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Introduccion

1. Introduccién

Uno de los retos mas importantes de la investigacion biomédica ha
sido y es descifrar los mecanismos moleculares de los procesos que
controlan la progresion en el ciclo celular debido a su relacion directa con
muchas enfermedades importantes, en especial el céncer. El principal
objetivo del ciclo celular es la transmision fiel del genoma de células madres
a hijas; por ello, un aspecto clave del ciclo sera garantizar la integridad
genémica. Los trabajos realizados en diferentes organismos han puesto de
manifiesto que en todos los eucariotas, desde los organismos pluricelulares
mas complejos hasta los eucariotas mas simples como las levaduras, el ciclo
celular estd gobernado por los mismos principios generales y que las
proteinas clave han sido fuertemente conservadas durante la evolucion. La
levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en uno de
los organismos modelo mas utilizado para la compresion de los distintos

aspectos del ciclo celular debido al amplio conocimiento acumulado sobre el
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organismo, su facilidad de cultivo y de modificacion genética, su fase

haploide estable y su alta velocidad de division celular.

INTRODUCCION AL CICLO CELULAR DE Saccharomyces
cerevisiae

El ciclo celular es una sucesion ordenada de procesos mediante los
cuales una célula crece y se divide en dos. Basicamente, la célula debe
completar cuatro funciones durante el ciclo celular: crecer, replicar el DNA,
segregar los cromosomas en dos conjuntos iguales y dividirse. El ciclo
celular se ha dividido histéricamente en cuatro fases: la fase S (sintesis)
durante la cual se replica el DNA, la fase M (mitosis) en la que se segregan
los cromosomas y se dividen las células, y dos fases G1 y G2 (gap) que
separan el final de la mitosis del inicio de la replicacion (G1) y el final de la
replicacion del inicio de la mitosis (G2). Los mecanismos que gobiernan el
ciclo celular estan conservados en la evolucion. En el centro de estos
mecanismos esta una familia de quinasas denominadas CDK (cyclin-
dependent kinases). Entre las diferentes CDKs, la CDK1 (Cdc28 en S.
cerevisiae) esta fuertemente conservada entre todos los eucariotas y es la
maxima responsable del control de las transiciones G1/S y G2/M en levadura
y de la transicion G2/M en eucariotas superiores. EI gen CDC28 se expresa
constitutivamente a lo largo del ciclo y la abundancia de la proteina Cdc28
es invariable y no limitante durante todo el ciclo celular. Sin embargo su
actividad oscila a lo largo del ciclo. La regulacion de la actividad quinasa de
Cdc28 requiere de varios procesos. Por un lado necesita de la union a
proteinas reguladoras inestables de abundancia variable segun la fase del
ciclo, denominadas ciclinas. En S. cerevisiae existen nueve ciclinas

diferentes que forman complejos con Cdc28 implicadas en la regulacion de
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la progresion del ciclo celular (Andrews and Measday, 1998; Breeden, 2000;
Mendenhall and Hodge, 1998; Miller and Cross, 2001). Estas ciclinas se
pueden dividir en tres grupos: ciclinas de fase G1 (ClInl, CIn2, CIn3),
ciclinas de fase S (CIb5, Clb6) y ciclinas de fases G2 y M (Clb1, CIb2, Clb3,
Clb4). Todas las ciclinas son de sintesis periddica y sus niveles oscilan
fuertemente a lo largo del ciclo, salvo CIn3 cuyos niveles son précticamente
constantes a lo largo del ciclo celular (Edgington and Futcher, 2001; Loog
and Morgan, 2005; Miller and Cross, 2000). Por otro lado, la regulacion de
la CDK también depende de la fosforilacion de un residuo de tirosina (Tyr
19) que impide una eficiente actividad CDK. En S. cerevisiae la quinasa
Swel (Weel en otros eucariotas) fosforila a la Tyrl9 (Booher et al., 1993),
mientras que la fosfatasa Mihl (Cdc25 en otros eucariotas) contrarresta esta
actividad (Russell et al., 1989). Otra estrategia para regular la actividad de
las CDKs es mediante la union de proteinas inhibidoras denominadas CKils
(Morgan, 1997). En S. cerevisiae se han descrito dos CKI de Cdc28: Farly
Sicl. Farl es un inhibidor de la actividad de los complejos Cdc28-Cin,
siendo inactivo frente a complejos Cdc28-Clb (Peter and Herskowitz, 1994;
Tyers and Futcher, 1993). Farl interviene en la coordinacion entre el
crecimiento y el ciclo celular (Alberghina et al., 2004), en el proceso de
gemacion y en la respuesta a feromonas (Gulli and Peter, 2001). Por su
parte, Sicl es el inhibidor de los complejos Cdc28-Clb, siendo inactivo
frente a complejos Cdc28-Cln (Abesadze et al., 1993). Sicl controla la
iniciacion de la fase S y es importante para la salida de mitosis (Lengronne
and Schwob, 2002; Schwaob et al., 1994; Visintin et al., 1998).

La activacion de los diversos complejos CDK-ciclina a lo largo del
ciclo viene determinada por los niveles existentes de ciclinas y de

inhibidores en cada momento. Un primer mecanismo bésico para el control
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de los niveles de estos reguladores del ciclo es la regulacion de la
transcripcion génica. En S. cerevisiae, a lo largo del ciclo celular existen
varias ondas de expresion periddica: en la transicion M/G1, al principio de la
fase G1, en la transicion G1/S (Start) y en las fases S, G2 y M. Esta
transcripcion periddica esta regulada por factores de transcripcién que son a
su vez expresados de forma periddica apareciendo una serie de
interrelaciones entre ellos que ayudan a organizar las sucesivas oleadas de
expresion (Simon et al., 2001; Breeden, 2003). En cada una de estas ondas
de expresién se sintetizan reguladores clave para controlar el avance en el
ciclo celular. Un segundo mecanismo implicado en el control de los niveles
celulares de reguladores del ciclo celular es la protedlisis mediada por
ubiquitinacién de proteinas y degradacion en el proteasoma (Jorgensen and
Tyers, 1999; Koepp et al., 1999; Murray, 2004; Tyers and Jorgensen, 2000).
Existen dos complejos ubiquitina ligasas (enzimas requeridos para la
ubiquitinacion de sustratos especificos) implicados en el control del ciclo
celular: SCF (Skpl, Cullin, F-box complex) y APC (Anaphase Promoter
Complex). El complejo SCF a través de proteinas responsables del
reconocimiento especifico de los sustratos, Cdc4/Grrl/Met30, controla la
transicion G1/S mediante la degradacion de ciclinas G1 y de inhibidores de
CDKs, (DeSalle and Pagano, 2001). ElI complejo APC, asociandose a los
factores activadores Cdc20 y Cdhl controla la transicion metafase-anafase y
la salida de mitosis a través de la degradacion de inhibidores de anafase y de
ciclinas mitoticas (Morgan, 1999; Zachariae and Nasmyth, 1999).

Asi pues, la fina regulacion de la actividad CDK-ciclina es clave
para garantizar el orden y la alternancia de los procesos en el ciclo celular.
No obstante, las CDKs no trabajan solas en el control de la progresion del

ciclo sino que lo hacen en coordinaciéon con mecanismos que evallan la
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progresion en el ciclo celular, detectan alteraciones importantes que puedan
ocurrir y ponen en marcha en su caso una respuesta celular para solucionar el
problema. A estos mecanismos que modulan la progresion del ciclo para
hacer frente a las anomalias detectadas se les conoce como mecanismos de

checkpoint.

LOS CHECKPOINTS DEL CICLO CELULAR

Durante la division celular las células son susceptibles de sufrir
perturbaciones que pueden afectar a moléculas, estructuras y procesos
celulares esenciales como el material genético, la pared celular, el huso
acromatico y la morfogénesis. Hartwell y Weinert en 1989 bautizaron con el
nombre de “checkpoints” a los mecanismos de vigilancia y control que
aseguran el orden de los eventos en el ciclo celular y la supervivencia celular
ante perturbaciones de distinta naturaleza (Hartwell and Weinert, 1989). A lo
largo del ciclo hay puntos de control donde se chequea el estado en el que se
encuentran las células, de manera que si no hay alteraciones se avanza en el
ciclo, pero si hay anomalias, proteinas sensoras las detectan iniciando una
cascada de transduccion de la sefial que llega a proteinas efectoras que
actlian sobre sus dianas poniendo en marcha una respuesta celular que lleva
a la parada del ciclo, la solucion del problema y la reanudacion del ciclo
garantizando asi una correcta division celular.

Existen diversos mecanismos de checkpoint que actdan en diferentes
fases del ciclo celular en respuesta a diferentes estimulos. Por un lado esta el
checkpoint del huso acromético, que previene errores en la segregacion de
los cromosomas blogqueando la transicion metafase-anafase (Amon, 1999;
Hoyt, 2001; Nasmyth, 2001; Sczaniecka and Hardwick, 2008; Silva et al.,

2011). Asi, cuando los cromosomas no estan bien alineados en el huso, la
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proteina del checkpoint Mad2 interacciona con Cdc20 impidiendo la

formacién del complejo promotor de anafase APC®®%

y se bloguea,
consecuentemente, la transicion metafase-anafase. Por otro lado esta el
checkpoint de morfogénesis que responde a perturbaciones en el
citoesqueleto de actina durante la emergencia y formacion de la yema
deteniendo el ciclo celular en G2/M (Lew, 2000). Se conoce que dicha
parada estd monitorizada por la quinasa Swel, responsable de la inhibicién
de los complejos Cdc28-Clb mediante la fosforilacion del residuo Y19 de
Cdc28. En respuesta a perturbaciones del citoesqueleto de actina, Swel se
estabiliza bloqueando la progresion en el ciclo hasta que la actina repolariza
y se completa la formacion de la yema. Ohya y colaboradores describieron
como checkpoint de integridad de la pared celular al mecanismo que
coordina la biosintesis de la pared celular con la progresion del ciclo celular
en la transicion G2/M (Suzuki et al., 2004). Aqui, ante alteraciones en la
pared celular el bloqueo en G2/M se produce por la accién inhibidora que
ejerce el complejo dinactina (que participa en la formacidn bipolar del huso
acromatico) sobre la ciclina mitética CIb2. Sin embargo, entre todos los
checkpoints descritos hasta la fecha, el mas estudiado y que mejor se conoce,
dada la importancia que tiene en el mantenimiento de la estabilidad
genomica y en poner limites al desarrollo del cancer, es el checkpoint de
dafio en el DNA. Debido al papel central que ocupa el checkpoint de dafio en
el DNA en el presente trabajo, a continuacién se describe con detalle los
principales aspectos de este mecanismo de vital importancia para la

viabilidad de las células eucariotas.
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EL CHECKPOINT DE INTEGRIDAD DEL DNA

ElI DNA se encuentra sometido a una gran variedad de cambios que
aparecen espontaneamente o que son catalizados por compuestos quimicos o
radiaciones que bombardean cada dia la célula. Las alteraciones espontaneas
del DNA pueden ser debidas a una incorporacion erronea de los dNTP
durante la replicacion del DNA, a una interconversion entre bases del DNA
causada por desaminacién, a pérdida de bases tras la depurinacion del DNA
y a modificacién de las bases del DNA por alquilacion (Lindahl and Barnes,
2000). Ademas, como resultado del metabolismo normal de una célula se
generan especies reactivas del oxigeno que pueden producir oxidacion y
roturas del DNA. Al mismo tiempo, las células sufren dafio medioambiental
que puede estar producido por fuentes fisicas o quimicas. Entre las fuentes
fisicas destaca la radiacion ionizante, que induce oxidacion de bases y
roturas cromosémicas de doble cadena (DSBs) y la luz ultravioleta que
induce lesiones en el DNA tipo dimeros de timina (Hoeijmakers, 2009).
Entre las fuentes quimicas hay multitud de compuestos que producen
lesiones en el DNA. Cabe destacar, debido al extendido uso que se hace de
ellos para inducir dafio genotdxico en el laboratorio, al agente alquilante
metilmetanosulfonato (MMS), que introduce grupos alquilo en las bases del
DNA, la fleomicina (Phleo), que es un derivado de antibiético que se
intercala en el DNA destruyendo la integridad de la doble hélice y causando
DSBs y a la hidroxiurea (HU), que inhibe a la ribonucleétido reductasa
(RNR), enzima que cataliza el paso limitante en la biosintesis de dNTPs, lo
que induce parada de las horquillas de replicacion y por consiguiente, estrés
replicativo. Se ha estimado que éstas, junto a otras alteraciones del DNA,
producen del orden de 10° lesiones por célula/dia (Hoeijmakers, 2009). Estas

lesiones pueden llevar a mutaciones genéticas que afectan a procesos
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celulares esenciales poniendo en peligro la viabilidad celular. Para evitar
estas consecuencias catastroficas, el dafio en el DNA es detectado y reparado
entes de ser replicado o segregado, y por tanto, las alteraciones en la
secuencia de los genes s6lo en raras ocasiones pasan a la descendencia.

Dada la transcendencia del mantenimiento de la integridad del
genoma, desde hace décadas multiples investigaciones han centrado sus
esfuerzos en descifrar los mecanismos moleculares implicados en preservar
la informacién genética y en garantizar la transmisién fiel de la misma
generacién tras generacion. Originariamente se establecié como checkpoint
de dafio en el DNA y como checkpoint de replicacién a la compleja red de
sefializaciéon que respondia a dafio en el DNA y a defectos en la replicacion,
respectivamente; sin embargo actualmente, y dado que comparten la mayoria
de factores, se hace referencia a ellos en conjunto como checkpoint de
integridad del DNA.

Esquema del checkpoint de integridad del DNA

El checkpoint de integridad del DNA es un mecanismo de vigilancia
y de supervivencia que coordina distintos aspectos del metabolismo
cromosémico con la progresion del ciclo celular respondiendo a todo tipo de
lesiones en el DNA independientemente de su origen y naturaleza. Su puesta
en marcha conduce a la parada de la progresion del ciclo celular asi como a
la activacion de mecanismos de reparacion del dafio. Las proteinas que
participan en el checkpoint de integridad del DNA se identificaron
originalmente porque la pérdida de su funcion resultaba en defectos en la
parada en respuesta a la exposicion a agentes genotoxicos (Weinert and
Hartwell, 1988). Fallos en esos controles del checkpoint van draméaticamente

emparejados a un descenso de la resistencia celular a dichos estreses



Introduccion

genotoxicos, a defectos en el bloqueo del ciclo cuando hay dafio en el DNA
y a una profunda inestabilidad genémica lo que compromete la viabilidad
celular, y en el caso de organismos multicelulares, puede conducir al
desarrollo de cancer (Glover, 2006; Kolodner et al., 2002).

El checkpoint de integridad del DNA implica un conjunto de
proteinas con equivalentes funcionales en todas las células eucariotas. Los
mecanismos del checkpoint estan conservados a lo largo de la evolucion, sin
embargo, la nomenclatura es confusa. En la Tabla 1.1 se presenta la
nomenclatura utilizada para los principales factores del checkpoint en S.

cerevisiae y en humanos.

Tabla 1.1 Principales factores del checkpoint en S. cerevisiae y en humanos.

Quinasas sensoras Mecl ATR
Tell ATM
Quinasa efectoras Rad53 Chk2
Chk1 Chkl
Subunidad reguladora de Ddc2 ATRIP
Mecl/ATR
Activador de Mecl/ATR Dpb11 TopBP1
Complejo abrazadera Ddcl Rad9
Mec3 Husl
Rad17 Rad1
Cargador del complejo Rad24 Rad17
abrazadera Rfc2-5 Rfc2-5
Complejo MRX Xrs2 Nbs1
Mrell Mrell
Rad50 Rad50
Adaptadores Rad9 MDC1, BRCA1, 53BP1
Mrcl Claspina
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Los componentes centrales del checkpoint de dafio en el DNA son
proteinas quinasas de la familia de la fosfatidilinositol 3 quinasa conocidas
en humanos como ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) y ATR (Ataxia-
Telangiectasia mutated and Rad3-related) y en levadura de gemacion Tell y
Mecl respectivamente. En la respuesta temprana a lesiones en el DNA estas
proteinas se unen a los sitios de dafio en el cromosoma, junto con proteinas
accesorias que proporcionan plataformas donde se ensamblan los
componentes de respuesta a dafio y los complejos de reparacién del DNA.
La asociacion de ATR o ATM al sitio de dafio en el DNA lleva a la
fosforilacién de proteinas reguladoras y en Gltimo lugar dispara la activacion
de otras dos proteinas quinasas llamadas Chkl y Chk2 (Chkl y Rad53 en
levadura, respectivamente), las cuales se conocen como quinasas efectoras
de la respuesta a dafio. Estas inician la respuesta celular mediante
mecanismos que inhiben la progresion en el ciclo celular y estimulan la
expresién de un gran numero de genes que codifican para proteinas
implicadas en la reparacion del DNA. En la Figura 1.1 se presenta un

esquema basico del mecanismo del checkpoint de integridad del DNA.

La sefial que activa al checkpoint

Desde el inicio del estudio del checkpoint de integridad del DNA se
han propuesto varias teorias respecto a cual podria ser la estructura del DNA
dafiado o con la replicacion bloqueada capaz de originar la sefial primaria y
de poner en marcha el mecanismo del checkpoint. Hoy se sabe que existen
dos tipos de sefiales capaces de activar el checkpoint en funcion de que la
sefial primaria sufra 0 no procesamiento.

Mudltiples investigaciones apoyan la idea de que la principal sefial

que activa el checkpoint surge del procesamiento de la lesion. Existe un
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amplio rango de lesiones primarias entre las que se encuentran cambios de

nucleotidos, alquilacion de bases, dimeros de timina y DSBs que originan la

Cambios en bases y mucledtidos
(UV. alquilacién...)

DSB
l + rie]ay Y‘pe]ado
-H2AX DNAss Extremos romos
000 0 () v
RPA

Mecl- ﬂ MRX
Complejo 9-1-1 %_%
@
\J
-RFC Rad'

Parada Inhibicion Estabilizacién ~ Control de los Reparacion del  Control de
del ciclo disparo de horquillas niveles de dafio enel  morfogénesis
celular origenes de de replicacion dNTPs DNA
replicacion

Figura 1.1. Esquema de la ruta del checkpoint de integridad del DNA (Adaptada de
Harrison and Haber, 2006).
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sefial del checkpoint tras ser procesadas. El procesamiento de estas lesiones
da lugar a transiciones de DNA de doble cadena (DNAds) a DNA simple
cadena (DNAsS) el cual es rapidamente recubierto por la proteina de union a
DNAss RPA, siendo esta estructura de DNAss-RPA la principal sefial que
activa el checkpoint (Branzei and Foiani, 2005). EI DNAss se genera por
accion de actividades nucleasas que repelan el DNA en direccién 5-3°
dejando extremos 3" sobresalientes. Un aumento del repelado del DNA por
accion de la actividad exonucleasa 5°-3" en la zona de la lesion causa una
parada permanente del ciclo celular, mientras que un enlentecimiento de la
degradacion de 5°-3" causa un acortamiento del tiempo de parada, lo que
evidencia la importancia de la generacion de DNAss en la activacion del
checkpoint (Lee et al., 1998). Para una eficiente activacion del checkpoint se
requiere que el DNAss esté recubierto por la proteina de unién al DNA RPA.
Mutantes del gen que codifica para RPA, RFAL, son deficientes en el
reclutamiento de las quinasas del checkpoint, lo que apoya la idea de que los
checkpoints controlan el dafio en el DNA midiendo la extension de RPA
unida a DNAss (Zou and Elledge, 2003). Estudios genéticos muestran que el
repelado tiene lugar en dos pasos. Un primer paso donde se genera un
extremo 3’sobresaliante corto, dependiente del complejo de reparacion MRX
(Mrel1-Rad50-Xrs2) y de la endonucleasa Sae? y un segundo paso en el que
este intermediario temprano es procesado por la exonucleasa Exol y por el
complejo topoisomerasa-Dna2 endonucleasa (Mimitou and Symington,
2011). Asi, se ha visto que la delecion de Exol provoca una reduccion
parcial del repelado a distancias alejadas del punto de rotura del DNA
mientras la delecion de proteinas MRX reduce la tasa de repelado cerca de
esta zona (Ira et al., 2004). En el caso de lesiones menos letales, como

alteraciones en nucleédtidos la idea de que la lesion primaria debe ser
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procesada para poder activar el checkpoint también queda puesta de
manifiesto por el hecho de que en células de S. cerevisiae donde no existe la
reparacion por escision de nucledtidos (NER) que procese la lesion, no se
activa el checkpoint (Giannattasio et al., 2004; Neecke et al., 1999). Por
tanto, los complejos de reparacion del DNA influyen en la respuesta del
checkpoint generando estructuras intermediarias del DNA que funcionan
como sefiales para la maquinaria del checkpoint.

Cuando se producen perturbaciones en el DNA durante la fase S, en
las horquillas de replicacion paradas se forma una estructura similar a la
descrita anteriormente compuesta por el complejo RFC-cebador-hebra que
es critica para activar la respuesta del checkpoint (Sugimoto et al., 1997).
Durante la replicacion, las horquillas paradas exponen cantidades
significativas de DNAss, generado por el desacoplamiento en las horquillas
de las actividades helicasa MCM y polimerasa o bien por el desacoplamiento
entre la sintesis de la hebra lider y la hebra retardada (Branzei and Foiani,
2005). Ademas, las horquillas paradas o que han colapsado son procesadas
por la exonucleasa Exol para generar DNAss (Cotta-Ramusino et al., 2005).

Un factor a destacar que gobierna la generacion del DNAss es la fase
del ciclo celular. En células de levadura paradas en fase G1, donde no hay
actividad de las ciclinas tipo B o Clbs, se produce poco o ningin repelado
del DNA en respuesta a dafio genotdxico ya que la activacion de NER y de
la exonucleasa Mrell depende de Cdc28-Clb (Aylon et al., 2004). Un
bloqueo parecido en el repelado se produce al sobreexpresar el inhibidor de
Cdc28-Clb Sicl, o cuando se inhibe una version mutante de la quinasa Cdk1.
En esas condiciones tampoco se observa fosforilacion de la quinasa del
checkpoint Rad53. Ademas, la inhibicion de Cdkl1 en células que tienen el

checkpoint activado es suficiente para parar el repelado y para apagar la
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fosforilacion de Rad53, lo que sugiere que un repelado continuado
dependiente de la Cdk1 es necesario para le mantenimiento del checkpoint
(Ira et al., 2004; Pellicioli et al., 1999).

El otro tipo de sefial capaz de activar el checkpoint es aquella que
surge cuando la lesion primaria son DSBs que no sufren procesamiento por
exonucleasas. En este caso la estructura detectada por los sensores del
checkpoint son los extremos romos de los DSBs sin procesar. Esta sefial
cobra especial importancia a la hora de activar el checkpoint en células
paradas en fase G1 donde, como se ha comentado, no hay actividad

exonucleasa que procese la lesion.

Sensores del dafio en el DNA

En funcidén de la naturaleza de la sefial de checkpoint se establecen
dos vias de reclutamiento de las proteinas sensoras a la zona de la lesion: una
via para reclutar la quinasa del checkpoint Mecl y otra para reclutar la
quinasa del checkpoint Tell. En la via Mecl, la sefial DNAss unido a RPA
es detectada por el complejo Mecl-Ddc2 con ayuda del complejo
abrazadera-cargador de abrazadera (Radl17-Mec3-Ddcl)-(RFC-Rad24). En
la via Tell, la sefial inicial son DSBs sin procesar siendo aqui el complejo
Tell-MRX el sensor del dafio encargado de transmitir la sefial del
checkpoint. Se requiere que estos complejos sean funcionales para que se

produzca una correcta activacion de la ruta del checkpoint.

Reconocimiento de la sefial del checkpoint via Mecl

Mecl, el homélogo en S. cerevisiae a ATR en humanos, es la
principal quinasa sensora y transductora responsable de activar el checkpoint

ante dafio genotoxico respondiendo a numerosos tipos de dafio. La quinasa
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Mecl fosforila a distintas dianas entre las que se encuentran la histona
H2AX, Rad9, Ddcl, Chkl y Rad53, esenciales todas ellas para el buen
funcionamiento del checkpoint y también fosforila a proteinas que participan
en la respuesta del checkpoint. El reclutamiento de Mecl hasta la zona de
dafio en el DNA o hasta la horquilla de replicacion parada a través del
reconocimiento de estructuras de DNAss-RPA se considera el evento inicial
gue dispara la activacion del checkpoint (Zou and Elledge, 2003).
Concretamente, Mecl reconoce la sefial del checkpoint a través de la
interaccién de su dominio conservado FAT (Focal Adhesion Targeting) con
la proteina de unién a DNAss RPA. Asi, proteinas Mecl que tienen mutado
el dominio FAT no se asocian a la zona de dafio (Nakada et al., 2005). No
obstante, y a pesar de que Mecl interacciona con RPA, el reclutamiento de
Mecl al DNA requiere de la asistencia obligatoria de la proteina
acompafiante Ddc2 (ATRIP en humanos) (Zou and Elledge, 2003). Ddc2
interacciona con el DNA a través de un dominio conservado de residuos
basicos que es esencial para la union del complejo Mec1-Ddc2 a la zona de
la lesion y para que el checkpoint de dafio en el DNA sea funcional (Rouse
and Jackson, 2002; Wakayama et al., 2001). En la célula,
independientemente de que se produzca o no dafio en el DNA, Ddc2 y Mecl
se encuentran formando un complejo. Células mutantes ddc2 muestran los
mismos defectos vistos en células mutantes mecl, de manera que en ambos
mutantes no se produce la parada del checkpoint, hay fallos en la
fosforilacion de las dianas y se produce un aumento de sensibilidad a agentes
gue dafian el DNA (Paciotti et al., 2000; Rouse and Jackson, 2000;
Wakayama et al., 2001). En células humanas, mutaciones en ATR son

responsables del sindrome de Seckel, un desorden que se caracteriza porque
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los pacientes presentan microcefalia aguda y un retraso importante en el
crecimiento y desarrollo (Alderton et al., 2004; Griffith et al., 2008).

La activacion del checkpoint via Mecl requiere de la participacién
del complejo 9-1-1. Este complejo heterotrimérico estd compuesto por Ddcl,
Radl7 y Mec3, los cuales muestran homologia de secuencia al complejo
abrazadera de la replicacién PCNA (Venclovas and Thelen, 2000) y por eso
a este complejo se le conoce como la abrazadera del checkpoint. EI complejo
9-1-1 es cargado en el DNA por un “cargador de la abrazadera del
checkpoint”, una forma del Factor de Replicacion C (RFC) donde es la
proteina Rad24, en lugar de Rfcl, la que forma un complejo con las
subunidades Rfc2-5. El anélisis bioquimico del complejo 9-1-1 y
Rad24/RFC ha mostrado que Rad24/RFC interacciona con el complejo 9-1-1
y lo recluta hasta el DNA (Bermudez et al., 2003; Ellison and Stillman,
2003; Kondo et al., 2001; Lisby et al., 2004; Majka and Burgers, 2003; Melo
etal., 2001).

El cargado del complejo 9-1-1 a la zona de la lesion requiere de la
proteina de union a DNAss RPA (Lisby et al., 2004). Sin embargo, no se
necesita que se produzca un repelado extensivo del DNA dafiado ya que
basta con la generacion de transiciones DNAss/DNAds minimas para
cargarse la abrazadera. Se ha visto que células que carecen de las actividades
nucleasa Xrs2 y de Exol y que ven reducido fuertemente su repelado y la
unién de Mecl a la zona del dafio, no ven reducida de forma significativa la
asociacion de Ddcl (Nakada et al., 2004). De hecho, la formacién del foco
de fluorescencia Ddc1-GFP no requiere de Mecl-Ddc2, sugiriendo que la
abrazadera 9-1-1 funciona como un sensor de dafio independiente (Kondo et
al., 2001; Lisby et al., 2004; Melo et al., 2001). Cabe afiadir que incluso en

ausencia de dafio en el DNA, la colocalizacién artificial de los complejos
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Mec1-Ddc2-RPA y 9-1-1 en un DNAss/DNAUS es capaz de activar a Mecl
(Bonilla et al., 2008; Majka et al., 2006) lo que indicaria que el DNA tendria
un papel de andamiaje pasivo en la activacion del checkpoint. La
importancia del complejo 9-1-1 radica en que promueve el reclutamiento de
sustratos de Mecl como la proteina adaptadora del checkpoint Rad9 y la
proteina efectora del checkpoint Rad53. Se ha visto que la fosforilacién de
Rad9 y de Rad53 por Mecl se ve reducida tanto en los mutantes 9-1-14
como en rad24 (Emili, 1998), lo que lleva a un defecto del checkpoint

importante.

Reconocimiento de la sefial del checkpoint via Tell

La otra quinasa sensora del dafio en el DNA en S. cerevisiae es Tell
(ATM en mamiferos). Originalmente se identific a Tell en un screening
genético para buscar genes implicados en el mantenimiento de la longitud de
los telomeros (Lustig and Petes, 1986). Posteriormente se vio que era el
homologo en levadura a la fosfatidil inositol 3-quinasa humana, ATM, cuya
mutacion causa el cuadro clinico conocido como ataxia telangiectasia, un
desorden autosdmico recesivo que provoca ataxia cerebelar (movimientos
descoordinados al caminar), telangiectasias (agrandamiento de los capilares
de debajo de la piel), neurodegeneracion, inmunodeficiencias,
radiosensibilidad y predisposicion a cancer.

Mecl tiene un papel més general que Tell en la respuesta del
checkpoint ya que responde a un rango amplio de lesiones en el DNA,
mientras que la respuesta de Tell queda restringida a las DSBs sin procesar.
En levadura el papel de Tell es menos transcendente que el de Mecl y de
hecho la mutacion de TEL1, al contrario que la de MEC1, no es letal.

Genéticamente TEL1 presenta redundancia funcional parcial con MEC1, de
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modo que, el doble mutante mec1 tell presenta un aumento a la sensibilidad
a los agentes que dafian el DNA (Morrow et al., 1995), un aumento en la tasa
de reordenaciones gendmicas espontaneas y mayores defectos en el
mantenimiento de los telémeros (Chan et al., 2001; Ritchie et al., 1999).
Tell presenta dianas de fosforilacion comunes a Mecl. Asi, en respuesta a
dafio en el DNA, Tell fosforila a las proteinas del checkpoint Xrs2
(D'Amours and Jackson, 2001; Pellicioli and Foiani, 2005; Usui et al., 2001;
Vialard et al.,, 1998), Mrell (D'Amours and Jackson, 2002), Rad9
(D'Amours and Jackson, 2001; Pellicioli and Foiani, 2005; Usui et al., 2001;
Vialard et al., 1998), Rad53 (D'Amours and Jackson, 2001; Pellicioli and
Foiani, 2005; Usui et al., 2001; Vialard et al., 1998) y la histona H2A
(Downs et al., 2000) vy, al igual que Mecl, lo hace preferentemente en
residuos de serina y treonina seguidos de glutamina.

En células humanas ATM parece jugar un papel mas importante que
Tell en levaduras debido a que en las células de mamiferos los DSB
permanecen mas tiempo sin ser procesados (Garber et al., 2005). Datos en
células humanas sugieren que ATM dispara el repelado de los DSB lo que
lleva a la generacién de DNAss al que se une RPA y eso conduce a la
consecuente activacion de ATR (Cuadrado et al., 2006; Jazayeri et al.,
2006). Ademas, ATM controla muchas de las respuestas celulares a DSBs en
humanos mediante la fosforilacion de un conjunto de sustratos implicados en
el control de la parada del ciclo celular, la reparacion del DNA y apoptosis
(Lee and Paull, 2007).

Tell se une a las DSBs sin procesar a través de su interaccion con el
complejo MRX (Mrell-Rad50-Xrs2). Concretamente, Tell se une a dicho
complejo a través de un motivo en el extremo C-terminal de Xrs2 (Falck et

al., 2005; Nakada et al., 2003). Se observa una rapida formacién de focos de
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fluorescencia de Mrell-GFP y Tell-GFP en respuesta a la induccion de
DSBs que se va atenuando por accién de las proteinas Sae2 y Cdk/Clb que
estimulan la actividad nucleasa asociada a MRX, promoviendo el repelado
del DNA vy la formacién de DNAss y con ello el reclutamiento y activacion
de Mecl. Asi pues, en células competentes para repelar los extremos de las
DSBs (como es el caso de células fuera de la fase G1), la sefializacion por
Tell se encuentra restringida al tiempo que existe antes de que las nucleasas
inicien el repelado (Clerici et al., 2006; Ira et al., 2004; Lisby et al., 2004).
De hecho, en células paradas en G1, donde los DSBs no sufren repelado,
Mecl no puede transmitir la sefial siendo Tell la responsable de activar el
checkpoint (Ira et al., 2004; Lisby et al., 2004; Shroff et al., 2004). En
humanos ATM en su estado inactivo existe como un homodimero
(Bakkenist and Kastan, 2003). ATM inactivo reconoce e interacciona con el
complejo heterotrimético MRN (Mrell-Rad50-Nbsl), equivalente al
complejo MRX de levadura, que se une al final de los extremos del DNA en
los DSBs. Este proceso, asi como la trans-autofosforilacion entre cada uno
de los dimeros ATM-ATM genera monémeros activos de ATM. Resulta
interesante que en levadura, el reclutamiento de Tell a los DSBs no depende
de su actividad quinasa, lo que supone una diferencia significativa con ATM
humana (Berkovich et al., 2007).

Proteinas adaptadoras del checkpoint

Una vez la sefial del checkpoint es detectada por los complejos
sensores se requiere de la actividad de proteinas mediadoras o adaptadoras
para que dicha sefial sea transducida hasta las proteinas efectoras del

checkpoint. Las principales proteinas adaptadoras en levadura son Rad9 (que
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presenta 3 homodlogos funcionales en humanos: BRCAL, 53BP1y MDC1) y

Mrcl (cuyo homoélogo en humanos es claspina).

Rad9, BRCAL1, 53BP1y MDC1

Una vez Mecl o Tell son activados, reconocen y fosforilan

extensamente a la proteina adaptadora Rad9 en el sitio consenso Ser/Thr-Gln
(S/T-Q) de los dominios en tdindem BRCT (Schwartz et al., 2002). En
humanos BRCAL, 53BP1 y MDC1, también contienen dominios BRCT
(Zhou and Elledge, 2000) gue son dianas de ATM y ATR vy su fosforilacion
es necesaria para la propagacion de la sefial del dafio en el DNA hasta las
quinasas efectoras (Canman, 2003; Wang et al., 2002). En el caso de Rad9,
se sabe que su fosforilacion dependiente de Mec1/Tell en respuesta a dafio
en el DNA dispara su union a los dominios FHA (Fork-Head Asociated) de
la quinasa efectora Rad53 (Durocher et al., 2000; Schwartz et al., 2003; Sun
et al., 1998; Vialard et al., 1998). La interaccion Rad9-Rad53 favorece tanto
la fosforilacion de Rad53 por Mec1/Tell como la auto-transfosforilacion de
Rad53 y su completa activacion. Para que esto tenga lugar es necesario que
Rad9 sea previamente reclutado a los sitos de dafio en el DNA. El
reclutamiento de Rad9 a sitios de dafio implica multiples interacciones entre
las que cabe destacar las interacciones que realiza con la cromatina. Asi,
Rad9 se une a través de su dominio BRCT a la histona H2A fosforilada en la
Ser129 previamente por Mecl o Tell (Hammet et al., 2007) y a través de su
dominio TUDOR a la histona H3 metilada en la lisina 79 (Grenon et al.,
2007). Se ha visto que mutantes que no pueden sufrir estas modificaciones
en las histonas presentan defectos de activacion del checkpoint (Giannattasio
et al., 2005; Hammet et al., 2007; Wysocki et al., 2005).
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Otra proteina que presenta una funcion importante en la activacion
del checkpoint y en el reclutamiento de proteinas mediadoras a la zona de la
lesidn en levaduras es Dpbl1, TopBP1 en humanos. Dpbll a través de sus
repeticiones en tandem BRCT reconoce la fosforilacién por Mecl de la
subunidad Ddcl del complejo 9-1-1, lo cual favorece su reclutamiento a la
zona de dafio en el DNA (Delacroix et al., 2007; Furuya et al., 2004; Lee and
Paull, 2007; Puddu et al., 2008; Wang and Elledge, 2002). Por otro lado,
Dpbll a través de sus repeticiones en tandem también reconoce la
fosforilacién por CDK de Rad9. La unién de Dpbll a Rad9 es necesaria
para la fosforilacion eficiente de Rad9 por Mecl. Se ha visto que durante la
fase G1, cuando hay baja actividad CDK, la sefalizacion del checkpoint via
Dpb11 no ocurre de un modo eficiente. Asi, Dpbl1l tendria la funcion de
coordinar la transduccion de la sefial del checkpoint tanto espacial como
temporalmente, asegurando que la quinasa iniciadora Mecl se encuentra en

la proximidad de sus sustratos (Pfander and Diffley, 2011).

Mrcl/claspina
Mientras que en las fases G1, G2 y M Rad9 es la principal

mediadora de la sefializacion del dafio en el DNA, en fase S, la funcién de
mediador en el checkpoint de replicacion es llevada a cabo por la proteina
Mrcl (mediator of replication checkpoint) en levaduras y por claspina en
humanos (Alcasabas et al., 2001; Osborn and Elledge, 2003). En presencia
de estrés replicativo, Mrcl es la primera proteina del checkpoint en asociarse
a la horquilla de replicacion convirtiéndose en un importante sensor de
horquillas de replicacion paradas. Mrcl se necesita para una eficiente
fosforilacion y activacion de Rad53 por Mecl/Tell en presencia de dafio

replicativo. En consonancia con su funcién en transmitir el dafio replicativo
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se ha visto que el mutante mrcl es hipersensible al crecimiento en presencia
de hidroxiurea Recientemente se ha visto que cuando se simula in vitro el
checkpoint de replicacion, la colocalizacion de Mecl y Mrcl es la sefal
minima requerida para activar la sefial del checkpoint (Berens and Toczyski,
2012).

Estudios genéticos en levadura revelan que Rad9 y Mrcl son las
Unicas moléculas adaptadoras que participan en la transmision de la sefial del
checkpoint desde los complejos sensores a la quinasa efectora Rad53. Asi, el
doble mutante rad9 mrcl es una fenocopia del mutante rad53 (Alcasabas et
al., 2001) y la mutagénesis de los sitos de fosforilacion consenso para Mecl
y Tell en Rad9 y Mrcl impide la activacion de Rad53 (Osborn and Elledge,
2003; Schwartz et al., 2002).

Las quinasas efectoras del checkpoint

Una vez los complejos sensores y las proteinas adaptadoras se han
reclutado en la zona de la lesion, la sefial del checkpoint llega a los
transductores finales que hacen efectiva la respuesta. Rad53 y Chkl en
levadura y Chk2 y Chkl en humanos respectivamente, son las quinasas

efectoras del checkpoint.

Rad53/Chk2

Rad53 en levadura es la principal quinasa encargada de promover
una respuesta del checkpoint de dafio en el DNA eficiente. Rad53 a través de
la fosforilacion de sus dianas amplifica la sefial inicial de dafio en el DNA o
de bloqueo de la replicacion reconocida y transducida por las quinasas
sensoras. La activacion completa de Rad53 depende tanto de la fosforilacién

inducida por Mecl/Tell como de la trans-autofosforilacion promovida por
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Rad9 (Ma et al., 2006; Pellicioli et al., 1999). Para ello, como ya se ha
comentado, el paso clave es la asociacion de Rad53 a través de sus dominios
FHA a Rad9, lo que favorece su autofosforilacion y que Rad53 se convierta
en sustrato de Mec1/Tell (Durocher et al., 2000; Sweeney et al., 2005). Esta
hiperfosforilacion que experimenta Rad53 en presencia de dafio en el DNA
se puede observar mediante western blot por la presencia de bandas
retardadas correspondiente a los distintos estados de fosforilacion de Rad53,
lo que permite monitorizar facilmente la activacion del checkpoint.

CHK2 es el homdlogo a RAD53 en humanos (Matsuoka et al., 1998).
Chk2 es activado principalmente por ATM en respuesta a DSB (revisado en
(Ahn et al., 2004). El reconocimiento de los DSBs por el complejo MRN
(Mrell, Rad50, Nbsl) y por otras proteinas dispara rapidamente la
activacion de ATM (Lee and Paull, 2007). Una vez activada, ATM fosforila
a Chk2 en la T68 y en residuos adicionales de la region N-terminal. Dicha
fosforilacion crea un sitio de unién para una segunda molécula de Chk2, lo
que acerca los lazos de activacion del dominio quinasa de Chk2. Esta
multimerizacion promueve al autofosforilacion de Chk2 en el sitio catalitico
concretamente en la T383 y T387 asi como en otros residuos como S516 y
S379, lo que favorece su actividad (Ahn et al., 2004; Lovly et al., 2008). En
humanos, CHK2 se considera un supresor de tumores ya que su mutacion
estd asociada con el desarrollo de cancer (Bell et al., 1999; Shaag et al.,
2005).

Chk1
Como se ha comentado, en levaduras la principal quinasa
transductora de la sefial de dafio en el DNA es Rad53. No obstante, Chk1l

también contribuye, aunque en menor medida, a que la respuesta del
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checkpoint se produzca correctamente. En presencia de dafio en el DNA
Chk1 es activada por fosforilacion dependiente de las quinasas Mecl y Tell
y a través de la mediacién de Rad9. Ademas, la oligomerizacién y
autofosforilacion de Chkl se piensa que también son necesarias para una
actividad total del checkpoint (Du et al., 2004). El papel secundario de Chkl
en la respuesta del checkpoint en levaduras queda puesto de manifiesto al
observar que mutante chkl sélo reduce parcialmente la funcién del
checkpoint en respuesta a una Unica rotura cromosdmica en la doble hebra
(Sanchez et al., 1999).

Al contrario de lo que ocurre en levadura, en células humanas Chkl
es la principal diana de ATR, que se activa en respuesta de un amplio rango
de estreses genotoxicos como la parada de los horquillas de replicacion,
entrecruzamientos del DNA, dafio por radiacion ultravioleta o radiacion
ionizante. Una vez activada ATR, y en presencia de otros factores, fosforila
a Chk1 al menos en 2 residuos, la S317 y S345, activandola. En respuesta a
DSBs, Chk1 también puede ser activada y fosforilada de manera dependiente
de ATM, aunque de un modo indirecto a traveés de la regulacion del
procesamiento de las DSBs y posterior activacion de ATR (Garcia-Muse and
Boulton, 2005; Gatei et al., 2003; Jazayeri et al., 2006).

La activacion del checkpoint genera cambios en la cromatina

Una de las respuestas méas rapidas que se observa tras originarse la
sefial del checkpoint es la modificacion de la cromatina, la cual tiene un
papel importante en el correcto funcionamiento del checkpoint. Como se ha
mencionado en lineas anteriores, la activacion del checkpoint por dafio en el
DNA induce la fosforilacion dependiente de Mecl y Tell de la serina 129 de

la de la histona H2A en levadura y de la Ser139 de la subunidad alternativa
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de la histona H2A conocida como H2AX en humanos. Cuando H2AX es
fosforilada en presencia de dafio genotoxico se le llama y-H2AX. y-H2AX es
detectada flanqueando la regién de cromatina donde se produce la rotura
cromosémica de la doble cadena, cubriendo una amplitud de
aproximadamente 1Mb en células de mamiferos y 50-100kb en levadura
(Rogakou et al., 1999; Shroff et al., 2004). Se ha comprobado que y-H2AX
contribuye al reclutamiento de proteinas del checkpoint y de reparacién del
DNA tanto en células fangicas como células animales y se necesita para la
total viabilidad de las células de levadura y de animales en presencia de
agentes que dafian el DNA (Celeste et al., 2003; Celeste et al., 2002;
Nakamura et al., 2004). Como ya se ha apuntado, y-H2AX interacciona con
el dominio BRCT de proteinas adaptadoras tipo Rad9 favoreciendo su
reclutamiento a los sitios de dafio en el DNA (Hammet et al., 2007). La
formacion de y-H2AX en presencia de dafio en el DNA también recluta al
complejo Scc2-Scc4 (Subunit of cohesin loading factor) el cual se necesita
para cargar al complejo cohesina en las DSBs lo que favorece el
mantenimiento de las cromatidas hermanas juntas en la reparacion del dafio
por recombinacion homéloga (Lowndes and Toh, 2005). En levaduras se ha
visto una segunda fosforilacion inducida por dafio en la Ser 1 de la histona
H4. Todavia no se sabe si esta modificacion contribuye a la reparacion del
DSB o a la parada del checkpoint.

Otras modificaciones en la cromatina también contribuyen a la
funcion del checkpoint. Asi la metilacion por accién de la metiltransferasa
Dotl de la Lys 79 de la histona H3 contribuye al reclutamiento en las DSBs
de las proteinas adaptadoras de levadura y humanos, Rad9 y 53BP1, a través
de su interaccion con el dominio TUDOR (Giannattasio et al., 2005;

Wysocki et al., 2005). Ademas la ubiquitinacion de la histona H2B por
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Rad6-Brel también se necesita para la activacion de Rad53 y la parada del
ciclo celular (Giannattasio et al., 2005).

En resumen se puede decir que en respuesta a dafio en el DNA se
producen distintas modificaciones en la cromatina que tienen como funcién
principal favorecer el reclutamiento hasta la zona de la lesién de proteinas

adaptadoras y facilitar la reparacion.

La respuesta del checkpoint

Parada del ciclo celular.

Uno de los principales papeles de la respuesta del checkpoint es
promover la parada del ciclo celular para evitar que el dafio en el DNA pase
a la descendencia. En eucariotas superiores el bloqueo de la progresion del
ciclo ante dafio en el DNA se consigue inhibiendo la actividad CDK. Las
proteinas del checkpoint inhiben la actividad CDK regulando a la familia de
fosfatasas Cdc25 y al factor de transcripcion p53.

La familia de fosfatasas Cdc25 estd compuesta por Cdc25A, Cdc25B
y Cdc25C. Todos sus miembros tienen un papel importante en la regulacién
de las transiciones del ciclo celular ya que eliminan la fosforilacion
inhibidora sobre la actividad CDK en la Tyrl5. En presencia de dafio en el
DNA las quinasas del checkpoint fosforilan a Cdc25A y C regulando, a
través de distintos mecanismos, su actividad. Concretamente, Chkl y Chk2
fosforilan a Cdc25A en distintos residuos de serina lo que favorece su
ubiquitinacion y degradacion. Por otro lado Chkl y Chk2 fosforilan a
Cdc25C en la Ser216 lo que crea un sitio de union para el complejo 14-3-3
que enmascara la NLS de Cdc25C y eso hace que permanezca retenida en el
citoplasma lejos de su diana CDK. Esta regulacion que ejercen las quinasas

del checkpoint sobre las fosfatasas Cdc25 cuando hay dafio en el DNA
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tienen como consecuencia que la CDK se mantenga inhibida lo que bloquea
la progresion del ciclo dando tiempo a la maquinaria de reparacion a
solucionar el dafio (Donzelli and Draetta, 2003).

El factor de transcripcion p53 presenta un papel clave en la respuesta
a dafio en el DNA en organismos superiores ya que tiene funciones
importantes tanto en parada del ciclo, reparacién y apoptosis. p53 es
conocido como “guardian del genoma” apareciendo mutado en el 50% de los
canceres. La actividad de p53 se encuentra finamente regulada por la
proteina ubiquitina ligasa MDM2, que ubiquitina a p53 y la marca para
degradacion y por la histona acetil transferasa p300, que acetila a p53 y la
estabiliza. Respecto a su funcion en la parada del ciclo se ha visto que en
presencia de dafio en el DNA las quinasas del checkpoint ATM y ATR
fosforilan a MDM2 blogqueando su asociacion con p53 y también fosforilan a
p53 favoreciendo la union de p300. Ademas Chk2 y Chk1 también fosforilan
a p53 lo que reduce la union de MDM2. Asi pues, la activacion del
checkpoint conduce por distintas vias a la estabilizacion de p53. Dicha
estabilizacion tiene como consecuencia la transcripcion del inhibidor de las
Cdks p21, lo que lleva a la parada de la progresion del ciclo (Brugarolas et
al., 1995; Meek, 2009; Vogelstein et al., 2000).

Una excepcion a este mecanismo general de bloqueo del ciclo
regulando la actividad de la CDK lo encontramos en S. cerevisiae. Aqui
Chkl y Rad53 fosforilan a la securina de levadura Pds1. En el ciclo celular
sin perturbar, la proteina Pdsl es degradada a la entrada de mitosis después
de ser ubiquitinada por APC®*®. La degradacion de Pdsl lleva a la
estabilizacion de la separasa, que es la proteasa que al digerir a la cohesina
permite la separacion de croméatidas hermanas en anafase. Tras el dafio en el
DNA, las quinasas del checkpoint Chkl y Rad53 fosforilan a Pdsl
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blogueando su ubiquitinacion. La estabilizacion de Pds1 impide la activacion
de la separasa parando el ciclo en anafase. (Agarwal et al., 2003; Cohen-Fix
and Koshland, 1997; Sanchez et al., 1999).

Otra diana de Rad53 y Chkl en S. cerevisiae es Cdcl4. Cdcl4 es
una fosfatasa clave en anafase y salida de mitosis que esta regulada por las
rutas FEAR (Cdc-Fourteen Early Anaphase Release) y MEN (Mitoitic Exit
Network). Cdc14 se encuentra la mayor parte del ciclo celular asociada a la
proteina Netl en el nucleolo. Al final de la mitosis, su liberacion permitira
completar la mitosis a través de la desfosforilacién de distintas proteinas, lo
gue lleva a la degradacion de las ciclinas mitéticas y a la sintesis del
inhibidor de Cdkl Sicl (Liang and Wang, 2007; Stegmeier and Amon,
2004). En presencia de dafio genotoxico, la activacion del checkpoint impide
la liberacién de la fosfatasa Cdcl4, lo que mantiene activa a la CDK
blogueandose la salida de mitosis (Liang and Wang, 2007). También se ha
propuesto que Rad53 suprime la ruta MEN a través de la regulacién de la
quinasa Polo Cdc5 (Sanchez et al., 1999), aunque este papel es controvertido
(Liang and Wang, 2007). Finalmente, se ha visto que cuando el dafio en el
DNA tiene lugar en los estadios tempranos del ciclo celular, Rad53 a través
de la fosforilacion e inhibicion del factor de transcripcion Swi6, impide la
expresion de CLN1 y CLN2 lo que produce un retraso en la entrada en fase S
(Sidorova and Breeden, 1997; Sidorova and Breeden, 2003).

Inhibicion del disparo de los origenes de replicacién

La activacion del checkpoint cuando se produce dafio en el DNA en
fase S conduce a la inhibicion del disparo de los origenes de replicacion.
Dicha inhibicién se consigue a través de 2 dianas: SId3 y Dbf4 (Zegerman
and Diffley, 2010).
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La fosforilacion de SId3 por la CDK es esencial para que Sld3
interaccione con Dpbll y Cdc45 y tenga lugar el disparo de los origenes de
replicacion (Zegerman and Diffley, 2007). Recientemente se ha visto que
Sld3 es fosforilada por Rad53 en respuesta a dafio en el DNA. Dicha
fosforilacién inhibe la interaccién de SId3 con Dpb11 y Cdc45 blogueandose
el disparo de los origenes de replicacion (Lopez-Mosqueda et al., 2010;
Zegerman and Diffley, 2010).

Por su parte, Dbf4 es la subunidad reguladora de la quinasa DDK
(Dbf4 Dependent Kinase). La DDK fosforila a proteinas diana presentes en
el origen siendo su funcion esencial en el inicio de la replicacion del DNA.
Se ha visto que en respuesta a estrés replicativo Rad53 fosforila a Dbf4 lo
que inhibe el disparo de los origenes de replicacion tardios, sin embargo ain
no se sabe como dicha fosforilacion inhibe la funcién de la DDK (Matthews
etal., 2012)

Estabilizacion de las horguillas de replicacién paradas

Cuando ante dafio en el DNA en fase S o durante estrés replicativo
las horquillas de replicacion se paran, el mantenimiento estable de los
componentes del replisoma es esencial para que las horquillas no colapsen y
sean capaces de reanudar la sintesis del DNA una vez solucionado el dafio.
Las horquillas de replicacion paradas generan, bien por el desacoplamiento
funcional entre las helicasas y la polimerasas bien por el procesamiento
nucleolitico del DNA dafado, estructuras anormales que contienen regiones
extensas de RPA unida a DNAss que son reconocidas por la quinasa sensora
Mecl-Ddc2. Una vez Mec1 es reclutado hasta la horquilla parada, fosforila a
proteinas asociadas a la horquilla como a la proteina de unién a DNASss

RPA, al mediador Mrcl, y a la helicasa de la familia RecQ, Sgsl en S.
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cerevisiae (Sengupta et al., 2004). Se ha visto que Mecl actla en las
horquillas de replicacién paradas manteniendo asociadas de forma estable las
DNA polimerasas a y € (Aparicio et al., 1999; Cobb et al., 2003; Cobb et al.,
2005; Myung et al., 2001). En presencia de estrés replicativo la helicasa
Sgsl tiene también un importante papel en estabilizar las horquillas paradas
ya que se ha visto que el doble mutante mecl sgsl tiene las horquillas
totalmente colapsadas. El papel de la helicasa RecQ también se ha
caracterizado en células humanas. Aqui RecQ es fosforilada en la Thr99 por
ATR, lo que es necesario tanto para la reanudacion eficiente de las horquilla
de replicacion como para la supresion del disparo de nuevos origenes de
replicacion después de tratamiento con agentes genotoxicos (Davies et al.,
2007). La mutacion de la helicasa RecQ estd asociada al desarrollo del
Sindrome de Bloom.

Por otra parte, Rad53 también desempefia un importante papel en la
estabilizacion de las horquillas paradas en S. cerevisiae. Las células
mutantes rad53 no presentan ni pérdida de polimerasas en la horquilla ni
sinergismo con el mutante sgs1. Sin embargo, se produce la liberacion de
MCM del replisoma favoreciendo la formacién de una extension
considerable de DNA desenrollado y un consecuente colapso de las
horquillas (Cobb et al., 2005).

El papel destacado de Mecl y Rad53 en dar estabilidad a las
horquillas de replicacion queda puesto de manifiesto por el hecho de que
incluso en ausencia de estreses genotdxicos exdgenos los mutantes mecl y
rad53 acumulan gran cantidad de reordenaciones cromosémicas espontaneas
en comparacion con la cepa silvestre. Dichas reordenaciones se piensa que

surgen de eventos de recombinacion inapropiados asociados a la horquilla.
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(Aparicio et al., 1999; Cobb et al., 2003; Cobb et al., 2005; Myung et al.,
2001).

Control de la concentracién de dNTPs

El dafio en el DNA lleva a un aumento en los niveles de dNTPs lo
gue es importante para que la replicacion y la reparacion del DNA tengan
lugar de forma eficiente y las células puedan sobrevivir al dafio (Chabes et
al., 2003; Zhao et al., 1998; Zhao and Rothstein, 2002). Como ya se ha
comentado en lineas anteriores, el enzima RNR cataliza el paso limitante en
la biosintesis de dNTPs. En levadura, en presencia de dafio en el DNA, la
activacion del checkpoint conduce al aumento de los niveles de dNTPs. Este
aumento se consigue a traves de tres vias: aumentando la transcripcion de las
subunidades de la RNR, favoreciendo su correcta localizacion e induciendo
la degradacion del inhibidor de la RNR Smi1.

Respecto a la regulacion de la transcripcion de los genes de las
subunidades de la RNR por el checkpoint hay que resaltar que una de las
dianas mas conocidas y estudiadas de Rad53 es la quinasa Dunl, a través de
la cual se regula la mayor parte de la respuesta transcripcional inducida por
dafio en el DNA (Zhou and Elledge, 1993). Entre los muchos genes
inducibles por dafio en el DNA que controla Dunl estarian los genes de la
RNR: RNR2, RNR3 y RNR4 (Branzei and Foiani, 2006). Dunl regula los
niveles de dNTPs induciendo la transcripcion a través de la fosforilacion de
Crtl (Huang et al., 1998; Nyberg et al., 2002; Zhao and Rothstein, 2002).
Crtl actia junto a Ssn6 y Tupl reprimiendo la transcripcion génica en
células que se encuentran replicando normalmente. En presencia de dafio, la
fosforilacion de Crtl dependiente de la cascada del checkpoint Mec1-Ra53-

Dunl provoca su disociacion de los promotores de un nimero importante de

31



Introduccion

genes de reparacion asi como de los promotores de los genes de las
subunidades 2, 3y 4 de la RNR, lo que lleva a la activacion de su expresion
(Huang et al., 1998). Hay que apuntar que la subunidad Rnrl también se
expresa cuando se produce dafio en el DNA. Dicha activacion es
independiente de Crtl pero dependiente del factor de transcripcion Irx1l
(Tsaponina et al., 2011). Cabe sefalar que el bloqueo de la sintesis de
proteinas en una cepa silvestre durante la fase S no provoca aumento en la
sensibilidad de las células a HU ni afecta a la reanudacion de las horquillas
de replicacion paradas tras el bloqueo inducido por HU, lo que sugiere que el
efecto del checkpoint en la induccion de la transcripcion no es critico para la
estabilizaciéon de la horquilla ni para la viabilidad celular (Tercero et al.,
2003).

Otra diana de la cascada Mec1-Rad53-Dunl es la proteina Difl. La
fosforilacion de Difl libera a las subunidades Rnr2 y Rnr4 del nicleo y
pasan a localizarse en el citoplasma donde se combinan con Rnrl para
formar el complejo activo RNR (Lee et al., 2008).

El checkpoint de integridad del DNA también regula a la RNR a
través de la degradacion de Sml1l. Sml1 se une e inhibe a la subunidad Rnrl
limitando la disponibilidad de dNTPs. En presencia de dafio en el DNA
Dunl fosforila a Sml1 induciendo su degradacion lo que activa a la Rnrl
(Zhao et al., 1998; Zhao and Rothstein, 2002). La letalidad de los mutantes
mecl y rad53 es rescatada por la delecion de SML1, aunque la funcién del
checkpoint no se restaura (Zhao et al., 1998; Zhao and Rothstein, 2002).
Estos resultados sugieren que la letalidad de los mutantes nulos mecl y
rad53 se debe a que se produce la replicacion del DNA en condiciones de
déficit de precursores de dNTPs. Otros fenotipos de los mutantes mecl y

rad53 también se han relacionado con la reduccién de nucleétidos. Por
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ejemplo, mutantes mec1 tienen afectada la progresion de las horquillas en las
regiones de replicacion tardias, conocidas como zonas de replicacion lentas,
lo que conduce a fragilidad y a roturas cromosdmicas de la doble cadena.
Este fenotipo también es suprimido por la delecion de SML1 (Corda et al.,
2005; Cha and Kleckner, 2002; Desany et al., 1998; Zhao et al., 1998).

Reparacién del dafio en el DNA

La activacion del checkpoint tiene como objetivo final reparar el
dafio que ha sufrido el DNA. Las células eucariotas disponen de distintos
sistemas de reparacion del dafio en el DNA (Sancar et al., 2004; Morgan,
D.0, 2007)). Asi, cuando se producen alteraciones menores en la estructura
de la base, como son la desaminacion y metilaciéon de bases, el sistema de
reparacion por la escision de bases (BER) las detecta y las repara.
Componentes de este sistema escanean el DNA y cuando encuentran una
base alterada la eliminan del esqueleto del DNA. A continuacién el
esqueleto azlcar fosfato es eliminado y finalmente, nuevos nucleétidos son
afiadidos por la DNA polimerasa y el corte es sellado por la DNA ligasa. Por
otro lado, el sistema de reparacion por escision de nucledtidos (NER) es
responsable de la deteccion y reparacion de las principales modificaciones
que alteran la conformacion de la doble hélice. Estas lesiones voluminosas
incluyen dimeros de timina y alquilaciéon del DNA. La maquinaria de
reparacion por escision de nucleé6tidos rastrea el DNA en busca de
distorsiones importantes de la hélice y entonces, usando nucleasas y DNA
helicasas, elimina un pequefio tramo de la hebra dafiada. La hebra sin dafar
es usada como molde para sintetizar una nueva hebra, restaurando asi la
secuencia original. Lesiones mucho mas dafiinas en el DNA como las DSBs

pueden llevar a pérdida de fragmentos de DNA o0 a reorganizaciones
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cromosémicas si no son reparadas adecuadamente. Las células reparan las
DSBs bien mediante union de extremos no homologos (NHEJ) o mediante
recombinacion homologa (HR) (Daley et al., 2005; Harper and Elledge,
2007). En el proceso de union de extremos no homologos, los 2 extremos
rotos son simplemente unidos de nuevo por accion de DNA ligasas. Esta
forma de solucionar el problema no es la ideal, ya que se suelen perder
nucledtidos en el sitio de reparacion, generalmente porque los extremos
expuestos de las roturas de la doble hebra son repelados y degradados por
nucleasas antes de ser rejuntados. En células de mamifero la unién de
extremos no homaélogos es un mecanismo de reparacion comun durante fase
G1 donde una pequefia pérdida de secuencia puede ser tolerada porque
mucho del DNA de mamiferos no codifica para proteinas. Es menos
frecuente en levaduras por tener relativamente pocas secuencias de DNA no
codificante. Un mecanismo de reparacién de DSBs mas eficiente es la
recombinacion homdloga entre el cromosoma roto y una secuencia
homologa en la crométida hermana o en el cromosoma homélogo. Una vez
procesados los DSBs, el DNA simple cadena generado en la cromatida
dafiada invade la hélice hermana y aparea con la secuencia de la hebra
complementaria. Este proceso depende de recombinasas, principalmente
Rad51. La reparacion de las DSBs por recombinacion se activa solo durante
las fases del ciclo celular en las que la croméatida hermana est4 disponible.
En otras fases del ciclo celular, las roturas de doble cadena son reparadas
normalmente por unién de extremos no homélogos, incluso aunque haya un
cromosoma homélogo para la reparacién recombinacional.

El buen funcionamiento de estos sistemas de reparacion es clave
para que la respuesta del checkpoint sea efectiva y se solucione el dafio en el

DNA. Las proteinas del checkpoint regulan estos sistemas de reparacion por
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dos vias: a nivel transcripcional favorecen el aumento de la expresion de
genes de reparacion y a nivel postraduccional regulando la actividad de
proteinas implicadas en reparacion.

En presencia de dafio en el DNA la maquinaria del checkpoint regula
la expresion de genes importantes en la reparacion de DNA. Como se ha
comentado anteriormente, en levadura Dunl controla la expresion de
muchos genes de reparacion en respuesta a estrés genotoxico, principalmente
a través de la regulacion del factor de transcripcion Crtl (Zhou and Elledge,
1993). En eucariotas superiores el factor de transcripcién implicado en la
respuesta a dafio en el DNA es p53. p53 es una proteina clave en el
mantenimiento de la integridad gendémica ya que es responsable de la
expresion de numerosos genes implicados en la reparacion de los distintos
tipos de lesiones asi como de genes inductores de apoptosis si el dafio
gendmico es excesivo. De modo que en respuesta a dafio en el DNA p53
induce la transcripcion de los componentes del sistema de reparacion BER
APE/Refl, OGGl, y Pol (Seo et al., 2002), del enzima implicado en NHEJ
Ku70, de los componentes del sistema de reparacion cuando hay
apareamientos erroneos MLH1, PMS2 y MSH2 (Chen and Sadowski, 2005)
y también induce la transcripcion de la proteina de union al DNA, DNA2 y
XPC del sistema NER (Adimoolam and Ford, 2002). Ademé&s de p53 se
piensa que el factor de transcripcion E2F también tiene un papel en la
regulacion de la expresion de los genes de reparacion en respuesta a dafio
(Udayakumar et al., 2010), aungue dicho papel se conoce peor.

La maquinaria del checkpoint también regula a distintas proteinas
implicadas en la reparacion del dafio mediante fosforilacion. En la Tabla 1.2
se muestran algunas de las muchas proteinas implicadas en reparacion que

se piensa que son dianas de las quinasas del checkpoint.
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Tabla 1.2. Dianas de la quinasas del checkpoint implicadas en reparacion
(Putnam et al., 2009).

Rfal Mecl, Tell
Rfa2 Mecl, Tell
Xrs2 Tell
Mrell Tell
Rad55 Rad53
SIx4 Mecl, Tell
Rtt107 (Esc4) Mecl (necesita de SIx4)
Nej1 Dunl
Exol Ruta quinasa, posiblemente Rad53
Srs2 Ruta quinasa+ Cdk1
Sae2 Mecl, Tell
Cdc13 Mecl, Tell
Mscl (Sccl) Chk1

Como se puede observar, las quinasas del checkpoint fosforilan
proteinas implicadas en la reparacion de distintos tipos de lesiones. Asi,
Rad53 fosforila a Rad55, proteina implicada en la reparacion
recombinacional de los DSBs (Ahnesorg and Jackson, 2007; Herzberg et al.,
2006; Roberts et al., 2006; Rouse, 2004), Mec1 fosforila a Rtt107, proteina
implicada en la reparacion del DNA cuando hay bloqueo de horquillas en
presencia de estrés replicativo (Ahnesorg and Jackson, 2007; Herzberg et al.,
2006; Roberts et al., 2006; Rouse, 2004) y Dunl fosforila a Nej1, proteina

implicada en la regulacién de la reparacion mediante union de extremos no
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homologos (Ahnesorg and Jackson, 2007; Herzberg et al., 2006; Roberts et
al., 2006; Rouse, 2004).

Fallos en el funcionamiento de los sistemas de reparacién llevan a un
aumento de la inestabilidad genémica y al desarrollo de cancer en
organismos superiores. Existen multiples sindromes asociados a mutaciones
en proteinas de reparacion entre los que se encuentran la anemia de Fanconi,
xeroderma pigmentosum, el sindrome de Bloom, el sindrome de Werner,

cancer colorrectal hereditario, cancer de ovario y cancer de mama.

Control de morfogénesis

A pesar de que la mayoria de dianas del checkpoint son nucleares,
los efectos de la activacion del checkpoint se encuentran integrados con una
respuesta citopasmica e influyen en procesos como la morfogénesis. Un caso
especialmente relevante en este trabajo es la conexién de Swel con la
respuesta a estrés genotoxico. Como se ha comentado en lineas anteriores en
S. cerevisiae Swel controla el checkpoint de morfogénesis induciendo en
Cdc28 una fosforilacion inhibidora que retrasa la activacion mitética en
respuesta a estreses que provocan una despolarizacion transitoria del
citoesqueleto de actina. Mas recientemente se ha descubierto una conexion
de Swel con estrés replicativo. Asi, en la respuesta inicial a este estrés Swel
se acumula. Seguidamente es necesario que Swel se degrade para que la
celula se recupere adecuadamente de la parada inducida por el estrés
replicativo. La degradacion de Swel es disparada por la cascada del
checkpoint Mec1-Rad53, hecho que es crucial en el control de los eventos
morfogenéticos durante el estrés replicativo (Enserink et al., 2006). Asi, la
degradacion de Swel permite la activacion de Cdc28-Clb lo que induce la

transicion de crecimiento apical a isotropico impidiendo la hiperpolarizacion
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de la yema. Por otra parte Rad53 interacciona con las septinas en el cuello de
la yema y dirige la diferenciacion filamentosa en respuesta a estrés
genotoxico lo que establece mas conexiones entre el checkpoint de
integridad del DNA y la morfogénesis (Smolka et al., 2006). Finalmente
también se ha visto que la eliminacién de RAD53 o CHK1 produce un
movimiento inapropiado del nucleo en el cuello de la yema antes de anafase
de un modo dependiente de la dineina (Dotiwala et al., 2007). Por tanto,
Rad53 es un componente que ayuda a coordinar la respuesta del checkpoint

con una respuesta mas general de toda la célula.

Recuperacién, adaptacion y apoptosis

Una vez ha tenido lugar en la célula la respuesta fisioldgica al dafio
en el DNA descrita en lineas anteriores es necesario que finalmente la célula
se recupere del bloqueo en el ciclo y prosiga la division celular. La
“recuperacion” ocurre cuando el proceso de reparacion del DNA se ha
completado y la activacion del checkpoint se reprime haciendo que Rad53
vuelva a su estado basal no fosforilado lo que supone el levantamiento del
blogueo y la reanudacion del ciclo.

En células de levaduras, sin embargo, cuando falla el intento de
reparacion del DNA, las células se “adaptan” a la presencia de dafio en el
DNA vy entran de nuevo en el ciclo celular (Sandell and Zakian, 1993). Este
proceso de adaptacion se piensa que proporciona una nueva oportunidad a la
célula para reparar el dafio en el siguiente ciclo celular. Es interesante
apuntar que este fendmeno también se ha visto utilizando como modelo
extractos de huevos de Xenopus (Yoo et al., 2004). Al igual que ocurre en la
recuperacion, la inactivacion de Rad53 es un prerrequisito para la

adaptacion. Basandose en interacciones genéticas y fisicas, se ha sugerido
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gue se necesita de la actividad fosfatasa de Ptc2 y Ptc3 para que se produzca
la desfosforilacion de Rad53 (Leroy et al., 2003). Ademas, recientemente,
Tockzyski y colaboradores han visto que la quinasa Cdc5, que en ausencia
de dafio en el DNA favorece la division celular, presenta una funcion
destacada en la adaptacién al dafio favoreciendo la pérdida de la
hiperfosforilacion de Rad53 (Vidanes et al., 2010).

En los organismos pluricelulares cuando las células sufren un dafio
en el DNA irreparable, como Gltimo mecanismo protector, entran en
apoptosis evitando asi la proliferacion de las células que tienen alterado el
genoma. EIl factor de transcripcién p53 ademas de activar la expresion de
genes de parada de ciclo y de reparacion también tiene un papel muy
importante en la respuesta apoptotica al dafio en el DNA ya que activa la
expresion de genes pro-apoptéticos como BAX, PUMA o APAF e inhibe la
expresion de genes anti-apoptéticos como BCL2 favoreciendo asi la
activacion de proteinas caspasas que llevan a una muerte celular regulada
(Udayakumar et al., 2010).

LA RUTA DE LA PROTEINA QUINASA C O RUTA DE
INTEGRIDAD DE LA PARED CELULAR EN S. cerevisiae

En S. cerevisiae, la ruta de integridad de la pared celular, también
conocida como ruta de la proteina quinasa C (PKC) es la principal
responsable de responder a los cambios que se producen en la pared celular
asi como de coordinar dichos cambios con el ciclo celular, con el fin de
controlar aspectos espacio-temporales de la biogénesis de la pared celular.
Una revision extensa de la ruta PKC la encontramos en (Levin, 2005; Levin,
2011).
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Rutas de sefalizacion extracelular en S. cerevisiae

Las células de levadura estan especialmente expuestas a las
condiciones cambiantes del medio en el que habitan. Los estimulos
extracelulares son detectados por proteinas sensoras localizadas en la
membrana plasmatica. Distintas proteinas guinasas estan involucradas en la
transmision de la sefial desde los sensores hasta el nicleo. En la mayoria de
los casos estas quinasas se organizan en un médulo, conservado durante la
evolucion en células eucariotas, conocido como cascada de MAP quinasas
(mitogen-activated protein) compuesto por tres quinasas que se activan
secuencialmente: una MAPKKK que activa a la MAPKK la cual a su vez
activa a la MAPK. Finalmente, cada ruta induce la activacion de factores de
transcripcion especificos que modulan la respuesta de la célula regulando en
el nacleo la expresion de un conjunto de genes. En S. cerevisiae se han
descrito 5 rutas de transduccion de sefial en las que intervienen cascadas de
MAP quinasas encargadas de orquestar las respuestas celulares a un amplio
rango de estimulos (Qi and Elion, 2005). Asi, Fus3 regula la conjugacion,
Kssl el crecimiento pseudohifal-invasivo, Smk1 el proceso de esporulacion,
Hogl es la MAP quinasa que responde a alta osmolaridad y Slt2 se encarga
de la repuesta a estrés en la pared celular (Chen and Thorner, 2007). El
presente trabajo se ha centrado en el estudio de la ruta PKC-MAP quinasa
SIt2 por el papel central que ocupa en el mantenimiento de la integridad de

la pared celular.

La pared celular
La pared celular es una estructura fuerte y eléstica, esencial para el
mantenimiento de la forma y la integridad de las células de levadura. La

pared celular sufre una importante remodelacion durante el crecimiento,
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morfogénesis y en respuesta a estreses medioambientales. Las células de
levadura invierten una energia considerable en la construccion vy
remodelacién de la pared celular, ya que comprende del 10 al 25% de la
masa celular dependiendo de las condiciones de crecimiento (Aguilar-
Uscanga and Francois, 2003). La pared celular es una estructura en capas. La
capa interna estd compuesta en un 98-99% por polimeros de glucano (80-
90% cadenas de B-1,3 glucano y 8-19% cadenas de B-1,6 glucano) y en un 1-
2% por quitina. Esta capa es la responsable principal de la fuerza mecénica y
elastica de la pared celular (Smits et al., 1999). La capa externa de la pared
celular es una red de proteinas altamente glicosiladas que limitan la
permeabilidad a macromoléculas, protegiendo a la capa interna de glucano
de la accién de enzimas degradativas, y también participa en fendmenos de
reconocimiento celular (De Nobel et al., 1990; De Nobel et al., 1991; Zlotnik
etal., 1984).

La pared celular de levadura cumple 4 funciones principales: 1)
proporciona proteccion frente al choque osmético contrarrestando la fuerza
que ejerce el agua cuando entra en la célula (Smits et al., 1999); 2) protege
contra el estrés mecanico siendo una barrera efectiva contra las fuerzas de
compresion y estiramiento; 3) sirve de matriz y andamio para una amplia
variedad de glicoproteinas con importantes funciones en conjugacion,
adhesion, contacto celular y proteccion (Zlotnik et al., 1984); 4) establece y
mantiene la forma celular (Cid et al., 1995). La remodelacion de la pared
celular es necesaria para acomodar la expansion celular durante la formacion
de la yema a lo largo de la divisién celular. S. cerevisiae utiliza el
citoesqueleto de actina para focalizar la expansion de la pared en regiones
particulares (Drubin and Nelson, 1996). El depoésito de material de la pared

celular se encuentra coordinado con la progresion del ciclo celular de manera
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que el patrén de deposito de pared cambia a lo largo del ciclo. Las células
hijas jévenes, crecen isotropicamente insertando nuevos polimeros de pared
celular en la matriz celular existente. En el momento en el que emerge la
yema, se produce un cambio de crecimiento isotrépico a apical. El
crecimiento dirigido queda focalizado en un unico punto de la superficie
celular. Posteriormente, cuando la yema se alarga, el crecimiento seguira
restringido a la yema pero cambiard de apical a un patron nuevamente

isotropico.

Vision general de la ruta de integridad de la pared celular

La ruta PKC o de integridad de la pared celular se activa por estreses
medioambientales, por compuestos que alteran la pared y por procesos
morfogenéticos de crecimiento polarizado poniendo en marcha una respuesta
celular apropiada. En la Figura 1.2 se muestra un diagrama con los
principales elementos de la ruta. A grandes rasgos, la ruta PKC es capaz de
detectar las sefiales que estresan la superficie celular a través de una familia
de sensores de superficie que transmiten la sefial hasta una proteina pequefia
de unién a GTP, Rhol, la cual activa a la proteina quinasa C, Pkcl. Pkcl a
su vez activa a una cascada de MAP quinasas y en Gltimo término la MAP
quinasa Slt2 regula la transcripcion génica favoreciendo la expresion de

genes de biosintesis de pared celular asi como otras respuestas.

Sensores de estrés en la pared celular

Wscl, Wsc2, Wsc3, Mid2 y Mtll son los 5 sensores de superficie
celular encargados de detectar los estreses de pared y de transducir la sefial
inicial a componentes de la ruta PKC situados aguas abajo (Gray et al.,
1997; Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999; Verna et al., 1997). Se trata de
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Figura 1.2. Esquema de los principales componentes de la ruta PKC.

43



Introduccion

proteinas transmembrana que poseen un dominio pequefio C-terminal
citoplasmético, un dnico dominio transmembrana Yy un ectodominio
periplasmico rico en residuos de Ser/Thr altamente glicosilados. Se piensa
que estas proteinas funcionan como mecanosensores que actGan como
sondas rigidas de la matriz extracelular (Rajavel et al., 1999). Wscl y Mid2
son los sensores mas importantes en la respuesta a alteraciones en la pared
celular. Wscl es capaz de detectar el estrés térmico (Verna et al., 1997)
mientras que Mid2 detecta principalmente la presencia de feromonas y de
compuestos que interfieren en el ensamblaje de la pared celular (Bermejo et
al., 2010; Ketela et al., 1999). Se ha visto que mientras los mutantes
sencillos wscl y mid2 son viables, el doble mutante wscl mid2 requiere de
apoyo osmatico para sobrevivir (Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999), lo

que revela funciones complementarias de estos sensores.

La proteina Rhol

Rhol pertenece a una familia de proteinas pequefias de unién a GTP
que juegan un papel central en el crecimiento polarizado en células de
levadura y de animales (Drubin and Nelson, 1996; Heasman and Ridley,
2008; Perez and Rincon, 2010). Rhol es el ortdlogo funcional en S.
cerevisiae de RhoA de mamiferos (Qadota et al., 1994). Las proteinas Rho
estan preniladas en el extremo C-terminal. Esta modificacion permite su
asociacion con la membrana lo que es fundamental para su correcta
localizacion y activacion (Inoue et al., 1999). Rhol desempefia un papel
clave en la célula de levadura, ya que recibe la mayor parte de sefiales de la
membrana plasmatica y participa en multiples procesos implicados en la
biogénesis de la pared celular, la organizacién del citoesqueleto de actina, la

secrecion polarizada y la internalizacion de proteinas desde la membrana
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plasmética (deHart et al., 2003; Drgonova et al., 1999; Drgonova et al.,
1996; Lipschutz and Mostov, 2002; Madden and Snyder, 1998). Rhol se
activa por la accion de los factores intercambiadores de nucleétido (GEF)
Roml, Rom2 y Tusl (Ozaki et al., 1996; Schmelzle et al., 2002). La
actividad de Rom2 esta regulada por los sensores Wscl y Mid2 (Philip and
Levin, 2001) con los que interacciona a través de su dominio N-terminal, y
por la quinasa Tor2 (Schmidt et al., 1997). Por otro lado, la inactivacion de
Rhol estéa regulada por las proteinas con actividad GTPasa Bem2 (Peterson
et al., 1994; Zheng et al., 1993), Sac7 (Martin et al., 2000; Schmidt et al.,
1997), Bag7 y Lrgl (Roumanie et al., 2001; Schmidt et al., 2002). Se ha
observado una especializacion de estas proteinas GAP en lo que respecta a
las moléculas de Rhol que regulan unas u otras dianas, lo que indica algun
tipo de compartimentalizacion de las funciones de Rhol (Martin et al., 2000;
Schmidt et al., 2002; Watanabe et al., 2001).

Rho1 realiza una funcién clave en el control de la integridad celular
a través de varios mecanismos. Por un lado, interacciona y activa a la
proteina Pkcl (Nonaka et al., 1995; Schmitz et al., 2002a; Schmitz et al.,
2001) poniendo en marcha la respuesta transcripcional en la que se expresan
genes importantes para la biogénesis de la pared celular. Por otro lado, actia
como regulador positivo de la subunidad catalitica del enzima [-1,3-
glucanosintasa (GS) responsable de la sintesis de p-1,3-glucano, el
componente estructural mas abundante en la pared celular (Drgonova et al.,
1996; Qadota et al., 1996). Ademas, desempefia un importante papel en la
polarizacion del citoesqueleto de actina activando a las forminas (Binl y
Bnrl). También es clave para que tenga lugar la exocitosis polarizada,

activando a Sec3, que participa en el transporte de vesiculas de secrecion a
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lo largo del citoesqueleto de actina hacia la superficie celular (Finger et al.,
1998).

La proteina quinasa C 1 (Pkcl)

El genoma de Saccharomyces cerevisiae codifica para un homélogo
de la proteina quinasa C de mamiferos, denominada Pkcl (Levin et al.,
1990). Pkcl fue el primer componente de la ruta de integridad de la pared
celular en ser descubierto y aunque esta proteina tiene distintos sustratos
intracelulares, sélo se conoce con detalle la regulacién que ejerce sobre la
cascada MAP quinasa Slt2. La eliminacion del gen PKCL1 es letal bajo
condiciones normales de crecimiento pero la viabilidad del mutante pkcl
puede ser rescatada por estabilizadores osméticos, lo que sugiere la
presencia de fallos de integridad celular (Levin and Bartlett-Heubusch, 1992;
Paravicini et al., 1992). De hecho, las células mutantes pkcl presentan
defectos importantes en la pared celular como capas interna y externa mas
delgadas y una membrana plasmatica separada de la pared en algunos puntos
(Levin et al., 1994; Paravicini et al., 1992; Roemer et al., 1994).

Pkcl presenta todos los dominios caracteristicos descritos en las
distintas isoformas de PKC humanas como el dominio C1, que es el sitio de
union a lipidos como el diacilglicerol (DAG) y a ésteres de forbol, el
dominio C2, que es el sitio de union a calcio y a lipidos &cidos como la
fosfatidilserina y el dominio HRI a través del cual se une a complejos activos
GTP-Rho. Sin embargo, Pkcl a pesar poseer los dominios C1 y C2 no se
regula por calcio ni por lipidos al tener residuos clave alterados (Antonsson
et al., 1994; Watanabe et al., 1994). El dominio HR1 de Pkcl si que es
funcional y a través de él interacciona con Rhol (Schmitz et al., 2002b).

Ademés, Pkcl, como las PKC humanas, posee un sitio pseudosustrato que
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inhibe su actividad mediante interaccion intramolecular con el dominio
catalitico en ausencia de estreses de pared. Cuando es mutado el sitio
pseudosustrato Pkcl presenta una activacién constitutiva (Watanabe et al.,
1994). Cabe sefialar que en la activacion de Pkcl también intervienen las
proteinas quinasas Pkhl y Pkh2 (Inagaki et al., 1999). Pkhl/2 realizan
funciones esenciales, pero solapantes, en el mantenimiento de la integridad
de la pared celular y su funcion es necesaria para la completa activacion de
Pkcl. La regulacion de Pkcl por Pkhl/2 se ejerce por fosforilacion de un
residuo en el lazo de activacién del dominio catalitico de Pkcl (Thr983).
Mutantes de Pkcl que tienen bloqueada esta fosforilacion (Y983A) fallan a
la hora de complementar al mutante pkci4 (Roelants et al., 2004). Todavia
no esta claro si la actividad Pkh1/2 funciona como un input regulador de
Pkcl o es simplemente requerido para establecer la actividad basal de la
guinasa.

Estudios de localizacion intracelular revelan que Pkcl reside en
sitios de crecimiento celular polarizado. En estadios tempranos del ciclo
celular Pkcl se encuentra en sitios de pre-gemacion y en la punta de la yema
y conforme avanza el ciclo, relocaliza en el cuello de la yema de la madre
(Andrews and Stark, 2000). La localizacion de Pkcl en el cuello requiere
que el anillo de septinas esté intacto. Una diseccion molecular de Pkcl
sugiere que cada dominio es responsable de localizar un pool de Pkcl en
distintos sitios subcelulares (Denis and Cyert, 2005). Por ejemplo, los
dominios HR1 son responsables de situar a Pkcl en la punta de la yema y en
el cuello. Esto es consistente con el papel que estos dominios juegan en la
asociacion de Pkcl con Rhol. El dominio C1 aislado, se localiza de forma
difusa en la periferia celular, lo que refleja una asociacion de este dominio

con la membrana lipidica. Por su parte el dominio tipo C2 de la region C-
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terminal de Pkcl aislado localiza especificamente en el ndcleo,
identificandose en esa region un par de sefiales de importacion nuclear
clasicas. De un modo similar la region interdominio por si misma también
localiza en el nicleo habiéndose identificado en ella otra NLS clésica. Una
sefial de exportacion nuclear (NES), que reside en el dominio HR1A, es
aparentemente la responsable de mantener bajos los niveles nucleares de
Pkcl. La localizacion nuclear de Pkcl podria explicar funciones de PKC que
se alejarian de su papel en el mantenimiento de la integridad de pared celular
como su funcidn en relacion al uso mitético (Denis and Cyert, 2005; Levin,
2011).

La cascada MAP quinasa

El nucleo de la ruta PKC esta constituido por un médulo MAP
quinasa. Estudios genéticos y bioquimicos han establecido que la proteina
Pkcl regula la actividad de la MAPKKK Bckl, a la cual fosforila en
multiples sitios (Levin et al., 1994). Por su parte, Bck1 fosforila en residuos
de serina y treonina a dos MAPKK redundantes, Mkk1 y Mkk2 (Irie et al.,
1993; Kamada et al., 1995; Paravicini and Friedli, 1996) que son
Ser/Thr/Tyr quinasas encargadas de la activacion del dltimo elemento de la
cascada, la MAPK SIt2, también conocida como Mpk1, por fosforilacion en
un motivo Thr-X-Tyr (Lee et al., 1993). En humanos, el ortélogo funcional
de Slt2 es ERK5 (Truman et al.,, 2006), una MAPK que se activa en
respuesta a factores de crecimiento, estrés osmotico y estrés oxidativo (Abe
et al., 1996; Yan et al., 2001). En S. cerevisiae MIp1 (Mpk1-like protein) es
una pseudoquinasa paraloga de Slt2 que también es fosforilada por Mkk1 y
Mkk2 en respuesta a estreses en la pared celular (Watanabe et al., 1997) y

que comparte con Slt2 una funcion especializada no catalitica en
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transcripcion (Kim and Levin, 2010; Kim and Levin, 2011; Kim et al.,
2008b; Truman et al., 2009). SIt2 y Mlpl activas se asocian a sus dianas a
través de un motivo D canonico.

Respecto a la localizacion de Slt2 se ha visto que, en consonancia
con su funcion, se localiza en el nlcleo donde actia como activador de la
transcripcion (Baetz et al., 2001; Hahn and Thiele, 2002; Kamada et al.,
1995) y en sitios de crecimiento polarizado en los que se necesita remodelar
la pared celular (van Drogen and Peter, 2002). La localizacién polarizada de
SlIt2 durante el crecimiento y la morfogénesis es independiente del
citoesqueleto de actina, pero requiere del componente del polarisoma Spa2
(van Drogen and Peter, 2002), una proteina compleja que une factores que
participan en el establecimiento de la polaridad con los cables de actina
(Madden and Snyder, 1998).

La importancia del buen funcionamiento en la cascada MAP quinasa
para una Optima respuesta a la alteracion del estatus de la pared celular se
pone de manifiesto por el hecho de que todos los mutantes en la cascada
presentan sensibilidad al crecimiento en presencia de estreses de pared como
la temperatura elevada (37°C), el factor a, el blanco de calcofltor, el rojo
congo y el enzima litico de pared zimoliasa (Errede et al., 1995; Martin et
al., 2000; Mazzoni et al., 1993; Reinoso-Martin et al., 2003). Los defectos de
crecimiento de estos mutantes se solucionan mediante una osmolaridad
extracelular elevada (por ejemplo, creciendo las células en presencia de
sorbitol 1M), lo que es consistente con el defecto en la biogénesis de la pared
celular. Ademés estos mutantes también presentan defectos en la
polarizacion de actina (Mazzoni et al., 1993). Cabe sefialar que el defecto en
la integridad celular de dichos mutantes es menos acusado que el observado

en los mutantes pkcl, lo que sugeriria que Pkcl podria actuar a través de
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otros efectores diferentes a la cascada de MAP quinasas.

Activacion de la ruta PKC

La ruta de integridad de la pared celular es inducida en respuesta a
una gran variedad de estreses que afectan a la superficie celular. A
continuacion se describen algunos de los estreses capaces de activar a la ruta
PKC.

Estrés térmico

La ruta PKC es activada en respuesta a elevadas temperaturas (37°-
399 (Kamada et al., 1995; Zarzov et al., 1996), lo que es consistente con el
hecho de que mutantes nulos en muchos de los componentes de la ruta
muestran defectos de lisis celular s6lo cuando son crecidos a altas
temperaturas. Slt2 no se activa inmediatamente cuando hay choque térmico
sino que la activacion se detecta después de 20 minutos y el pico se alcanza
la los 30 minutos (Kamada et al., 1995), sugiriendo que la ruta de
sefializacién no esta detectando un cambio directo de la temperatura sino que
esta detectando algun efecto secundario a la exposicion a alta temperatura.
Una respuesta a estrés térmico es la acumulacién de trehalosa en el
citoplasma con el fin de proteger a las proteinas de la desnaturalizacion
térmica y de agregacion (De Virgilio et al., 1994; Hottiger et al., 1994;
Neves and Francois, 1992). Ese importante aumento en la osmolaridad
intracelular provoca un aumento en la presion turgente que es la sefial
reconocida por los sensores de superficie. De hecho, si se evita la produccion
de trehalosa en respuesta a choque térmico se observa una disminucion
importante en la sefalizacion de la ruta PKC (Mensonides et al., 2005). Los

sensores de la ruta de integridad de la pared celular son importantes para la
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activacion térmica de Slt2, lo que apoya la conclusion de que este estrés es
finalmente transmitido hasta la superficie celular (Gray et al., 1997; Ketela et
al., 1999; Martin et al., 2000; Rajavel et al., 1999).

Estrés osmatico

Cambios en la osmolaridad del medio van a resultar en la activacion
de la ruta PKC. El choque hipoosmético induce una activacion rapida (a los
15 segundos) pero transitoria (se restaura la actividad basal a los 30 minutos
de producirse la sefial) de la ruta PKC (Davenport et al., 1995; Kamada et
al., 1995). Por su parte, el choque hiperosmético también activa a la ruta
PKC pero aqui lo hace a los 45-60 minutos de haberse producido el estrés.
La activacion se cree que se debe a un efecto secundario del aumento de la
presion turgente causado por el incremento intracelular de glicerol inducido
por la ruta HOG (Garcia-Rodriguez et al., 2005).

Procesos morfogenétios.

La ruta PKC se activa durante procesos de crecimiento polarizado,
como la formacion de las proyecciones durante la conjugacion y la gemacion
(Buehrer and Errede, 1997; Errede et al., 1995; Gray et al., 1997; Zarzov et
al., 1996). La formacion de la yema o la proyeccion durante la conjugacion
implica la polarizacion del crecimiento a un sitio especifico de la superficie
celular donde se produce una extensa remodelacion y expansion de la pared
celular, lo que supone un riesgo importante para la integridad de la célula. La
activacion de la ruta PKC es esencial para mantener la integridad celular

durante estos procesos morfogenéticos.
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Compuestos gue inducen estrés en la pared celular

Existen distintos agentes quimicos que afectan a componentes de la
pared celular capaces de inducir estrés en la pared celular. Asi, el blanco de
calcofluor, el rojo congo, inhibidores de la glucanosintasa o el enzima litico
de pared celular zimoliasa tienen la capacidad de activar la ruta PKC
(Bermejo et al., 2008; de Nobel et al., 2000; Garcia et al., 2004; Jung et al.,
2002; Ketela et al., 1999; Kopecka and Gabriel, 1992; Kuranda et al., 2006;
Martin et al., 2000; Reinoso-Martin et al., 2003). En general parece que la
naturaleza especifica del estrés de pared no es importante respecto a la
activacioén de la ruta, lo que sugiere que cualquier condicién que interfiere
con el mantenimiento de la integridad de la pared celular es suficiente para
activar los sensores de superficie celular. Sin embargo la activacion de la
ruta PKC en respuesta a tratamiento con zimoliasa es un tanto peculiar. La
zimoliasa es un enzima litico que digiere la pared celular. La activacion de la
ruta PKC por zimoliasa es independiente de los sensores Wscl y Mid2 asi
como de 3 de las GEFs de Rhol. En cambio, la activacion requiere a los
componentes Shol y Hogl de la ruta HOG lo que sugiere una activacion
secuencial de las dos rutas MAPK por zimoliasa (Bermejo et al., 2008;
Garcia et al., 2009). Por tanto, la respuesta celular a zimoliasa supone un
punto de conexion entre la ruta HOG vy la ruta de integridad de la pared
celular (Bermejo et al., 2008).

En concordancia con la activacion de la ruta por compuestos que
alteren la pared celular, se ha descrito que mutaciones que afectan a genes
que participan en la biosintesis de la pared celular y que originan defectos en
la misma, también producen una activacion la ruta PKC (de Nobel et al.,
2000; Lagorce et al., 2003; Terashima et al., 2000).
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Estrés en el reticulo endoplasmico

Hay una interrelacién entre la ruta de integridad de la pared celular y
el estrés en el reticulo. Varios grupos de investigacion han visto que el estrés
en el reticulo inducido por tunicamicina, 2-deoxiglucosa o ditiotreitol, activa
a la ruta de integridad de la pared celular y que Slt2 es importante para la
supervivencia a dicho estrés (Babour et al., 2010; Bonilla and Cunningham,
2003). Analisis genéticos revelan que la activacion de la ruta por estrés en el
reticulo endopléasmico es independiente de la respuesta clasica a proteinas
desplegadas. Ademas parece que la activacion de Slt2 por tunicamicina es
dependiente del sensor Wscl (Babour et al., 2010). La activacion de la ruta
por estrés en el reticulo lleva a la activacion del programa transcripcional
mediado por RIm1, lo que indica que la respuesta a estrés implica un
aumento de la biogénesis de la pared celular. La hip6tesis mas plausible es
que la activacion de la ruta PKC por estreses de reticulo refleja defectos en
la estructura y biosintesis de la pared celular debido a fallos en la biosintesis

de proteinas de la superficie celular.

Activacion de la transcripcion por la MAP quinasa SIt2

La respuesta principal de las rutas de sefializacion de cascadas
MAPK es la activacion transcripcional. Ese es también el caso de la ruta
PKC. Una vez la sefial de estrés de pared llega a la MAP quinasa Slt2, ésta
tiene como funcion principal activar la transcripcion de genes especificos de
biosintesis de pared, para ello regula a los factores de transcripcion RIm1 y

SBF y al complejo transcripcional Paf1C.

El factor de transcripcion RIm1

El factor RIml es el principal responsable de la respuesta
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transcripcional regulada por la ruta de integridad de la pared celular (Jung
and Levin, 1999; Terashima et al., 2000). Rml1 es un miembro de la familia
de factores de transcripcién tipo MADS box (Dodou and Treisman, 1997).
RmI1 presenta interaccion por doble hibrido con Slt2 (Watanabe et al., 1995)
y es fosforilado in vivo e in vitro por Slt2 en dos residuos en su dominio de
activacién transcripcional (Ser427 y Thr439), lo que estimula su actividad
(Jung et al., 2002; Watanabe et al., 1997). Rmll regula la expresion de
muchos genes que codifican para proteinas de pared o estan implicados en su
biogénesis (Garcia et al., 2004). EI mutante rmll al contrario que otros
mutantes en la cascada MAP quinasa, no presenta lisis celular dependiente
de temperatura (Watanabe et al., 1995). El fenotipo méas suave del mutante

rmll respecto al de slt2 sugiere que Slt2 fosforila a otras dianas.

El factor de transcripcién SBF

Un segundo factor de transcripcion regulado por la ruta PKC es
SBF. SBF, compuesto por las subunidades Swi4 y Swi6, es un regulador del
ciclo celular que controla la onda de transcripcion de la transicion G1/S
(Breeden, 2003). Swi4 es la subunidad de unidén especifica al DNA, pero
requiere de Swi6 para la union a los promotores diana: Swi6 permite a Swi4
unirse al DNA liberando la asociacion intramolecular auto-inhibidora del
extremo C-terminal de Swi4 con su dominio de unién al DNA. Ademas,
Swi6 es el componente de activacion transcripcional de SBF (Sedgwick et
al., 1998).

Evidencias genéticas y bioguimicas relacionan a SBF y a Slt2. Asi,
la sobrexpresion de Swi4 suprime los defectos de lisis celular del mutante
slt2 (Madden et al., 1997), los mutantes swi4 y swi6 presentan letalidad

sintética con los mutantes slt2 asi como defectos de integridad celular (Igual
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et al., 1996), Slt2 se asocia con SBF dimérico in vivo y con Swi4 (pero no
con Swi6) in vitro y Swi6 es fosforilado in vivo e in vitro por Slt2 en
respuesta a estreses en la pared celular (Baetz et al., 2001; Madden et al.,
1997). Recientemente se ha aclarado la naturaleza de la relacién entre Slt2 y
SBF en el contexto del gen de pared FKS2. Cabe sefialar que el gen FKS2
parece ser una excepcion dentro de los genes de pared celular ya que s6lo se
expresa cuando hay estrés en la pared y esta regulacion, dependiente de Slt2,
no esta mediada por RIm1 sino por SBF. Ahora se sabe que SBF dirige la
expresion en respuesta a estrés en la pared celular de una manera
independiente a su papel en la transcripcion especifica de G1 (Kim et al.,
2008a; Kim and Levin, 2010; Truman et al., 2009). SIt2 y Mlpl, en su
conformacion activa (fosforilada) sustituyen a Swi6 favoreciendo la
liberacion de la interaccion auto-inhibitoria de Swi4, lo que conduce a la
union de Swi4 al promotor de FKS2 (Kim et al., 2008b; Truman et al.,
2009). Aunque SIt2 sustituye a Swi6 ayudando a Swi4 a unirse a al promotor
de FKS2 en presencia de estrés de pared, Swi6 debe ser reclutado al
complejo SIt2-Swi4 para que se pueda unir la RNA Polll y activar la
transcripcion. Hay que resaltar que esta funcién de SlIt2 y Mlpl requiere
fosforilacién del lazo de activacion pero no actividad catalitica. Este
mecanismo de regulacion es complementada por la MAP quinasa humana
ERKS5 (Kim and Levin, 2011; Kim et al., 2008b).

Por otro lado SIt2 también estd implicado en la regulacién negativa
de SBF a través del control del transporte ndcleo-citoplasma de Swi6. En
presencia de estreses de pared, SIt2 fosforila la Ser238 de Swi6 inhibiendo a
la sefial de localizacion nuclear (NLS) vecina, lo que supone la
relocalizacion de Swi6 desde el nucleo al citoplasma (Kim and Levin, 2010).

Esto lleva a plantear la hipotesis de que la ruta PKC estaria modulando el
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apagado de la transcripcion a través de la fosforilacion de Swi6 impidiendo

su entrada al ndcleo.

El complejo Paf1lC

El complejo PaflC esta compuesto por 5 subunidades (Pafl, Cdc73,
Rtfl, Ctr9 y Leol) (Mueller et al., 2004). PaflC se asocia directamente con
la RNAPolll y esta implicado en el inicio (Stolinski et al., 1997), elongacion
(Kim and Levin, 2010; Krogan et al., 2003) y terminacion (Mueller et al.,
2004; Penheiter et al., 2005; Sheldon et al., 2005) de la transcripcion de
aproximadamente el 5% de los genes de levadura, entre los que se incluyen
genes implicados en la biosintesis de pared celular (Mueller et al., 2004;
Penheiter et al., 2005; Sheldon et al., 2005). Los mutantes pafl presentan
una expresion disminuida de los genes de biosintesis de pared y una
destacada hipersensibilidad a distintos estreses de pared (Chang et al., 1999).
Recientemente se ha visto que el complejo Pafl es una diana de SIt2 y Mipl.
Analisis genéticos y bioquimicos revelan que bajo condiciones de induccion,
SIt2 y Mip1 controlan la elongacién de la transcripcion de FKS2 uniéndose a
Pafl y blogueando la terminacion prematura inducida por el complejo Senl-
Nrd1-Nab3 (Kim and Levin, 2011). Hay que resaltar nuevamente que esta
funcion requiere fosforilacion del lazo de activacion pero no actividad
catalitica de SIt2 y Mlpl y que también es complementada por la MAP
quinasa humana ERK5. De hecho, la interaccion Slt2/Pafl estd conservada
entre ERK5 y PAF1 humanas (Kim and Levin, 2011; Kim et al., 2008b).

Reguladores negativos de la ruta
La existencia de una regulacion negativa de las rutas de sefializacién

es de vital importancia para desactivarlas cuando la célula se ha adaptado a
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las nuevas condiciones. Por ello, en procesos de sefializacion mediados por
fosforilacién las proteinas con actividad fosfatasa presentan una funcién muy
importante contrarrestando la funcién de las quinasas. Las MAP quinasas se
activan por fosforilacién en residuos de Thr y Tyr y se inactivan por
desfosforilacién de cualquiera de estos dos residuos. Se han descrito varias
proteinas fosfatasas que inactivan a la ruta PKC desfosforilando a Slt2. Por
un lado se encuentran las tirosina fosfatasas Ptp2 y Ptp3 (Mattison et al.,
1999), las cuales son también responsables de inactivar a las MAPK Hogl y
Fus3 en la ruta HOG y en la ruta de respuesta a feromonas respectivamente.
La expresion de PTP2 se induce en respuesta a choque térmico de un modo
dependiente de Slt2 y parece estar controlada al menos parcialmente por
RIm1l (Hahn y Thiele, 2002). Esta regulacion genera un ciclo de
retroinhibicion muy habitual en cascadas de sefializacion. Otra proteina
fosfatasa que regula a Slt2 es Msg5. Se ha determinado que Msg5 y Slt2
actlian una sobre otra in vivo e in vitro, de modo que Slt2 inhibiria a Msg5
para mantener una activacion prolongada de la ruta PKC (Flandez et al.,
2004). Por otro lado, Sdpl, es la unica fosfatasa que desfosforila
especificamente a Slt2. Su actividad no esta controlada por la ruta PKC y su
expresion esta controlada por Msn2/4 (Collister et al., 2002). Por altimo, la
Ser/Thr fosfatasa de la familia de las PP2A, Sit4, ademas de tener un
importante papel en la transicion G1/S, también tiene un papel destacado en
la regulacion de la ruta PKC siendo su actividad fosfatasa importante tanto
para la inhibicion de la actividad basal como para la inhibicién de la
actividad inducida de la ruta PKC. Se sabe que Sit4 opera por debajo de los
sensores de membrana Mid2, Wscl y Wsc2 y por encima de Pkcl. Ademas
se ha visto que Sit4 afecta a todas las funciones bioldgicas en las que se

encuentra implicada Pkcl (Angeles de la Torre-Ruiz et al., 2002).
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Otras funciones de la ruta PKC

Como se ha descrito en lineas anteriores la funcién principal de la
ruta PKC es asegurar la integridad celular ante retos medioambientales y
ante procesos de crecimiento polarizado que afectan a la superficie celular.
No obstante, cada dia hay més datos que apoyan la idea de que PKC ademas
de dar respuesta a alteraciones de la pared, también tiene importancia en

muchos otros procesos celulares.

Reqgulacién del citoesqueleto de actina

En los sitios de remodelacion de la pared celular es necesario un
aporte continuo de componentes celulares. La ruta PKC controla la
polarizacién del citoesqueleto de actina, dirigiendo las vesiculas de secrecion
al sitio de crecimiento en la superficie celular (Costigan et al., 1992;
Mazzoni et al., 1993; Zarzov et al., 1996; Schmidt et al., 1996; Delley y
Hall, 1999; Nanduri y Tartakoff, 2001; Breton et al., 2001; Valdivia y
Schekman, 2003). Ademas, se ha observado que las proteinas Rhol, MKkKk1,
Mkk2 y Slt2 se localizan en los parches de actina (Yamochi et al., 1994;
Sheu et al., 1998). La ruta PKC también se ha implicado en la
despolarizacion transitoria del citoesqueleto, desde los puntos de crecimiento
de la yema hacia el resto de la superficie de la célula, para responder a la
necesidad de redistribuir la sintesis y reparacién de la pared por toda la
célula en respuesta a diversos estreses (incluso agresiones sobre la pared
celular). Se habia sugerido que esta funcion depende de Pkcl pero no de la
cascada de MAP quinasa (Delley y Hall, 1999), aunque esta aseveracion ha

sido cuestionada (Levin, 2005).
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Regulacién del ciclo celular

Diversos estudios han relacionado la ruta PKC con el control del
ciclo celular. Se ha descrito que SIt2 participa en el checkpoint de
morfogénesis retrasando la progresion del ciclo celular en la transicion
G2/M. El checkpoint de morfogénesis bloquea el ciclo celular en G2/M
dando tiempo a la recuperacion del citoesqueleto de actina y con ello a la
formacidén y crecimiento de la yema antes de la divisién celular. Slt2 actla
favoreciendo la fosforilacion inhibidora de la Tyr-19 en Cdc28, aunque hay
discusion sobre de que modo actla, ya que unos autores han sugerido que
activaria a la quinasa Swel, (Mizunuma et al., 1998; Mizunuma et al., 2001),
mientras que otros autores sugieren inactivaria a la fosfatasa Mih1 (Harrison
et al., 2001). Por otro lado, diversos estudios han mostrado una conexion
entre Pkcl y el complejo remodelador de la cromatina RSC, sugiriéndose
que actuarian coordinadamente en la transicion G2/M (Hosotani et al., 2001;
Romeo et al., 2002; Chai et al., 2002).

Requlacién del citoesqueleto de microtdbulos

Se han observado interacciones genéticas entre mutantes de la ruta
PKC con genes implicados en el huso acromético (SPB) o el funcionamiento
de microtubulos, las cuales sugieren una relacion de la ruta con este proceso
(Khalfan et al., 2000; Hosotani et al., 2001); de hecho se ha localizado a
Pkcl en el SPB, lo que sugiere que Pkcl podria regular el esqueleto de

microtubulos directamente (Denis y Cyert, 2005).

Regulacién de la respuesta transcripcional a estrés oxidativo

Se ha visto que la MAP quinasa Slt2 se encuentra estimulada por la

presencia de especies reactivas del oxigeno (ROS). En la respuesta celular a
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estrés oxidativo SIt2 media la destruccion de la ciclina C (Srbll), un
represor transcripcional de genes de respuesta a estrés oxidativo. ElI mutante
slt2 es hipersensible a ROS y presenta una elevada tasa apopt6tica mientras
gue en el doble mutante slt2 srb11 queda suprimida la hipersensibilidad de
slt2 a ROS y la tasa apoptdtica se ve reducida. Por tanto, Slt2 tendria un
importante papel en la proteccién de la muerte celular programada de la

célula destruyendo a la ciclina C (Krasley et al., 2006).

Papel en el metabolismo del DNA

Se ha observado que Pkcl activa a la CTP sintetasa. En levadura la
CTP sintasa esta codificado por 2 genes redundantes URA7 y URA8 y su
funcion es transformar el UTP en CTP. EI CTP se necesita para la
produccion de &cidos nucleicos. Se ha visto que in vitro, Ura7 es fosforilada
por Pkcl lo que aumenta en 3 veces la actividad CTP sintasa. Esto lleva a
pensar que la ruta PKC podria estar implicada en la biosintesis de
nucleétidos (Yang et al., 1996) Yang y Carman, 1995; Yang et al., 1996;
Park et al., 2003; Choi et al., 2003). Por otro lado se ha visto que células
mutantes en la funcion Pkcl presentan frecuencias elevadas de
recombinacion del DNA, fenotipo que se encuentra normalmente asociado a
mutantes de genes con papel en el metabolismo del DNA (Huang y
Symington, 1994). También se han descrito interacciones genéticas entre la
ciclina de replicacion CIb5 y miembros de la ruta PKC. Ademas, la
viabilidad de mutantes de la ruta PKC depende de un checkpoint de
integridad del DNA funcional y la ruta se activa al bloquear la replicacion
del DNA (Queralt e Igual, 2005). Miembros de la ruta PKC también
presentan interacciones sintéticas con genes que participan en la reparacion
recombinacional del DNA como es MDT1 (Traven et al., 2010).
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Recientemente se ha visto que Slt2 controla la expresion de los genes RNR1,
RNR2 y RNR3 (Bandyopadhyay et al., 2010; Truman et al., 2009).

Por otra parte, existen estudios que sugieren una participacién de la
ruta PKC en el control del metabolismo del carbono (Brandao et al., 2002;
Salgado et al., 2002; Gomes et al., 2005) y en la regulacion de la H-ATPasa
de membrana plasmatica (Souza et al., 2001). Por tanto, la ruta PKC
presenta funciones adicionales en la célula ademas del mantenimiento de la
integridad celular. Al igual que la proteina quinasa C de mamiferos,
probablemente Pkcl desempefie un papel general en el control del

crecimiento y la proliferacion celular en levadura.

La superfamilia de la proteina quinasa C de mamiferos
Estructura

Las células de mamiferos poseen 12 isoformas de la proteina quinasa
C (PKC) (Mellor and Parker, 1998). Las PKCs de mamiferos tienen multitud
de sustratos, muchos de ellos con funciones solapantes y otros con funciones
contrarias, que juegan un papel importante en multitud de procesos celulares.
El gran reto para entender la funcion de PKC en mamiferos es conocer bien
cada uno de sus isotipos y poder asignarles funciones, para lo cual es clave
conocer bien su estructura. En base a sus propiedades estructurales y
bioguimicas la superfamilia de las PKCs se subdivide en 4 grupos: las
“clasicas” 6 cPKCs formada por PKCa, BI, BII y y que responden a calcio, a
diacilglicerol (DAG) y a ésteres de forbol; las “noveles” 6 nPKCs
compuestas por PKC3, 6, €, 1, que no responden a calcio pero sia DAG y a

ésteres de forbol; las “atipicas” ¢ aPKCs a las que pertenecen PKCi,  que
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son insensibles a calcio, a DAG y a ésteres de forbol; las “PRKs” formadas
por PRK1, PRK2 y PRK3 que son insensibles a calcio, a DAG vy a ésteres de
forbol e interaccionan y son activadas por la proteina RhoA (Griner and
Kazanietz, 2007; Kazanietz, 2005). La categorizacion en estas subfamilias
viene dada por la distribucion de regiones conservadas que definen dominios
0 motivos proteicos que confieren una localizacion o activacion especifica a
cada isotipo.

Distribuidos entre las distintas PKCs hay 5 tipos de dominios
conservados que se localizan en la region N-terminal reguladora y en la
region C-terminal catalitica. En el extremo N-terminal se encuentran los
dominios C1, C2 y HR1. El dominio C1 contiene un motivo rico en cisteinas
que le confiere a las cPKCs y nPKCs la habilidad de unir DAG/ésteres de
forbol. En las aPKCs mutaciones en el dominio C1 de residuos clave en el
bolsillo de unién del ligando no permiten la entrada de DAG ni ésteres de
forbol. EI dominio C2 contiene el sitio de reconocimiento de lipidos acidos
como la fosfatidilserina y el sitio de unién a calcio. La presencia de residuos
de aspartato en el dominio C2 de las cPKCs les confiere la habilidad de unir
Ca®* lo que es crucial para su activacion; dichos residuos de aspartato estan
ausentes en el dominio C2 de las nPKCs. Las aPKCs y las PRKSs no tienen
dominio C2. El dominio HR1 es el responsable de la union al complejo
activo GTP-RhoA y se encuentra presente Unicamente en las PRKs. Ademés
de estos dominios la region reguladora posee una secuencia pseudosustrato
autoinhibidora (PS) que mantiene a la proteina en su estado inactivo
mediante la union al dominio catalitico de la quinasa. En el extremo C-
terminal o region catalitica se encuentra el dominio C3 y C4 responsables de
la unién del ATP y del sustrato respectivamente. Los dominios reguladores y

cataliticos se encuentran conectados a traves de regiones de union altamente
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flexibles (V1-V5).

Por su parte, en levadura, un Gnico enzima como es Pkcl, recapitula
todos los dominios reguladores presentes en las PKCs de mamiferos (aunque
algunos, al igual que ocurre en algunos isotipos de mamiferos, los dominios
presentan mutaciones en residuos clave que hace que dejen de ser
funcionales), lo que sugiere que esta proteina quinasa representa una PKC
arquetipo. En la Figura 1.3 se muestra un esquema de los dominios
estructurales de los diferentes grupos de la familia PKC de mamiferos asi

como de Pkcl de levadura.
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Figura 1.3. Dominios estructurales de los distintos subgrupos de la familia PKC de
mamiferos y de Pkcl de levadura (adaptada de Mellor and Parker, 1998) .

Requlacion
Para que las PKCs se activen totalmente y sean capaces de transducir

las sefiales extracelulares han de experimentar previamente una secuencia

regulada de pasos de fosforilacion (Newton, 2003). Esas fosforilaciones
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tienen lugar en 3 sitios: en el lazo de activacion del dominio quinasa y en dos
motivos de la region V5 (Keranen et al.,, 1995). Al principio de ser
sintetizadas las PKCs se encuentran asociadas debilmente a la membrana en
una conformacion abierta en la que el dominio pseudosustrato no esta en el
sitio activo quedando expuesto el lazo de activacién. La fosforilacion del
lazo de activacion es esencial para la supervivencia celular y es llevado
acabo por la proteina PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) (Dutil
et al., 1998). Las PKCs que no son fosforiladas son degradadas rapidamente,
y se ha demostrado que células deficientes en PDK1 tienen niveles reducidos
de PKC (Balendran et al., 2000). A la fosforilacion en el lazo de activacién
le sigue la fosforilacion en el motivo de giro de la region V5 lo que hace que
PKC pase a una conformacién mas cerrada y estable (Newton, 2001). Esta
fosforilacion es critica para la funcion enzimatica de las PKCs (Bornancin
and Parker, 1996). Aunque no se conoce con detalle, se ha visto que el
complejo mTORC2 se necesita para que se produzca esta fosforilacién
(Ikenoue et al., 2008). En el caso de las cPKCs y nPKCs sufren un udltimo
paso de maduracion que consiste en la fosforilacién del motivo hidrofébico
de la regién V5 (Edwards et al., 1999). Todavia no se sabe quien lleva a
cabo dicha fosforilacion.

La actividad de las PKCs maduras esta regulada por los segundos
mensajeros: calcio, DAG y fosfatidilserina. En presencia de la sefial de estrés
adecuada los receptores acoplados a proteinas G o los receptores tirosin-
quinasa son estimulados lo que conduce a la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) que promueve en la membrana plasmatica la hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) y
DAG. El DAG permanece en la membrana plasmética. Sin embargo, el 1P3

se transloca al citosol, lo que provoca un aumento intracelular de calcio. El

64



Introduccion

calcio se une al dominio C2 de las cPKCs vy las dirige a la membrana
plamética donde se unen a la fosfatidilserina. Ya en la membrana, el dominio
C1 se une con el DAG provocando un cambio termodindmico que desplaza
el dominio pseudosustrato autoinhibidor del sitio activo de las PKCs.

Una vez activadas las PKCs, la fosforilacion de sus dianas se ve
favorecida por los receptores RACKSs (Receptors for Activated C kinase) que

las anclan y acercan a sus sustratos (Mochly-Rosen and Gordon, 1998).

PKC vy enfermedades

Las PKCs presentan un amplio rango de dianas celulares. Miembros
de la familia PKC participan a muchos niveles en distintas rutas de
transduccion de sefial implicadas en proliferaciéon celular, diferenciacion y
supervivencia. Debido a la diversidad de funciones y a la amplia
especificidad de los miembros de la familia PKC, la eliminacion o activacion
de distintas isoenzimas de PKC pueden tener efectos pleiotropicos en los
sistemas celulares. Alteraciones en la sefializacion de PKC han sido
relacionadas con el desarrollo de multiples enfermedades humanas como
complicaciones metabdlicas de la diabetes (Anderson et al., 2007),
disfunciones del sistema nervioso central como el trastorno bipolar, la
enfermedad de Alzheimer, degeneracién neuronal y el autismo (Lintas et al.,
2009; Philippi et al., 2005; Saito and Shirai, 2002) y desordenes
cardiovasculares como hipertrofia cardiaca, isquemia cardiaca pre-
condicionada y aterosclerosis (Dorn and Force, 2005). Sin embargo, la
asociacion méas importante de PKC con enfermedades esté en su papel en la
promocion y progresion del cancer (Brodie and Blumberg, 2003; Cornford et
al., 1999; Parsons et al., 2002; Ren et al., 2002). Desde hace décadas se sabe

a través de estudios funcionales que la activacion de determinadas
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isoenzimas de PKC o la alteracion de su perfil de expresién potencia la
carcinogénesis y el mantenimiento del fenotipo maligno (Housey et al.,
1988). Ademas, cuando se co-expresa PKC con los oncogenes c-myc, ras y
c-fos se exacerba el fenotipo trasformado (Weinstein, 1991). Un aspecto
importante que relaciona a las PKCs con el desarrollo y progresion de cancer
es el hecho de que tienen como ligando al éster de forbol promotor de
tumores PMA. La unién de PMA a las PKCs induce su activacion y favorece
la fosforilacion de potentes activadores de la transcripcion lo que conduce a
un aumento en la expresion de oncogenes (Yamasaki et al., 2009). En las
Gltimas décadas el conocimiento del papel de PKC en carcinogénesis ha
progresado con la categorizacion de las 12 isoenzimas. La regulacion
diferencial de la expresion, la localizacion intracelular y la actividad de
isoformas especificas de PKC han surgido como mecanismos primarios por
los que isoformas de PKC individuales pueden regular aspectos claves del
fenotipo transformado como la hiperproliferacion, migracién, invasion,
metastasis y resistencia a estimulos apoptéticos como drogas
quimioterapéuticas anti-cancerigenas (Hofmann, 2004). No obstante y a
pesar que cada dia hay mas investigaciones centradas en las PKCs, debido a
la extremada complejidad bioldgica de las distintas isoformas y debido a la
falta de entendimiento del papel especifico de cada una de ellas en los
diferentes tipos de cénceres, aparecen grandes dificultades a la hora de
desarrollar compuestos farmacoldgicos selectivos hacia las diferentes PKCs,

aunque poco a poco estas dificultades se van superando (Bosco et al., 2011).

66



Introduccion

OBJETIVOS

Dada la importancia en conocer las proteinas que participan en el
mantenimiento de la integridad genémica y dado que observaciones
preliminares de nuestro laboratorio apuntan a una posible conexidn de la ruta

PKC con el metabolismo del DNA, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar el papel de la MAP quinasa Slt2 en la respuesta celular a dafio
en el DNA.

2. Estudiar el papel de la proteina quinasa C1, Pkcl, en la respuesta
celular a dafio en el DNA.

3. Estudiar la expresion de las distintas isoformas de PKC de mamiferos
en levadura con el fin de asociar a isoformas concretas funciones

descritas para Pkcl.
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2. Materiales y métodos

Técnicas en Escherichia coli

Cepas de E. coli y condiciones de crecimiento

La cepa de Escherichia coli utilizada fue la DHS5a. Las células se
crecieron en medio LB (extracto de levadura 0.5%, triptona 1%, NaCl 1%).
Las cepas resistentes a ampicilina se crecieron en medio de cultivo
suplementado con 50 pg/mL de ampicilina y 50 pg/mL de nafcilina. Las
placas de medio de cultivo solido se prepararon afiadiendo agar
bacteriolégico al 2%. Todos los medios se esterilizaron en el autoclave 20
minutos a 1 atm de presion y a 121°C. Los cultivos se crecieron a 37°C en

agitacion.

Protocolo de transformacion

Se obtuvieron células competentes DH5a y se llevaron a cabo las

tranformaciones con productos obtenidos a partir de ligacion del DNA-
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inserto y vector siguiendo el método de transformacién por electroporacion.
Se utilizd un electroporador E. coli Pulser (BioRad) y unas condiciones de
pulso de 1.8 kV, 25 uF, 200 Q. Una vez sometidas las células al pulso de
corriente, se dejaron recuperar en medio rico SOC (Extracto de levadura
0.5%, Triptona 2%, Glucosa 20 mM, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCI2 10
mM, MgS0O4 10 mM) durante 60 min a 37°C antes de sembrarlas en placas
de LB agar suplementado con ampicilina y nafcilina. Se dejaron crecer toda

la noche a 37°C.

Mutagénesis dirigida

Para introducir mutaciones puntuales de cambio de bases sobre una
secuencia de DNA presente en plasmido, se utilizé el QuikChange® Site-
directed Mutagenesis Kit de Agilent Technologies que emplea la polimerasa
altamente procesiva PFU®. Las parejas de oligonucledtidos complementarios
utilizados para cada cambio fueron disefiados con ayuda de la aplicacion
QuikChange® Prime Design Program que proporciona la casa Agilent y
fueron sintetizados por Thermo Scientific. Mediante el programa de PCR
consistente en 20 ciclos de 1 min de desnaturalizacion a 95°C, 1 min 30 s de
hibridacion de oligos a 52°C, y 15 min de elongacion de la polimerasa a
68°C, se consiguid introducir los cambios deseados en los plasmidos de
nueva sintesis. Para eliminar de la mezcla de PCR final el pldésmido original
que habia servido de molde en la reaccion de PCR, se incub6 la mezcla de
PCR con el enzima Dpnl durante 1 h 45 min a 37°C, asi se consiguio digerir
exclusivamente las cadenas de DNA metiladas procedentes de E. coli,
dejando intactas las de nueva sintesis no metiladas. Seguidamente se
transformaron células DH50 competentes con el producto de la digestion

segin se ha explicado en el punto anterior. A continuacion se obtuvo el
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DNA plasmidico de algunas de las colonias obtenidas y la mutagénesis se
confirmo por secuenciacion en el Servei de Sequenciacio de la Universitat
de Valéncia. Las secuencias de nucle6tidos proporcinadas por el servicio de
secuenciacion fueron traducidas a aminoacidos utilizando la aplicacién
Translate tool del EXPASy Proteomics Server. Se llevé a cabo la

K853R
1

mutageénesis en el dominio quinasa PKC y la mutagénesis en la sefial

de localizacion nuclear PKC1KKRE1L-BI3AM

Plasmidos

El plasmido pPKC1 se obtuvo mediante clonacion de un fragmento
del DNA del gen PKC1 (-556, +3925) obtenido mediante restriccion con el
enzima Sphl a partir de un DNA gendmico en el vector YCplac33 digerido
con Sphl. El plasmido pPKC1 fue utilizado como molde para llevar a cabo la

K853R
1853

mutagénesis en el dominio quinasa (PKC ) y la mutagénesis en la sefial

de localizacion nuclear (PKC1KRBI-B13AAY

El plasmido pPKC1,-ADH1, que posee la region promotora del gen
PKC1 vy la region terminadora del gen ADH1 de levadura se obtuvo en dos
etapas. En un primer paso se cloné el fragmento de DNA correspondiente a
la region terminadora del gen ADH1 (+772, +1011) obtenido por PCR a
partir de DNA gendmico y utilizando oligos forward y reverse que contenian
sitios de restriccion Sall y Pstl respectivamente en el plasmido YCpLac33
digerido con Sall/Pstl. En un segundo paso se cloné el fragmento de DNA
correspondiente a la region promotora del gen PKC1 (-600, -1) obtenido por
PCR a partir de DNA gendmico y utilizando oligos forward y reverse que
contenian sitios de restriccion para EcoRI y Kpnl respectivamente, en el

plasmido pADH1, digerido con EcoRI/Kpn1.
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Los plasmidos pPKCA, pPKCe, pPKC8, pPRK2, pPKC1, pPKCa,
pPKCn se obtuvieron clonando la region codificante de las especificadas
isoformas de PKC de mamiferos obtenida por PCR a partir de cDNA de
cerebro de ratén utilizando oligos forward y reverse que contenian los sitios
de restriccion de Kpnl y Sall respectivamente, en el plasmido pPKC1,-
ADH1,; digerido con Kpnl/Sall. En los experimentos se analizaron varios
clones independientes de cada construccién. EI cDNA utilizado fue

amablemente cedido por la Dra. |. Farifias.

Técnicas en Saccharomyces cerevisiae

Cepas de S. cerevisiae

Las cepas de levadura utilizadas en este estudio se muestran en la
Tabla 2.1. Las interrupciones y los etiquetajes en el extremo C-terminal de
los genes se realizaron mediante la transformacion de las cepas parentales
indicadas utilizando los casetes de disrupcion slt2::TRP1, smll::kanMX®6,
tell::kanMX6, mlpl::kanMX6, hogl::kanMX4, swel::kanMX6, SWE1-HA-
kanMX6 y PKC1-GFP-kanMX4 obtenidos mediante amplificacion por PCR
utilizando como molde bien plasmidos de la serie pFA6a (Longtine et al.,
1998), bien cepas mutantes de levadura disponibles en nuestro grupo o
compradas a Euroscarf. La sustitucion del promotor enddgeno de RAD53 y
de PKC1 por el promotor tetO; se obtuvo utilizando el plasmido pCM225
(Belli et al., 1998). La introduccion del tTR™ (superrepresor) se llevo a cabo
por transformacion de la cepa de levadura tetO; con el plasmido pCM244
digerido previamente con EcoRV (Belli et al., 1998). Para obtener la cepa
JCY1645, se digirié un pldsmido que contenia el gen GAL1:CDC20 (cedido
por la Dra. E. Queralt) con el enzima de restriccion Mcsl y finalmente se

integro en la cepa silvestre W303-1a.
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Tabla 2.1. Cepas de S. cerevisiae

Cepa

Genotipo

Procedencia

W303-1a

MATa ade2-1 trp1-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-
52 canl rad5-535

W303-1a RAD5 | MATa ade2-1 trpl-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3- Dr. J. Torres
52 canl
SEY6211 MATa ade2-101 trp1-4902 leu2-3,112 his3-4200 Dra. M. Molina
ura3-52 sucA49 RAD5
SEY6211DK slt2::LEU2 en SEY6211 Dra. M. Molina
JKM139 MATa adel-100 trp1-1 leu2-3,112 lys5 ura3-52 Dr. J.E. Haber
trpl::hisG hod hml::ADE1 hmr::ADE1
ade3::GAL-HO RAD5
JC6-3a MATa rsf8/pkcl-8 ade2-1 trpl-1 leu2-3,112 his3- Nuestro grupo
11,15 ura3-52 canl met
GPY1115 MATa PKC1::HIS leu2-3,112 ura3-52 his3-4200 Dr. D. Levin
trpl-4901 ade2101 suc2-49
CCG2781 MATo adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 Dr. J. Torres
trpl::hisG hoD hml::ADE1 hmr::ADE1
ade3::GAL-HO DDC2-GFP:kanMX4
JCY1038 rad53::HIS3 sml1-1 en W303-1a Dr. J. Torres
JCY1039 mecl::TRP1 sml1::HIS3 en W303-1a Dr. J. Torres
JCY1062 slt2::TRP1 en W303-1a Este trabajo
JCY1144 smll::kanMX6 en W303-1a Este trabajo
JCY1149 tTR"::LEU2 tetO;::RAD53-kanMX4 en W303-1a Este trabajo
JCY1258 tell:: kanMX6 en W303-1a Este trabajo
JCY1271 tell:: kanMX6 en JY6-3a Este trabajo
JCY1275 tell:: kanMX6 en JCY1039 Este trabajo
JCY1316 SWE1-HA-kanMX6 en W303-1a Este trabajo
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JCY1318 SWE1-HA-kanMX6 en JCY1062 Este trabajo
JCY1334 mlpl::kanMX6 en W303-1a Este trabajo
JCY1336 mlpl::kanMX6 en JCY1062 Este trabajo
JCY1471 tTR™::LEU2 tetO;::PKC1-kanMX4 W303-1a Este trabajo
JCY1489 hogl::kanMX4 en W303-1a Dra. P. Alepuz
JCY1511 PKC1-GFP-kanMX4 en W303-1a Este trabajo
JCY1514 PKC1-GFP-kanMX4 en JKM139 Este trabajo
JCY1580 PKC1-GFP-kanMX4 en JCY1039 Este trabajo
JCY1583 PKC1-GFP::TRP1 en JCY1258 Este trabajo
JCY1616 hogl::kanMX4 en JCY1062 Este trabajo
JCY1632 swel::kanMX6 en W303-1a Este trabajo
JCY1633 swel::kanMX6 en JCY1062 Este trabajo
JCY1645 GAL1:CDC20 en W303-1a Este trabajo
JCY1653 rho® en JCY1645 Este trabajo

et al., 1970). Béasicamente consistidé en crecer las células de interés hasta
saturacion a partir de un pequefio indculo en medio minimo (yeast nitrogen
base 0.67%, glucosa 2%) conteniendo bromuro de etidio 25ug/mL.
Posteriormente, se inocul6 a partir del primer cultivo, un segundo cultivo, en
medio nuevo con bromuro de etidio, y se dejé crecer hasta saturacion. Las
células se sembraron en placas de YPD para obtener colonias sueltas. Una
vez crecidas las colonias se replicaron en placas de YPGIy (YP conteniendo
3% de glicerol). Las colonias rha®, sin mitocondrias, slo crecieron en las

placas de YPD. La ausencia de DNA mitocondrial se comprobd por
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microscopia de fluorescencia tifiendo el DNA con 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) 0.1 mg/mL (Sigma).

La presencia del alelo RAD5 o rad5-535 se determind por PCR vy
posterior restriccion. Se utilizaron oligos que amplifican una regién del gen
RAD5 de 337pbs. Seguidamente, se digiri6 el producto de PCR con el
enzima de restriccion Mnll durante 4 horas a 37°C. Finalmente se llevd a
cabo una electroforesis de las muestras digeridas en un gel de agarosa al 3%.
La digestion de las cepas RAD5, al tener un unico sitio de corte para Mnll,
dio lugar a dos fragmentos de DNA, uno de 182pbs y otro de 155pbs,
mientras que la digestion de cepas rad5-53, al tener 2 sitios de corte para
Mnll, gener6 3 fragmentos de DNA de 155, 120 y 60pbs. En la Tabla 2.1 se
indica la presencia del alelo rad5-535.

Condiciones de crecimiento

Las células de levadura se crecieron en medio YPD (extracto de
levadura 1%, peptona bacterioldgica 2%, glucosa 2%), YPGal (galactosa 2%
en lugar de glucosa), en medio minimo sintético SD (yeast nitrogen base
0.67%, glucosa 2%) suplementado con los aminoacidos adecuados a 40
pg/mL para el mantenimiento de plasmidos o en SC-Raf (yeast nitrogen base
0.67% suplementado con todos los aminodcidos, rafinosa 2% en lugar de
glucosa). Para la preparacion de placas de medio solido se afiadio agar al
2%. Las cepas resistentes a geneticina se crecieron en placas de YPD con
G418 (geneticina) 200 pg/mL. Para reprimir el promotor tetO; se afiadid
doxiciclina a una concentracion de 5 pg/mL durante 8-12h. Las células se
crecieron a 25°C con agitacion, o a 37°C durante 3-4 horas en el caso de

mutantes termosensibles.
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En los ensayos de crecimiento en sectores, se sembr6 una cantidad
equivalente de cada cepa en las placas adecuadas y se dejaron crecer durante
2 0 3 dias a 25°C 0 a 37°C segun requerimiento.

En los ensayos de crecimiento en goteos, a partir de cultivos de las
diferentes cepas en crecimiento exponencial (normalmente 2-8x10°
células/mL) se igualaron concentraciones y se llevaron a cabo diluciones
seriadas en medio de crecimiento. Se depositdé 5 L de cada dilucién sobre
placas de YPD, YPD suplementado con hidroxiurea (HU) 100 o 200 mM,
con metilmetanosulfonato (MMS) 0.025 o 0.035% o con fleomicina (Phleo)
5 ng/mL o YPD seguido de una dosis de radiacion UV de 35 o 50 J/m®
usando el GS Gene LinkerTM UV chamber (Bio-Rad). Donde se indica se
afiadio sorbitol 1M al medio de crecimiento. Se dejaron crecer durante 2 0 3
dias a 25°C 0 a 37°C si se trata de cepas termosensibles.

En los ensayos de viabilidad, alicuotas procedentes de cultivos de las
diferentes cepas en crecimiento exponencial fueron incubados durante 90
minutos en ausencia y presencia de HU 0.4, 0.6 o 1 M, MMS 0.02, 0.04 o
0.06%, fleomicina 5, 10 0 20 pg/mL o fueron expuestas a dosis de radiacion
ultravioleta de 10, 20 y 30 J/m?. Se sembrd el mismo nimero de células en
placas de YPD y se determiné el porcentaje de supervivencia celular
comparando respecto a los controles sin tratar.

Para la induccion de estrés genotoxico en cultivos liquidos se afiadio
HU 0.2-0.4 M, MMS 0.04% o fleomicina 5-10 ug/mL a cultivos creciendo
exponencialmente o las células fueron expuestas a dosis de radiacion UV de
25, 50 0 75 J/m?. Para la induccién de una Gnica DSB se crecieron las cepas
GAL1:HO (JKM139, CCG2781 y JCY1514) durante toda la noche en SC-

Raf, a continuacién se afiadio al medio galactosa al 2% (o glucosa al 2%

76



Materiales y métodos

como control negativo) y las células se incubaron durante 4-6 horas en
agitacion a 25°C.

La parada del ciclo celular en fase G1 se consigui6 afadiendo factor
a 5 pg/mL e incubando las células durante 2-3 horas. La parada en G1 se
comprob6 tanto por microscopia (observando células sin yema pero con una
pequefia protuberancia correspondiente a la proyeccion de la conjugacién)
como por citometria de flujo (observando un Unico pico 1N correspondiente
al DNA sin replicar).

La parada del ciclo celular en fase G2/M se obtuvo transfiriendo las
células GAL1:CDC20 (JCY1645) y GAL1:CDC20 rho® (JCY1653) crecidas
en medio YPGal, a medio YPD durante 3 horas. La parada en G2/M se
comprobd tanto por microscopia (observando la morfologia tipo dummble:
yema grande y genoma con un ndcleo en el cuello), como por citometria de

flujo (observando un tnico pico 2N correspondiente al DNA replicado).

Protocolo de transformacion

Las transformaciones de las cepas de levadura bien con plasmidos,
bien con productos de PCR, se realizaron siguiendo el método de
transformacion con acetato de litio (Gietz et al., 1995) y seleccionando los
transformantes en placas en ausencia del aminodcido adecuado. Las
transformaciones en las que la seleccion fue resistencia a kanamicina se
siguidé el mismo protocolo con algunas modificaciones: después del choque
térmico las células se centrifugaron y se incubaron en 4 mL de YPD en
agitacion durante 12-18 horas antes de sembrarlas en placas con geneticina.

En todos los casos se incubaron las placas 2-3 dias a 25°C.
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Técnicas de cultivo de lineas celulares humanas

Condiciones de cultivo y propagacién

La linea celular humana utilizada fue HelLa (células epiteliales de
carcinoma de cérvix) que crecen en forma de monocapa adherida a sustrato.
Las células HelLa se cultivaron en frascos de 75 cm® en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media: HEPES 10mM, NaHCQO3) (Invitrogen)
con glucosa 4.8 g/L y suplementado con 10% (v/v) de suero bobino fetal, L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL. Las
células se crecieron en incubadores a 37°C en atmosfera himeda con un 5%
de CO..

Para el mantenimiento de la linea celular en condiciones Optimas se
crecieron las células HelLa durante 2-3 dias hasta alcanzar una densidad de
80-90%. A continuacion se elimin6 el medio, se lavaron con PBS 1X y se
tripsinizaron. Seguidamente, y para parar la reaccion de la tripsina se afiadié
10 mL de DMEM. Finalmente se estimd la concentracion de células
utilizando un Particle Count and Size Analyser Z, (Coulter Inc) y una
cantidad 6ptima de células se pasaron a un frasco nuevo en presencia 10 mL
de medio nutritivo completo.

Para conservar durante largo tiempo las células, entre 1 y 3 millones
de células se resuspendieron en 1.5 mL de medio de congelacion frio
(DMEM 70%, suero 20% y DMSO 10%). Seguidamente se pasaron a un
criotubo (Biosigma) donde se congelaron lentamente hasta una temperatura
de -80°C. Finalmente los criotubos se almacenaron en contenedores de
nitégeno liquido.

La descongelacion de las células desde los contenedores de
nitrégeno se llevd a cabo sometiendo los criotubos a un bafio de 37°C

durante 1 min hasta la descongelacién de su contenido. Inmediatamente se
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diluyeron 10 veces en medio DMEM 90% suero bobino fetal 10% y se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min. Finalmente, las células se
resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a frascos para su posterior

crecimiento.

Tratamientos

Para la induccion de estrés genotoxico se incubaron las células en
presencia de MMS 0.02% durante 60 min o fueron expuestas a una dosis de
radiacion UV de 35 J/m% Para la inhibicion de PKCS§ se incubaron las

células en presencia del inhibidor rottlerina 50 uM durante 45 min.

Transfeccién con siRNA

Para llevar a cabo el silenciamiento del gen PKCd en células HeLa
se utilizaron tanto el siRNAPKC9, el medio de transfeccion, los reactivos de
transfeccion, y los controles siRNAcontrol de la casa comercial Santa Cruz
Biotechnology, siguiendo el protocolo proporcinado por dicha casa
comercial. En resumen, un dia antes de la transfeccion se tripsinizaron las
células y se pasaron a placas de 6.5 cm? haciendo una dilucion tal que las
células alcanzaran el 40% de confluencia en el momento de la transfeccion.
Para ello las células se crecieron en 3 mL de medio DMEM suplementado
con suero bobino fetal, pero en ausencia de antibi6ticos, durante 18-14 horas
a 37°C y en atmosfera himeda con un 5% de CO,. Seguidamente, por cada
muestra a ensayar, se mezclé 6 uL de siRNAPKCS con 8 pL de reactivos de
transfeccion en 200 uL de medio de transfeccion. La mezcla se incub6 15-45
min a temperatura ambiente afiadiendo a continuacion a la mezcla 800 pL
mas de medio de transfeccion. Seguidamente se vertio la mezcla sobre las

células, previamente lavadas con 2 mL de medio de transfeccion y se dejaron
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transfectando durante 7 horas. Sin eliminar la mezcla de transfeccion se
afiadié 1 mL de medio DMEM suplementado con el doble de suero bobino
fetal y el doble de antibi6ticos. Se dejaron las células creciendo 18 horas.
Finalmente se remplazé el medio por medio fresco y se crecieron las células

48 horas antes de llevar a cabo los experimentos.

Western blot

En células de levadura, los extractos totales de proteinas para el
anélisis por western se prepararon a partir de 10% células de cultivos en fase
exponencial. Las células se lavaron con agua y se resuspendieron en 100 pL
de H,O y 100 pL de NaOH 0.2 M agitando en vortex. Se dejaron 5 min a
temperatura ambiente y después se centrifugaron a 10000 rpm durante 1
min. Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendi6é en 50 pL de
tampon de carga SDS-PAGE 2X (SDS 4%, glicerol 20%, azul bromofenol
0.02%, DTT 0.1 M, Tris-HCI 0.125 M pH 7.5) y se incubdé 5 min a 95°C.
Seguidamente se centrifugd a 3000 rpm 10 min y se transfirid el
sobrenadante a un tubo nuevo obteniéndose el extracto de proteina total. La
normalizacion de las muestras se llevd a cabo con el reactivo de Bradford
(Bio-Rad). Se afadi6 0.5 pL de cada muestra a tubos eppendorf que
contenian 800 pL de agua y 200 uL de reactivo de Bradford. Tras agitar y
esperar 5 min se midi6 la Ases. En la electroforesis se inyectd de cada
muestra el volumen en pL correspondiente a 1/Asgs,

En células humanas, los extractos totales de proteinas para el analisis
por western se obtuvieron recogiendo las células adheridas a la placa
utilizando una espéatula y 90 pL de tampon de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8.0,
NaCl 100 mM, Triton X-100 0.5%, NaF 10 mM, NazV, 0.1 mM, PMSF 1

M, complete 1X). Se incubaron las células en el tampon de lisis durante 20-
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30 min en hielo, se sonicaron en un bafio (BRANSONIC® Ultrasonic Cleaner
B-2200 E1) durante 3 pulsos de 10 segundos y se centrifugaron a 12000 rpm
durante 10 min a 4°C. Finalmente se recuperaron 80 uL de sobrenadante a
los que se le afiadié 80 pL de tampdn de carga SDS-PAGE 4X. Las muestras
se incubaron 5 min a 95°C y se cargaron 15 pL de muestra por pocillo.

Las proteinas cargadas, tanto procedentes de extractos de células de
levadura como de células humanas se separaron por SDS-PAGE utilizando
el tampodn de electroforesis (Tris 0.025 M, glicina 0.2 M, SDS 0.01%) y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia en
himedo utilizando el tampén de trasferencia (Tris 0.025 M, glicina 0.2 M,
SDS 0.01%, metanol 20%). Las membranas se bloquearon durante 1 hora
utilizando el agente bloqueante ECL Advance (GE Healthcare) al 2% en
TBS-T (Tris-HCI 0.1 M pH 7.5, NaCl 0.125 M, Tween-20 0.1%) y se
incubaron con el anticuerpo primario en solucién bloqueante al 2% en TBS-
T durante toda la noche a 4° C. Después de lavar con TBS-T (3 veces x 15
min), se incubaron con anticuerpo secundario durante 1h a 4°C y se
volvieron a lavar con TBS-T (3 veces x 10 min). Los anticuerpos utilizados
se indican en la Tabla 2.2. La deteccion se llevé a cabo utilizando los
reactivos ECL Western blotting (GE Healthcare-Amersham Bioesciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El revelado se llevé a cabo
mediante autorradiografia utilizando una pelicula fotogréafica (Fuji Medical
X-Ray Film 100NIF Super RX) o0 mediante el analizador de
quimioluminiscencia ImageQuant™ LAS4000mini biomolecular imager
(GE Healthcare). Las bandas se cuantificaron utilizando el software

mageQuant™ TL 1D gel analysis (GE Healthcare).
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Tabla 2.2 Anticuerpos utilizados y condiciones de incubacion.

Anti-fosfo-44/42 Map kinasa Thr200/Tyr204
(Cell Signaling) 1:2000
Anti Rad53-YC19 (Santa Cruz Biotechnology)
1:1000
anti Mpk1-yC20 (Santa Cruz Biotechnology)
1:75000
anti-HA 3F10 monoclonal rat High Affinity
(3F10) antibody (Roche) 1:500
Anti Rnrl, Rnr2, Rnr3 and Rnr4 (*)
1:100000
Anti-GFP (Roche)
1:10000
Anti Histone H2A (phospho S129) (Abcam)
1:1000
Anti histone H3 (Abcam)
1:10000
Rat Anti a-Tubulin (Serotec)
1:500
Anti phospho-Chk2 (Thr68)
(Santa Cruz Biosciences) 1:1000
Anti Chk2 (Santa Cruz Biosciences)
1:200
Anti PKC3 C-20 (Santa Cruz Biosciences)
1:200
Anti B-actin (Santa Cruz Biosciences)
1:500

ECL™ Anti-rabbit IgG Peroxidase linked

1:40000
ECL™ Anti-goat 1gG Peroxidase linked
1:30000
ECL™ Anti-goat IgG Peroxidase linked
1:100000
ECL™ Anti-rat 1gG Peroxidase linked
1:10000
ECL™ Anti-rabbit IgG Peroxidase linked
1:10000
ECL™ Anti-mouse IgG Peroxidase linked
1:40000
ECL™ Anti-rabbit IgG Peroxidase linked
1:40000
ECL™ Anti-rabbit IgG Peroxidase linked
1:50000
ECL™ Anti-rat IgG Peroxidase linked
1:10000
ECL™ Anti-rabbit 19G Peroxidase linked
1:50000
ECL™ Anti-rabbit IgG Peroxidase linked
1:50000
ECL™ Anti-rabbit 19G Peroxidase linked
1:50000
ECL™ Anti-mouse IgG Peroxidase linked
1:40000

*amablemente cedidos por la Dra. M. Huang, University of Colorado

Medida de la concentracion de nucle6tidos dATP, dCTP y dGTP

A partir de cultivos de levadura en crecimiento exponencial se
recogieron aproximadamente 2x10® células, se lavaron con agua y se
resuspendieron en 200 uL de metanol 60% frio. Los extractos se obtuvieron
por rotura mecénica en presencia de perlas de vidrio. Seguidamente se
centrifugaron a 27000 g durante 1 min y el sobrenadante se incubé durante 2

horas a -20°C. Las muestras se hirvieron durante 3 min y a continuacion se
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centrifugaron a 13000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desecd
utilizando una bomba de vacio (SPD Speed Vac® Thermo) y se resuspendié
en 40 pL de agua. Los niveles de dATP, dCTP y dGTP se determinaron
mediante un ensayo enzimatico (Mathews and Wheeler, 2009) en el que se
determiné la incorporacion de dATP, dCTP o dGTP por la DNA polimerasa
Klenow a oligonucle6tidos especificos que contienen respectivamente las
secuencias poli(AAAT), poli(AAAG) o poli(AAAC), en presencia de exceso
de [*H]dTTP. Alicuotas de cada muestra se depositaron en filtros de DEAE
celulosa (DE81 Whatman), se realizaron varios lavados con Na,HPO, 5%,
H,O y etanol 100% y se cuantificd la radiactividad retenida en un contador
de centelleo (Wallac 1409).

Inmunoprecipitacion de Pkcl

A partir de cultivos en crecimiento exponencial se recogieron
aproximadamente 5x10° células. A cada muestra se afladié 150 pL de
tampén PBS1X suplementado con coctel de inhibidores de proteasas
(Complete™ de Roche). Las células se rompieron mediante agitacion
vigorosa en presencia de perlas de vidrio. Tras eliminar las perlas se llevo a
cabo una primera centrifugacion a baja velocidad, 2000 rpm 5 min. A
continuacion y para favorecer la solubilizacion de las proteinas, se le afiadid
al sobrenadante detergente Zwittergent TM314 (Calbiochem) a una
concentracion final de 3 mM y se incubd a 30°C durante 15 min. EI material
insoluble residual se elimind por centrifugacion a 14000 rpm durante 20
min. Seguidamente, se afiadié al sobrenadante 10 pg de anticuerpo y se
incubo la mezcla 1h a 4°C en agitacion. La mezcla se incubd con 30 pl de
Proteina G-Agarosa (Roche) durante toda la noche a 4°C en agitacion, se

descart6 el sobrenadante (fraccion no retenida) y las perlas se lavaron con
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tampon TNE (Tris 10 mM, pH 7.4, NaCl 0.2 M, EDTA 1 mM) 3 veces para

eliminar la union inespecifica de proteinas.

Tratamiento con fosfatasa A

Inmunoprecipitados de Pkcl a partir de cultivos crecidos en
presencia y ausencia de HU se dividieron en 3 alicuotas de 10 pL. A todas
las alicuotas se afiadio tampon fosfatasa A y MnCl, a una concentracion final
de 2 M. A continuacion se afiadié 2 puL de H,O a la alicuota 1, 2 pL de
fosfatasa A (800 U) a la alicuota 2 y una mezcla que contiene 2 pL de
fosfatasa A incubada previamente durante 20 min con inhibidores de
fosfatasa (4 uL B-glicerol fosfato 1 M, 0.8 uL Na-ortovandato 0.5 M y 0.8
WL NaF 1.25 M) a la alicuota 3. Los tubos se incubaron a 30°C durante 30
min y se pard la reaccion afiadiendo 20 pL de tampén de carga SDS-PAGE

2X e incubando las muestras 5 min a 95°C.

Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina

Aproximadamente 5x10° células de cultivos en crecimiento
exponencial se entrecruzaron afiadiendo formaldehido a una concentracion
final de 1% seguido de una incubacion durante 15 min a temperatura
ambiente con agitacion. A continuacion se afiadié glicina a una
concentracion final de 0.125 M y se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente y en agitacion. Se lavaron las células 4 veces con TBS frio (Tris-
HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM), se resuspendieron en 300 uL de tampdn
de lisis (HEPES 50 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100
1%, deoxicolato sodico 0.1%, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM e
inhibidores de proteasas Complete™ de Roche)) y se rompieron agitando

vigorosamente en presencia de perlas de vidrio (3 veces x 1 min en frio). Se
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afiadié tampon de lisis hasta un volumen final de 600 pL y se recuper6 el
extracto turbio. Las muestras se sonicaron (BIORUPTOR UCD-200TM-EX)
aplicando 5 pulsos de 30 segundos a alta intensidad. Se eliminaron los restos
celulares por centrifugacion 12000 rpm x 15 min. Se separ6 una alicuota de
10 pL como control del extracto total. Pkcl y Ddc2 etiquetadas con GFP se
incubaron con 1.2 mg de Dynabeads® Protein G (Invitrogen) durante 20-30
min a temperatura ambiente y en agitacion y seguidamente se afiadi6 8 g de
anti-GFP (Roche) incubando la mezcla 20-30 min a temperatura ambiente y
con agitacion. Las muestras se lavaron 3 veces con tamp6n PBS-Tween
0.02%. La elucién de las proteinas retenidas se realiz6 incubando las
muestras a 65°C en agitacion con 40 pL de tampon de elucion (TE 1X (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 10 mM), SDS 1%,) durante 2 minutos. La elucién se
repitio utilizando otros 40 pl que se juntaron con la primera elucién. Para
revertir el entrecruzamiento se incubaron las muestras (incluida la alicuota
tomada como control) a 65°C durante 16 h. Las proteinas unidas a cromatina
se eliminaron digiriendo con 5 pL de proteinasa K 20 mg/mL (Roche)
durante 90 min a 37°C, y el DNA se purific6 mediante kit (GE Healthcare).
El DNA se eluyd en 50 pL de tampon de elucién y se conservo a -20°C. Se
analizd la presencia de las zonas de DNA de interés mediante PCR
utilizando como molde el DNA obtenido. Los oligonucle6tidos utilizados
amplifican fragmentos de DNA del locus MAT donde se encuentra el sitio de
corte de la endonucleasa HO y como control se utilizan oligonucle6tidos que

amplifican una region intergénica.

Northern blot
Los extractos de RNA total se obtuvieron partiendo de

aproximadamente 10° células. Estas se resuspendieron en 500 pL de tampén
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LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 10 mM, SDS 0.2%, Tris-HCI 10 mM pH 7.4).
Las células resuspendidas se mezclaron con 500 pL de fenol:cloroformo
(5:1) para RNA y perlas de vidreo. A continuacion se rompieron las células
en el FastPrep (BIO101) con cuatro pulsos de 30 segundos a una velocidad
de 5.5 m/s. Después de centrifugar se extrajo del sobrenadante el RNA dos
veces consecutivas con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico
(125:24:1). Después de la altima extraccion, el RNA del sobrenadante se
precipité afladiendo 0.1 volimenes de LiCl 5 M y 2.5 volimenes de EtOH
100% frio e incubando durante un minimo de 3 horas a -20°C. Se recogi? el
RNA precipitado por centrifugacion y se lavd con EtOH 70% para
resuspenderlo finalmente en 30 UL de agua libre de RNAsas. EI RNA de las
muestras se cuantificé en un Bio Photometer (Eppendorf). Para el analisis
por Northern blot se utilizaron 5 pg de RNA. Las muestras se prepararon
afiadiendo 5 pL de formamida desionizada 100%, 2 pL de formaldehido
37%, 1.5 pL de tampon MOPS 10X (MOPS 200 mM, NaOAc 50 mM,
EDTA 10 mM, pH 7.0) y agua libre de RNAsas hasta 12 uL. Una vez
preparadas, las muestras se incubaron a 65°C durante 10 min y seguidamente
se dejaron en hielo 2 min. Se afiadié a cada muestra 2 pL del tampén de
carga 6X (azul de bromofenol 0.25% (p/v), xileno cianol 0.25% (p/v),
glicerol 30% (v/v)) que contenia 1% de bromuro de etidio (Merck) y se
cargo el volumen de toda la muestra en el gel MOPS de electroforesis
(agarosa al 1%, 20 mL de formaldehido 37%, 10 mL de tampon MOPS 10X
y agua libre de RNAsas hasta un volumen final de 100 mL). La
electroforesis se realiz0 a un voltaje constante de 80 V durante
aproximadamente 2 horas. El RNA se transfirié a una membrana de nylon N-
Hybond (GE Healthcare) utilizando como disolucion de transferencia SSC

6X (NaCl 0.9 My citrato sodico 0.09 M). La transferencia se realiz6 o/ny el
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RNA se entrecruzo con la membrana por luz UV utilizando el
transiluminador BLX-312 Vilber Lourmat. Para el marcaje de sondas con el
is6topo  dCTP*  ([o®?P]-dCTP, 3000 Ci/mmol, Perkin  Elmer),
aproximadamente 25 ng de DNA se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min.
Para un volumen final de 20 pL, se afiadieron al DNA 4 uL del reactivo
High Prime (Roche) y 2.5 uL de [a-*P] dCTP y la mezcla se incub6 durante
10 min a 37 °C. La reaccion se paro afnadiendo 2 uL de EDTA a pH 8.0 y 50
uL de agua desionizada. La sonda se purificé utilizando una columna
MicroSpin S-300 HR (GE Healthcare). Las membranas se prehibridaron a
65°C durante 1 hora y 30 min en Na;PO, 0.5 M apH 7.2, EDTA1 mM Yy
SDS 7%. La hibridacion se realiz6 durante toda la noche a 65°C con la
misma disolucion a la que se afadi6 la sonda previamente desnaturalizada
(95°C x 5 min). Después de la hibridacién, se realizaron 2 lavados de las
membranas con la solucién de lavado SSC 0.5X y SDS 0.1% (v/v) (un
lavado rapido a temperatura ambiente y otro de 10 min a 65°C). Los filtros
se colocaron en un Hypercassette (GE Healthcare) y se sometieron a analisis
autorradiogréfico utilizando una pelicula fotografica (Fuji Medical X-Ray
Film 100NIF Super RX).

Técnicas de microscopia de fluorescencia

Para la tincion del DNA se recogieron 1x10’ células procedentes de
cultivos en crecimiento exponencial, se sonicaron y se fijaron con etanol
70% durante 5 min a temperatura ambiente. Después se tifieron con 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) 0.1 mg/mL (Sigma).

Las proteinas etiquetadas con la proteina fluorescente verde, GFP, se
visualizaron en células vivas crecidas hasta fase exponencial en el medio

sintético correspondiente.
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Las muestras se visualizaron con el microscopio de fluorescencia
Axioskop 2 de Zeiss inc. Las fotografias se realizaron con un camara

AxioCam MRm (Zeiss Inc) y el software AxioVision v4.7 (Zeiss Inc).

Determinacién de la concentracién de células

La concentracion celular en los cultivos fue determinada en cultivos
en fase exponencial (entre 2x10°%-1x10" cels/mL), tras una sonicacién breve
para dispersar las células, utilizando un Particle Count and Size Analyser Z,
(Coulter Inc.).

Anadlisis del contenido en DNA mediante citometria de flujo

Aproximadamente, 200-400 pL de células procedentes de cultivos
en crecimiento exponencial se afiadieron a 900 pL de etanol 70% y se
dejaron fijando un minimo de 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente
se recogieron las células y se trataron con RNAsa a 0.1 mg/mL en tampon
citrato sddico 50 mM durante toda la noche a 30°C. A continuacion se
recogieron las células y se resuspendieron en 500 uL de yoduro de propidio
20 pg/mL (Sigma) en citrato sédico 50 mM. Finalmente se someti6 a las
células a 5 pulsos de sonicacién y se analizé el contenido de DNA en el
citdbmetro EPICS XL de Coulter Inc.
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3. La MAP quinasa SIt2 y
su participacion en la
respuesta celular a estrés
genotoxico

Las células eucariotas son capaces de adaptarse a estimulos
extracelulares mediante la activacion de una respuesta celular adecuada. En
dicha adaptacion las cascadas de MAP quinasas juegan un papel esencial en
la transmision de la sefial primaria hasta proteinas diana que llevan a efecto
la respuesta. Estas rutas MAP quinasas pueden ser activadas por una gran
variedad de sefales y estimulos. Recientemente han surgido distintos
indicios que apuntan que la MAP quinasa Slt2 de la ruta PKC de S.
cerevisiae podria tener un papel en la respuesta a estrés genotoxico. Por ello,
hemos abordado estudios mas exhaustivos sobre la relacién de la MAP
quinasa Slt2 con la respuesta a dafio en el DNA.

El mutante slt2 es hipersensible a agentes genotoxicos.
Las celulas eucariotas para garantizar la integridad de su genoma
han de hacer frente a distintos estreses genotdxicos. Dichos estreses

genotoxicos difieren de forma notable en su naturaleza y en su modo de
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accion. Asi, el tratamiento con hidroxiurea (HU) inhibe a la ribonucleétido
reductasa (RNR), enzima responsable de catalizar el paso limitante en la
biosintesis de dNTPs, causando una reduccién del pool de dNTPs lo que
interfiere con la progresion de la horquilla de replicacion. Resultados previos
de nuestro grupo de investigacién mostraban que el mutante slt2 presentaba
serios problemas de crecimiento en presencia de HU (Queralt and lgual,
2005). En base a lo anterior, lo primero que se plante6 en este trabajo fue
estudiar si esta respuesta del mutante slt2 podia hacerse extensible a otros
tipos de dafio en el DNA ademas de al blogueo en la replicacion. Para
investigar esta posibilidad se llevaron a cabo ensayos de crecimiento de la
cepa mutante slt2 bajo condiciones en las que se indujo la metilacién de
bases del DNA al crecer las células en presencia del agente alquilante
metilmetanosulfonato (MMS), se favorecio el entrecruzamiento covalente de
bases pirimidinicas adyacentes irradiando las células con luz ultravioleta
(UV) vy se gener6 roturas de doble cadena utilizando fleomicina (Phleo).
Como ilustra la Figura 3.1A, la cepa mutante slt2 presenta serios problemas
de crecimiento no so6lo en presencia de HU, sino también en presencia de
MMS, fleomicina o incluso después de radiacion UV.

Los resultados anteriores se completaron con ensayos cuantitativos
de supervivencia celular tras la incubacion de las células con distintas dosis
de los diferentes tratamientos genotdxicos. En todos los casos analizados
(HU, MMS, fleomicina y radiacion UV) se producia un aumento en la
pérdida de la viabilidad celular en ausencia de SlIt2 en comparacion con las
células silvestres (Figura 3.1B). La sensibilidad de las células slt2 a los
distintos estreses genotoxicos fue menos severa que la observada en el

mutante del checkpoint de dafio en el DNA mecl (Figura 3.1B).
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Figura 3.1. Hipersensibilidad del mutante slt2 al estrés genotdxico. A) Diluciones seriadas
de cultivos en fase exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa mutante slt2
(JCY1062) se sembraron en placas de YPD suplementadas con hidroxiurea 100 mM, MMS
0.025% o fleomicina 5 pg/mL o fueron expuestas a una dosis de radiacion UV de 35 J/m? Las
placas se incubaron a 25°C durante 3 dias. B) Alicuotas procedentes de cultivos en
crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de las cepas mutantes slt2
(JCY1062) y mecl smll (JCY1039) fueron incubadas durante 90 min a las dosis indicadas de
HU, MMS y Phleo o fueron expuestas a diferentes dosis de radiacion UV. Finalmente se
sembraron las células en placas de YPD y se determind el porcentaje de supervivencia celular
relativo a los controles sin tratar. Los contajes se realizaron al menos por triplicado.

Es necesario mencionar que la cepa silvestre W303-1a, utilizada en
los ensayos anteriores, contiene la mutacién rad5-535. Rad5 es una DNA
helicasa que parece participar en algunos tipos de reparacion. Esto llevé a
plantearnos que dicha mutacion pudiera estar contribuyendo a los defectos

de crecimiento observados. Para aclarar este punto se llevaron a cabo
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ensayos de crecimiento y de supervivencia a una dosis fija de los distintos
agentes genotoxicos utilizando, en este caso, el fondo genético SEY6211,
gue es RAD5. Como se muestra en la Figura 3.2, la inactivacion de Slt2 en la
cepa SEY6211 (SEY6211DK) también origind una reduccién en la
viabilidad celular en respuesta a dafio en el DNA, por lo que los resultados
obtenidos no estan relacionados a la mutacion rad5.

En conclusién, todos los resultados observados indican que las
células de levadura necesitan que la MAP quinasa Slt2 sea funcional para
poder sobrevivir de manera dptima al dafio en el DNA, independientemente
de la naturaleza del dafio, lo que sugiere que Slt2 juega un papel central en la

respuesta celular al estrés genotoxico.

SIt2 es activado por estreses genotoxicos.

En mdltiples publicaciones se ha descrito que el estado fosforilado
de Slt2 va asociado a la activacion de la ruta PKC. Slt2 es activada por
fosforilacion en el lazo de activacién. Estudios previos de nuestro grupo de
investigacion mostraban un aumento importante del estado de fosforilacion
de la MAP quinasa Slt2 cuando se bloqueaba la replicacion del DNA por
adiciéon de HU (Queralt and Igual, 2005). En este trabajo se plante6 extender
el analisis y testar si otros tipos de dafio en el DNA también eran capaces de
activar a Slt2. Para ello se analizé por western la fosforilacion de Slt2 en el
lazo de activacion en cultivos de células silvestres en las que se indujo dafio
en el DNA al ser tratadas con HU, MMS o al ser irradiadas con distintas
dosis de UV. Con el fin de monitorizar que el dafio estaba teniendo lugar, se
analizo paralelamente el estado de fosforilacion de la quinasa del checkpoint

Rad53. La aparicion de bandas de menor movilidad electroforética de Rad53
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3.2. Hipersensibilidad del mutante slt2 al estrés genotdxico en el fondo genético RADS.
A) Diluciones seriadas de cultivos en fase exponencial de la cepa silvestre SEY6211 y de la
cepa mutante slt2 (SEY6211DK) se sembraron en placas de YPD suplementadas con
hidroxiurea 100 mM, MMS 0.025% o fueron expuestas a una dosis de radiacion UV de 35
J/Im?. Las placas se incubaron a 25°C durante 3 dias. B) Alicuotas procedentes de cultivos en
crecimiento exponencial de la cepa silvestre SEY6211 y de la cepa mutante slt2
(SEY6211DK) fueron incubadas durante 90 min en ausencia y presencia de hidroxiurea 0.4
M, MMS 0.02% y fleomicina 5 ug/mL o fueron expuestas a una dosis de radiacion UV de 10
Jm?. Se sembraron las células en placas de YPD y se determin el porcentaje de
supervivencia celular relativo a los controles sin tratar. Todos los contajes se realizaron por
triplicado.

correspondientes a la proteina fosforilada confirmd que los tratamientos
utilizados activaban el checkpoint (Figura 3.3). Es interesante apuntar que en
todos los casos se detectaron altos niveles de Slt2 fosforilada lo que indica
que cuando se incuba a las células en presencia de HU, MMS o cuando se
exponen a radiacion UV se activa la MAP quinasa SIt2 (Figura 3.3 panel
superior). Un resultado similar se obtuvo en una cepa RAD5 derivada de
W303 y en el fondo genético SEY6211 (Figura 3.3 paneles inferiores
izquierdo y central). En esta Gltima también se observé activacion de Slt2
después de la induccion de roturas cromosomicas de doble cadena (DSBS)

con fleomicina. Finalmente, se realizd otra aproximacion experimental
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mediante el uso de células que expresan la endonucleasa HO bajo el control
del promotor GALL. Se analiz6 la respuesta en dichas células tras la
inducciéon de una DSB al adicionar galactosa sobre células crecidas en
rafinosa. La Figura 3.3 (panel inferior derecho) muestra como los niveles de
fosforilacién de Slt2 aumentaron drasticamente después de la induccién de
una DSB. Se comprobé que dicha activacién de Slt2 no era debido al cambio
en la fuente de carbono ya que no se observo activacion de la MAP quinasa
después de la adicion de galactosa en una cepa control. Todas estas
observaciones son consistentes con los resultados anteriormente vistos de
hipersensibilidad del mutante slt2 a los distintos estreses genotdxicos,
indicando que la activacion de Slt2 es un paso crucial en la respuesta celular
a todo tipo de dafio en el DNA.

En paralelo a la determinacion de la activacion de Slt2 se analizaron
los niveles totales de proteina SlIt2. El nivel de proteina SIt2 no se ve
afectado significativamente cuando las células son sometidas a los diferentes
estreses genotoxicos (Figura 3.3, 3.5 y 3.6). Este resultado indica que la
activacion de Slt2 por estreses genotdxicos es en su mayor parte, si no

totalmente, mediada por un mecanismo postraduccional.

Hipersensibilidad de slt2 a agentes genotoxicos y activacion de Slt2 por
agentes genotoxicos en presencia de estabilizadores osmaticos.

Slt2 esta implicada en la biosintesis de la pared celular y se activa en
respuesta a estreses de superficie celular para mantener la integridad de la
célula. Para investigar si la sensibilidad de slt2 a los agentes genotoxicos y la
activacion de Slt2 por estreses genotdxicos es una respuesta directa al dafio o
un efecto indirecto causado por un posible estrés morfogenético derivado de

los tratamientos genotoxicos se procedié a repetir los experimentos de
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Figura 3.3. Activacién de la MAP quinasa SIt2 por estreses genotoxicos. Cultivos en
crecimiento exponencial de las cepas silvestres W303-1a rad5-535, W303 RAD5 y SEY6211
fueron incubados durante 60 min en ausencia o presencia de hidroxiurea 200 mM, MMS
0.04% y fleomicina 5 and 10 pg/mL o fueron expuestas a las dosis de radiacion UV indicadas.
Cutivos de la cepa mutante GAL1:HO (JKM139) crecidos en rafinosa se dividieron e
incubaron durante 4 horas tras afiadir glucosa o galactosa al 2%. Se determind mediante
western el nivel de SIt2 fosforilado en el lazo de activacion y de proteina total SIt2. Se analizé
la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53 como control de la presencia de estrés
genotdxico. Como control de carga se presenta la tincién con Ponceau de las mismas
membranas.

sensibilidad de slt2 a tratamientos genotoxicos y de activacion de Slt2 por
dafio en el DNA en células crecidas en presencia de un estabilizador

osmotico como el sorbitol. Los resultados mostraron que cuando se crece en
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presencia de sorbitol el mutante slt2 continda siendo hipersensible tanto a
HU, MMS como a UV (Figura 3.4A). De la misma manera, la proteina Slt2
seguia siendo activada por dichos estreses incluso en presencia de sorbitol
(Figura 3.4B). Estos resultados refuerzan mas la idea de una conexién

directa de SIt2 y la respuesta a dafio en el DNA.
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Figura 3.4. Andlisis de la hipersensibilidad de slt2 a estrés genotdxico y activacion de
Slt2 por estrés genotdxico en medios con estabilizadores osmaticos. A) Diluciones seriadas
de cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa mutante
slt2 (JCY1062) se sembraron en placas de YPD-sorbitol 1M suplementadas con hidroxiurea
200 mM o con MMS 0.03% o fueron expuestas a una dosis de radiacion UV de 40 J/m?. Las
placas se incubaron a 25°C durante 3 dias. B) Cultivos de la cepa silvestre W303-1a se
crecieron en medio YPD conteniendo sorbitol 1 M, se dividieron e incubaron durante 60 min
en ausencia o presencia de hidroxiurea 200 mM, MMS 0.04% o fleomicina 5 pug/mL, o se
sometieron a una dosis de radiacién UV de (50 J/m?). Se determiné mediante western el nivel
de SIt2 fosforilado en el lazo de activacion. Como control de la presencia de estrés genotdxico
se analizé la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se
presenta la tincién con Ponceau de las mismas membranas.
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Anélisis de la activacion de SIt2 en los mutantes del checkpoint de
integridad del DNA.

La respuesta celular al estrés genotdxico esta gobernada por la ruta
del checkpoint de integridad del DNA. Una pregunta que nos planteamos fue
estudiar si la activacion de Slt2 por estreses genotdxicos estaba mediada por
dicho checkpoint. Para investigar esta posibilidad se analiz6 la activacion de
SIt2 por HU y MMS en cepas mutantes en las quinasas sensoras del
checkpoint Mecl y Tell o en la quinasa efectora Rad53 (Figura 3.5). Rad53
y Mecl son genes esenciales asi que, en estos casos se trabajo con cepas que
contenian la mutacién smll, que es sabido que suprime la letalidad de rad53
y mecl. En primer lugar, cabe destacar que se produce una fuerte activacion
de Slt2 en ausencia de agentes genotoxicos en las cepas mutantes rad53 y
mecl tell, es decir, cuando se anula por completo la sefial del checkpoint.
Esta observacion esta en consonancia con resultados previamente publicados
y es probablemente una respuesta a los defectos en la morfologia celular y en
la pared celular caracteristicos de estos mutantes del checkpoint (Enserink et
al., 2006). Otro aspecto importante a sefialar es que Slt2 se activa por HU y
MMS en las células mutantes tell, mecl, mecl tell y rad53. Un resultado
similar se obtuvo con la cepa mutante tetO;:RAD53. Estos resultados
demuestran que la activacion de Slt2 por estrés genotoxico no estd mediada

por el checkpoint de dafio en el DNA.

Letalidad sintética entre las mutaciones slt2 y rad53.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion se
describieron interacciones sintéticas entre mutaciones de los genes PKC1 y
SLT2 de la ruta PKC y mutaciones de los genes RAD24 y RAD9 del

checkpoint (Queralt and Igual, 2005). Con el fin de wver si estas
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observaciones se hacian extensibles a otros genes del checkpoint, se
introdujo la mutacion slt2 en la cepa rad53 smll. En la Figura 3.6 se muestra
la incapacidad que presenta la cepa rad53 smll slt2 de crecer en medio YPD
a 28°. Por tanto, la viabilidad de las células mutantes slt2 depende de que la
proteina Rad53 sea funcional y reciprocamente, la viabilidad de las células
mutantes rad53 depende de que la proteina Slt2 sea funcional lo que indica

una conexion funcional entre el checkpoint de dafio en el DNA y SIt2.
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Figura 3.5. Activacion de SIt2 por estrés genotoxico en mutantes del checkpoint de
integridad del DNA. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y
de las cepas mutantes sml1 (JCY1144), rad53 smll (JCY1038), mecl smll (JCY1039), mecl
tell smll (JCY1275) y tell (JCY1258) se dividieron e incubaron durante 60 min en ausencia
y presencia de hidroxiurea 200 mM o MMS 0.04%. Cultivos en crecimiento exponencial de la
cepa tetO;:RAD53 (JCY1149) se incubaron durante 6 horas en ausencia o presencia de
doxiciclina 5 pg/mL seguido de 60 min de incubacién en ausencia o presencia de hidroxiurea
200 mM. Se determino el nivel de Slt2 fosforilado en el lazo de activacion y de proteina total
SIt2 mediante western blot. Como control de la presencia de estrés genotoxico se analizé la
activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincion
con Ponceau de las mismas membranas.
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Figura 3.6.- Interaccion letal sintética entre las mutaciones rad53 y slt2. La cepa silvestre
(W303-1a) y las cepas mutantes slt2 (JCY1036), rad53 smll (JCY1038), rad53 smll slt2
(JCY1089) y rad53 smil slt2 transformada con un vector centromérico que contiene el gen
SLT2 (rad53 smll slt2/pSLT2), se sembraron en placas de YPD e YPD sorbitol durante 2 dias
a 28°C.

Hay que sefialar que la letalidad del mutante rad53 smll slt2 se
suprime al crecer las células en presencia de sorbitol, lo que sugiere que la
letalidad de la cepa rad53 sml1l slt2 esta causada por problemas de integridad
celular. Desde hace varias décadas ya se sabia que los mutantes de todos los
miembros de la ruta PKC, incluida la MAP quinasa Slt2 presentan serios
defectos en la pared celular. M&s recientemente se ha descrito que los
mutantes del checkpoint también presentan fallos de morfogénesis que llevan
a defectos en la pared celular (Enserink et al., 2006). Asi pues, mientras que
los mutantes sencillos slt2 y rad53 crecen normalmente en un medio como el
YPD, los dafios morfogenéticos serian tan importantes en el mutante rad53

slt2 que s6lo podria crecer en medio con estabilizadores osmoticos.

SlIt2 es activado por HU en células post-replicativas.

Se ha descrito que la activacion del checkpoint en respuesta a estrés
genotoxico varia dependiendo de la fase del ciclo celular (Ira et al., 2004;
Leroy et al., 2001; Pellicioli et al., 2001; Tercero et al., 2003). Por ello, nos
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preguntamos si la activacion de Slt2 en respuesta a agentes genotoxicos
podria también estar influenciada por la fase del ciclo celular. Para abordar
esta cuestion se analizé la activacion de Slt2 por HU, MMS y UV en células
paradas en G1 con factor a y en células paradas en metafase al inactivar el
gen CDC20. (Cdc20 es una subunidad activadora de la ubiquitin protein
ligasa APC cuya funcidn es esencial para iniciar la transicion metafase-
anafase). Los resultados obtenidos (Figura 3.7) parecen indicar que se
produce una leve activacién de Slt2 en células paradas en G1 al tratarlas con
HU mientras que dicha activacién no se observa al incubar células en G1 con
MMS o irradiarlas con UV. No obstante, hay que sefialar que el factor o
induce en la célula un proceso morfogenético de crecimiento polarizado,
para la formacién de la proyeccién de la conjugacion, lo cual causa
activacion de Slt2. La activacion de Slt2 por factor a es tan potente que
podria estar enmascarando la activacion de SIt2 inducida por los
tratamientos genotdxicos utilizados.

Respecto a células paradas en metafase, no se observo activacion de
la MAP quinasa al tratar las células con MMS o radiacion UV, lo que
contrasta con lo activacion detectada en células proliferando. Estos
resultados sugieren que la activacion de SlIt2 por MMS y UV requiere
progresion por el ciclo celular, ocurriendo probablemente durante la fase S.
Por el contrario, se observd una fuerte activacion de Slt2 cuando las células
paradas en metafase eran tratadas con HU. La HU bloquea la progresion en
el ciclo celular a nivel de replicacion del DNA. Sin embargo, nuestro
resultado indicaba que la activacion de SIt2 por HU ocurria en células post-
replicativas por lo que no debia tratarse de una respuesta al blogueo de la

replicacion del genoma.
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Figura 3.7. Analisis de la activacion de Slt2 por estrés genotoxico dependiente del ciclo
celular. Células en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) fueron paradas en
fase G1 mediante incubacion en presencia de factor o 5 pg/mL durante 2 horas. Células en
crecimiento exponencial de la cepa GAL1:CDC20 (JCY1645) fueron paradas en metafase
mediante incubacién en medio YPD durante 3 horas. Se confirm6 la parada del ciclo
mediante el analisis de la morfologia celular (mas del 95% de las células sin gemar 0 mas del
85% de células “dumbbell” respectivamente) y el analisis del contenido en DNA por
citometria de flujo. Una vez paradas, las células se incubaron durante 60 min en ausencia o
presencia de hidroxiurea 200 mM o MMS 0.04%, o fueron expuestas a una dosis de radiacion
UV (50 J/m?). En el caso de células paradas con factor o, se utilizo HU 600 mM, MMS 0.12%
y UV 150 J/m? Se determiné mediante western blot el nivel de SIt2 fosforilado en el lazo de
activacion y de proteina total Slt2. Como control de la presencia de estrés genotoxico se
analizo la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta
la tincion con Ponceau de las mismas membranas.
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Resulta en principio sorprendente que la HU originara la activacién
de Slt2 en células post-replicativas que ya han completado la replicacion de
su genoma. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las células bloqueadas
en metafase contindan replicando el DNA mitocondrial, por lo gue nos
preguntamos en primer lugar si la activacion de Slt2 por HU podria estar
relacionada con el efecto que la HU podria tener sobre la replicacion del
DNA mitocondrial. Para investigar esta posibilidad, se obtuvieron cepas
petite (rho®) a partir de la cepa GAL1:CDC20. La ausencia de mitocondrias
en las cepas petite se comprobé tanto por la incapacidad de las células petite
de crecer en medios que requieren actividad respiratoria como el YPGly,
como por la ausencia de sefial fluorescente correspondiente al DNA
mitocondrial cuando las células son tefiidas con DAPI (Figura 3.8A,B). A
continuacion se analiz6 la activacion de SlIt2 por HU en las células petite
bloqueadas en metafase. Los resultados del western mostraron que también
se observaba activacion de SIt2 por HU en ausencia de mitocondrias (Figura
3.8C), lo que llevd a descartar la posibilidad de que la activacion de SIt2 por

HU estuviera relacionado con el metabolismo del DNA mitocondrial.

Analisis de los niveles celulares de dNTPs en ausencia de SIt2.

Como se ha comentado anteriormente, la HU es un inhibidor de la
RNR, enzima que cataliza el paso limitante en la biosintesis de dNTPs. La
incubacion de las células con HU provoca la reduccion de los niveles de
dNTPs y un consecuente bloqueo de la progresion de la fase S. El hecho que
la HU afecte a la actividad de SIt2 en células post-replicativas sugiere que la
activacion de Slt2 podria ser, al menos en parte, una respuesta directa a una

alteracion de los niveles de nucledtidos lo cual podriaindicar que Sit2
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Figura 3.8. Andlisis de la activacion de SIt2 por estrés replicativo en células sin
mitocondrias. A) Cantidades equivalentes de la cepa GAL1:CDC20 (JCY1645) y una cepa
petite obtenida de la misma (JCY1653) se sembraron en placas YPD e YPGly y se incubaron
durante 3 dias a 25°C. B) Células en crecimiento exponencial de las mismas cepas fueron
fijadas y el DNA se tifid con DAPI. C) Células en crecimiento exponencial de las mismas
cepas fueron paradas en metafase mediante incubacion en medio YPD durante 3 horas. Se
confirmo la parada del ciclo mediante el andlisis de la morfologia celular (mas del 85% de
células “dumbbell”) y el andlisis del contenido en DNA por citometria de flujo. Una vez
paradas, las células se incubaron durante 60 min en ausencia o presencia de hidroxiurea 200
mM . Se determind el nivel de Slt2 fosforilado en el lazo de activacion y de proteina total SlIt2
mediante western blot. Como control de la presencia de estrés genotdxico se analizé la
activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincion
con Ponceau de las mismas membranas.

pudiera estar implicado en el control de la concentracion de dNTPs. La idea
que Slt2 pudiera estar controlando los niveles celulares de dNTPs se ve
apoyada por publicaciones donde se ve una conexién funcional de la ruta
PKC con la CTP sintasa (Yang et al., 1996) y por resultados anteriores de
nuestro grupo donde se observé por estudios gendmicos que la expresion de
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algunos genes implicados en la biosintesis de dNTPs, como los genes ADE6
y FUIL, se encontraba reducida en el mutante en el gen de la ruta PKC,
PKC1 (Barbara Martinez-Bono, Tesis Doctoral). Asi pues, en primer lugar
se quiso confirmar si los defectos de expresion observados en el mutante
pkcl eran extrapolables al mutante slt2. Sin embargo, los resultados del
northern revelaron que no habian diferencias significativas entre la cepa
silvestre y la cepa mutante slt2 respecto a la expresién de los genes ADE6 y
FUIL (Figura 9A).

En una segunda aproximacién para caracterizar si SIt2 podria afectar
a la concentracion de dNTPs, se procedié a analizar los niveles de proteina
RNR en células salvajes y células mutantes slt2 tanto en ausencia como en
presencia de dafio en el DNA. El anélisis del western blot revel6 que todas
las subunidades de la RNR presentaban el mismo nivel de proteina en la
cepa silvestre y en la cepa slt2 tanto antes como después de los tratamientos
con HU y MMS (Figura 3.9B). A pesar de que la cantidad de enzima RNR
no se veia alterada en células mutantes slt2 cabia la posibilidad de que la
actividad de la RNR pudiera ser defectuosa en estos mutantes. Para analizar
esta posibilidad, se midio el contenido celular de dATP, dCTP y dGTP en la
cepa silvestre y en la cepa mutante slt2. Como se observa en la Figura 3.9C,
la inactivacion de Slt2 no causé cambios significativos en la concentracion
de ninguno de los 3 dNTPs tanto en condiciones basales como en presencia
de tratamiento con MMS. Este resultado demuestra que SIt2 no estd

implicado en el control de los niveles celulares de dNTPs.
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Figura 3.9. Analisis de la funcién de la ribonucleétido reductasa (RNR) en la cepa
mutante slt2. A) Se determin6 el nivel de mRNA de los genes ADE6 y FUI1 mediante
northern blot a partir de células en crecimiento exponencial de la cepa silvestre W303-1a y de
la cepa mutante slt2 (JCY1062). Como control de carga se muestra el mMRNA de SRC1. B)
Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre W303-1a y de la cepa mutante slt2
(1062) se dividieron y se incubaron durante 120 min en ausencia 0 en presencia de
hidroxiurea 200 mM o MMS 0.04%. Se determiné los niveles de las distintas subunidades del
enzima RNR mediante western blot. Como control de carga se muestra una banda no
especifica que presenta reaccion cruzada con el anticuerpo utilizado. C) Cultivos en
crecimiento exponencial de la cepa silvestre W303-1a y de la cepa mutante slt2 (1062) se
dividieron y se incubaron durante 120 min en ausencia y presencia de MMS 0,04%. Se
determind el contenido celular en dATP, dCTP y dGTP a partir de extractos celulares crudos.
Resultados parecidos se obtuvieron con células incubadas durante 60 min en presencia de HU
o0 MMS.
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Andlisis de la activacién del checkpoint de integridad del DNA en la cepa
mutante slt2.

En células de mamifero, las MAP quinasas p38 y ERK1,2 han sido
implicadas en el establecimiento del ciclo celular después de dafio en el
DNA (Mogila et al., 2006; Thornton and Rincon, 2009; Wei et al., 2011;
Wei et al., 2010; Yan et al., 2007). Por consiguiente, se investigo si la MAP
quinasa Slt2 era necesaria para detener la progresién del ciclo celular
después de inducir estrés replicativo con HU. Después de 6 horas de
tratamiento con HU las células silvestres quedan blogueadas en fase G2/M,
como se deduce de la acumulacidon de células “dummbells” caracterizadas
por presentar una yema grande similar en tamafio a la célula madre y un
Unico nucleo cercano al cuello de la yema. Como se puede ver en la Figura
3.10A, la cepa mutante slt2 también presenta en respuesta a HU una
acumulacién de aproximadamente un 80% de células con yema grande, de
un modo parecido a lo que se observa en la cepa silvestre. No obstante,
Ilama la atencién que en el mutante slt2 una cantidad significativa de las
células paradas presentan un porcentaje de yemas con morfologia elongada:
26.3+3.5% comparado con el 5.6+1.2% observado en la cepa silvestre. Estos
resultados indican que la MAP quinasa Slt2 no seria necesaria para la parada
del ciclo celular inducida por HU, pero si que estaria implicada en el
correcto mantenimiento de la morfogénesis de la yema después de dafio en el
DNA.

También se analizé la parada del ciclo celular después de inducir
dafio con el agente alquilante MMS. En este caso, no hay una morfologia
terminal homogénea, pero la parada del ciclo celular se puede detectar
mediante el andlisis del contenido del DNA por citometria ya que se produce

una clara acumulacién de células con DNA sin replicar despues de 1h de
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incubacion en presencia de MMS. Dicha acumulacion se observo tanto en la
cepa silvestre como en el mutante slt2 (Figura 3.10B). De esa manera, se
puede afirmar que la parada del ciclo celular inducida por MMS tiene lugar
en ausencia de Slt2.

Finalmente, también se investigd si la activacion del checkpoint
tenia lugar de forma normal en ausencia de Slt2. Asi, se analizd por western
blot el estado de fosforilacion de Rad53, como indicativo de activacion del
checkpoint, en células mutantes slt2 sometidas a estrés replicativo o a dafio
en el DNA por incubacién con HU o MMS respectivamente. Los resultados
mostraron que la cepa mutante slt2 presentaba el mismo patrén de
fosforilacion de Rad53 que la cepa silvestre después de ser sometidas a
ambos tratamientos genotoxicos (Figura 3.10C). De esta manera, el
checkpoint de dafio en el DNA es funcional en ausencia de Slt2, al menos
hasta el paso de activacion de Rad53.

La proteina MIpl de S. cerevisiae es una pseudoquinasa paraloga de
SIt2. MiIpl comparte funciones con SlIt2 en la activacion transcripcional
(Levin, 2011). Por tanto, es posible que MIp1 pudiera presentar redundancias
funcionales con SIt2 de manera que pudiera ser la responsable de la
activacion del checkpoint de integridad del DNA en ausencia de Slt2. Sin
embargo, se detectd una correcta activacion de Rad53 cuando las cepas
mutantes mlpl y slt2 mlpl eran sometidas a tratamiento con HU y MMS
(Figura 3.10C). Esta observacion confirma que la quinasa Slt2 y su
pseudopardlogo MIpl no se necesitan para que se produzca una correcta

activacion de Rad53.
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Figura 3.10. Analisis funcional del checkpoint de integridad del DNA en la cepa mutante
slt2. A) Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa
mutante slt2 (JCY1062) se dividieron y se incubaron en ausencia y en presencia de
hidroxiurea 200 mM durante los tiempos indicados. Por microscopia se estudio la distribucion
a lo largo del ciclo celular de las células analizadas determinando la morfologia celular y el
ntmero de ndcleos. Las células se clasificaron en células sin yema, con yema y con un Gnico
nucleo, con yemay con dos nicleos y células tipo dumbble (células con una yema grande de
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Evidencias crecientes indican que existen relaciones cruzadas entre
cascadas de MAP quinasas en levadura. La MAP quinasa implicada en la
respuesta a estrés osmotico en levadura, Hogl, es especialmente interesante
porque trabajos recientes han relacionado las funciones de Slt2 y de Hogl en
la activacion de la expresién de genes de pared celular (Garcia et al., 2009).
Ademas, Hogl es el homblogo en levadura a la MAP quinasa p38 de
mamiferos, que juega un papel importante en la respuesta del checkpoint al
dafio en el DNA. Por tanto, se investigd si Hogl estaba implicada en la
activacién de Rad53. Los resultados mostraron que la fosforilacién de Rad53
por tratamiento con HU y MMS tenia lugar de forma normal en ausencia de
Hogl (Figura 3.10C). Ademas, no se detect6 ningun defecto en la activacion
de Rad53 en el doble mutante slt2 hogl, lo que descarta cualquier tipo de
redundancia entre SIt2 y Hogl respecto a la activacion del checkpoint.

tamafio similar al tamafio a la célula madre pero con un Unico nlcleo), que son indicativas de
la parada del ciclo celular en la transicion G2/M. También se ha indicado la presencia de
células dumbble con una yema anormalmente elongada. Las graficas representan la
distribucion de células derivada de al menos 3 cultivos independientes. No se observaron
cambios en la distribucion celular en los controles sin tratar a tiempo de incubacion de 6
horas. Las fotos corresponden a la muestra de 8 horas de incubacion con HU. B) Andlisis del
contenido en DNA mediante citometria de flujo de muestras de cultivos en crecimiento
exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa mutante slt2 (JCY1062) incubadas
durante 60 min en ausencia o presencia de MMS 0.04%. C) Cultivos en crecimiento
exponencial de la cepa silvestre (W303-1a), y de las cepas mutantes slt2 (JCY1062), mipl
(JCY1334), slt2 mlpl (JCY1336), hogl (JCY1489) y slt2 hogl (JCY1616) se dividieron e
incubaron durante 60 min en ausencia o presencia de hidroxiurea 200 mM o MMS 0.04%. Se
determind la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53 mediante western blot. Como
control de carga se presenta la tincién con Ponceau de las mismas membranas
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Papel de SIt2 en la regulacion de Swel en respuesta a dafio en el DNA.
Recientemente se ha descrito una funcién morfogenética para el
checkpoint de integridad del DNA, que consiste en parar el crecimiento
apical después del dafio genotoxico para evitar la hiperpolarizacion de la
yema (Enserink et al., 2006). Esto se alcanza por la degradacion de la
quinasa inhibidora de la CDK, Swel. Células con defectos en el checkpoint
son incapaces de degradar a Swel y como consecuencia, no pueden inducir
el cambio de crecimiento de yema apical a isotropico, resultando en la
formacion de yemas elongadas. Teniendo en consideracion que Slt2 ha sido
relacionado con la regulacion de Swel (Harrison et al., 2001; Mizunuma et
al., 2001) y que en este trabajo se ha visto que células mutantes slt2
manifiestan un fenotipo de hiperpolarizacion en respuesta a dafio en el DNA,
surge la pregunta de si SIt2 seria necesaria para la respuesta morfogenética
controlada por el checkpoint. Para investigar esto, se analizaron los niveles
de Swel tras la incubacion de las células con HU (Figura 3.11). En
concordancia con lo descrito previamente por Enserink y colaboradores
observamos que en células silvestres, Swel es eliminada después de 6 horas
de estrés genotoxico quedando sus niveles reducidos a menos del 20% de los
niveles de proteina inicial. Hay que sefialar sin embargo, que la eliminacion
de Swel esta atenuada en ausencia de Slt2, de modo que méas del 50% de la
proteina inicial est4 presente después de 6 horas de tratamiento con HU. Este
comportamiento no era causado por efectos del ciclo celular ya que la
distribucion de células a lo largo del ciclo celular en el mutante slt2 era muy
similar a la distribucién observada en la cepa silvestre (ver Figura 3.10A) y
tampoco era causado por diferencias en la activacion del checkpoint ya que
la fosforilacion de Rad53 ocurre con un cinética similar en ambas cepas

(Figure 3.11). Por tanto, este resultado indica que Slt2 esta implicado en la
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Figura 3.11. Analisis de los niveles de proteina Swel en células mutantes slt2 después de
estrés replicativo. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (JCY1316) y de
la cepa mutante slt2 (JCY1318) expresando la proteina Swel marcada con el epitopo HA se
incubaron en presencia y ausencia de hidroxiurea 200 mM. Se determiné a los tiempos
indicados el nivel de Swel mediante western blot. Como control de la presencia de estrés
genotoxico se analizo la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de
carga se muestra una banda no especifica que presenta reaccion cruzada con el anticuerpo
utilizado. En la grafica se representa la cantidad relativa de proteina Swel respecto a la banda
no especifica derivada de 3 ensayos independientes.

respuesta morfogenética tras lesiones en el DNA siendo necesaria para la
Optima degradacion de Swel en respuesta a dafio en el DNA.
Con el objeto de estudiar la relevancia de la regulacion de Swel en

el papel de Slt2 en la respuesta a estrés genotoxico, se estudié en primer
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lugar la morfologia de las células mutantes slt2 swel tras incubacion en
presencia de HU. Hay que destacar el hecho de que a diferencia de lo que
ocurre en células slt2, no se observa hiperpolarizacién de las células
mutantes slt2 swel (Figura 3.12A). Esto demuestra que el control por SIt2 de
la morfogénesis de la yema en respuesta a un blogueo de la replicacion esta

mediado por la quinasa Swel.
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Figura 3.12. Implicacion de Swel en la respuesta a estrés genotoxico mediada por SIt2.
A) Cultivos en crecimiento exponencial de las cepas slt2 (JCY1062) y slt2 swel (JCY1633)
se incubaron en presencia de hidroxiurea 200mM durante 6 horas. Se analizé la distribucién
en el ciclo celular de las células y la presencia de yemas anormalmente elongadas como se
describe en la figura 3.10A. Las graficas representan la distribucion celular derivada de al
menos 3 cultivos independientes. B) Alicuotas procedentes de cultivos en crecimiento
exponencial de las cepas swel (JCY1632) y slt2 swel (JCY1633) fueron incubadas durante
90 min a las dosis indicadas de HU, MMS y Phleo o fueron expuestas a diferentes dosis de
radiacion UV. Finalmente se sembraron las células en placas de YPD y se determiné el
porcentaje de supervivencia celular relativo a los controles sin tratar. Los contajes se
realizaron al menos por triplicado.
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Por otro lado, también se estudi6 si la hipersensibilidad de células
mutantes slt2 a tratamientos genotdxicos dependia de Swel. Para ello, se
analizé la pérdida de viabilidad de células slt2 swel tratadas con HU, MMS,
fleomicina y radiacién UV. En todos los casos se observé una pérdida de
viabilidad similar tanto en ausencia como en presencia de Swel. (Figura
3.12B), indicando que la hipersensibilidad a estreses genotdxicos del

mutante slt2 implica mecanismos adicionales independientes de Swel.

DISCUSION

La activacién de los checkpoints del ciclo celular en respuesta a
varios tipos de dafio en el DNA es esencial para el mantenimiento de la
estabilidad genémica en células eucariotas. En este capitulo de la tesis se
describe como la MAP quinasa Slt2 es activada en respuesta a dafio en el
DNA. Dicha activacion requiere que la cascada de la ruta PKC sea funcional
(datos no mostrados). Ademas, también se describe como la funcién de Sit2
es esencial para que se produzca una respuesta celular correcta capaz de
hacer frente a estreses genotoxicos de distinta naturaleza. SIt2 esta implicado
en el ensamblaje de la pared celular y es activado por dafio en la pared
celular; asi, podria darse la posibilidad de que la hipersensibilidad a
tratamientos con agentes genotdxicos que presenta el mutante slt2 o la
activacion de Slt2 fuera resultado de un aumento de la permeabilidad celular
0 de un dafio desconocido sobre la pared ejercido por los tratamientos
utilizados. Esta posibilidad, sin embargo, es bastante improbable ya que la
hipersensibilidad a tratamientos genotéxicos también se observa en
presencia de sorbitol, lo que indica que la muerte celular observada no es
resultado de los defectos de pared. Ademas, estd el hecho de que SIt2 se

activa después de la induccion de una Unica rotura cromosomica de doble
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cadena en la cepa GAL1:HO, un proceso que tiene un efecto especifico sobre
la integridad del DNA y que no esté relacionada con la pared celular, lo que
apoya de forma contundente un papel genuino de slt2 en respuesta a estrés
genotoxico. Esta conclusién también se ve reforzada por un reciente analisis
de redes de interacciones genéticas que conectan a Slt2 con la respuesta
celular a MMS (Bandyopadhyay et al., 2010). Es importante apuntar que en
respuesta a un amplio rango de estreses genotdxicos que causan distintos
tipos de dafio en el DNA como roturas cromosdémicas de doble cadena,
dimeros de timina, alquilacion de nucle6tidos o parada de la horquilla
replicativa se observa tanto una activacion destacable de Slt2 asi como una
hipersensibilidad del mutante slt2. Esto refuerza la importancia de Slt2 en la
respuesta a estreses genotoxicos y sugiere que Slt2 podria jugar un papel
comun en la respuesta a distintos tipos de dafo.

La respuesta a dafio en el DNA estd gobernada ante todo por la
activacion del checkpoint de integridad del DNA. Sin embargo, Slt2 es
activado incluso en ausencia de un checkpoint funcional, indicando que el
estrés genotoxico es transducido a la quinasa SlIt2 por un mecanismo
independiente del checkpoint. De hecho, la activacion de SIt2 y Rad53
después de la induccion de dafio en el DNA ocurre independientemente la
una de la otra. Asi pues, ambas quinasas parecen llevar a cabo funciones
complementarias en rutas de sefializacion de dafio del DNA paralelas e
independientes que son necesarias para la supervivencia celular. Esto indica
que la respuesta de las células de levadura a estreses genotoxicos podria ser
més compleja de lo que previamente se pensaba, y podria implicar nuevos e
importantes reguladores como la MAP quinasa Slt2. Se ha publicado que en
células de mamiferos, la activacion de la MAP quinasa p38 en respuesta a

dafio en el DNA, en algunos casos, depende de las quinasas del checkpoint
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ATM/ATR; sin embargo, ademas de la ruta del checkpoint, otros
mecanismos, todavia por establecer activarian a la MAP quinasa p38 en
respuesta a dafio en el DNA (Thornton and Rincon, 2009). Asi pues, podria
existir en las células eucariotas un mecanismo conservado que vinculara
directamente la activacion de MAP quinasas con el dafio en el DNA.

No esta claro como los estreses genotoxicos activan a Slt2. Se ha
observado que la activacion de Slt2 es causada en su mayor parte, si no
totalmente, por modificaciones postraduccioneles. Como se ha comentado en
lineas anteriores, el hecho de que la activacién no quede suprimida en
celulas crecidas en medio con estabilizadores osméticos o en células
mutantes cdc42 que son incapaces de gemar (Queralt and Igual, 2005) vy el
hecho de que se observe activacion después de la induccion de una DSB,
sugiere que la activacion de SIt2 no es un efecto indirecto causado por
estreses de superficie o por alteraciones en la distribucion del ciclo que
sufririan las células sometidas a distintos tratamientos genotoxicos. Mas
bien, los resultados apuntan a que la activacion de SlIt2 podria ser un
resultado directo de las lesiones en el DNA. Hay que remarcar, sin embargo,
que la activacion de SlIt2 por MMS y UV esta regulada a lo largo del ciclo
celular dado que no ocurre en células paradas en G2/M. Esto sugiere que
Slt2 no responderia a dafio primario sobre el DNA pudiendo estar
relacionado con alteraciones secundarias en el DNA consecuencia de la
progresion de células dafiadas a través del ciclo celular.

La activacion por HU parece ser un caso diferente dado que la HU
induce activacion de Slt2 incluso en células paradas en metafase. Cabria
esperar que el estrés con HU Gnicamente afectara a células que estuvieran
replicando el DNA activamente. El hecho de que también se observe

activacion de SlIt2 en células post-replicativas, es decir, células que no
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consumen dNTPs, sugiere que Slt2 podria responder de forma directa a la
inhibicién de la actividad RNR y a la reduccion de los niveles celulares de
dNTPs. Muy recientemente, se ha sugerido que Slt2 estaria reprimiendo la
expresion de los genes RNR1, 2 y 3 como se deduce del aumento en sus
MRNA observado en el mutante slt2 (Bandyopadhyay et al., 2010). Sin
embargo en este trabajo no se han detectado cambios en los niveles de
proteina de ninguna de las subunidades de la RNR después de la inactivacion
de SIt2 tanto en células sin tratar como en células tratadas con MMS v,
todavia mas importante, las concentraciones de dNTPs, que refleja la
funcién fisiologica de la actividad RNR, no estaban alteradas en el mutante
slt2 bajo ninguna de las condiciones analizadas. Por tanto, los resultados
mostrados en el presente capitulo estarian en contra de un papel de Slt2 en el
control de la RNR y de los niveles celulares de dNTPs.

Los resultados obtenidos muestran que SIt2 juega un papel
importante en la respuesta general a estrés genotoxico. SIt2 podria mediar un
mecanismo de defensa desarrollado por las células de levadura para hacer
frente y superar los tratamientos que afectan la integridad del DNA. En la
respuesta de defensa celular al dafio en el DNA es fundamental la parada del
ciclo para facilitar la reparacion de la lesion antes de que la célula entre en
mitosis y pase la mutacion a la descendencia o se generen dafios mas graves.
Se sabe que Slt2 contribuye al retraso de la transicion G2/M en respuesta a
estrés de actina (Harrison et al., 2001; Mizunuma et al., 1998). Sin embargo,
esto no ocurre asi en la respuesta a estrés genotdxico dado que la parada del
ciclo celular tiene lugar en ausencia de Slt2. Alternativamente, se podria
especular con que Slt2 pudiera estar favoreciendo directamente la reparacion
del dafio. Por otro lado, la implicacion de SIt2 en la respuesta a estrés

genotdxico podria estar relacionada con su conocida funcion en la
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morfogénesis celular, el citoesqueleto de actina y la integridad celular.
Aunque esta idea podria ser sorprendente en principio, hay evidencias
crecientes de que existen relaciones cruzadas entre la ruta del checkpoint del
DNA vy la morfogénesis celular. Asi, varias proteinas del checkpoint
contribuyen a la arquitectura de la pared celular y al mantenimiento de la
polaridad celular (Enserink et al., 2006), Cdk1 regula a Rad53 para orquestar
la morfogénesis celular durante el ciclo celular (Diani et al., 2009), Rad53
interacciona con septinas en el cuello de la yema y dirige la diferenciacion
filamentosa en respuesta a estrés genotoxico (Smolka et al., 2006), Rad53
fosforila a Slt2 en respuesta a cafeina para controlar la expresion del gen de
pared celular FKS2 (Truman et al., 2009), la proteina Mdt1 tiene funciones
tanto en la ruta de integridad de la pared como en la de integridad del
genoma (Traven et al., 2010), y ademas en este trabajo se ha observado una
letalidad sintética entre las mutaciones slt2 y rad53 que es suprimida cuando
se crece en presencia de estabilizadores osmoticos (Figura 3.6), lo que
sugiere que la letalidad esta causada por un defecto morfogenético. De
hecho, el control de la morfogénesis de la yema se ha descrito como un
resultado de la activacion del checkpoint de replicacion del DNA (Enserink
et al., 2006) lo que demuestra claramente el vinculo entre mantenimiento del
genoma y morfogénesis celular. En esta parte del trabajo se ha visto que SIt2
estd relacionado con aspectos morfogenéticos en respuesta a estrés
replicativo. En células de levadura, la polarizacion del citoesqueleto de
actina tiene que estar regulado durante la parada del ciclo celular inducida
por dafio en el DNA para mantener la morfogénesis de la yema. Asi, se ha
descrito que durante la respuesta a dafio en el DNA la activacion del
checkpoint causa la degradacion de la quinasa Swel (Enserink et al., 2006),

que es la principal proteina implicada en el control del crecimiento de la
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yema en el checkpoint de morfogénesis (Kellogg, 2003; Lew, 2003). Esto
lleva a la activacion de las quinasas Clb1,2-Cdc28 responsables del cambio
de crecimiento apical a isotropico de la yema. Ese cambio de crecimiento es
esencial para la correcta morfogénesis de la yema (Pruyne and Bretscher,
2000a; Pruyne and Bretscher, 2000b). En este sentido los resultados
obtenidos muestran que la degradacién de Swel después de someter a las
células a estrés replicativo esta parcialmente dafiada en ausencia de Slt2,
causando que las células mutantes slt2 presenten una morfologia de la yema
alterada. Defectos en la degradacion de Swel se han relacionado con la
sensibilidad a HU (Pruyne and Bretscher, 2000b), lo que podria explicar el
fenotipo de slt2. Sin embargo HU y otros tratamientos genotdxicos causaron
una reduccion de la viabilidad de las células mutantes slt2 incluso en
ausencia de Swel, lo que indica que Slt2 estaria afectando a la viabilidad
celular por un mecanismo independiente de Swel. La respuesta a como Slt2
influye a nivel molecular sobre la estabilidad de Swel es todavia una
cuestion por resolver, todavia mas si cabe si consideramos que este efecto es
aparentemente contradictorio con los resultados previos descritos en el
contexto del checkpoint de morfogénesis (Harrison et al., 2001) o en
respuesta a Ca®* (Mizunuma et al., 2001). En estos casos, Slt2 actlia
activando a Swel o reprimiendo a la fosfatasa antagonista Mih1 para inhibir
la actividad quinasa de Cdc28, mientras que en la respuesta a estrés
replicativo, Slt2 parece actuar inactivando a Swel para inducir la actividad
quinasa Cdc28. Aclarar las bases moleculares de la funcion de Slt2 en la
respuesta a estreses genotoxicos ayudara a explicar esta aparente
contradiccion y a profundizar en el conocimiento de la relacion entre la

morfogénesis celular y el mantenimiento de la integridad del genoma.
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4. Conexion de Pkcl con el

checkpoint de integridad del
DNA

En el capitulo anterior se ha descrito una funcién de la MAP quinasa
Slt2 de la ruta PKC en la respuesta celular a estrés genotoxico. Sin embargo,
no se ha podido determinar una conexién directa de esta proteina con el
mecanismo del checkpoint de integridad del DNA. Con el objeto de
profundizar en la relacién de la ruta de la proteina quinasa C con la ruta del
checkpoint de integridad del DNA, se estudid a continuacion la relacion de la
proteina central de la ruta, la quinasa Pkcl, con la respuesta a estrés
genotoéxico.

En trabajos previos de nuestro grupo se ha caracterizado que la
ciclina de replicacion CIb5 presenta conexiones genéticas con la quinasa
Pkcl (Queralt and Igual, 2005). Ademas, se ha descrito que los mutantes
pkcl presentan un fenotipo de hiperrecombinacion que es tipico de mutantes
en proteinas relacionadas con el metabolismo del DNA (Huang and

Symington, 1994). Por otro lado, se ha relacionado a Pkcl con la regulacion
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de la CTP sintasa, lo que conecta a Pkcl con la biosintesis de nucledtidos
(Yang et al., 1996). A lo anterior hay que afadir que el mutante nulo de
PKC1 presenta un fenotipo mucho mas severo que el fenotipo que presentan
mutantes en genes de la ruta PKC situados aguas abajo. Esto sugiere que
Pkcl podria servir de nodo de conexion entre distintas rutas. Todas estas
evidencias llevaron a centrar nuestros esfuerzos en estudiar la proteina Pkcl
como posible elemento conector con la ruta del checkpoint de integridad del
DNA.

El mutante pkcl es hipersensible a agentes genot6xicos

Una primera aproximacioén para estudiar si la proteina Pkcl tenia un
papel en relacion con la integridad gendmica consistio en analizar el
crecimiento de una cepa mutante pkc1® en presencia de agentes genotoxicos
de distinta naturaleza como son la HU, el MMS y Phleo. Como se ilustra en
la Figura 4.1, cuando se compara el crecimiento de la cepa mutante pkc1®
con la cepa silvestre se observa que esta Ultima presenta severos problemas
de crecimiento en presencia de todos los agentes genotdxicos utilizados.
Estos resultados indican que las células de levadura, al igual que ocurria con
la MAP quinasa Slt2, necesitan a Pkcl para poder sobrevivir de manera
Optima al dafio en el DNA, independientemente de la naturaleza del dafio.
Esto sugiere que Pkcl juega un papel importante en la respuesta celular

general a estrés genotoxico.
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YPD HU MMS Pleo

Figura 4.1. Hipersensibilidad del mutante pkcl® al estrés genotoxico. Diluciones seriadas
de cultivos en fase exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa mutante pkc1®
(JC6-3a) se sembraron en placas de YPD suplementadas con hidroxiurea 100 mM, MMS
0.025% o fleomicina 5 pg/mL. Las placas se incubaron a 30°C durante 3 dias.

Los mutantes pkcl y rad53 comparten fenotipo en respuesta a estrés
replicativo.

Hace unos afios Enserink y colaboradores publicaron que Rad53
tenia un papel en morfogénesis en respuesta a estrés replicativo. Vieron que
cuando se sometia al mutante rad53 a estrés replicativo experimentaba una
fuerte hiperpolarizacion de la yema (Enserink et al., 2006). Por otro lado, en
el capitulo anterior de esta tesis, se ha descrito que una cantidad significativa
de células mutantes slt2 paradas con HU presentaban un porcentaje de yemas
elongadas, lo que apoya el papel de SIt2 en el correcto mantenimiento de la
morfogénesis de la yema después del dafio en el DNA. En la Figura 4.2 se
muestra que cuando se somete a la cepa pkcl® a las mismas condiciones
experimentales que las descritas para el mutante rad53 se observa también
una hiperpolarizacion de la yema. En el caso del mutante pkc1® el defecto es
mucho mas acusado que el observado en el mutante slt2. La observacion de
este fenotipo compartido por los mutantes rad53 y pkcl® en respuesta a
estrés genotoxico refuerza la idea de que Rad53 y Pkcl comparten funciones

celulares en respuesta a dafio en el DNA.
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Figura 4.2 Analisis del fenotipo del mutante pkcl® en respuesta a estrés replicativo.
Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa mutante
pkcl® (JC6-3a) se dividieron y se incubaron en ausencia y en presencia de hidroxiurea 200
mM durante 4 horas. Por microscopia se analiz6 la morfologia celular.

Pkcl es modificada en respuesta a dafio en el DNA.

En el capitulo anterior se ha descrito que el dafio genotdxico
conduce a la fosforilacion del lazo de activaciéon de Slt2, lo que apoya el
papel de la MAP quinasa en dicha respuesta. Con el fin de analizar si la
proteina Pkcl también experimentaba algin tipo de respuesta a dafio
genotdxico se etiquetd con GFP (Green Fluorescent Protein) y cultivos de
esas células fueron tratados con HU, MMS o se les indujo una Gnica DSB
utilizando la cepa GAL1:HO. Es interesante apuntar que todos los
tratamientos, especialmente incubacién con HU e induccion de DSB,
causaron un retraso en la movilidad electroforética de Pkcl (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Analisis de la movilidad electroforética de Pkcl en respuesta a estrés
genotoxico. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa PKC1:GFP (JCY1511) fueron
incubados durante 120 min en ausencia o presencia de hidroxiurea 200 mM y MMS 0.04%.
Cultivos de la cepa GAL1:HO PKC1-GFP (JCY1514) crecidos en rafinosa se dividieron e
incubaron durante 4 horas tras afiadir glucosa o galactosa al 2%. Se determind mediante
western la movilidad electroforética de Pkcl-GFP. Se analiz6 la activacion de la quinasa del
checkpoint Rad53 como control de la presencia de estrés genotdxico. Como control de carga
se presenta la tincion con Ponceau de las mismas membranas.

El retraso electroforético experimentado por Pkcl en presencia de
estrés genotoxico es indicativo de que Pkcl esta sufriendo algln tipo de
modificacion postraduccional en respuesta a dafio en el DNA, lo que apoya
su papel en integridad genémica. En este punto del trabajo, se decidid
caracterizar dicha modificacion postraduccional. Asi, y dado que Pkcl se
encuentra en un contexto de quinasas, se estudio si la modificacion podia

tratarse de una fosforilacion. Para explorar dicha posibilidad se purificd
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Pkc1-GFP mediante inmunoprecipitacion a partir de cultivos crecidos en
ausencia y presencia de HU y a continuacion se llevaron a cabo tratamientos
con fosfatasa lambda. Los resultados indican que Pkcl experimenta mayor
avance electroforético cuando se tratan los inmunoprecipitados con fosfatasa
lambda mientras que se observan bandas mas retardadas en ausencia de
fosfatasa o0 cuando se afiaden inhibidores de la fosfatasa durante la
incubacion. Estos resultados evidencian que la modificacion causante del
retraso en la movilidad electroforética es una fosforilacién (Figura 4.4).

Es necesario resaltar que el retraso en la migracion electroforética de
Pkcl causada por su fosforilacion no s6lo se observa en los
inmunoprecipitados obtenidos a partir de células tratadas con HU sino
también en aquellos provenientes de células sin tratar. Esto difiere de lo
observado cuando se analizaba la movilidad de Pkcl a partir de extractos
totales donde se observaba un retraso electroforético de las muestras tratadas
con HU respecto a las muestras no tratadas (Figura 4.3). Parce, por tanto,
que cuando se purifica por inmunoprecipitacién Pkcl las diferencias de
migracion desaparecen. Una posible explicacion a esta observacion estaria
en las diferencias existentes entre el protocolo de extraccion de proteinas
totales y el protocolo de purificacion por inmunoprecipitacion. Hay que tener
en cuenta que Pkcl es una proteina fuertemente asociada a fracciones de alto
peso molecular, membranas preferentemente, muy dificil de solubilizar con
métodos de extraccion suaves como es el utilizado en el protocolo de
inmunoprecipitacion. Por tanto, es posible que sélo se consiga recuperar la
fraccion més soluble y facil de extraer de Pkcl que podria corresponder con
una fraccion fosforilada. Esta fosoforilacion de Pkcl se produciria a niveles
basales en condiciones normales pero estaria fuertemente inducida por estrés

genotdxico.
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Figura 4.4. Caracterizacion de la modificacion de Pkcl responsable del cambio en la
movilidad electroforética. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa PKC1-GFP
(JCY1511) fueron incubados durante 120 min en ausencia o presencia de hidroxiurea 200
mM. Inmunoprecipitados de Pkcl-GFP a partir de dichos cultivos fueron a su vez incubados
en ausencia o presencia de fosfatasa A con o sin inhibidores de fosfatasas. Se determind
mediante western la movilidad electroforética de Pkc1-GFP.

Asumiendo que Pkcl es fosforilada en presencia de estrés
replicativo, la pregunta que nos planteamos a continuacion fue qué quinasa
era la responsable de fosforilar a Pkcl en respuesta a dafio en el DNA.
Abordar esta cuestion no fue trivial ya que, a priori, cualquier quinasa es
susceptible de desempefiar dicha funcién. De entre todas las quinasas
candidatas a fosforilar a Pkcl en respuesta a dafio en el DNA se decidié
analizar a las quinasas del checkpoint de integridad del DNA. La raz6n de
analizar estas quinasas fue que disponiamos de una bateria de mutantes del
checkpoint con los que poder llevar a cabo los ensayos y porque resultaba
I6gico pensar que fueran las quinasas del checkpoint, y no otras quinasas, las
que participaban en la modificacion de proteinas en respuesta al dafio en el
DNA. Cabe sefialar que Pkcl es una proteina de un gran peso molecular
(131kDa) a lo que hay que afadir el peso molecular de la GFP (27kDa). Ello
hace que, a pesar de emplear geles muy resolutivos, sea muy dificil

comparar la movilidad de las bandas sin que estas sufran perturbaciones
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fruto de la larga electroforesis a la que se ven sometidas. En la Figura 4.5 se
muestra que la fosforilacion de Pkcl en respuesta a estrés replicativo es
independiente de Mecl y probablemente es dependiente de Tell. Los

mismos resultados se han visto en 3 geles corridos independientemente.

W303
mec1smi1

tel1

-+ - + - + HU

” Pkc1

r...-.# Rad53

Figura 4.5. Funcion de las quinasas del checkpoint en el cambio de movilidad
electroforética de Pkcl en respuesta a estrés replicativo. Cultivos en crecimiento
exponencial de las cepas PKC1-GFP (JCY1511), mecl smlil PKC1-GFP (JCY1580) y tell
PKC1-GFP (JCY1583), fueron incubados durante 120 min en ausencia o presencia de
hidroxiurea 200 mM. Se determind mediante western la movilidad electroforética de Pkcl-
GFP. Se analizé la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53 como control de la
presencia de estrés genotoxicos.

Pkcl es necesaria para la activacion del checkpoint de integridad del
DNA por dafio genotoxico.

Los resultados anteriores indican que Pkcl participa en la respuesta
a estrés genotoxico. El mantenimiento de la estabilidad genémica depende
de un correcto funcionamiento del mecanismo del checkpoint de integridad

del DNA. Investigamos por ello si la funcionalidad del checkpoint estaba
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relacionada con Pkcl. Para ello se analiz6 la movilidad electroforética de
Rad53 en células del mutante termosensible pkcl® tras tratarlas con distintos
agentes genotoxicos. Sorprendentemente, se vio que a temperatura restrictiva
de 37°C, Rad53 no se activaba ni por HU, MMS, fleomicina ni radiacion UV
(Figura 4.6A). Para comprobar que realmente la falta de funcién del
checkpoint era debida a la mutacion en Pkcl, se transformo la cepa pkcl®
con un plasmido que contenia el gen PKCL. En la Figura 4.6B, se observa
gue a diferencia de lo que ocurre con el vector vacio, la expresion de PKC1
en la cepa pkc1® recupera la activacion de Rad53 cuando se crece a 37°C.

Se analiz6 también la activacién del checkpoint en otros mutantes en
el gen PKC1. En el caso de la cepa tetO;:PKC1, en la que se sustituye el
promotor endégeno de PKC1 por el promotor tetO; que se apaga en
presencia de doxiciclina, también se observaron fallos en la activacion del
checkpoint en respuesta a estrés replicativo en condiciones de represion de la
expresion de PKCL.

Las cepas pkcl® y tetO;:PKC1 son mutantes condicionales. Por ello,
para completar el estudio se analiz6 la activacién del checkpoint en un
mutante que tenia delecionado el gen PKC1. En consonancia con los
resultados anteriores, también se observé en la cepa pkciA un defecto en la
activacion de Rad53 cuando se indujo dafio genotoxico (Figura 4.6C). En
resumen, el anélisis de la activacion de Rad53 en distintos mutantes pkcl
permite establecer una conexion directa entre las rutas PKC y del checkpoint
indicando que Pkcl es necesario para que se produzca una correcta

activacion del checkpoint de integridad del DNA.
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Figura 4.6. Estudio de la activacion del checkpoint por estreses genotdxicos en mutantes
pkcl. A) Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de la cepa
mutante pkcl® (JC6-3a) fueron divididos e incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas y
posteriormente fueron divididos de nuevo e incubados durante 60 min en ausencia y presencia
de hidroxiurea 200 mM, MMS 0.04%, fleomicina 5 pg/mL, o fueron sometidos a una dosis de
radiacién UV de 50 J/m% B) Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa pkcl® (JC6-3a)
transformada con el plasmido pPKC1 y con el vector vacio fueron divididos e incubados a
25°C y a 37°C durante 3 horas. Posteriormente fueron incubados durante 60 min en ausencia y
presencia de hidroxiurea 200 mM y MMS 0.04%. C) Cultivos en crecimiento exponencial de
la cepa tetO;:PKC1 (JCY1471) se dividieron e incubaron en ausencia y presencia de
doxiciclina a 25°C durante 8 horas y posteriormente se volvieron a dividir y se crecieron
durante 60 min en ausencia y presencia de hidroxiurea 200 mM. Cultivos en fase exponencial
de la cepa silvestre W303-1a y de la cepa mutante pkci4 (GPY1115) crecidos en medios
suplementados con sorbitol 1M se dividieron y se incubaron en ausencia y en presencia de
hidroxiurea 200 mM o MMS 0.04%. En todos los casos se analizd por western la activacion
de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincion con Ponceau
de las mismas membranas.
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La actividad quinasa de Pkcl es necesaria para la correcta activacion
del checkpoint de integridad del DNA por dafio genotoxico

En las rutas de sefializacion, las células operan fundamentalmente
utilizando cascadas de actividad quinasa que garantizan la transduccién de la
sefial hasta los efectores pertinentes. En condiciones de estrés en la pared
celular la actividad quinasa de Pkcl es esencial para fosforilar y activar al
modulo de MAP quinasas situadas por debajo de ella en la ruta PKC, lo que
es necesario para que la sefial lleve a un aumento en la expresion de genes de
biosintesis de pared y a una respuesta celular eficaz para resolver el
problema. Dentro de la secuencia de Pkcl, la lisina en posicién 853 (Levin et
al., 1990) corresponde a un residuo conservado esencial para la actividad
catalitica de proteinas quinasas conocidas (Carrera et al., 1993). La
sustitucion de esa lisina por arginina suprime totalmente la actividad de la
quinasa Pkcl ya que la expresion del alelo PKC1*®>*® falla en complementar
los defectos de lisis celular del mutante pkci4 (Watanabe et al., 1994). Asi
pues y con el fin de analizar si la actividad quinasa de Pkcl era esencial para
que se diera una correcta activacion del checkpoint en respuesta a dafio en el
DNA, se remplaz6 mediante mutagénesis dirigida el residuo de lisina 853
por un residuo de arginina en el plasmido pPKC1. Los resultados obtenidos
mostraron que mientras la expresion del gen PKC1 en la cepa pkcl®
recuperaba la activacion de Rad53 por drogas, la expresion de pPKC1<®>®
era incapaz de hacerlo (Figura 4.7). Por tanto, la activacion correcta del
checkpoint por dafio en el DNA depende de la actividad quinasa de la

proteina Pkcl.
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Figura 4.7. Analisis de la activacion del checkpoint por estrés genotdxico en mutantes
Pkcl sin actividad quinasa. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa pkc1® (JC6-3a)
transformada con el plasmido pPKC1, con pPKC*®%® y con el vector vacio (YCpLac33)
fueron divididos e incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas y posteriormente fueron
divididos de nuevo e incubados durante 60 min en ausencia y presencia de hidroxiurea 200
mM y MMS 0.04% a 25°C o a 37°C. Se analiz6 por western la activacién de la quinasa del
checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincién con Ponceau de las mismas
membranas.

La actividad Pkcl es necesaria para la activacion de Mecl y Tell en
respuesta a dafio genotdxico.

Los resultados obtenidos indican que en ausencia de funciéon Pkcl
no se produce activacion de la quinasa del checkpoint Rad53 tras estrés
genotdxico. En S. cerevisiae la fosforilacion de Rad53 en respuesta a
distintos tipos de dafio depende principalmente de la quinasa sensora del
checkpoint Mec1, jugando Tell un papel mas secundario. Para testar si en el
mutante pkcl® los defectos observados en la activacion de Rad53 por drogas

son especificos de Rad53 o reflejan un fallo en la activacion de Mecl o
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fallos tanto de Mecl como de Tell, se indujo dafio en el DNA y se
analizaron eventos de fosforilacion distintos de Rad53 que fueran
dependientes simultdneamente de ambas quinasas Mecl y Tell, como son la
fosforilacién de la histona H2A y de la proteina Xrs2.

En el caso de la histona H2A, esta descrito que el estrés genotoxico
induce a lo largo de unas 50-100kb a ambos lados de la zona de dafio la
fosforilacién de la Ser129 de una forma dependiente tanto de Tell como de
Mecl, de manera que en los mutantes sencillos mecl y tell sigue
observandose fosforilacién de la histona H2A en respuesta a dafio vy
solamente en los dobles mutantes mecl tell deja de observarse dicha
fosforilacion (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Stucki and Jackson, 2006).
Asi pues, con el fin de analizar si los defectos observados en la activacién
del checkpoint por drogas en el mutante pkcl® se deben a fallos en la
activacion de Mecl y/o Tell se estudid si en el mutante pkcl® la histona
H2A se fosforilaba en respuesta a estrés genotdxico. Los resultados muestran
que en ausencia de actividad Pkcl la fosforilacion que experimenta la
Ser129 se ve dréasticamente reducida en respuesta a dafio en el DNA (Figura
4.8). El nivel de fosforilacion de H2A observado en el mutante pkcl® es
menor que el observado en los mutantes sencillos mecl y tell, sugiriendo
que ambas quinasas estan afectadas al inactivar a Pkcl. Sin embargo, el
nivel de H2A fosforilada detectado en células mutantes pkcl es algo mayor
al observado en el doble mutante mecl tell. Esto podria explicarse si
quedara cierta actividad residual de Mec1 y Tell en el mutante pkc1®, lo cual
seria posible ya que la cepa es un mutante condicional. Asi pues, parece que
se necesita una Pkcl totalmente funcional para que Mecl y Tell fosforilen

correctamente a la histona H2A en presencia de dafio en el DNA.
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Figura 4.8. Estudio de la fosforilacion de la histona H2A en respuesta a dafio en DNA en
el mutante pkc1®. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de
las cepas mutantes pkcl® (JC6-3a), tell (JCY1258), tell pkcl®™ (JCY1271), mecl smil
(JCY1039), mecl smll tell (JCY1275) y pkciA (GPY1115) incubados durante 3 horas a
temperatura restrictiva de 37°C o en el caso de la cepa pkci4 crecida en medio con sorbitol 1
M fueron divididos y tratados en ausencia y presencia de MMS 0.04% durante 60 min. Se
analiz6 por western blot la fosforilacion de la histona H2A en la serina 129. Como control de
carga se presentan los niveles de la histona H3.

La proteina Xrs2, junto a Mrell y Rad50 componen el complejo
MRX el cual juega un papel importante en el procesamiento de las DSBs.
Xrs2 es fosforilada de un modo dependiente de Tell y Mecl cuando se
inducen DSBs. Asi, se ha descrito que en presencia de roturas cromosomicas
de doble cadena los mutantes sencillos mecl y tell presentan una
fosforilacion de Xrs2 practicamente normal mientras que en el doble
mutante no se observa fosforilacion. Xrs2 fosforilado se puede detectar por
western blot como formas de migracion retardadas de la proteina. Se estudio
como afectaba la ausencia de actividad Pkcl a la fosforilacion de Xrs2

cuando se inducian DSBs por tratamiento con fleomicina. Los resultados
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muestran, como cabia esperar, que la fosforilacion de la proteina Xrs2 en
respuesta a fleomicina no se veia alterada en los mutantes sencillos mecl y
tell. Por el contrario, en ausencia de una Pkcl funcional como es el caso de
células pkcl® y tell pkcl®, no se detectd fosforilacion de Xrs2, de manera
similar a lo que ocurre en el doble mutante mecl tell (Figura 4.9). Por lo
tanto, se necesita de actividad Pkcl para que Mecl y Tell fosforilen a Xrs2

en respuesta a DSBs.
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Figura 4.9. Estudio de la fosforilacion de Xrs2 en respuesta a DSBs en el mutante pkcl®.
Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa silvestre (W303-1a) y de las cepas mutantes
pkcl® (JC6-3a), tell pkcl®™ (JCY1271), tell (JCY1258) y mecl smil (JCY1039)
transformadas con el plasmido pXRS2-HA fueron incubados durante 3 horas a 37°C.
Posteriormente fueron divididos y tratados en ausencia y presencia de fleomicina 25 pg/mL
durante 60 min. Se analizd por western blot el estado de fosforilacion de la proteina Xrs2. Se
analizo la activacion de Rad53 como control de la presencia de estrés genotéxico. Como
control de carga se presenta la tincién con Ponceau de las mismas membranas.
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En conjunto, el hecho de que la fosforilacion tras dafio en el DNA de
la histona H2A y de la proteina Xrs2 se vean gravemente afectadas cuando
no existe una Pkcl funcional, permite concluir que la actividad Pkcl es
necesaria para la correcta activacion tanto de Mecl como de Tell en

respuesta a dafio en el DNA.

Pkcl experimenta deslocalizacidn en respuesta a estrés replicativo.

La funcion de Pkcl que mejor se conoce es la de proteger la
integridad de la pared celular en respuesta a crecimiento celular polarizado y
a distintos estreses medioambientales. Por ello no sorprende que Pkcl se
localice en sitios de crecimiento polarizado. Concretamente, en estados
tempranos del ciclo celular Pkcl se localiza en los sitos de gemacion y en la
punta de la yema. Mas tarde, durante la citocinesis, relocaliza en el cuello de
la yema de la madre (Figura 4.10A). Si Pkcl ademas de esta funcién en
relacion a la pared celular tiene una funcion en relacion con el checkpoint de
integridad del DNA, cabria la posibilidad de que en presencia de dafio
genotdxico se produjera un cambio de localizacién de la proteina hacia el
nucleo. Asi pues, para completar este trabajo se estudio la localizacion de
Pkc1-GFP en respuesta a estrés replicativo por tratamiento con HU (Figura
4.10B). Los resultados mostraron que en ausencia de HU, como era de
esperar, Pkcl se localizaba en el cuello y punta de la yema. Sin embargo,
Pkcl dejaba de localizarse en sitios de crecimiento polarizado cuando se
trataban las células con HU. Cabe sefialar que los tiempos empleados de
incubacion con HU fueron cortos (30 minutos) con el fin de mantener las
células en periodos del ciclo en los que existe crecimiento polarizado y
evitar la acumulacion de células dumbbells. Por ello, la deslocalizacion de

Pkcl en respuesta a estrés replicativo podria ser una respuesta directa a la
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HU y no estar causada por la ausencia de crecimiento polarizado. Sin
embargo, no se pudo observar una acumulacion nuclear de Pkcl en respuesta
al estrés replicativo, aungque no se puede descartar que limitaciones de la
técnica impidan detectar un cambio de localizacion de una pequefia fraccion

de Pkcl al nucleo.
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Figura 4.10. Andlisis de la localizacion de Pkcl tras estrés replicativo. A) Cultivos en
crecimiento exponencial de la cepa PKC1-GFP (JCY1511) se recogieron y por microscopia
de fluorescencia se analiz6 la localizacion de Pkcl a lo largo del ciclo celular. B) Cultivos en
crecimiento exponencial de la cepa PKC1-GFP (JCY1511) se dividieron y se incubaron en
ausencia y en presencia de hidroxiurea 200 mM durante 30 min. Por microscopia de
fluorescencia se analizd la localizacion celular de Pkcl-GFP.

Pkcl no se recluta, al menos de manera estable, en la zona de dafio del
DNA.

Muchas de las proteinas con funciones importantes en la respuesta a
dafio en el DNA son reclutadas a la zona de la lesién. Con el fin de analizar

si Pkcl, en presencia de estrés genotoxico, es reclutada en la zona de dafio se
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llevaron a cabo dos aproximaciones. En una primera aproximacion se
analiz6 por microscopia de fluorescencia la localizacién Pkcl cuando se
induce una Unica DSB utilizando la cepa GAL1:HO. Es sabido que la
proteina Ddc2-GFP, encargada de reclutar a la quinasa Mecl donde se ha
producido el dafio, forma focos de fluorescencia cuando se inducen DSBs en
la cepa GAL1:HO. En la Figura 4.11A se muestra que tras 6 horas de
inducciéon de dafio por incubacion con galactosa de la cepa GAL1:HO
DDC2-GFP, précticamente el 100% de las células presentaban focos de
fluorescencia correspondientes al reclutamiento de Ddc2-GFP al sitio de la
DSB. Por el contrario, al repetir el experimento con la cepa GAL1:HO
PKC1-GFP, aunque se produjo deslocalizacion de Pkcl-GFP, no se
detectaron focos de fluorescencia en el nucleo.

Una segunda aproximacion para estudiar si Pkcl era reclutada en la
zona de la lesion consistié en llevar a cabo ensayos de inmunoprecipitacién
de cromatina en la cepa GAL1:HO PKC1-GFP para analizar si tras inducir
dafio, la inmunoprecipitacion de Pkcl-GFP purificaba especificamente la
region del DNA adyacente al sitio de corte de la endonucleasa HO. Como
control positivo se realizé también el experimento con la cepa GAL1:HO
DDC2-GFP. Como cabia esperar, al inmunoprecipitar Ddc2 se purifico la
region del DNA del sitio de corte de HO, lo que es indicativo de la
asociacion de Ddc2 a la zona de la lesion cuando se inducen DSBs. Sin
embargo, en el caso de Pkcl no se observé purificacion de la region de DNA
analizada (Figura 4.11B-panel superior). Este resultado es consistente con el
resultado anterior e indica que Pkcl no es reclutada en el punto donde se
induce una rotura cromosomica de doble cadena, o al menos no es reclutada

de forma estable.
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Figura 4.11. Estudio de la localizacion de Pkcl en la zona de dafio en el DNA. A) Cultivos
en crecimiento exponencial de las cepas GAL1:HO DDC2-GFP (CCG2781) y GAL1:HO
PKC1-GFP (JCY1514) crecidos en rafinosa se dividieron e incubaron durante 7 horas tras
afiadir glucosa o galactosa al 2%. Por microscopia de fluorescencia se analizo la localizacion
celular de Pkc1-GFP y del control Ddc2-GFP. B) Cultivos en crecimiento exponencial de las
cepas GAL1:HO (JKM139), GAL1:HO DDC2-GFP (CCG2781) y GAL1:HO PKC1-GFP
(JCY1514) crecidos en rafinosa se incubaron durante 7 horas en galactosa al 2%. Las
muestras de DNA se purificaron tras entrecruzamiento e inmunoprecipitacion de GFP y se
analizaron por PCR con oligonucleétidos que amplifican el fragmento que incluye el sitio
donde la endonucleasa HO induce la DSB (HO) y con oligonucleétidos que amplifican el
fragmento control de DNA intergénico (INTERG). En el panel inferior se muestra el western
de control de inmunoprecipitacion.

La correcta activacion del checkpoint en respuesta a estrés genotdxico
no depende de la NLS de Pkcl.
Como se ha comentado, Pkcl se localiza en sitios de crecimiento

polarizado. No obstante, hace unos afios se han identificado en la secuencia
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de PKC1 4 NLS, estableciéndose una de ellas como responsable de la
localizacion de la proteina en el ntcleo. Ademas se ha identificado una NES
responsable de mantener bajos los niveles nucleares de Pkcl (Denis and
Cyert, 2005). Todo ello apoyaria la existencia de un tréfico nucleo-
citoplasma de Pkcl y por tanto de que pudiera, de forma transitoria, ejercer
funciones en el nucleo alejadas de su papel en el mantenimiento de la
integridad celular. Para profundizar en el estudio de la relacién de la
localizacion subcelular de Pkcl en relacidn a su conexidn con la respuesta a
estrés genotoxico, se investigd la funcionalidad de Pkcl al mutar la NLS
descrita como responsable de la localizacion nuclear. Asi, mediante
mutagénesis dirigida se construyé un plasmido que expresaba la version
mutante PKC1KKREI-813AA v, ga transformd la cepa mutante pkcl®. Como se

observa en la Figura 4.12A, la expresion de PKC1KKRe-813AAA

era capaz de
recuperar los defectos de crecimiento que presentaba el mutante pkcl®
cuando se crecia a temperatura restrictiva de 37°C, lo que indicaba que la
mutacion de la NLS no afectaba de manera global a la funcionalidad de la
proteina. A continuacién se analizé6 por western blot la capacidad de

PKC1 KR8I8I3A hara activar el checkpoint en respuesta a tratamientos con

MMS. Los resultados mostraron que la expresion de PKC1<<REIBI3AMA

era
capaz de suprimir los defectos en la activacion de Rad53 por MMS del
mutante pkcl® (Figura 4.12B). El anterior resultado pone de manifiesto que
la localizacién de Pkcl en el ndcleo dependiente de esta NLS no es un
evento necesario para ejercer su efecto sobre la activacion del checkpoint.
Hay que apuntar que no se ha podido analizar como afecta a la localizacion
de Pkcl la mutacion de la NLS ya que la proteina silvestre no se detecta en

el nicleo.
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Figura 4.12. Andlisis de la activacion del checkpoint por dafio genotoxico cuando se muta
la Unica NLS funcional de Pkcl. A) Cantidades equivalentes procedentes de la cepa mutante
pkcl1® (JC6-3a) transformada con un plasmido que contiene el gen PKC1 o PKC1KKREI1-813A4A
o con el vector vacio (YCpLac33) se sembraron en placas de YPD y se incubaron durante 2
dias a 38°C. B) Cultivos en crecimiento exponencial de las mismas cepas fueron divididos e
incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas y posteriormente fueron divididos de nuevo e
incubados durante 60 min en ausencia y presencia de MMS 0.04%. Se analiz6 por western la
activacion de la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincion
con Ponceau de las mismas membranas.

DISCUSION

En la bibliografia se pueden encontrar distintos trabajos que ponen
en relieve un posible papel de la quinasa Pkcl en relacion con el
metabolismo del DNA. Asi, en trabajos previos de nuestro grupo se ha visto
que la ciclina de replicacion CIb5 presenta conexiones genéticas con Pkcl
(Queralt and Igual, 2005). Ademas, se ha descrito que los mutantes pkcl
presentan una elevada tasa de recombinacion, fenotipo que es tipico de
mutantes en proteinas relacionadas con el mantenimiento de la integridad
gendmica (Huang and Symington, 1994). Por otro lado, se ha relacionado a
Pkcl con la regulacién de la CTP sintasa, lo que la relaciona con la

biosintesis de nucledtidos (Yang et al., 1996). Todos estos datos son el punto
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de partida que nos ha llevado a profundizar en esta idea, consiguiendo
establecer una clara conexion de PKC con el metabolismo del DNA.

En primer lugar, a través de ensayos de hipersensibilidad hemos
visto que la funcién de Pkcl es esencial para que se produzca una respuesta
celular correcta capaz de hacer frente a estreses genotdxicos de distinta
naturaleza. Por otro lado, el estudio del fenotipo de mutantes pkcl ha
revelado que dichos mutantes experimentan una hiperpolarizacion de la
yema en respuesta a estrés replicativo. Dicha hiperpolarizacion es mucho
mas acusada que la que la observada en el mutante slt2 y similar a la que
experimenta el mutante rad53 (Enserink et al., 2006). Esto hace pensar que
la funcién de Pkcl, al igual que hemos visto que ocurria en Slt2 y al igual
gue se ha descrito para Rad53, sea importante para que tengan lugar
correctamente los eventos morfogenéticos en respuesta al bloqueo de la
replicacion. Pero sin duda, el resultado mas importante y que conecta
directamente a Pkcl con la respuesta del checkpoint es aquel en el que no se
observa activacion del checkpoint en diferentes mutantes PKC1 (pkcl®,
tetO;:PKC1 y pkcid) en respuesta a un amplio rango de estreses
genotoxicos como roturas cromosémicas de doble cadena, dimeros de
timina, alquilacion de nucle6tidos o parada de horquillas de replicacion. Este
resultado se encuentra reforzado por el hecho de que al expresar el gen
PKC1 en mutantes pkc1® se recupera la activacion del checkpoint cuando se
induce dafio genotdxico. También se ha visto que la correcta activacion del
checkpoint en respuesta a dafio en el DNA requiere de la actividad catalitica
de Pkcl, lo que lleva a pensar que en respuesta a distintas drogas Pkcl
fosforila a dianas con funciones importantes en la activacién del checkpoint.

El fallo en la activacion del checkpoint se ve porque Rad53 no se

fosforila en respuesta a drogas. Esto puede ser debido a que Pkcl tiene como
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diana directa a Rad53 o puede ser debido a que Pkcl actla sobre proteinas
situadas por encima de Rad53 necesarias para su correcta activacion, como
es el caso de Mecl y Tell. A partir del estudio de distintos eventos de
fosforilacién que tienen lugar cuando se produce dafio en el DNA y que son
dependientes simultdneamente de las quinasas Tell y Mecl, como la
fosforilacién en la Ser129 de la histona H2A y la fosforilacidn de la proteina
del checkpoint Xrs2, se ha podido establecer que el fallo de activacién del
checkpoint en el mutante pkcl se debe a que Pkcl actuaria controlando,
directa o indirectamente, a las quinasas del checkpoint Mecly Tell.

Los resultados obtenidos en este capitulo nos permiten proponer un
modelo en el que ante dafio en el DNA la actividad quinasa de Pkcl seria
necesaria para activar a Mecl y Tell y garantizar asi la correcta activacion
del checkpoint (Figura 4.13).

Dartio en
Q& el DNA

l
750

Mecl Tell

N4

Respuesta del checkpoint

Figura 4.13. Pkcl en la regulacion del checkpoint en respuesta a dafio en el DNA.
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Dado que la activacion del checkpoint ocurre “in situ” en la zona de
la lesion y dado que Pkcl controla a proteinas que son necesarias para dicha
activacién podria parecer l6gico plantearse que Pkcl actuara también en el
sitio donde se produce el dafio en el DNA. Si fuera asi, en respuesta a estrés
genotoxico Pkcl deberia localizarse en el nlcleo para tener acceso a sus
dianas. Pkcl, en relacion a su conocida y caracterizada funciéon en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular, se encuentra asociada a
sitios de crecimiento polarizado como son la punta y al cuello de la yema.
Para averiguar si Pkcl experimenta un cambio de localizacién al nucleo en
respuesta a estrés genotoxico se ha estudiado por microscopia de
fluorescencia la localizacion de Pkcl-GFP en respuesta a HU. Se ha visto
que la HU induce una deslocalizacién de Pkc1-GFP. Dicha deslocalizacion
no esta asociada a despolimerizacién ya que se observa en células que alin
estan formando la yema y antes de que se produzca el blogqueo en G2/M
provocado por el estrés replicativo. A pesar de esto, no se ha podido
determinar si dicha deslocalizacién implica la relocalizacion de Pkcl a
nucleo. No obstante, no se puede descartar que una fracciéon muy pequefia de
Pkcl, incapaz de ser detectada por los limites de deteccion de la técnica
utilizada, entre en el nlcleo y fosforile a las dianas que regulan la respuesta
celular a dafio en el DNA. Tampoco se ha detectado una asociacion estable
de Pkcl-GFP a la zona de dafio cuando se induce una DSB permanente, ya
que mediante inmunoprecipitacion de cromatina no se ha conseguido
purificar la regiéon del DNA flanqueante a la zona donde se produce el DSB
al inmunoprecipitar Pkcl. Sin embargo si que encontramos asociacion a la
zona de dafio de Ddc2, proteina que forma un complejo con Mecl y que se
sabe que se localiza en focos subnucleares en células en las que se inducen
DSBs (Melo et al., 2001). No obstante, el hecho que no se detecte banda de
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amplificacion mediante ChIP no excluye que Pkcl tenga una funcion en el
nucleo en respuesta a dafio en el DNA ya que, bajo las mismas condiciones
experimentales de dafio en el DNA utilizadas, otros grupos describen que
resulta complicado detectar a las proteinas del checkpoint Rad24, Rad9 y
Rad53 en la zona de dafio, sugiriendo que los problemas de deteccion deben
ser por que estan presentes en la zona de lesion de forma transitoria o en
cantidades subestequiométricas respecto a Ddc2 (Melo et al., 2001). Estos
mismos argumentos podrian explicar que no se detecte a Pkcl en la zona
donde se induce el dafio.

Apoyando un posible papel de Pkcl en el nicleo relacionado con la
respuesta celular a dafio en el DNA, esta el hecho de que se han encontrado
4 posibles sefales de localizacion nuclear (NLS) y una sefial de exportacion
nuclear (NES). La mutacion de la NES lleva a una localizacion de Pkcl en el
ndcleo ademas de su localizacion tipica en la punta de la yema 'y en el cuello.
De las 4 NLSs parece que sélo una es la responsable de la localizacion
nuclear ya que es la Unica que al ser mutada, en un contexto en el que la
NES también estd mutada, deja de observarse localizacion en el ndcleo
(Denis and Cyert, 2005). No obstante, nosotros hemos visto que esa NLS de
Pkcl no es necesaria para que se produzca una correcta activacion del
checkpoint en respuesta a dafio ya que al mutar la NLS se observa una
fosforilacion normal de Rad53. Cabe apuntar que, aunque la mutagénesis de
la NLS de PKC1 se comprobd por secuenciacion, no se pudo analizar su
efecto en la localizacion ya que la proteina silvestre no se detecta en el
nacleo. Hay que tener en cuenta que aparte de la NLS mutada, existen 3
NLS adicionales en la secuencia de Pkcl que podrian ser las responsables de
que una pequefa fraccion de Pkcl entrara al nacleo y llevara a cabo su

funcion en relacion a la respuesta a dafio en el DNA.
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Por otro lado, una observacion que vincula directamente a Pkcl con
la respuesta celular a dafio en el DNA es el retraso electroforético que
experimenta la proteina en respuesta a distintos estreses, principalmente a
estrés replicativo y a roturas cromosomicas de doble cadena. Este retraso
evidencia que Pkcl estd siendo modificada postraduccionalmente en
respuesta a estrés genotdxico. El tratamiento con fosfatasa lambda de
inmunoprecipitados de Pkcl muestra que Pkcl es fosforilada. Sin embargo
esto ocurre no sélo en presencia sino que también en ausencia de estrés
replicativo. Una posible explicacién a esta observacion estaria basada en el
hecho de que Pkcl es una proteina fuertemente asociada a fracciones de alto
peso molecular, membranas preferentemente (Antonsson et al., 1994;
Watanabe et al., 1994), muy dificil de solubilizar con métodos de extraccién
suaves como es el utilizado en el protocolo de inmunoprecipitacion. Por
tanto, es posible que por inmunoprecipitacion sélo se consiga recuperar la
fraccion mas soluble y facil de extraer de Pkcl que podria corresponder con
una fraccion fosforilada. Esto lleva a pensar que hay niveles basales de
proteina Pkcl ya fosforilada en ausencia de tratamiento genotdxico y que en
presencia de dafio en el DNA se produciria una fuerte induccién de la
fosforilacion de Pkcl. La posibilidad de que Pkcl esté siendo regulada por
fosforilacion en respuesta a estrés genotdxico se ve reforzada por varias
publicaciones. Asi se ha descrito que en células de mamifero la HU activa a
PKC, requiriéndose para dicha activacion la fosforilacién en su lazo de
activacion (Yogev et al., 2006), también se ha publicado que la isoforma
PKCS$ es fosforilada por la quinasa c-Abl en respuesta a radiacion ionizante
(Yuan et al., 1998) y que PKC3 es fosforilada por la quinasa del checkpoint
ATM en respuesta tanto a radiacion ionizante como al agente genotdxico 1-
-D-arabinofuranosilcitosina (ara-C) (Yoshida et al., 2003).
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Entre las posibles candidatas para inducir en Pkcl una fosforilacion
en respuesta a dafio en el DNA se encuentran las quinasas del checkpoint. Lo
gue vemos es que Pkcl en presencia de estrés replicativo continua
experimentando un retraso electroforético en el mutante mecl mientras que
dicho retraso queda anulado en el mutante tell, lo que hace pensar que la
fosforilacién que experimenta Pkcl en respuesta a dafio en el DNA es
independiente de Mecl pero dependiente de Tell. Este resultado estd en
consonancia con lo comentado anteriormente en humanos, donde la isoforma
PKC5 es fosforilada por ATM, el homologo funcional en mamiferos de Tell
(Yoshida et al., 2003). Este resultado nos permite completar el modelo
propuesto de manera que ante dafio en el DNA se produciria un lazo de
retroalimentacién positiva en el que Tell seria la quinasa responsable de
inducir fosforilaciones extra en Pkcl (Figura 4.13). Considerando que
también hemos visto que la activacion de Tell depende de Pkcl y que el
retardo electroforético mas contundente que experimenta Pkcl es cuando se
induce una DSB con la cepa GAL1:HO (condicion regulada por Tell),
podemos pensar que Pkcl podria tener un papel destacado en la respuesta
especifica a roturas cromosomicas de doble cadena.

Es importante comentar que mientras la funcion Pkcl es necesaria
para la correcta activacion del checkpoint en respuesta a dafio en el DNA, no
ocurre lo mismo en el caso de la MAP quinasa Slt2. Esto estaria en
consonancia con el hecho de que el mutante nulo de PKC1 presenta un
fenotipo mucho més severo que el fenotipo que presentan mutantes en genes
de la ruta PKC situados aguas abajo, como es el caso de los mutantes en
SLT2, sugiriendo que Pkcl serviria de nodo de conexion entre la ruta PKC y
la ruta del checkpoint. Apoyando esta idea se encuentra el hecho de que el

mutante pkcl presenta una elevada tasa de recombinacién mitética, cosa que
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no ocurre en el mutante slt2. Esa elevada tasa de recombinacion
mitotica es caracteristica de mutantes con funciones importantes en el
metabolismo del DNA ya que fallos en dichas proteinas llevan a un
aumento de dafio en el DNA y de eventos de recombinacion para
intentar reparar el dafio (Huang and Symington, 1994). Ademas se ha
visto que en presencia de estabilizadores osméticos como el sorbitol
se rescata el defecto de crecimiento del mutante pkcl (al igual que
ocurre con slt2), pero no se rescata el fenotipo de hiperrecombinacion
del mutante pkcl (Huang and Symington, 1994). En consonancia con
esta observacién se encuentran nuestros resultados donde vemos que
cuando en el mutante pkcl4 se induce dafio en el DNA en presencia
de sorbitol se observa fallo en la activacion del checkpoint. Todo ello
indicaria que Pkcl podria regular el metabolismo del DNA por una
ruta alternativa a la usada para asegurar la integridad de la pared

celular.
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5. Estudio de PKCs de

mamiferos en relacion a la
Integridad genomica

Muchos de los paradigmas importantes de las rutas de sefializacion
estan conservados a través de las especies desde levaduras a mamiferos. Un
caso evolutivo a destacar es aquel en el que un Unico enzima codificado por
un Unico gen es capaz de llevar a cabo, en organismos sencillos, varias
funciones importantes mientras que en organismos mas complejos dicho gen
ha sufrido duplicaciones lo que ha permitido la especializacién de sus
funciones dando lugar a distintas isoenzimas. Un ejemplo es la proteina
quinasa C. En levadura solamente existe un Gnico enzima, Pkcl, que esta
implicado en funciones tan dispares como el mantenimiento de la integridad
celular en respuesta a estrés de pared y, como se ha visto en el presente
trabajo, en el mantenimiento de la integridad del genoma en respuesta a
estrés genotoxico. Por su parte, en mamiferos existen 10 isoformas distintas
de PKC y cada isoforma ha especializado sus funciones de manera que

participan en multitud de procesos celulares que van desde el control de
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actividades celulares fundamentales como la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia a funciones mas organicas como la memoria. Las PKCs de
mamiferos presentan distintos dominios conservados distribuidos de forma
diferencial entre las distintas isoformas que les permiten unirse a distintos
cofactores lo que es clave para su activacién y localizacién. La complejidad
presente en las PKCs de mamiferos queda simplificada en S. cerevisiae, que
presenta todos los dominios de las PKCs de mamiferos en Gnico enzima. Es
por ello que Pkcl se considera una PKC arquetipica.

Cabe destacar que a nivel experimental es extremadamente
complicado asignar funciones concretas a las distintas PKC en mamiferos
debido al amplio nimero de miembros que posee y a las complejas redes de
sefializacién en las que estan implicados. Por el contrario, trabajar en
levadura tiene grandes ventajas a nivel experimental permitiendo sobre todo
trabajar con sistemas mas simplificados.

La funcion mas estudiada y conocida de Pkcl de levadura es la
relacionada con su un papel en el mantenimiento de la integridad celular.
También se conocen otras funciones de Pkcl entre las que cabe destacar la
relacionada con el mantenimiento de la integridad del DNA descrita en este
trabajo. Con el fin de asociar a isoformas concretas de las PKCs de
mamiferos estas funciones definidas para la Pkcl de levaduras se pensé en
expresar las distintas isoformas de las PKCs de mamiferos en levadura. Para
ello se clond en un vector de levadura bajo el control del promotor PKCL1 al
menos una isoforma de cada grupo de las PKCs de mamiferos a partir de
cDNA de cerebro de ratdn. Concretamente, representando a las cPKCs se
clono6 a PKCa, representando a las nPKCs se clono a PKC6, PKCe y PKCn,
representando a las aPKCs se clond a PKCi y representando a las PRKs se

clon6 a PRK2.
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PKCg¢ suprime parcialmente los defectos de crecimiento del mutante
pkcl®.

La funcion més conocida de Pkcl de levadura es la asociada al
mantenimiento de la integridad celular. El mutante termosensible pkc1® sufre
lisis celular cuando se crece a temperatura restrictiva de 38°C. Con el fin de
analizar si la expresion en levadura de alguna de las isoformas de PKC de
mamiferos era capaz de suprimir el fenotipo de muerte a 38°C que
experimenta pkcl®, se transformd la cepa pkcl® con los plasmidos que
contenian PKCa, PKC3, PKCg, PKCn, PKCt y PRK2 de mamiferos. En la
Figura 5.1 se muestran los resultados obtenidos tras incubar a temperatura
restrictiva de 38°C durante 3 dias placas de YPD en las que se sembrd
una cantidad equivalente de cada transformante pkcl®/pPKCmamiferos.

pPKC1

Figura 5.1. Analisis de crecimiento del mutante pkcl® cuando expresa distintas
isoformas de PKC de mamiferos. Cantidades equivalentes de la cepa pkcl®™ (JC6-3a)
transformada con los plasmidos YCpLac33, pPKC1, pPKCa, pPKC3, pPKCg, pPKCn, pPKCt
y pPPRK2 se sembraron en placas de YPD y se incubaron a 38°C durante 2-3 dias.
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Los resultados mostraron que de todas las isoformas analizadas, Unicamente
la expresion de PKCe fue capaz de suprimir, aunque de forma parcial, los
defectos de crecimiento que presenta la cepa pkcl® cuando se crece a 38°C.
Este resultado evidencia que la funcién que lleva a cabo Pkcl en levadura en
relacién al mantenimiento de la integridad celular se encuentra asociada a la
isoforma PKCe de mamiferos, la cual se habria especializado en dicha
funciéon. PKCe podria tener una actividad biologica relacionada
estrechamente con Pkcl, jugando un papel importante en procesos

morfogenéticos en células humanas.

La expresion de PKCd suprime el defecto en la activacion de Rad53 por
dafio genotdxico en ausencia de funcién Pkcl.

En el anterior capitulo de este trabajo se han presentado distintos
resultados que apoyan un nuevo papel de Pkcl en relacién al mantenimiento
de la integridad gendémica. Se ha visto que la funcién de Pkcl es necesaria
para la viabilidad celular en respuesta a agentes genotoxicos asi como para la
correcta activacion del checkpoint en respuesta a dafio en el DNA. Dado que
las proteinas que desempefian funciones importantes en procesos esenciales,
como proteinas que participan en la estabilidad del genoma, se encuentran
conservadas a lo largo de la evolucion, se quiso analizar si alguna de las
isoformas de PKC de mamiferos participaba en aspectos importantes del
metabolismo del DNA. Para llevar a cabo dicho andlisis se expresé las
isoformas PKCa, PKC3, PKCe, PKCt y PRK2 en el mutante pkcl® y se
estudio la activacion de la quinasa del checkpoint Rad53 por MMS. Los
resultados mostrados en la Figura 5.2A revelaron que, de todas las isoformas
ensayadas, Unicamente la expresion de PKCS era capaz de recuperar la

activacion de Rad53 por MMS en células mutantes pkcl® crecidas a
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temperatura restrictiva. EI mismo resultado se observé con otro clon

independiente de PKCd (Figura 5.2B).

A B pket ts

YCpLac33
YCpLac33
pPKCS3 (Transf 1)
pPKC3 (Transf 2)
pPKC3 (Transf 3)

..—ﬁ.--.----—— Rad53 —.—-&.—J Rad53

Figura 5.2. Andlisis de la activacion de Rad53 por MMS en el mutante pkcl® cuando
expresa distintas isoformas de PKC de mamiferos. A) Cultivos en crecimiento exponencial
de la cepa pkcl® (JC6-3a) transformada con los plasmidos YCplLac33, pPKC1, pPKCa,
pPKC3d, pPKCe, pPKCt y pPRK2 fueron crecidos durante 3 horas a 38°C y seguidamente
fueron incubados durante 60 min en ausencia o presencia de MMS 0,04% a temperatura
restrictiva de 37°C. Como control de carga se presenta la tincion con Ponceau de la misma
membrana. B) Igual que en A pero con otro clon independiente de PKC3.

Una vez visto que en ausencia de actividad Pkcl, la isoforma PKCd
de mamiferos es capaz de complementar la funcion de activacion del
checkpoint por MMS, se procedid a estudiar qué ocurria cuando se utilizaban
otros agentes genotoxicos como la HU, fleomicina o radiacion ultravioleta
(Figura 5.3). Los resultados mostraron que no existian grandes diferencias en
el patron de activacion de Rad53 por los distintos agentes genotdxicos
cuando se expresaba pPKC1 de levadura y PKCS de mamiferos. Hay que

resaltar el hecho de que la expresion de la isoforma PKCo no suprimia los
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defectos de crecimiento de pkcl1® cuando se crecia a temperatura restrictiva,
lo que indica que PKC$ so6lo es capaz de realizar algunas de las funciones
celulares caracteristicas de Pkcl y por otro lado, que la letalidad observada
en la cepa pkcl® no es debida a fallos en el checkpoint. En conclusion,
nuestros resultados ponen de manifiesto que la isoforma PKCS de mamiferos
tendria una actividad bioldgica relacionada con el mantenimiento de la
integridad genoma en respuesta a dafio en el DNA y que esa funcion esta
conservada con la proteina de levadura Pkcl.

pkc1ts
pPKC1 YCpLac33 pPKC3
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Figura 5.3. Andlisis de la activacion de Rad53 por distintos agentes genotoxicos en el
mutante pkcl® cuando expresa PKCS. Cultivos en crecimiento exponencial de la cepa
mutante pkc1® (JC6-3a) transformada con los plasmidos YCpLac33, pPKC1 y pPKC3, fueron
crecidos durante 3 horas a 38°C y seguidamente fueron incubados durante 60 min en ausencia
o presencia de HU 0.2M, MMS 0.04%, fleomicina 5ug/mL o fueron sometidas a una dosis de
radiacién UV de 50 J/m? a 37°C. Se determiné mediante western el estado de fosforilacién de
la quinasa del checkpoint Rad53. Como control de carga se presenta la tincién con Ponceau de
la misma membrana.
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PKC9d es necesaria para la correcta activacion del checkpoint por dafio
en el DNA en células humanas.

Al igual que ocurre en levadura, en células humanas el buen
funcionamiento de la respuesta al dafio en el DNA es critica para el
mantenimiento de la integridad del genoma. Fallos de esta respuesta
conducen a inestabilidad genémica y a predisposicion a desarrollar cancer.
Las proteinas del checkpoint, aungue reciben distinta nomenclatura, se
encuentran conservadas desde levaduras a humanos. En células humanas el
dafio en el DNA activa a las quinasas del checkpoint ATR y ATM lo que
lleva a la fosforilacién y activacion de Chkl y Chk2. Una vez activadas
Chkl1 y Chk2, éstas fosforilan a proteinas efectoras del checkpoint entre las
que se encuentran Cdc25A y C, BRCA1 y p53 las cuales juega un papel
central en la decision de una célula de experimentar parada del ciclo celular,
expresion de genes de reparacion, y/o entrada en apoptosis después del estrés
genotdxico. En humanos, el homélogo de Rad53 es Chk2. Se sabe que Chk2
en presencia de dafio genotoxico es activado por fosforilacion de su residuo
de treonina 68 de una forma dependiente de ATM. En este punto del trabajo,
y dado que los resultados obtenidos mostraban que la expresion de la
isoforma de mamiferos PKC5 era capaz de recuperar la activacion de Rad53
por dafio en el DNA en el mutante pkc1® de levadura, se quiso analizar si en
celulas humanas la activacion de Chk2 por dafio en el DNA también
dependia de PKCS§. Para llevar a cabo este estudio, en primer lugar se
pusieron a punto las condiciones de tiempo de incubacién y de dosis de los
agentes genotoxicos empleados para activar a Chk2 en cultivos de la linea

celular humana HelLa (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Activacion de Chk2 al inducir dafio en el DNA. Cultivos de células HelLa
crecidas hasta alcanzar el 70-80% de confluencia fueron incubados durante 60 min en
ausencia y presencia de MMS 0.02% o fueron sometidas a una dosis de radiacién UV de 30
Jim?. Se determiné mediante western la fosforilacién de la treonina 68 de la quinasa del
checkpoint Chk2. Como control de carga se presenta la tincion con Ponceau de la misma
membrana.

Una vez optimizadas las condiciones experimentales en células
HelLa, como una primera aproximacion para estudiar si la activacion de
Chk2 dependia de PKC3 se analizo la fosforilacion inducida por dafio de la
Thr68 de Chk2 en presencia de rottlerina, un compuesto utilizado
frecuentemente como inhibidor especifico de la isoforma PKCd. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.5 y en ellos se puede
observar que al incubar las células HeLa con rottlerina no se detectd
activacion de Chk2 por dafio en el DNA. Este resultado sugiere que, al igual
que ocurria en levadura, en mamiferos PKC hace falta para activar el
checkpoint. Concretamente, parece que la funcion de la isoforma PKCS es

necesaria para la correcta activacion de Chk2 cuando hay dafio en el DNA.
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Figura 5.5. Efecto del tratamiento con rottlerina en la activacién de Chk2 en respuesta a
dafio en el DNA. Cultivos de células HeLa crecidas hasta alcanzar el 70-80% de confluencia
fueron incubados durante 45 min en ausencia y presencia de rottlerina 25 pM. A continuacion
fueron tratadas durante 60 min con MMS 0,02%. Se determind mediante western la
fosforilacion de la treonina 68 de la quinasa del checkpoint Chk2. Se presentan los niveles de
Chk2 como control.

No obstante, y a pesar que la rottlerina ha sido ampliamente utilizada
como un inhibidor especifico de PKCS en muchos trabajos de investigacion,
una publicacion reciente describe que la rottlerina ademas de a PKC$ podia
inhibir a otras quinasas dependiendo de la dosis empleada (Soltoff, 2007).
Por ello, para analizar si el resultado anterior se debe a un efecto especifico
de PKC5d sobre Chk2, se realizd una inhibicion de PKC6 utilizando RNA de
interferencia contra PKCS. Asi pues, células HelLa transfectadas con
siRNAPKC3 y con siRNAcontrol fueron incubadas en presencia y ausencia
de MMS. Los resultados revelan una reduccién significativa de los niveles
de PKCd cuando se tratan las células con siRNAPKCS respecto a cuando se
tratan con el siRNAcontrol, lo que evidencia que, aunque de un modo

parcial, se ha producido una interferencia. Hay que destacar que los niveles
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de silenciamiento de PKCo alcanzados fueron suficientes para producir una
disminucion considerable de la activacion de Chk2 cuando se trataron las
células con MMS (Figura 5.6). Esta observacion revela el papel importante
que juega PKC5 en la correcta respuesta del checkpoint de dafio en el DNA

en células humanas.
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Figura 5.6. Efecto del silenciamiento especifico de PKCd en la activacion de Chk2 en
respuesta a dafio en el DNA. Cultivos de células HeLa fueron divididos y transfectados con
siRNAPKCS y con siRNAcontrol. Seguidamente fueron incubados durante 60 min en
ausencia y presencia de MMS 0.02%. Se analiz6 mediante western los niveles de PKC3, la
fosforilacion de la treonina 68 de la quinasa del checkpoint Chk2 y como controles se
presentan los niveles de Chk2 y B-actina.

DISCUSION

Las PKCs llevan a cabo mdltiples e importantes funciones en las
células. El entendimiento de los sistemas de sefializacion de la superfamilia
PKC de mamiferos es complicado por la presencia de muchos isotipos con
especificidades de sustrato amplias y solapantes. Estudios de comparacion

de las secuencias de las PKCs muestran que la principal diversidad entre los
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isotipos se encuentra en la regién reguladora, compuesta por dominios
conservados responsables de conferir la activacion y localizacion del
enzima. La complejidad de sefializacion de las PKCs en mamiferos queda
simplificada en S. cerevisiae ya que existe una Unica proteina quinasa C que
recapitula todos los dominios reguladores presentes en mamiferos siendo
considerada una PKC arquetipo. Dado que las proteinas que desempefian
funciones celulares importantes se encuentran conservadas evolutivamente
desde levaduras a humanos, estudios en organismos mas sencillos pueden
contribuir al entendimiento de las funciones que lleva a cabo PKC en
sistemas complejos como el de mamiferos. Asi, en esta parte del trabajo se
ha desarrollado una estrategia en la que se expresan distintas isoformas de
PKC de mamiferos en una cepa mutante pkcl® de levadura para estudiar si
algun isotipo es capaz de complementar alguno de los fenotipos asociados a
la ausencia de funcion Pkcl, con el fin de poder asignar funciones concretas
a dichas isoformas. En levadura la ausencia de funcién Pkcl est4 asociada a
dos fenotipos muy claros que se encuentran ligados a dos funciones
concretas. Por un lado, la falta de actividad Pkcl lleva a la muerte por lisis
celular cuando se crecen las células de levadura en medio rico en ausencia de
soporte osmotico. Este fenotipo se encuentra asociado al papel que
desempefia Pkcl en el mantenimiento de la integridad celular. Por otro lado,
en el presente trabajo se ha visto que la ausencia de actividad Pkcl lleva al
fallo de la activacion del checkpoint por dafio genotdxico, fenotipo que se
encuentra asociado al papel de Pkcl en el mantenimiento de la integridad del
DNA en respuesta a estrés genotdxico. Los resultados obtenidos mediante
esta estrategia son muy interesantes ya que han permitido asignar funciones
a isoformas concretas. Asi de entre todas las isoformas testadas Gnicamente

la expresion de PKCe es capaz de complementar los defectos de crecimiento
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del mutante pkc1®, lo que la asocia a la funcion de mantenimiento de la
integridad celular y tUnicamente la expresion de PKCS es capaz de
complementar los defectos de activacion del checkpoint del mutante pkcl®,
lo que la asocia a la funcién de mantenimiento de la integridad del DNA.
Estos resultados pondrian de manifiesto que la actividad PKC es necesaria
para gue funciones celulares importantes como procesos morfogenéticos o el
mantenimiento de la integridad del DNA tengan lugar 6ptimamente desde
levaduras a humanos, habiéndose especializado dichas funciones en
isoformas concretas en el caso de células de mamiferos. EI modelo

propuesto a partir de los resultados obtenidos se ilustra en la Figura 5.7.

EVOLUCION
________ — 12 PKCs

gnimiento de la integridad calular «— PKC:
espuesta a estrés de pared

antenimiento de la integridad del

DNA en respuesta a estrés
genotéxico

Figura 5.7. Modelo evolutivo de las funciones PKC.

Respecto a las resultados obtenidos con PKCe hay que decir que

existen trabajos antiguos en los que a partir de un rastreo genético aislan a
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PKCn como una proteina capaz de complementar los defectos de
crecimiento causados por la delecion de PKC1 (Nomoto et al., 1997). Sin
embargo, nuestros resultados indican que es PKCe, y no PKCn la isoforma
que complementa los defectos de crecimiento del mutante pkcl®. Esta
discrepancia podria ser debida a que el fondo genético de las cepas mutantes
utilizadas es distinto, pero probablemente esté causado porque la forma de
expresar las isoformas es diferente. Asi, mientras nosotros las expresamos
bajo el control del promotor de PKC1 asegurandonos una expresion a nivel
enddgeno de las isoformas en levadura, en los ensayos del grupo de Namoto,
PKCn esta sobreexpresada fuertemente ya que se encuentra bajo el control
del promotor GAL1. Puede ser que sea necesario sobreexpresar PKCn para
ver fenotipo de supresion de la letalidad del mutante pkcl® en el fondo
genético utilizado. No obstante, cabe sefialar que PKCe y PKCn pertenecen
ambas al grupo de las PKCs noveles y ademas ellas dos, en base a criterios
enzimaticos, forman un subgrupo dentro de las noveles, lo que explicaria que
pudieran participar de una misma funcién siendo ambas capaces de suprimir
los defectos de crecimiento observados en los mutantes del gen PKC1.

El hecho de que PKCe lleve a cabo funciones morfogenéticas puede
parecer en principio sorprendente ya que dicha funcion en levadura depende
de la activacion inducida por la proteina Rhol. Dado que de entre todas las
PKCs, s6lo el grupo de las PRKs presenta dominio HR1, necesario para
interaccionar con GTPasas de la familia Rho (Schmitz et al., 2002b), se
pensd en un principio en la isoforma PRK2 como principal candidata a
desempefiar las funciones morfogenéticas de Pkcl de levadura. Sin embargo,
los resultados obtenidos revelaron que era PKCe y no PRK2 quien llevaba a
cabo dichas funciones. Hay que destacar que en el caso de Pkcl de levadura

se ha descrito que ademés de por HR1, la interaccién con Rhol se encuentra
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también mediada por el dominio C1. Esto nos llevo a pensar que el dominio
Cl1, presente en PKCe y en el resto de nPKCs, es el encargado de regular la
funcién morfogenética en levadura y que el grupo de las PKCs noveles
podria llevar a cabo funciones relacionadas con Rho-GTPasas en células de
mamifero.

Especialmente interesante para este trabajo es el resultado que
muestra que de todas las isoformas ensayadas, unicamente PKCo presenta
una actividad bioldgica relacionada con el mantenimiento de la integridad
gendmica en respuesta a dafio en el DNA. Se ha visto que la expresion de
PKC3 es capaz de suprimir el defecto del checkpoint que presenta el mutante
pkcl®. Hay que resaltar que PKCS aunque es capaz de suprimir el defecto
del checkpoint no es capaz de suprimir la inviabilidad que presenta el
mutante pkcl® a elevada temperatura, por lo que la letalidad no parece ser
debida a fallos en el checkpoint. Por el contrario, PKCe aunque no es capaz
de suprimir el defecto del checkpoint si que suprime, aunque de forma
parcial, los defectos de crecimiento del mutante pkcl®. Seria interesante
analizar el fenotipo de crecimiento de células co-transformadas con PKC? y
PKCg, para estudiar si los fallos en el checkpoint puedan o no contribuir a
los fallos de crecimiento observados.

Un salto cualitativo en el estudio del papel de las PKCs de mamifero
en la activacion del checkpoint fue ver que en lineas celulares humanas la
reduccion de la actividad PKC9, utilizando tanto el inhibidor rottlerina como
RNA de interferencia especifico contra PKC3, también originaba defectos de
activacion del checkpoint en presencia de dafio en el DNA. En los afios 90 se
describié a la rottlerina como un compuesto con una gran capacidad
inhibidora para PKCd respecto al resto de isoformas PKC (Gschwendt et al.,

1994). Desde entonces la rottlerina ha sido utilizada en multiples trabajos
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cientificos como inhibidor especifico de PKCS3. Es por ello que empleamos
rottlerina como una primera aproximacion para ver el efecto que tenia la
inhibicion de la isoforma PKC3 en la activacion del checkpoint. No obstante,
mas recientemente se ha publicado que la rottlerina ademas de a PKCd
podria también inhibir a otras quinasas dependiendo de la dosis empleada
(Soltoff, 2007). Asi, las dudas del resultado de rottlerina se resolvieron al ver
que el silenciamiento especifico del gen PKCS utilizando RNA de
interferencia también provocaba una disminucién considerable de la
activacién del checkpoint en presencia de estrés genotdxico. Esta
observacion es de gran importancia ya que revela de forma consistente un
papel de PKCS en la correcta respuesta del checkpoint de dafio en el DNA en
células humanas. Hasta la fecha se conoce el papel de PKCS3 en la respuesta
apoptética al dafio en el DNA. En presencia de dafio en el DNA, PKCS es
fosforilada por la quinasa del checkpoint ATM. Esta fosforilacion la dirige al
nacleo donde interacciona y fosforila a la proteina del complejo abrazadera
9-1-1 del checkpoint, Rad9. Esto favorece la interaccion de Rad9 con la
proteina anti-apoptética Bcl-2, lo que bloquea a Bcl-2 activando asi la
respuesta apoptotica. Por otro lado, cuando el dafio en el DNA es persistente,
PKC5 es procesada por Caspasa 3 generando un fragmento catalitico activo
de 40KDa. La sobreexpresion del fragmento catalitico de PKCS induce la
condensacion de la cromatina y la rotura del DNA lo que confirma el papel
de PKC$ en apoptosis (Yoshida et al., 2003). Nuestros resultados plantean
una relacion mas compleja ya que PKCd también seria necesaria para activar
a la diana de ATM, Chk2. Ademas, en este trabajo hemos visto que, en
levadura, el fallo del checkpoint observado en los mutantes pkcl en
respuesta a dafio en el DNA se debe a que Pkcl controla a las quinasas del

checkpoint Mecl y Tell. Esto nos lleva a pensar que probablemente el
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defecto observado en la fosforilacion de Chk2 inducida por dafio en el DNA
cuando falla la actividad PKC3 sea debido a que en respuesta a estrés
genotoxico PKCS podria estar controlando a ATM. Asi pues, parece que en
humanos, en respuesta a dafio en el DNA podrian estar teniendo lugar
procesos de retroalimentacién positiva, similares a los comentados
anteriormente para levadura, en los que PKCo desempefiaria un papel
destacado.

Por otro lado, puesto que se ha visto que en humanos la proteina
Rad9 del complejo 9-1-1 es diana de PKC5 en la respuesta apoptotica a dafio
en el DNA, un posible mecanismo que explicaria la funcién de Pkcl de
levaduras en la activacion del checkpoint en respuesta a dafio en el DNA
seria aquel en el que Pkcl tuviera como diana al homologo de Rad9 en
levadura, Ddcl. Futuros experimentos estan encaminados a testar esta
hipotesis.

En este capitulo de la tesis el estudio de las PKCs en levadura ha
permitido establecer que de entre todas las isoformas estudiadas Unicamente
PKC3 parece ser importante para el establecimiento del checkpoint de dafio
en el DNA en respuesta a estreses genotoxicos. El hecho de haber obtenido
un fenotipo tan claro, como es que se recupere totalmente la funcién del
checkpoint al expresar PKCo de mamiferos en levadura ha servido por un
lado para, de entre todas las PKCs, focalizar en la isoforma PKCd los
estudios en lineas celulares humanas, permitiendo establecer que la funcién
de PKCS es importante para la correcta activacion del checkpoint en
respuesta a dafio en el DNA en humanos. Por otro lado, este fenotipo tan
claro proporciona una herramienta muy 0til para llevar a cabo futuros
estudios de “levaduras humanizadas”. Las levaduras humanizadas permiten,

al expresar en levadura genes humanos, identificar en dichos genes residuos
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importantes asociados al desarrollo de enfermedades. En el caso que nos
ocupa, se sabe que la mutacion de PKCS se encuentra ligada a enfermedades
como el cancer. El uso de levaduras humanizadas puede permitir en el futuro
abordar cuestiones que serian mucho mas dificiles de llevar a cabo en
sistemas mas complejos. Todo ello pone de relieve las ventajas del uso de
sistemas sencillos como las levaduras a la hora de asignar funciones a
miembros de superfamilias de proteinas en mamiferos como es el caso de las
PKCs.
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0. Conclusiones

1. La actividad de la MAP quinasa Slt2 es necesaria para que las
células puedan sobrevivir de manera O6ptima al dafio en el DNA,

independientemente de la naturaleza del mismo.

2. La MAP quinasa Slt2 es activada en respuesta a distintos agentes
genotoxicos y dicha activacion consiste en una modificacion postraduccional

no viéndose alterados, significativamente, los niveles de la proteina.

3. El papel de SIt2 en la respuesta a los agentes genotoxicos
utilizados no estaria relacionada con el efecto que estos podrian ejercer sobre

la pared sino con un papel genuino de Slt2 en la respuesta a dafio en el DNA.

4. La activacion de SIt2 por MMS vy radiacion UV requiere de la
progresion del ciclo celular mientras que la activacion de SIt2 por HU ocurre

incluso en células paradas en metafase. No se trata, por tanto, de una
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respuesta al bloqueo de la replicacion del DNA gendmico. Dicha respuesta
no esta relacionada con el metabolismo del DNA mitocondrial ni con el

control de los niveles celulares de dNTPs.

5. SIt2 comparte funciones morfogenéticas con Rad53 en la
respuesta a dafio en el DNA. SIt2 esta implicada en la respuesta
morfogenética mediada por la quinasa Swel cuando hay dafio en el DNA,
siendo necesaria para la éptima degradacion de Swel y para poner limites a

la hiperpolarizacién de la yema.

6. La activacién de Rad53 en respuesta a estrés genotdxico es
independiente de Slt2, asi como de otras proteinas con las que SIt2 muestra
redundancia funcional como la pseudoquinasa paraloga de Slt2, Mlpl y la
MAP quinasa Hogl. La activacion de Slt2 en respuesta a estrés genotoxico
es independiente de Rad53. Por tanto, Rad53 y Slt2 llevan a cabo funciones
complementarias en rutas de sefializacion de dafio paralelas e independientes

gue son necesarias para la supervivencia celular.

7. La actividad Pkcl se necesita para poder sobrevivir de manera

Optima al dafio genotoxico independientemente de la naturaleza del mismo.

8. El mutante pkcl®, al igual que el mutante rad53, experimenta
hiperpolarizacion de la yema en respuesta a estrés replicativo, lo que
evidencia que Pkcl también controlaria la morfogénesis en respuesta a dafio
en el DNA.

9. Pkcl sufre una modificacion postraduccional en respuesta a dafio

en el DNA. Se ha determinado que probablemente dicha modificacion se
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trata de una fosforilacion que podria ser llevada a cabo por la quinasa del
checkpoint Tell.

10. La presencia y la actividad catalitica de Pkcl es necesaria para la
correcta activacion del checkpoint de integridad del DNA cuando se produce
dafio genotdxico. La funcién Pkcl se necesita para que tengan lugar
correctamente los eventos de fosforilacion dependientes simultaneamente de
las quinasas del checkpoint Mecl y Tell como son la fosforilacion de
Rad53, H2A y Xrs2 en presencia de estrés genotdxico, lo que evidencia que
Pkcl es necesaria para la correcta activacion de Mecl y Tell en respuesta a
dafio en el DNA.

11. Pkcl experimenta un cambio de localizacion en presencia de
estrés replicativo desapareciendo del cuello y de la punta de la yema. No se
ha podido detectar localizacién de Pkcl en el ndcleo ni reclutamiento en la
zona de la lesion en respuesta dafio en el DNA. Tampoco se ha visto efecto

en la activacion del checkpoint cuando se muta la NLS de Pkcl.

12. La expresion de la isoforma PKCe de mamiferos en la cepa
mutante pkc1® de levadura complementa, aunque parcialmente, los defectos
de crecimiento del mutante pero no complementa los defectos de activacion

del checkpoint por dafio en el DNA.

13. La expresion de la isoforma PKCS de mamiferos en la cepa
mutante pkc1® de levadura no suprime el defecto de crecimiento pero si que
suprime el defecto en la activacion de Rad53 por dafio genotéxico en

ausencia de funcion Pkcl.
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14. La inactivacion de PKCS en células humanas evidencia que es
necesaria la actividad PKCd para la correcta activacion de la proteina del
checkpoint Chk2 en presencia de dafio en el DNA. PKC6 en mamiferos
tendria una actividad bioldgica relacionada estrechamente con Pkcl, jugando
un papel importante en el mantenimiento de la integridad del genoma en

respuesta a dafio en el DNA.
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