); no obstant, aquest no és el cas de Rotl perque els nivells
de proteina detectats en extractes de cel.lules silvestres i cel.lules que

N103,107,13 2 N1e e
[N103107.139Q o515 semblants. Una analisi

expressen la versid triple mutant Rot
de I’estructura secundaria sobre llocs d'N glicosilacié suggereix que els
glicans s6n localitzats en posicions on canvia l‘estructura secundaria (Popov
et al., 1997) i que de vegades, la inhibicié de la glicosilacié resulta en
I"agregacié o mal plegament de les proteines dirigint a un estat final no
funcional (Mitra et al., 2006). Aquestes observacions suggereixen que els N
glicans poden directament participar en el plegament de proteines com a
conseqiiencia de les interaccions proteina-glicans. Un defecte en 1 eficiéncia
del correcte plegament de la proteina podria justificar la baixa funcionalitat

. 3 . . ., .
observada en la proteina Rot1™'® ' %2 13 presencia d"una fraccié petita
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de la proteina que pogués plegar-se adequadament en abséncia de
glicosilacid, mantindria la viabilitat cel.lular.

Cal remarcar que el tractament amb Endo H de la proteina Rot1™'"*
197.139Q 1o recupera la mobilitat electroforética tedrica esperada per a Rotl.
Aquest fet suggereix que I’N glicosilacié no siga 17nica modificacié
posttraduccional de Rotl. Hem estudiat si altres tipus de modificacions
podrien ser conseqiiencia d“aquesta mobilitat alterada de Rotl. El fet que no
s’altere la mobilitat electroforetica en els diferents mutants d”O-glicosilacié
suggereix que Rotl no esta O-glicosilada encara que en principi no es podria
descartar totalment aquesta possibilitat si hi hagués redundancia funcional
entre diferents proteines Pmt. No obstant, un resultat que recolza que la
proteina Rotl no esta O-glicosilada és que en les soques mutant sec6/ i
sec62 en les que Rotl no es transloca al reticle endoplasmatic i per tant no es
glicosila, el canvi de mobilitat electroforetica és el mateix a 1’observat quan
s’elimina 1'N-glicosilacié per digestié amb Endo H, la qual cosa descarta
I’existencia d’altres modificacions per glicosilaci6. Per altra banda, en
I"estudi on per primera vegada es va identificar Rotl (Bickle et al., 1998) es
comenta que la seqiiencia de Rotl anotada en la base de dades conté una
errada 1 que la preséncia dun nucleotid addicional al final de 1’extrem 3~
extendria la seqiiencia de proteines predita en 58 aminoacids. No obstant
aixo, (Machi et al., 2004) i nosaltres hem seqiienciat aquesta regié de ROT] 1
hem comprovat que la seqiiencia descrita en la base de dades és correcta.
Encara que la presencia d altre tipus de modificaci6é no es pot descartar, la
migracié anomala de la proteina podria deure’s a 1’estructura d’aquesta, ja
que Rotl és una proteina relativament electronegativa amb un nombre elevat
de prolines.

El fet que Rotl siga una proteina glicosilada és molt util per a
desvetlar la topologia de la proteina en la membrana. En cel.lules eucariotes,
I"activitat de glicosilaci6 la porta a terme 1’enzim oligosiltransferasa (OST)

localitzada en el lumen del RE (Knauer and Lehle, 1999). Per a que un lloc
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potencial d’N glicosilaci6 s utilitze, s’ha de localitzar dins del lumen del RE
i el tamany del /loop hidrofilic deu ser almenys de 33 aminoacids de longitud
(Landolt-Marticorena and Reithmeier, 1994; Nilsson and von Heijne, 1993).
A més a més, per a que la OST puga N glicosilar, es requereix un espai
adequat des de la superficie de la membrana del lloc acceptor fins el loop
luminal de la proteina de membrana: el residu N es localitza com a minim 12
residus per davant i 14 residus per darrere del segment transmembrana (van
Geest M. and Lolkema, 2000). En aquest treball, hem demostrat clarament
que Rotl és una proteina glicosilada en les Asn 103, 107 i 139, la qual cosa
implica que almenys la regid central de la proteina, que va des de
["aminoacid 91 fins al 153, deu tenir orientacié luminal. Seria possible que la
proteina tinguera un llag citosolic per davant (entre els aminoacids 11 91) o
per darrere (entre els aminoacids 151 al 256) d"aquesta regi6. No obstant, si
aquest fora el cas en la proteina hauria d’existir un altre domini
transmembrana i l“analisi de seqiiencia de la proteina indica que aquest no és
el cas. De fet, els assajos de proteccié a la proteainasa K confirmen
“orientaci6 luminal de la proteina Rotl1.

Un aspecte important de Rotl és com la proteina es dirigeix i
transloca al reticle endoplasmatic. La translocacié de polipeptids al RE
ocorre en el translocé que és una estructura en forma de canal (Rapoport,
2007). El direccionament de proteines cap al transloc6 ocorre per dues rutes
diferents: per un mecanisme cotraduccional dependent de SRP (ruta
majoritaria) o per un mecanisme independent de SRP que és capag de dirigir
els polipeptids a la membrana del RE de forma posttraduccional (ruta
minoritaria). Aquest tltim procés pot océrrer per mecanismes diferents: a
través duna ruta que implica el complex Sec62/Sec63 o a través d‘una ruta
on participa el complex TRC per la qual s“ancoren les proteines anomenades
tail-anchored proteins. Aquestes ultimes proteines ancorades en la
membrana per 1’extrem C-terminal s orienten amb 1’extrem N-terminal cap

al citosol. Es evident que encara que Rotl s“ancora en la membrana per

155



Discussio

I"extrem C-terminal no correspon al grup de fail-anchored proteins ja que
s’orienta cap al lumen del reticle endoplasmatic. De fet, els nostres resultats
demostren que Rotl es dirigeix a la membrana del RE per un mecanisme
posttraduccional independent de SRP que implica el complex Sec62/Sec63.
Aquest resultat podria ser sorprenent ja que normalment les proteines N
glicosilades s inserten de forma cotraduccional en la membrana del RE. No
obstant, cal destacar que recentement s han descrit proteines N-glicosilades
que sén insertades posttraduccionalment com el factor VII de la coagulacié
en humans (Bolt et al., 2005) i la proteina gran de la coberta del virus de
I’hepatitis B (HBV) (Lambert and Prange, 2007).

Una qiiesti6 queda oberta en la localitzacié6 de Rotl: quina és la
seqiiencia senyal reconeguda en el transport posttraduccional de la proteina?
Les proteines contenen seqiiencies senyal que normalment se situen en el
domini N-terminal (encara que poden localitzar-se en qualsevol altra regié
de la proteina) que dirigeixen els polipeptids o bé cotraduccionalment o
posttraduccionalment a la membrana del reticle endoplasmatic. En el cas de
Rotl, s’ha predit per analisi de la seqiiencia 1’existencia d"una seqiiencia
senyal processable a l’extrem N-terminal de la proteina. No obstant, els
nostres resultats contradiuen aquesta possibilitat, ja que la proteina truncada
per 1’'extrem N-terminal és capa¢ de translocar-se al reticle. Hem demostrat
que la seqiiencia senyal de Rotl no estd ni en 1’extrem N-terminal ni en
I'extrem C-terminal perque les proteines truncades independentment o
simultaniament en aquests extrems estan glicosilades i per tant s’han
translocat al reticle. Per tant, Rotl deu tenir el senyal de direccionament en
la regi6 central de la proteina entre 1"aminoacid 26 i el 228, ja que la proteina
Rotl que conté aquesta regié central de Rotl es transloca eficientment al
reticle endoplasmatic. Quan s’eliminen les seqiiencies entre 1’aminoacid 25
al 60 i entre 1"aminoacid 200 al 229 de la proteina observem un defecte en la
glicosilacid, la qual cosa podria suggerir que existira un defecte en la

translocaci6. No obstant, és necessari continuar aquest estudi analitzant la
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localitzaci6 subcel-lular ja que també seria possible que el procés afectat en
aquestes proteines no fora la translocaci6 sin6 directament la glicosilacié.

Durant aquest treball, hem observat que Rotl és relativament
inestable i hem demostrat que la seua degradacié es porta a terme en el
proteasoma. Dins de les diferents vies del sistema ubigqiiitina-proteasoma
estudiades hem vist que Rotl es degrada independentment de la ruta ERAD i
de la ruta SCF pero el procés és dependent de la ruta APC ja que Rotl és
estable en una soca mutant apc2. Sorprenentment, Rotl es degrada en els
mutants de les subunitats activadores del complex APC Cdc20 o Cdhl. Es
podria pensar que 1 activitat de qualsevol d aquestes subunitats féra suficient
per a degradar Rotl, pero s’ha d’aclarir que en un mutant cdc20, la subunitat
Cdhl encara no s’ha activat per la qual cosa la cellula esta mancant
d’ambdues activadores. Es podria pensar que en la degradacié de Rotl
estiguera implicada altra subunitat activadora del complex APC
desconeguda fins ara. Per altra banda, en assajos in vitro han determinat que
determinades proteines del complex APC sén capaces d ubiqiiitinar substrats
inespecificament en absencia de les proteines activadores (Tang et al., 2001),
pel que també es podria plantejar la possibilitat que la degradacié de Rotl no
requerira ninguna subunitat activadora.

Per altra banda, hem identificat que la regié des de 1’aminoacid 1 al
25 és responsable de la inestabilitat de Rotl. L’eliminacié d’aquests 25
aminoacids de Rotl afecta la viabilitat cel.lular, la qual cosa indica que el
domini N-terminal de la proteina és essencial per a la seua funcié. Una
hipotesi atractiva que es deriva d’aquest resultat és que el control de

"estabilitat de Rot1 podria ser important per a la seua funcionalitat.
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6.Conclusions

1. La inactivacié de ROTI origina un defecte en la progressié del cicle
cel.lular amb 1"acumulacié de cel.lules en les tdltimes etapes de divisi6
cel.lular i I’aparici6 de cel.lules regemmades. Encara que el correcte
funcionament de 17anell contractil d’actomiosina origina la divisi6
citoplasmatica entre les cel.lules mare i filla, les cel.lules mutants rot/ no

finalitzen correctament la divisi6 cel.lular per un defecte en la septacid.

2. Rotl esta implicat en el funcionament del citoesquelt d“actina. Encara que
no és necessari per al procés de gemmacid, Rotl és essencial per al
manteniment del creixement apical en la gemma i per a la repolaritzacié del
citoesquelet d actina al coll entre la cél.lula mare i filla al final de la mitosi.
La supressié del mutant cdc42 per la sobreexpressié de ROT/ i la letalitat
sintetica entre la mutacid rot/ i mutacions en la ruta d’integritat cel.lular

(ruta PKC) reforcen la connexi6 entre Rotl i el citoesquelet d actina.
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3. Les funcions del citoesquelet d”actina afectades en el mutant rot/ i el fet
que la inactivacié de ROTI suprimeix el defecte d’hiperpolaritzacié del
mutant c/b2 perd no la hiperpolaritzacié de cel.lules que sobreexpressen
CLN2, indica que Rotl afecta exclusivament els processos del citosquelet

d’actina regulats per Clb2 i no per Cln2.

4. Dades genetiques i fenotipiques reflecten un antagonisme funcional entre
Rotl i CIb2 en el control del citoesquelt d’actina al llarg del cicle cel.lular.
Les cel.lules rot! sén hipersensibles a la sobreexpressié de Clb2 mentre que
la seua letalitat se suprimeix per la delecid c/b2. A més a més, les mutacions
rotl i clb2 originen efectes contraris en la funcié del citoesquelt d”actina, de

fet, aquests efectes es compensen en les cel.lules doble mutant clb2 rotl.

5. Rotl controla I“estabilitat de la ciclina Clb2. En les cel.lules mutants rot/
s’activa la ruta MEN i la fosfatasa Cdc14 pero no la degradacié de CIb2. De
fet, la inactivacié de ROTI en cel.lules que estan degradant activament Clb2

origina | estabilitzaci6 de la ciclina.

6. A més del control de la degradaci6 de Clb2, les interaccions sintetiques de
ROTI amb gens implicats en el proteasoma, les ubiqiiitin-ligases APC o
SCF, i la possible participacié de Rotl en la degradacié de Cln2 i substrats
de les rutes de degradaci6 de la regla de 1'N-terminal i UFD suggereixen una
connexi6 funcional entre Rotl i el sistema d’ubiqiiitinacié i degradacié de

proteines pel proteasoma.
7. Rotl és una proteina integral de membrana localitzada principalment en la

membrana del reticle endoplasmatic/embolcall nuclear. L estudi topologic

indica que la proteina presenta una orientacidé luminal.
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8. Rotl és una proteina modificada per N-glicosilacié en les posicions Asn
103, 107 1 139. La glicosilaci6 no és essencial per a la viabilitat cel.lular pero
és requerida per a la total funcionalitat de la proteina. A més, Rotl no esta

modificada per un grup GPI ni O-glicosilada.

9. L’extrem C-terminal (aminoacids 229-256) és necessari per a 1“ancoratge
de la proteina a la membrana i a més té un paper essencial per a la funcié de

la proteina.

10. L extrem N-terminal (aminoacids 1-25) és essencial per la funcionalitat
de Rotl pero no és necessari per a la translocaci6, descartant-se per tant la

presencia d ‘una suposada seqiiencia senyal en aquest extrem.

11. Rotl s’inserta en el reticle endoplasmatic a través del translocé Sec61
per un mecanisme posttraducional independent de SRP i dependent del
complex Sec62/Sec63. L analisi de diferents versions truncades de la
proteina Rotl indica que ni la regié des de 1’aminoacid 1 fins al 90 ni la
regié des del 200 fins al 256 s6n necessaries per a dirigir la proteina al
reticle. Aquest estudi suggereix que les regions entre 1’aminoacid 25 al 60 i
entre 1’aminoacid 200 al 229 s6n importants per a 1’eficient translocacié de

Rotl1 al reticle endoplasmatic.

12. Rotl es una proteina relativament inestable. Els 25 primers aminoacids
de Rotl sén responsables de la inestabilitat de la proteina en la cel.lula. Rotl
es degrada pel sistema ubiqiiitina-proteasoma. La degradacié de Rotl no
depén de la ruta ERAD ni de la ruta SCF pero si del complex APC, encara

que no de les seues subunitats activadores Cdc20 i Cdhl.
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