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1. Introducción 

 
 La base de la propagación de la vida es la división celular, un 
proceso transcendental sujeto a sofisticados mecanismos de regulación 
altamente conservados en todos los organismos eucariotas que constituyen 
el ciclo celular. El objetivo principal del ciclo celular es garantizar la 
transmisión de la información genética de manera fidedigna de generación 
en generación. 

Las células completan 4 procesos básicos al final de cada ciclo 
celular: crecer, replicar el DNA, segregar los cromosomas en 2 conjuntos 
iguales y dividirse. El ciclo celular estándar se divide en 4 fases: fase S o de 
síntesis, durante la cual se replica el DNA y los cromosomas se duplican; fase 
M, constituida por 2 grandes eventos, la mitosis, en la que tiene lugar la 
división nuclear y la segregación de los cromosomas, y la citoquinesis, en la 
cual las células se dividen, y las fases G1 y G2, conocidas como fases gap, 
entre las fases S y M, respectivamente, las cuales proporcionan el tiempo 
necesario para el crecimiento celular y funcionan como importantes 
transiciones reguladoras, en las que la progresión a la siguiente etapa del 
ciclo celular puede controlarse mediante señales intracelulares y 
extracelulares. Para cualquier célula, la entrada en un nuevo ciclo de división 
supone una decisión irreversible. La transición entre las fases G1 y S es 
conocida como Start en células de levadura o punto de restricción en 
mamíferos, y es el punto clave de control para entrar en una nueva ronda de 
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división celular. Otros puntos de control fundamentales son la transición 
G2/M o de entrada en mitosis y la transición metafase-anafase, acoplada a la 
salida de mitosis (Figura 1.1). En el centro de los mecanismos que regulan el 
ciclo celular se encuentra una familia de enzimas denominadas CDKs (Cyclin-
dependent kinases) o quinasas dependientes de ciclina. La actividad quinasa 
de estas enzimas oscila a lo largo del ciclo dependiendo de su asociación a 
proteínas activadoras, las ciclinas, y a proteínas inhibidoras, los CKIs (CDK 
inhibitor proteins), y de su estado de fosforilación en determinados residuos 
de Thr y Tyr. El control del ciclo celular se basa en la regulación de ondas de 
actividad CDK-ciclina que se suceden de manera ordenada a lo largo de las 
diferentes fases del ciclo celular (Morgan, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. El ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae. Se representa la morfología 
celular de S. cerevisiae y se indican los principales eventos en cada una de las fases del ciclo 
(adaptada de Finn et al., 2012). 
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Diversos organismos modelo se han empleado para profundizar en 
la comprensión de la proliferación celular. Entre ellos, destaca un organismo 
unicelular: la levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae. Diferentes 
razones han hecho de ella un organismo modelo clave para la comprensión 
y la caracterización del funcionamiento del ciclo celular, como la gran 
disponibilidad de herramientas genéticas y moleculares, su facilidad de 
cultivo, la existencia de una fase haploide estable que facilita su 
modificación genética y su corto ciclo de vida debido a su alta velocidad de 
división celular (Duina et al., 2014). 

 

LOS CHECKPOINTS DEL CICLO CELULAR 

Durante la división celular, las células son susceptibles de sufrir 
perturbaciones que pueden afectar a moléculas, estructuras y procesos 
celulares esenciales. 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). Los 
checkpoints del ciclo celular dependen de cascadas de señalización que 
monitorizan el estado en el que se encuentran las células, y, en caso de 
detectar anomalías, inician una respuesta celular que lleva a la parada del 
ciclo, la solución del problema y la reanudación del ciclo garantizando así 
una correcta división celular. 

Existen diversos mecanismos de checkpoint que actúan en distintas 
fases del ciclo celular en respuesta a diferentes estímulos: el checkpoint del 
huso acromático, que previene errores en la segregación de cromosomas 
bloqueando la transición metafase-anafase (Amon, 1999; Musacchio, 2015; 
Sczaniecka and Hardwick, 2008); distintos checkpoints que responden a 
deficiencias en morfogénesis y pared celular (Kono et al., 2016; Lew, 2003; 
Piccirillo et al., 2017; Quilis et al., 2021; Suzuki et al., 2004), y el checkpoint de 
integridad del DNA, que responde a cualquier alteración que se produce en 
el DNA y coordina la progresión en el ciclo con la reparación del DNA dañado 
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(Elledge, 1996; Harper and Elledge, 2007; Lanz et al., 2019). En los últimos 
años se han descrito cascadas de señalización que podrían representar 
nuevos puntos de control, como la ruta de supervivencia de estrés en el 
retículo endoplásmico, que garantiza la herencia de un retículo 
endoplásmico funcional en la célula hija (Niwa, 2020). Dado que esta Tesis 
Doctoral se centra en los mecanismos implicados en el mantenimiento de la 
integridad del genoma, a continuación, se detallan los aspectos moleculares 
del checkpoint de integridad del DNA. 

 

EL CHECKPOINT DE INTEGRIDAD DEL DNA 

El mantenimiento de la integridad del genoma es un aspecto 
esencial de la fisiología celular. Se estima que las células están expuestas a 
un elevado número (hasta 105) de lesiones en el DNA cada día, provocadas 
por agentes endógenos y ambientales, que pueden comprometer la 
información contenida en el material genético (Hoeijmakers, 2009). Entre las 
fuentes ambientales causantes de daño en el DNA se encuentran la 
radiación ionizante, la radiación ultravioleta (UV), agentes alquilantes, 
infecciones virales o fármacos quimioterapéuticos. Por su parte, múltiples 
factores endógenos pueden comprometer la integridad del genoma, como 
errores en la replicación del DNA o las especies reactivas del oxígeno (ROS) 
consecuencia del metabolismo celular. La capacidad de lidiar de manera 
efectiva con el daño en el DNA, independientemente de su origen, es crucial 
para la supervivencia celular y el mantenimiento de la integridad del DNA. 
Dada su trascendencia, desde hace décadas múltiples investigaciones han 
centrado sus esfuerzos en descifrar los mecanismos moleculares implicados 
en preservar la información genética y en garantizar una transmisión fiel de 
la misma generación tras generación. Originalmente se estableció como 
checkpoint de daño en el DNA y como checkpoint de replicación a la compleja 
red de señalización que respondía a daño en el DNA y a defectos en la 
replicación, respectivamente. Sin embargo, dado que comparten la mayoría 
de factores, podemos referirnos a ellos en conjunto como checkpoint de 
integridad del DNA: el mecanismo de vigilancia y supervivencia que coordina 
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distintos aspectos del metabolismo del DNA con la progresión del ciclo 
celular, respondiendo a todo tipo de lesiones en el genoma, 
independientemente de su origen o naturaleza.  

Las proteínas que participan en el checkpoint de integridad del DNA 
se identificaron originalmente porque la pérdida de su función resultaba en 
defectos en la parada del ciclo en respuesta a la exposición a agentes 
genotóxicos (Weinert and Hartwell, 1988). Fallos en esos controles del 
checkpoint van dramáticamente emparejados a un descenso de la resistencia 
celular a estrés genotóxico, a defectos en el bloqueo del ciclo cuando hay 
daño en el DNA y a inestabilidad genómica, lo que compromete la viabilidad 
celular y, en el caso de organismos pluricelulares, puede conducir al 
desarrollo de cáncer (Hanahan and Weinberg, 2011; Kolodner et al., 2002; 
Matthews et al., 2022). El checkpoint de integridad del DNA implica un 
conjunto de proteínas con equivalentes funcionales en todas las células 
eucariotas ya que los mecanismos del checkpoint están muy bien 
conservados a lo largo de la evolución. En la Tabla 1.1 se recogen los 
componentes principales de la maquinaria de checkpoint de integridad del 
DNA en S. cerevisiae y en humanos. 

En la respuesta a daño en el DNA las proteínas con actividad quinasa 
juegan un papel central. Los componentes principales del checkpoint de 
integridad del DNA son las quinasas sensoras o apicales, Mec1 y Tel1 en S. 
cerevisiae, ATR y ATM en mamíferos. Estas son las encargadas de detectar la 
lesión en el DNA y, a través de la fosforilación de una serie de proteínas 
intermediaras, transducen la señal hasta las quinasas efectoras, Chk1 y 
Rad53 en levadura, CHK1 y CHK2 en mamíferos. La activación de estas 
quinasas resulta en una parada transitoria del ciclo celular, la activación de 
programas transcripcionales, la reparación de DNA o, si el daño es 
demasiado grave, la senescencia celular o la muerte celular programada 
(Harper and Elledge, 2007). La Figura 1.2 ilustra la cascada de señalización 
del checkpoint de integridad del DNA en levadura. La percepción de que las 
quinasas del checkpoint operan en una ruta de señalización lineal es, no 
obstante, una visión simplificada de la respuesta a daño en el DNA, que ha 
evolucionado a una visión más amplia, gracias al conocimiento obtenido a 
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partir de numerosos ensayos fosfoproteómicos globales, en la que estas 
quinasas actúan en una compleja red que implica cientos de sustratos (Lanz 
et al., 2019).  

 

Tabla 1.1. Principales proteínas del checkpoint de integridad del DNA en S. cerevisiae y 
en humanos. 

 S. cerevisiae Humanos 

Quinasas sensoras 
Mec1 ATR 
Tel1 ATM 

 DNA-PKcs 

Quinasas efectoras 
Rad53 CHK2 
Chk1 CHK1 

Interactor de Mec1/ATR Ddc2 ATRIP 

Complejo 9-1-1 
Ddc1 RAD9 
Mec1 HUS1 
Rad17 RAD1 

Complejo cargador de 
abrazadera 

Rad24 RAD17 
Rfc2-5 RFC2-5 

Complejo MRX/MRN 
Mre11 MRE11 
Rad50 RAD50 
Xrs2 NBS1 

Proteínas adaptadoras 
Rad9 53BP1, MDC1 
Mrc1 Claspina 

Activadores de Mec1/ATR 

Ddc1  
Dna2  

Dpb11 TOPBP1 

 ETAA1 

 

La señal que activa el checkpoint 

 Existen 2 tipos de señales que conducen a la activación de la 
cascada de señalización del checkpoint de integridad del DNA: las estructuras 
de DNA de simple cadena (DNAss) recubierto por la proteína RPA (Replication 
Protein A) y las roturas cromosómicas de doble cadena no procesadas (DSB, 
Double-Strand Break) (Colombo et al., 2020). 
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Las estructuras de DNAss-RPA se forman en respuesta a una amplia 
variedad de tipos de lesiones en el DNA, que incluyen la hidrólisis, oxidación 
y/o alquilación de bases, los desapareamientos de bases, la parada de 
horquillas de replicación o la formación de dímeros de timina. Estas lesiones 
primarias son reconocidas por los sistemas de reparación del DNA, que las 
procesan generando transiciones DNA de doble cadena (DNAds) a DNAss, 
que rápidamente queda recubierto por RPA (Giannattasio et al., 2004). 
Algunos de los agentes genotóxicos comúnmente utilizados en el laboratorio 
para inducir este tipo de señal que activa el checkpoint son: el agente 
alquilante metilmetanosulfonato (MMS), que introduce grupos alquilo en las 
bases del DNA; la radiación UV, que induce la formación de dímeros de 
timina, y la hidroxiurea (HU), que inhibe la ribonucleótido reductasa (RNR), 
enzima que cataliza el paso limitante en la biosíntesis de dNTPs, haciendo 
que disminuya el pool de dNTPs y con ello se detengan las horquillas de 
replicación. 

 Entre los diferentes tipos de lesiones que se pueden producir en el 
DNA, las DSBs constituyen una de las formas más citotóxicas y suponen una 
importante amenaza para la viabilidad celular. La radiación ionizante o la 
fleomicina, un derivado de antibiótico que se intercala en el DNA 
destruyendo la integridad de la doble hélice, son agentes genotóxicos 
empleados para generar múltiples DSBs de manera aleatoria. También es 
posible inducir DSBs en puntos concretos del genoma mediante el uso de 
nucleasas. En S. cerevisiae existen 2 endonucleasas endógenas, ampliamente 
utilizadas para la inducción de una o múltiples DSBs de manera específica: 
HO (HOmocatallytic switching), implicada en el cambio de mating, y I-SceI, 
codificada por el genoma mitocondrial (Jacquier and Dujon, 1985; Lee and 
Haber, 2015). Cabe destacar que el uso de estas enzimas ha sido una de las 
principales herramientas que ha permitido describir y caracterizar con 
detalle la maquinaria del checkpoint de integridad del DNA (Finn et al., 2012; 
Waterman et al., 2020).  
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Resección de DSBs 

 Una vez generada la DSB, la detección de la lesión por sí misma 
activa la señalización del checkpoint de integridad del DNA. Además, las DSBs 
también pueden ser procesadas para generar estructuras de DNAss-RPA. El 
proceso de generación de DNAss a partir de los extremos de la DSB se 
conoce como resección, y su regulación es clave para determinar la vía de 
activación del checkpoint de integridad del DNA y la reparación de la lesión 
(Bonetti et al., 2018; Symington, 2016).  

Cuando se genera una DSB, las primeras proteínas que detectan el 
daño y se asocian al DNA son los complejos Ku (Ku70-Ku80 en S. cerevisiae, 
KU70-KU80 en mamíferos) y MRX (Mre11-Rad50-Xrs2) en levadura, MRN 
(MRE11-RAD50-NSB1) en mamíferos (Lisby et al., 2004). Estos complejos 
compiten por su unión al sitio de daño y tienen efectos opuestos sobre el 
procesamiento de la DSB: Ku actúa como regulador negativo de resección, 
mientras que MRX es uno de los factores implicados en el procesamiento de 
los extremos generados tras la rotura (Shim et al., 2010). La resección de la 
DSB tiene lugar en 2 etapas. MRX inicia una resección en dirección 3’-5’ que 
elimina una pequeña región de 20-100 nucleótidos. La actividad nucleasa del 
complejo MRX reside en la subunidad Mre11 y requiere de la asociación a la 
DSB de la proteína Sae2 (CtIP en mamíferos), que estimula su actividad 
nucleasa (Andres and Williams, 2017; Reginato and Cejka, 2020). La 
generación de extremos 3’ colgantes de DNAss desplaza al complejo Ku, que 
tiene baja afinidad por DNAss, y de esta forma permite el acceso a las 
nucleasas responsables de resección extensiva de la DSB (Mimitou and 
Symington, 2010; Shim et al., 2010). Tanto en levadura como en mamíferos, 
2 nucleasas parcialmente redundantes llevan a cabo la resección extensiva: 
la exonucleasa Exo1/EXO1 y el complejo helicasa-endonucleasa Sgs1-Dna2 
en levadura, BLM-DNA2 en mamíferos (Mimitou and Symington, 2008; Zhu 
et al., 2008). Estas nucleasas degradan el DNA en dirección 5’-3’ y la 
resección puede alcanzar decenas de kb desde el punto de rotura. En 
levadura, la deleción de EXO1 o DNA2 reduce ligeramente el procesamiento 
de la DSB, pero la deleción combinada de ambos genes afecta gravemente a 
la resección (Lydeard et al., 2010). En mamíferos, la helicasa BLM promueve 
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la actividad nucleolítica tanto de EXO1 como de DNA2 (Nimonkar et al., 
2011). 

La resección de la DSB está regulada a lo largo del ciclo celular. En 
fases con actividad CDK baja, como G1, la resección es muy reducida y 
apenas se genera DNAss; por el contrario, en fases en las que la actividad 
CDK es alta, la fosforilación de Sae2/CtIP y Dna2/DNA2 por la CDK estimula 
el procesamiento de la DSB (Chen et al., 2011; Enserink and Kolodner, 2010; 
Huertas and Jackson, 2009; Huertas et al., 2008; Ira et al., 2004). 

 

Quinasas sensoras  

Las quinasas sensoras pertenecen a la familia de PIKK, quinasas 
relacionadas con la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K), conocidas como Tel1 y 
Mec1 en levadura, ATM (Ataxia-Telangectasia Mutated) y ATR (Ataxia-
Telangectasia Mutated and Rad3-related) en mamíferos. En mamíferos, 
además, existe una tercera PIKK implicada en la respuesta a daño en el DNA, 
DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit) (Blackford and 
Jackson, 2017). En S. cerevisiae, Mec1 es considerada la principal PIKK y juega 
un papel general en la activación del checkpoint de integridad del DNA y es 
activada en respuesta a cualquier lesión que genere DNAss-RPA. En cambio, 
Tel1 reconoce y se activa específicamente en respuesta a DSBs no 
procesadas. Esta misma especialización funcional entre las quinasas 
sensoras existe en mamíferos. Así, ATR se activa a una amplia variedad de 
lesiones que generan RPA-DNAss, mientras que ATM responde 
específicamente a DSBs no procesadas, lesiones que también conducen a la 
activación de DNA-PKcs. Todas estas quinasas fosforilan a sus dianas en 
residuos de Ser o Thr seguidos de Gln (sitios [S/T]Q) (Bannister et al., 1993; 
Kim et al., 1999). 

Mec1/ATR 

Mec1 se encuentra formando un complejo heterodimérico con 
Ddc2, independientemente de la presencia de daño en el DNA (Paciotti et al., 
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2000). Estudios estructurales recientes muestran que Mec1-Ddc2 se 
encuentra formando dímeros de heterodímeros, con diferentes interfaces 
de unión entre Mec1-Mec1, Mec1-Ddc2 y Ddc2-Ddc2 (Deshpande et al., 
2017; Tannous et al., 2021; Wang et al., 2017b). La interacción entre RPA y 
Mec1 está mediada por Ddc2, a través de un dominio de interacción con RPA 
localizado en su extremo N-terminal (Ball et al., 2007; Deshpande et al., 
2017; Zou and Elledge, 2003). Esta región de unión a RPA está separada del 
resto del complejo Mec1-Ddc2 por una pequeña región bisagra, lo que 
aporta flexibilidad al complejo y permite al dominio quinasa de Mec1 
fosforilar a sus diferentes sustratos asociados al DNA (Tannous and Burgers, 
2021).  

En mamíferos, ATR se asocia con ATRIP (ATR Interacting Partner) e, 
igual que ocurre en levadura, forman dímeros de heterodímeros (Rao et al., 
2017). Esta dimerización de los complejos ATR-ATRIP es necesaria para la 
función de ATR en la respuesta a daño en el DNA (Ball and Cortez, 2005). 
Tras su activación, ATR se autofosforila en el residuo Thr1989 (Liu et al., 2011; 
Nam et al., 2011). Aunque existe controversia acerca de si juega un papel en 
la función de ATR, la fosforilación de este sitio es considerada un buen 
marcador de ATR activa (Blackford and Jackson, 2017).  

Paralelamente, y de manera independiente a la asociación de Mec1-
Ddc2/ATR-ATRIP al DNA, en las transiciones DNAds/DNAss se produce el 
reclutamiento del complejo 9-1-1 (Ellison and Stillman, 2003; Majka et al., 
2006a). Se trata de un complejo heterotrimérico formado por Ddc1-Rad17-
Mec3 en levadura y RAD9-RAD1-HUS1 en mamíferos, relacionado 
estructuralmente con el complejo abrazadera de replicación PCNA, por lo 
que también es conocido como complejo abrazadera del checkpoint (Doré et 
al., 2009; Majka and Burgers, 2003; Sohn and Cho, 2009). Este complejo es 
cargado al DNA con ayuda de un “cargador de abrazadera”, una forma del 
factor de replicación C (RFC) donde es la proteína Rad24 (RAD17 en 
mamíferos), en lugar de Rfc1, la que forma un complejo con las subunidades 
Rfc2-5 (Green et al., 2000). 
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Mec1 mantiene una actividad quinasa baja, lo cual es esencial para 
el crecimiento celular y el mantenimiento de la integridad del genoma. Mec1 
fosforila numerosos sustratos que son importantes para la correcta 
replicación del DNA en ausencia de daño en el DNA (Lanz et al., 2018). En 
respuesta a estrés genotóxico, se produce una fuerte inducción de la 
actividad quinasa de Mec1, que conduce a la activación de la respuesta 
general a daño en el DNA. El reclutamiento a la zona de la lesión y la 
formación de un complejo Mec1-Ddc2-RPA-DNAss per se provoca que la 
actividad de Mec1 se duplique (Biswas et al., 2019). Sin embargo, la mayor 
inducción de su actividad como quinasa se produce como consecuencia de 
la interacción de Mec1 con sus activadores directos, componentes de la 
maquinaria del checkpoint de integridad del DNA y que estimulan entre 20 y 
50 veces su actividad enzimática (Tannous and Burgers, 2021). En S. 
cerevisiae existen 3 proteínas que actúan como co-activadores, que operan 
en distintas fases del ciclo celular y tienen como característica común la 
presencia de un dominio activador de Mec1 (MAD, Mec1 Activation Domain). 
El primero de estos co-activadores es Ddc1, subunidad del complejo 9-1-1. 
La co-localización de los complejos Mec1-Ddc2 y 9-1-1 en los sitios de daño 
en el DNA facilita la asociación estable entre Mec1-Ddc2 y Ddc1 (Bonilla et 
al., 2008; Majka et al., 2006b; Navadgi-Patil and Burgers, 2009). Cabe indicar 
que la co-localización artificial de los complejos Mec1-Ddc2 y 9-1-1, incluso 
en ausencia de daño en el DNA, es suficiente para activar el checkpoint 
(Bonilla et al., 2008). Una vez reclutados, la interacción entre Mec1 y la cola 
C-terminal de Ddc1, que contiene el MAD, estimula su actividad quinasa. 
Esta estimulación resulta en la fosforilación de sus dianas, entre ellas la 
propia Ddc1 en el residuo Thr602, localizado en su cola C-terminal (Navadgi-
Patil and Burgers, 2009; Puddu et al., 2008). La fosforilación de Ddc1 permite 
el reclutamiento al sitio de daño en el DNA de un segundo co-activador de 
Mec1, Dpb11, que interacciona físicamente con Ddc1 al reconocer el residuo 
de Thr602 fosforilado a través de 2 de sus dominios BRCT (Pfander and 
Diffley, 2011). Una vez Dpb11 se encuentra unido a la zona de la lesión, se 
asocia con el complejo Mec1-Ddc2 y a través de su cola C-terminal estimula 
la actividad quinasa de Mec1 (Mordes et al., 2008a; Navadgi-Patil and 
Burgers, 2008; Navadgi-Patil et al., 2011; Pfander and Diffley, 2011). Dpb11 
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también es sustrato de Mec1; de hecho, este papel como activador está 
estimulado por su fosforilación en el residuo Thr731 por parte de Mec1 
(Mordes et al., 2008a), lo que supone un feedback positivo en la señalización 
del checkpoint. Ddc1 y, como se comentará más adelante, Dpb11 son 
proteínas claves en la activación de la respuesta a daño en el DNA por su 
doble papel como co-activadores de Mec1 y como andamiaje físico y 
plataforma de ensamblaje de la maquinaria del checkpoint que conduce a la 
fosforilación de Rad53. Por último, Dna2 también actúa como activador de 
Mec1, función mediada por el MAD presente en su región N-terminal y que 
es independiente de su actividad endonucleasa y helicasa (Kumar and 
Burgers, 2013; Wanrooij and Burgers, 2015). A diferencia de Ddc1, que actúa 
en todas las fases del ciclo, y de Dpb11, que colabora con Ddc1 en las fases S 
y G2, el papel de Dna2 en la estimulación de la actividad quinasa de Mec1 se 
restringe a fase S (Tannous and Burgers, 2021). 

En mamíferos existen 2 activadores de ATR: TOPBP1 y ETAA1 
(Tannous and Burgers, 2021). El mecanismo de activación de estas proteínas 
también depende de la presencia de del dominio ADD (ATR Activation 
Domain) (Thada and Cortez, 2019). Recientemente se ha descrito que, en 
concordancia con la formación de dímeros de complejos ATR-ATRIP, la 
dimerización de estos activadores es importante para la óptima señalización 
de ATR (Thada and Cortez, 2021). TOPBP1 es el ortólogo en mamíferos de 
Dpb11 y su reclutamiento a los sitios de daño también se produce a través 
de la subunidad RAD9 del complejo 9-1-1, con la diferencia de que en 
mamíferos la fosforilación de RAD9 que media esta interacción depende de 
Caseín Quinasa 2 (CK2) (Rappas et al., 2011; Takeishi et al., 2010). La unión 
entre TOPBP1 y RAD9 facilita la asociación de TOPBP1 con ATRIP y de este 
modo estimula la actividad quinasa de ATR a través de su AAD localizado en 
la región C-terminal (Kumagai et al., 2006; Mordes et al., 2008b). Al contrario 
que en levadura, no existen evidencias que demuestren un papel del 
complejo 9-1-1 como activador directo de ATR, de modo que su principal 
función es localizar a TOPBP1 en las transiciones DNAds/DNAss en los sitios 
de daño (Delacroix et al., 2007). En los últimos años se ha identificado un 
segundo activador de ATR, ETAA1, que carece de ortólogo en levadura y su 
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función está relacionada con la respuesta a estrés replicativo. ETAA1 es 
importante para la correcta replicación del DNA y su unión al DNAss se 
produce a través de la interacción directa con RPA (Bass et al., 2016; Lee et 
al., 2016). Está descrito que la deleción del AAD de ETAA1 en su región N-
terminal reduce drásticamente la actividad ATR en fase S en ausencia de 
daño en el DNA (Saldivar et al., 2018). Por este motivo, se han establecido 
paralelismos entre ETAA1 y Dna2 de levadura, que, entre otras muchas 
funciones, también participa en la replicación del DNA durante la 
maduración de los fragmentos de Okazaki (Zheng et al., 2020). 

Tel1/ATM 

A diferencia de Mec1, que es la principal quinasa sensora en S. 
cereivisiae y responde a una amplia variedad de lesiones, el papel de Tel1 se 
restringe a la respuesta a DSBs no procesadas. En levadura, el papel de Tel1 
es menos trascendente que el de Mec1 y, de hecho, la mutación de TEL1 no 
es letal, al contrario que la de MEC1. Genéticamente TEL1 presenta 
redundancia funcional parcial con MEC1, de modo que el doble mutante 
mec1tel1 presenta un aumento de la sensibilidad a agentes que dañan el 
DNA y un aumento de la tasa de inestabilidad genómica (Morrow et al., 
1995; Myung et al., 2001). La función de Tel1 cobra relevancia cuando se 
producen varias DSBs simultáneamente o en presencia de DSBs “sucias”, 
con proteínas asociadas que dificultan la acción de la maquinaria de 
resección (Fukunaga et al., 2011; Mantiero et al., 2007). Tel1 se asocia a la 
DSB a través de su interacción con el complejo MRX. En concreto, es la 
subunidad Xrs2 la encargada de interaccionar con Tel1 y permitir su anclaje 
a la zona de la lesión (Nakada et al., 2003a). Además de su papel como 
reclutador al sitio de daño, el complejo MRX también está implicado en la 
activación de Tel1. Igual que Mec1, Tel1 mantiene una actividad basal baja 
en condiciones normales. En respuesta a DSBs, el reclutamiento de Tel1 a la 
zona de la lesión por interacción con MRX estimula su actividad quinasa en 2 
órdenes de magnitud (Hailemariam et al., 2019), lo que conduce a una 
activación del checkpoint dependiente de Tel1 antes de que se inicie la 
resección de la DSB (D’Amours and Jackson, 2001; Grenon et al., 2001; Usui 
et al., 2001). 
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En mamíferos, ATM juega un papel más importante que Tel1 en 
levadura en la respuesta a DSB, debido a que la DSB permanece más tiempo 
sin ser procesada (Garber et al., 2005). ATM también es reclutada a la DSB 
por el complejo MRN a través de su unión a la subunidad NBS1 (Falck et al., 
2005). ATM existe en la célula como un dímero inactivo, que, tras su 
activación, se disocia en 2 monómeros activos (Bakkenist and Kastan, 2003). 
La autofosforilación del residuo Ser1981 se ha relacionado con la transición 
dímero-monómero y la activación de ATM (Kozlov et al., 2006), aunque existe 
controversia acerca del papel de dicha fosforilación en su función (Paull, 
2015). Por otra parte, se ha propuesto que la completa activación de ATM 
requiere de la acetilación del residuo Lys3016 por la acetiltransferasa TIP60 
(Sun et al., 2005, 2007). Es interesante comentar que, además del modelo 
canónico de activación directa de ATM por MRN unido a DSBs (Lee and Paull, 
2004), ATM también se activa en respuesta a estrés oxidativo, y en esta 
condición lo hace de manera independiente de MRN (Guo et al., 2010).  

DNA-PKcs 

DNA-PKcs es una quinasa presente únicamente en mamíferos que 
actúa como un segundo sensor de DSBs (Blackford and Jackson, 2017). Su 
reclutamiento al sitio de daño se produce a través de la subunidad KU80 del 
complejo KU (Gell and Jackson, 1999; Singleton et al., 1999). Igual que ATR y 
ATM, DNA-PKcs sufre eventos de autofosforilación. Los residuos Ser2056 y 
Thr2609 se utilizan como marcadores de DNA-PKcs activa (Chan et al., 2002; 
Chen et al., 2005), y son importantes para su función en la reparación de la 
DSB. En concreto, la fosforilación de estos residuos induce cambios 
conformacionales que permiten la disociación de DNA-PKcs de los extremos 
de DNA y la acción de la maquinaria de reparación (Jette and Lees-Miller, 
2015). Un tercer residuo, la Thr3950, está implicado en la inactivación de la 
actividad quinasa de DNA-PKcs (Douglas et al., 2007; Sibanda et al., 2017). 

Interconexión entre quinasas sensoras 

 En S. cerevisiae, Mec1 y Tel1 comparten múltiples sustratos en la 
maquinaria del checkpoint de integridad del DNA, que incluyen RPA, Sae2, 
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Dna2, la histona H2A, la proteína adaptadora Rad9 y las quinasas efectoras 
Rad53 y Chk1 (Baroni et al., 2004; Brush et al., 1996; Chen et al., 2011; Ciccia 
and Elledge, 2010). Tel1 y Mec1 colaboran en la activación del checkpoint de 
integridad del DNA en respuesta a DSB, y ambas juegan un papel en el 
control de la resección (Gobbini et al., 2013; Villa et al., 2016). La fosforilación 
de Sae2 en los sitios [S/T]Q es necesaria para su función en resección, ya 
que se ha descrito que la mutación de estos sitios reproduce el fenotipo de 
un mutante sae2 (Baroni et al., 2004). Tel1, además, favorece la acción de 
MRX a través de la fosforilación de Xrs2 (D’Amours and Jackson, 2001; 
Nakada et al., 2003b) y al aumentar la persistencia del complejo MRX en la 
DSB. Esta última función es independiente de su actividad quinasa, 
apoyando un papel estructural en la estabilización de MRX en los extremos 
de la DSB (Cassani et al., 2016). Mec1 también regula la generación de 
DNAss que permite el cambio de señalización entre quinasas sensoras. Un 
mutante mec1-ad, que presenta defectos de resección, mantiene a Tel1 y 
MRX asociados a la DSB y es incapaz de inactivar la señalización del 
checkpoint vía Tel1 (Clerici et al., 2014). Así, la resección es importante para 
apagar la vía de señalización de Tel1 y permitir la activación de Mec1 y, como 
se comentará más adelante, es clave para la reparación de la DSB. 

 En mamíferos también existe este intercambio de señalización de 
ATM a ATR en respuesta a DSB, aunque, como se menciona en líneas 
anteriores, la resección no se produce de manera tan rápida como en 
levadura. ATM favorece la conversión de los extremos de la DSB en DNAss a 
través de la fosforilación de CtIP (Shibata et al., 2011). Además de esta 
activación de ATR dependiente de ATM (Cuadrado et al., 2006; Shiotani and 
Zou, 2009), existen otros ejemplos de crosstalk entre las quinasas sensoras. 
ATM y ATR serían capaces de fosforilar a DNA-PKcs en el residuo Thr2609 y, de 
este modo, regular su función en la reparación del DNA (Chen et al., 2007; 
Yajima et al., 2006). También se ha propuesto que DNA-PKcs fosforila a ATM 
para limitar su actividad (Zhou et al., 2017). Adicionalmente, está descrito 
que ATR fosforila a ATM en respuesta a radiación UV (Stiff et al., 2006). 
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Fosforilación de histona H2A 

 Uno de los primeros eventos que se producen tras la detección del 
daño en el DNA es la fosforilación de la histona H2A. En S. cerevisiae, Mec1 y 
Tel1 fosforilan el residuo Ser129 de la cola C-terminal de H2A, que en ese 
estado fosforilado pasa a denominarse γ-H2A (Downs et al., 2000). En 
mamíferos, esta fosforilación se produce en el residuo Ser139 de la variante 
H2AX, conocida como γ-H2AX (Rogakou et al., 1998). Está descrito que las 3 
quinasas sensoras, ATR, ATM y DNA-PKcs, fosforilan a H2AX en respuesta a 
daño en el DNA (Burma et al., 2001; Stiff et al., 2004; Ward and Chen, 2001).  

La fosforilación de H2A(X) sirve como marca de DNA dañado y 
permite el reclutamiento y la asociación estable de diferentes factores 
implicados en la respuesta a daño en el DNA, como factores de reparación o 
las proteínas adaptadoras necesarias para transducir la señal a las quinasas 
efectoras del checkpoint de integridad del DNA (Foster and Downs, 2005; 
Rossetto et al., 2010; Xu and Price, 2011). Esta fosforilación se propaga 
rápidamente por el DNA, aproximadamente 50 kb desde el sitio de daño en 
levadura y en mamíferos puede alcanzar hasta 1-2 Mb de distancia (Rogakou 
et al., 1999; Shroff et al., 2004). Un estudio reciente en el que se analiza con 
detalle la cinética de fosforilación de H2A en respuesta a DSB en S. cerevisiae 
sugiere que Mec1 y Tel1 utilizan diferentes mecanismos para propagar esta 
fosforilación: Tel1 actuaría moviéndose linealmente por la cromatina, 
mientras que Mec1 lo haría mediante un mecanismo de difusión 
tridimensional, actuando en trans sobre regiones de DNA no dañadas 
alejadas del sitio de daño que son traídas a las proximidades de la DSB (Li et 
al., 2020). 

 

Proteínas adaptadoras 

 La transducción de la señal del checkpoint de integridad del DNA 
requiere de proteínas adaptadoras que reclutan a las quinasas efectoras 
hasta las proximidades de las quinasas sensoras unidas a los extremos de la 
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DSB o al DNAss generado tras la resección de las mismas o por otras 
lesiones. Los eventos moleculares y los determinantes de esta transducción 
de la señal se conocen con mucho más detalle en S. cerevisiae que en 
eucariotas superiores. Aunque se han realizado numerosos intentos por 
trasladar el conocimiento obtenido en levadura, aún hoy en día falta 
información acerca del funcionamiento de estas proteínas adaptadoras en 
mamíferos, dada la complejidad de los mecanismos reguladores y la 
existencia de redundancia funcional entre ellas. 

Rad9, MDC1 y 53BP1 

 En S. cerevisiae Rad9 es la principal proteína adaptadora que media 
la activación de las quinasas efectoras Rad53 y Chk1. En condiciones 
normales, Rad9 se encuentra en un estado hipofosforilado (Gilbert et al., 
2001). En respuesta a daño en el DNA, se produce el reclutamiento de Rad9 
a la zona de la lesión y su posterior hiperfosforilación por las quinasas 
sensoras del checkpoint (Emili, 1998; Vialard et al., 1998). Existen 2 
mecanismos que contribuyen a la asociación de Rad9 a los sitios de daño en 
el DNA. El primero de ellos depende del reconocimiento por parte de Rad9 
de modificaciones presentes en la cromatina. A través de su dominio 
TUDOR, Rad9 reconoce la metilación del residuo Lys79 de la histona H3 
(meH3K79), modificación constitutiva que depende de la histona 
metiltransferasa Dot1 (Grenon et al., 2007; Wysocki et al., 2005). Un estudio 
reciente describe un papel del complejo remodelador de la cromatina Dpb4-
Dpb3 en la unión de Rad9 a meH3K79 en respuesta a DSB, en el que se 
propone que este complejo favorece el intercambio de H3 en los 
nucleosomas próximos a los extremos de la DSB, lo que aumenta la 
exposición de H3 y de este modo promueve la asociación de Rad9 (Casari et 
al., 2021). Otro punto de anclaje de Rad9 a la cromatina es γ-H2A, que 
reconoce por medio de su dominio BRCT en tándem (Hammet et al., 2007; 
Toh et al., 2006). Células que no pueden sufrir estas modificaciones, como 
los mutantes dot1∆ o h2a-S129, presentan graves defectos de activación del 
checkpoint de integridad del DNA en fase G1 (Giannattasio et al., 2005; 
Grenon et al., 2007; Wysocki et al., 2005)  En esta fase, la asociación de Rad9 
a los sitios de daño depende de la vía de modificación de histonas; sin 
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embargo, la pérdida de estas modificaciones no afecta a la activación del 
checkpoint de integridad del DNA en G2/M, lo que indica la existencia de 
mecanismos alternativos que permiten su unión al DNA fuera de la fase G1 
(Giannattasio et al., 2005; Grenon et al., 2007; Wysocki et al., 2005). La 
segunda vía de reclutamiento de Rad9 depende de su unión a Ddc1-Dpb11 
(Granata et al., 2010; Pfander and Diffley, 2011). Dpb11 actúa como puente 
entre Ddc1 y Rad9: a través de sus dominios BRCT3,4 se encuentra unida a 
Ddc1 fosforilada por Mec1 y por medio de sus dominios BRCT1,2 reconoce a 
Rad9 fosforilada. La interacción con Dpb11 depende de la fosforilación de 
los residuos Ser462 y Thr474 de Rad9, dos sitios [S/T]P que forman parte de la 
secuencia consenso de CDK, por lo que inicialmente se propuso que 
quedaba restringida a fases del ciclo en las que la actividad CDK es alta 
(Pfander and Diffley, 2011). Sin embargo, este mismo grupo ha descrito una 
interacción física entre Dpb11 y Rad9 en respuesta a daño en el DNA en fase 
G1, en la que la actividad Cdc28 es baja (Di Cicco et al., 2017). En esta fase, 
dicha interacción no está implicada en la asociación de Rad9 a los sitios de 
daño, pero sí requiere de la fosforilación de los residuos Ser462 y Thr474, que 
son fosforilados específicamente en condiciones de estrés genotóxico. Por el 
momento, se desconoce la quinasa responsable de estas fosforilaciones así 
como la relevancia fisiológica de la interacción Dpb11-Rad9 en esta fase del 
ciclo, ya que, como se ha comentado, no participa en el reclutamiento de 
Rad9 a la cromatina (Di Cicco et al., 2017). 

 Tras el reclutamiento a la cromatina, Rad9 es hiperfosforilada por 
Mec1 y Tel1 en múltiples sitios [S/T]Q (Emili, 1998; Vialard et al., 1998). En 
concreto, Rad9 contiene 14 sitios [S/T]Q, pero los residuos claves para su 
papel en el checkpoint de integridad del DNA se concentran en el dominio 
SCD ([S/T]Q cluster domain), además del residuo Thr603 (Schwartz et al., 2002). 
Dicha hiperfosforilación tiene 2 objetivos. Por una parte, el reclutamiento de 
Rad53, que reconoce los residuos fosforilados de Rad9 a través de sus 2 
dominios FHA (forkhead associated) (Durocher et al., 1999; Granata et al., 
2010; Schwartz et al., 2002, 2003; Sun et al., 1998; Sweeney et al., 2005). Por 
otra parte, favorecer la oligomerización de Rad9, ya que la fosforilación del 
dominio SCD promueve su interacción con el dominio BRCT de diferentes 
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moléculas de Rad9 (Usui et al., 2009). Así, Rad9 hiperfosforilada sirve como 
adaptador molecular y proteína de andamiaje para facilitar la amplificación 
de la señal del checkpoint de integridad del DNA. Aunque la oligomerización 
de Rad9 parece prescindible para la activación inicial de Rad53, sí es 
necesaria para mantener la activación del checkpoint de integridad del DNA, 
dado que mutaciones que afectan a la oligomerización de Rad9 no impiden 
la fosforilación de Rad53 en respuesta a daño en el DNA, pero sí afectan al 
mantenimiento de su activación en el tiempo (Usui et al., 2009). 

 En mamíferos, la identidad y los papeles de los adaptadores del 
checkpoint no están tan bien definidos como en levadura y aún existe cierta 
controversia sobre ellas. 53BP1 y MDC1 están implicadas en la transducción 
de la señal de ATM a CHK2 y de ATR a CHK1 (Goldberg et al., 2003; Peng and 
Chen, 2003; Stewart et al., 2003; Wu et al., 2008). 53BP1 es el ortólogo en 
mamíferos de Rad9, pero MDC1 también comparte similitudes funcionales 
con la proteína adaptadora de levadura. Se trata de proteínas grandes con 
dominios BRCT con capacidad de asociarse a γ-H2AX y TOPBP1 (Cescutti et 
al., 2010; Leung et al., 2013; Wang et al., 2011). En el caso de 53BP1 su 
reclutamiento a través de γ-H2AX ha sido controvertido, pero recientemente 
hay evidencias que apoyan esta interacción (Baldock et al., 2015; Kleiner et 
al., 2015). Sin embargo, el principal mecanismo de asociación de 53BP1 a los 
sitios de daño en el DNA depende de la ubiquitinación de H2A, mecanismo 
que no está conservado en levadura, y que requiere del reclutamiento 
previo de MDC1 (Hustedt and Durocher, 2016). Tras unirse a γ-H2AX en los 
sitios de daño y ser fosforilada por ATM (Stucki et al., 2005), MDC1 recluta a 
las E3 ubiquitina ligasas RNF8 y RFN168, responsables de la ubiquitinación 
de H2A que conduce a la unión al DNA de 53BP1 (Doil et al., 2009; Huen et 
al., 2007; Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). La fosforilación de las 
proteínas adaptadoras por ATM y ATR permite el reclutamiento y activación 
in situ de las quinasas efectoras (Canman, 2003; Wang et al., 2002). 

Mrc1/Claspina 

En respuesta a estrés replicativo, la transducción y amplificación del 
checkpoint depende de una segunda proteína adaptadora, Mrc1 (Alcasabas 



Introducción 

 21 

et al., 2001; Osborn and Elledge, 2003). Mrc1 forma parte del replisoma y es 
esencial durante la replicación del DNA para asegurar una adecuada 
velocidad de progresión de las horquillas replicativas (Yeeles et al., 2017). 
Por este motivo, a diferencia de Rad9, Mrc1 no requiere de un mecanismo 
de reclutamiento a los sitios de daño en el DNA. De hecho, Mrc1 media una 
repuesta más rápida en presencia de estrés replicativo que la activación del 
checkpoint dependiente de Rad9 (Bacal et al., 2018; Pardo et al., 2017). En 
concordancia con ello, se ha descrito que la co-localización de Mrc1 y Mec1 
in vivo es suficiente para la fosforilación y activación de Rad53 (Berens and 
Toczyski, 2012). Mrc1 también es fosforilada por Mec1 en múltiples sitios 
[S/T]Q en respuesta a estrés replicativo y de este modo media el 
reclutamiento de Rad53 al DNA (Osborn and Elledge, 2003).  

En mamíferos, Claspina es la proteína adaptadora implicada en 
transducir la señal de ATR a CHK1 en respuesta a estrés replicativo (Kumagai 
and Dunphy, 2000). Como Mrc1, Claspina se asocia con el replisoma (Lee et 
al., 2003), participa de manera normal en la replicación del DNA y recluta a 
CHK1 en respuesta a estrés replicativo (Smits et al., 2019). También de 
manera similar a lo que ocurre en levadura, la interacción Claspina-CHK1 
depende de ATR (Kumagai and Dunphy, 2003; Lindsey-Boltz et al., 2009). 
Mientras que aún se desconoce en mamíferos si ATR fosforila directamente 
a Claspina, en Xenopus se ha demostrado que ATR fosforila directamente a 
Claspina en los residuos Thr817 y Thr819, que son esenciales para el 
reclutamiento de CHK1 (Yoo et al., 2006). 

 

Quinasas efectoras 

Tras la unión de las proteínas adaptadoras a los sitios de daño, a 
continuación, se produce el reclutamiento de las quinasas efectoras del 
checkpoint de integridad del DNA. Rad53 es la principal quinasa efectora en 
levadura, en la que Chk1 juega un papel menor en la respuesta a daño en el 
DNA. En mamíferos, por el contrario, cada una de las quinasas efectoras 
está especializada en la respuesta a distintos tipos de lesiones, igual que 
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ocurre con las quinasas sensoras. CHK1 es activada preferentemente por 
ATR en respuesta a una amplia variedad de lesiones, mientras que CHK2 es 
activada por ATM en presencia de DSBs no procesadas. 

Rad53/CHK2 

Una vez Rad53 es reclutada a los sitios de daño en el DNA por su 
unión a Rad9 hiperfosforilada, su proximidad a las quinasas sensoras 
permite la fosforilación en sitios [S/T]Q de su región N-terminal. Como se ha 
mencionado en líneas anteriores, Rad53 contiene 2 dominios FHA de unión 
a fosfoproteínas, uno situado en la región N-terminal y otro en la región C-
terminal, que flanquean el dominio quinasa (Pellicioli and Foiani, 2005). La 
fosforilación por Mec1 y Tel1 promueve la actividad quinasa de Rad53 al 
interferir con un dominio autoinhibitorio (Fiorani et al., 2008). Esta activación 
inicial permite la formación de oligómeros y la autofosforilación en trans de 
moléculas de Rad53, lo que conduce a su completa activación (Jia-Lin Ma and 
Stern, 2008). La hiperfosforilación de Rad53 se puede observar mediante 
Western blot por la aparición de bandas de menor movilidad electroforética, 
lo que permite monitorizar fácilmente la activación del checkpoint de 
integridad del DNA. Cabe destacar que la sobreexpresión de Rad53 en 
células de bacteria, en la que no hay quinasas sensoras ni proteínas 
adaptadoras del checkpoint tiene como resultado la hiperactivación de 
Rad53 (Gilbert et al., 2001). Además, la formación de oligómeros de Rad53 in 
vitro también resulta en la autofosforilación y activación de Rad53 (Jia-Lin Ma 
and Stern, 2008). Estas evidencias apoyan el modelo según el cual el 
aumento de la concentración de Rad53 es suficiente para su activación, en el 
que las proteínas adaptadoras sirven como puntos para concentrar 
moléculas de la quinasa efectora y las quinasas sensoras facilitan el disparo 
inicial al reducir el umbral de concentración requerido para la activación. 
Finalmente, los monómeros de Rad53 activos se disocian de la cromatina 
para poder actuar sobre sus dianas (Chen et al., 2014; Gilbert et al., 2001). 
Mientras que Rad9 promueve la activación de Rad53, Rad53 limita la 
oligomerización de Rad9 mediante la fosforilación del dominio SCD, lo que 
rompe la interacción entre los dominios BRCT y SCD de moléculas de Rad9. 
Esto supone un mecanismo de retroalimentación negativa que, junto con 
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otros eventos, contribuye a reducir la señalización del checkpoint (Usui et al., 
2009). 

CHK2 de mamíferos comparte similitudes a nivel estructural y de 
secuencia con Rad53, incluyendo los dominios FHA (Matsuoka et al., 1998), 
pero las similitudes funcionales se reducen a la señalización en respuesta a 
DSB. Tras la detección de la DSB y la activación de ATM, los eventos de 
fosforilación mediados por ATM no solo reclutan a CHK2 al sitio de daño en 
el DNA, sino que también la fosforila directamente para promover su 
activación (Bartek and Lukas, 2003). La fosforilación en el residuo Thr68 de 
CHK2 por ATM, un marcador de activación de CHK2, permite la dimerización 
de 2 monómeros inactivos y su activación por autofosforilación (Ahn et al., 
2000; Schwarz et al., 2003; Xu et al., 2002). La dimerización de CHK2 es un 
estado transitorio, ya que tras múltiples eventos de trans- y cis-
autofosforilación promueve la rápida disociación del dímero, lo que conduce 
a la liberación de monómeros completamente activos (Ahn and Prives, 2002; 
Cai et al., 2009; Xu et al., 2002). De manera similar a lo que ocurre con Rad53 
de levadura, la sobreexpresión de CHK2 en bacterias resulta en su 
autofosforilación y activación, evidencia que apoya el papel del mecanismo 
de la oligomerización y el aumento de concentración de moléculas de CHK2 
para su activación (Schwarz et al., 2003; Xu et al., 2002). 

Chk1/CHK1 

 En levadura, Chk1 juega un papel minoritario en la respuesta a daño 
en el DNA. Así, células chk1 presentan un ligero retraso en el bloqueo en 
respuesta a una única DSB, mientras que células chk1 rad53 muestran el 
mismo defecto de parada de ciclo celular que el mutante rad53 (Dotiwala et 
al., 2007, 2010). En la activación de Chk1 también es necesaria la proteína 
adaptadora Rad9; sin embargo, a diferencia de Rad53, su interacción no 
depende de la fosforilación de Rad9 en sitios [S/T]Q. La activación de Chk1 
requiere del dominio CAD (Chk1 Activation Domain) situado en la región N-
terminal de Rad9, cuya fosforilación se produce independientemente de 
daño en el DNA y está regulada por la actividad CDK en la célula (Abreu et 
al., 2013; Blankley and Lydall, 2004; Sanchez et al., 1999). Una vez se 
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encuentra asociada al sitio de daño en el DNA, la fosforilación de Chk1 por 
las quinasas sensoras conduce a su activación, al dejar accesible el dominio 
quinasa de Chk1 y permitir su autofosforilación (Chen et al., 2009).  

En mamíferos, al contrario que ocurre en levadura, CHK1 juega un 
papel clave en la respuesta a daño en el DNA y se activa en respuesta a una 
amplia variedad de lesiones, motivo por el cual es considerado homólogo 
funcional de Rad53 de S. cerevisiae (Stracker et al., 2009). De manera similar 
a CHK2, la activación de CHK1 se produce en múltiples pasos secuenciales 
que requieren la fosforilación en los residuos Ser317 y Ser345 por parte de ATR. 
Igual que en levadura, la fosforilación de estos residuos induce un cambio 
conformacional en CHK1 que libera al dominio quinasa, situado en la región 
N-terminal, de la inhibición ejercida por el dominio regulador C-terminal 
(Chen et al., 2000; Katsuragi and Sagata, 2004; Oe et al., 2001; Walker et al., 
2009), y estimula la disociación de CHK1 de la cromatina (Shimada et al., 
2008; Smits et al., 2006). Sin embargo, a diferencia de Rad53 o CHK2, la 
activación de CHK1 no parece implicar su dimerización u oligomerización 
(Liu et al., 2000; Zhao and Piwnica-Worms, 2001). 

 

La respuesta del checkpoint de integridad del DNA 

 Una vez activadas, las quinasas del checkpoint de integridad del DNA 
inician una respuesta esencial para superar la situación de daño con éxito 
que afecta a múltiples aspectos de la fisiología celular (Lanz et al., 2019). En 
líneas generales, la respuesta de la célula consistirá en detener el ciclo 
celular, para evitar la acumulación de lesiones adicionales en el genoma, y 
reparar las lesiones ya generadas antes de reanudar la proliferación celular  
(Figura 1.3). 

Regulación transcripcional 

Uno de los ejes centrales de la respuesta a daño en el DNA es la 
regulación transcripcional, clave para coordinar la parada del ciclo celular y 
la reparación del DNA.  
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Figura 1.3. Respuesta del checkpoint de integridad del DNA. 

 

En levadura, Rad53 juega un papel central en la respuesta 
transcripcional en condiciones de estrés genotóxico (Smolka et al., 2012). En 
primer lugar, se produce una respuesta específica que implica la activación 
por Rad53 de la quinasa Dun1, la cual fosforila e inactiva al represor 
transcripcional Crt1 para inducir la expresión de un grupo reducido de 
genes, entre los que se encuentran RNR2, RNR3 y RNR4, que codifican para 
subunidades de la RNR (Huang et al., 1998). Por otra parte, Rad53 actúa 
sobre los factores del programa transcripcional de Start, SBF y MBF. MBF 
está especializado en la expresión de genes relacionados con el 
metabolismo del DNA. En respuesta a estrés replicativo, el objetivo será 
mantener la actividad MBF y la expresión de estos genes, lo que se consigue 
a través de la fosforilación inhibitoria del represor transcripcional Nrm1 por 
parte de Rad53 (Bastos de Oliveira et al., 2012; De Bruin et al., 2008; Travesa 
et al., 2012).  
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El papel central de la regulación transcripcional queda 
especialmente patente en mamíferos por la función que realiza el factor 
transcripcional p53, considerado “el guardián del genoma” y cuya relevancia 
se ve reflejada en el hecho de que sea la proteína más fuertemente mutada 
en cáncer (Efeyan and Serrano, 2007). La actividad de p53 se encuentra 
regulada por la E3 ligasa MDM2, que la ubiquitina para que sea degradada. 
En respuesta a daño en el DNA, las quinasas sensoras del checkpoint 
fosforilan a p53 y MDM2 favoreciendo su estabilización y acumulación 
nuclear (Kruse and Gu, 2009; Maya et al., 2001; Mayo et al., 1997; Shinozaki 
et al., 2003). Como consecuencia, p53 activa la transcripción de numerosos 
genes, entre ellos genes de reparación del DNA, parada del ciclo celular y 
apoptosis (Chen, 2016). 

 Además de p53, otra importante diana transcripcional del checkpoint 
de integridad del DNA en mamíferos es la familia de factores E2F del 
programa transcripcional de la transición G1/S. ATM, ATR y CHK2 activan por 
fosforilación a E2F1 (Lin et al., 2001; Stevens et al., 2003). En el caso de E2F6, 
que tiene funciones represoras, la fosforilación por CHK1 resulta en su 
inhibición, regulación que sería equivalente a la de Nrm1 en levadura 
(Bertoli et al., 2013). La transcripción dependiente de E2F incluye un gran 
número de genes implicados en la replicación y reparación del DNA (Poppy 
Roworth et al., 2015). Así, la inhibición del eje ATM-CHK1 provoca cambios en 
el proteoma a través del control del circuito transcripcional de E2F y p53, 
provocando un fuerte impacto en la maquinaria de reparación del DNA (Kim 
et al., 2018). 

Control del ciclo celular 

 En relación con el control del ciclo celular, la función clásica y más 
ampliamente estudiada del checkpoint de integridad del DNA es la inducción 
de una parada del ciclo impidiendo la entrada en mitosis. En concreto, a 
través de la inhibición de la actividad CDK mitótica regulando la fosforilación 
inhibitoria del residuo Tyr (Tyr19 en S. cerevisiae, Tyr15 en Schizosaccharomyces 
pombe y mamíferos). La quinasa Swe1/WEE1 y la fosfatasa Mih1/CDC25 son 
las responsables de regular el estado de fosforilación de este residuo. En S. 
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pombe y en mamíferos se produce la inhibición de CDC25 en respuesta a 
daño en el DNA (Furnari et al., 1997; Peng et al., 1997; Sanchez et al., 1997; 
Weinert, 1997). La fosforilación por CHK1 y CHK2 promueve su asociación a 
proteínas 14-3-3, que la retienen en el citoplasma e impiden su entrada al 
núcleo para desfosforilar y activar a la CDK (Lopez-Girona et al., 1999), y su 
degradación en el caso de mamíferos (Bartek and Lukas, 2007). Además, las 
quinasas del checkpoint fosforilan a WEE1 para aumentar su estabilidad y así 
favorecer la inhibición por fosforilación de la CDK mitótica (Boddy et al., 
1998; Lee et al., 2001; O’Connell et al., 1997). Este mecanismo de bloqueo de 
entrada en mitosis se pensaba que estaba ausente en S. cerevisiae; sin 
embargo, recientemente se ha descrito que la quinasa Swe1 sí es activada 
en respuesta a daño en el DNA e inhibe a la CDK mitótica (Palou et al., 2015). 
Adicionalmente, Rad53 también controla la actividad CDK a través de otro 
mecanismo independiente de Swe1, aunque se desconocen los detalles 
moleculares (Palou et al., 2015).  

El principal punto de bloqueo del ciclo celular en S. cerevisiae, no 
obstante, es la transición metafase-anafase. Esta parada se consigue a 
través de la estabilización de la securina Pds1 (Yamamoto et al., 1996), que 
regula la actividad de la separasa Esp1. Durante la progresión normal del 
ciclo, securina se asocia con separasa para inhibir su actividad proteasa. En 
la transición metafase-anafase, securina es ubiquitinada por el complejo 
APCCdc20 y es entonces degradada, liberando a separasa para cortar el anillo 
de cohesina y así separar las cromátidas hermanas (Ciosk et al., 1998; 
Shirayama et al., 1999). En respuesta a daño en el DNA, el checkpoint regula 
2 dianas clave para estabilizar a securina: la propia securina, que es 
fosforilada por Chk1 para impedir su degradación (Wang et al., 2001), y 
Cdc20, cuya fosforilación por Rad53 impide la ubiquitinación de la securina 
(Agarwal et al., 2003). Recientemente se ha descrito que la quinasa Dun1, 
también participa en la estabilización de securina a través de la inhibición de 
Rsp5, otra E3 ligasa capaz de inducir su degradación (Yam et al., 2020). De 
manera paralela, Rad53 también impide la salida de mitosis al actuar sobre 
la ruta MEN (Mitotic Exit Network) y ayudar así a mantener alta la actividad 
CDK mitótica. En concreto, Rad53 regula de manera negativa a la quinasa 
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polo Cdc5 y a la fosfatasa Cdc14. La regulación de Cdc5 por Rad53 no está 
definida, pero en el caso de Cdc14 se sabe que la mantiene retenida en el 
nucleolo para impedir la desfosforilación de sus sustratos (Liang and Wang, 
2007; Sanchez et al., 1999). Por otra parte, aunque la parada principal en S. 
cerevisiae afecta a la mitosis, se ha relacionado a Rad53 con la fase G1 y la 
transición de Start. En concreto, Rad53 fosforila a Swi6, subunidad 
reguladora de SBF y MBF, y, de este modo, regula el momento en que se 
ejecuta Start (Sidorova and Breeden, 1997, 2003). 

En mamíferos, hay un potente bloqueo tanto en G1/S como en 
G2/M. En ambos casos se produce en parte a través de la inhibición de la 
actividad CDK por fosforilación del residuo Tyr15. Este mecanismo representa 
una respuesta rápida, pero supone un bloqueo débil y transitorio. Una vía 
más robusta, aunque más lenta, implica al factor transcripcional p53. Entre 
sus genes diana se encuentra el gen del CKI p21. La acumulación de p21 
resulta en la inactivación de las CDKs tanto en G1/S como en G2/M (Harper 
et al., 1995; Wade Harper et al., 1993). Por otra parte, en organismos 
pluricelulares, cuando las células sufren un daño irreparable, como último 
mecanismo protector entran en apoptosis, evitando así la proliferación de 
las células que tienen alterado el genoma. Esta respuesta apoptótica está 
regulada nuevamente por el factor transcripcional p53, el cual activa la 
expresión de genes pro-apoptóticos como BAX, PUMA o APAF e inhibe la 
expresión de genes anti-apoptóticos como BCL2, favoreciendo así la 
activación de caspasas que llevan a cabo la muerte celular programada 
(Udayakumar et al., 2010). 

Inhibición del disparo de orígenes de replicación 

 Un mecanismo que previene la inestabilidad genómica en presencia 
de estrés replicativo es la inhibición del disparo de orígenes de replicación 
tardíos (Yekezare et al., 2013). Las quinasas del checkpoint de integridad del 
DNA inhiben el disparo de orígenes de replicación por medio de 2 vías 
principales, conservadas en levadura y mamíferos (Zegerman and Diffley, 
2010).  
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La primera es la inhibición de DDK (Dbf4-Dependent Kinase), quinasa 
que fosforila a proteínas del origen de replicación y cuya función es esencial 
en el inicio de la replicación del DNA. Rad53 fosforila a la subunidad 
reguladora Dbf4 en respuesta a estrés replicativo, aunque se desconoce 
cómo esta fosforilación inhibe la actividad DDK (Matthews et al., 2012). En 
mamíferos, ATR, ATM y CHK1 fosforilan a DBF4, inhibiendo el disparo de 
orígenes de replicación (Costanzo et al., 2003; Heffernan et al., 2007; Lee et 
al., 2012). 

La segunda es la fosforilación de Sld3 (Treslina en mamíferos), 
componente del complejo de pre-iniciación. La fosforilación de Sld3 por la 
CDK es esencial para que interaccione con Dpb11 y Cdc45 y tenga lugar el 
disparo de los orígenes de replicación (Zegerman and Diffley, 2007). En 
respuesta a daño en el DNA, Rad53 fosforila a Sld3 y de este modo impide 
su interacción con Dpb11 y Cdc45 (Lopez-Mosqueda et al., 2010; Zegerman 
and Diffley, 2010). En mamíferos, condiciones que alteran la replicación del 
DNA y conducen a la activación de CHK1 también provocan la pérdida de 
interacción entre Treslina y TOPBP1 (Boos et al., 2011). 

Protección y estabilización de horquillas de replicación 

 Tras la parada de horquillas replicativas por presencia de daño en el 
DNA en fase S o de estrés replicativo, el mantenimiento estable de los 
componentes del replisoma es esencial para que las horquillas no colapsen 
y sean capaces de reanudar la síntesis del DNA un vez solucionado el daño. 
En S. cerevisiae, Mec1 y Rad53 juegan un importante papel en la 
estabilización de las horquillas de replicación. Mec1 fosforila a proteínas 
asociadas a la horquilla como RPA, Mrc1 y a la helicasa Sgs1 (Sengupta et al., 
2004). Además, se ha visto que Mec1 es necesaria para mantener asociadas 
de forma estable a las DNA polimerasas α y ε en las horquillas replicativas 
(Aparicio et al., 1999; Cobb et al., 2003, 2005; Myung et al., 2001). Rad53 
también fosforila a Mrc1 en múltiples residuos de Ser y Thr para retrasar el 
avance de las horquillas replicativas (McClure and Diffley, 2021). Además, 
Rad53 protege a las horquillas de la degradación al inhibir por fosforilación a 
la exonucleasa Exo1 (Cotta-Ramusino et al., 2005; Morin et al., 2008; 
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Segurado and Diffley, 2008). Otras dianas de Rad53 son las helicasas Pif1, 
Rrm3 y a la subunidad Cdc45 asociada a la helicasa replicativa (Can et al., 
2018; Rossi et al., 2015). Recientemente se ha descrito que la fosforilación de 
Cdc45 por Rad53 a su vez recluta y estabiliza a Rad53 en los complejos de 
replicación (Can et al., 2018). El papel destacado de Mec1 y Rad53 en la 
estabilización de las horquillas de replicación queda puesto de manifiesto 
por el hecho de que incluso en ausencia de estrés genotóxico los mutantes 
mec1 y rad53 acumulan gran cantidad de reordenaciones cromosómicas 
espontáneas, probablemente consecuencia de eventos de recombinación 
inapropiados asociados a las horquillas (Aparicio et al., 1999; Cobb et al., 
2003, 2005; Myung et al., 2001). 

 En mamíferos, las quinasas del checkpoint también regulan 
proteínas con actividad nucleasa y helicasa con el fin de estabilizar las 
horquillas replicativas. La fosforilación de EXO1 por ATR promueve su 
degradación y previene la fragmentación cromosómica debido a un exceso 
de actividad nucleasa (El-shemerly et al., 2008; Tomimatsu et al., 2017). CHK1 
también fosforila a EXO1 en el residuo Ser746 y genera un sitio de unión para 
proteínas 14-3-3, que impiden el reclutamiento de EXO1 a la cromatina y 
limitan su acción en las horquillas paradas (Engels et al., 2011; Li et al., 2019). 
ATR fosforila a la helicasa WRN en múltiples sitios [S/T]Q, promoviendo su 
co-localización con RPA. Mutaciones en estos sitios provocan la rotura de las 
horquillas replicativas y afectan gravemente a la reanudación de la 
replicación. Múltiples estudios demuestran que la helicasa BLM es regulada 
por ATR. En concreto, la fosforilación en el residuo Thr99 es necesaria tanto 
para la reanudación eficiente del avance de las horquillas de replicación 
como para la supresión del disparo de nuevos orígenes de replicación 
(Davies et al., 2004, 2007). Un mecanismo adicional por el cual ATR regula la 
estabilidad de las horquillas es la fosforilación de la helicasa SMARCAL1, que 
inhibe la actividad de remodelado de las horquillas, previniendo su 
degradación por nucleasas (Couch et al., 2013; Kolinjivadi et al., 2017). 
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Control de los niveles de dNTPs 

En S. cerevisiae, la regulación de los niveles de dNTPs es considerada 
una función esencial del checkpoint de integridad del DNA. Así lo evidencia 
que la letalidad causada por la deleción de MEC1 y RAD53 sea suprimida por 
la sobreexpresión de la RNR (Desany et al., 1998), la deleción del gen que 
codifica el inhibidor de la RNR Sml1 (Zhao et al., 1998) o el represor 
transcripcional de los genes de RNR Crt1 (Huang et al., 1998). El eje de 
señalización Rad53-Dun1 induce un aumento de la actividad RNR 
controlando varias de sus subunidades por 3 mecanismos distintos. El 
primero es el aumento de la transcripción de los genes que codifican para 
subunidades de la RNR, comentado anteriormente (Huang et al., 1998; 
Smolka et al., 2012). Un segundo mecanismo consiste en inducir la 
degradación de Sml1 por fosforilación por Dun1 (Lee et al., 2008; Zhao and 
Rothstein, 2002; Zhao et al., 2001). Finalmente, el checkpoint regula la 
localización subcelular de las subunidades de la RNR: la fosforilación de Dif1 
por Dun1 resulta en su degradación, lo que permite la exportación del 
núcleo al citoplasma de las subunidades Rnr2 y Rnr4 y la formación de 
complejos RNR activos (Lee et al., 2008). 

 Pese a la crítica importancia de la regulación de los niveles de dNTPs 
en levadura, no se han identificado hasta el momento ortólogos o análogos 
funcionales de Sml1, Dif1 o Dun1 en mamíferos. No obstante, sí se ha 
descrito una regulación de la RNR. ATR favorece la estabilización de la 
subunidad reguladora RRM2 (D’Angiolella et al., 2012). Además, p53 
promueve la transcripción de la subunidad RRM2B de la RNR humana 
(Tanaka et al., 2000). Por último, se ha descrito que una copia genómica 
extra de RRM2 protege frente a la inestabilidad genómica asociada a la 
pérdida de función de ATR (Lopez-Contreras et al., 2015). Todas estas 
evidencias apuntan a que el mantenimiento de pools de dNTPs también es 
crítico en mamíferos. 
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Reparación del DNA 

 El control de la reparación del DNA es un aspecto fundamental de la 
respuesta del checkpoint de integridad del DNA. Las células han desarrollado 
diferentes mecanismos de reparación que les permiten responder a una 
amplia variedad de tipos de daño en el DNA (Colombo et al., 2020; Friedberg, 
2007). Lesiones como la metilación o alquilación de bases, la formación de 
dímeros de timina o la alquilación del DNA son reparadas por mecanismos 
de escisión, en los que se eliminan las bases o nucleótidos afectados, 
generando un hueco que, si es necesario, es rellenado por síntesis de DNA y 
sellado por acción de ligasas. Estos mecanismos incluyen la reparación por 
escisión de bases (BER), la reparación por escisión de nucleótidos (NER), la 
reparación por escisión de ribonucleótidos (RER) o la reparación de 
desapareamientos (MMR). Ya que estos procesos usan como molde la 
cadena de DNA complementaria, la reparación puede ocurrir en cualquier 
fase del ciclo (Colombo et al., 2020). En el caso de las DBSs, en la célula 
existen 2 vías principales de reparación: la unión de extremos no homólogos 
(NHEJ) y la recombinación homóloga (HR). NHEJ es un mecanismo de 
reparación altamente eficiente en el que directamente se unen los extremos 
generados tras la rotura por acción de DNA ligasas, pero que, por contra, 
puede conducir a la acumulación de mutaciones, además de inversiones o 
translocaciones, en el sitio de unión (Pannunzio et al., 2018). En cambio, HR 
es una vía de reparación más precisa, dado que emplea como molde para la 
reparación secuencias de DNA homólogas, como son las cromátidas 
hermanas tras la replicación del genoma o los cromosomas homólogos 
(Jasin and Rothstein, 2013). Este mecanismo depende de que haya resección 
previa de los extremos de DNA, proceso que, como se ha descrito 
anteriormente, está regulado por ciclo y por la maquinaria del checkpoint, y 
de la acción de recombinasas.  

Además del control a nivel transcripcional comentado en líneas 
anteriores, las quinasas sensoras del checkpoint regulan por fosforilación a 
componentes de la maquinaria de reparación, proteínas localizadas en el 
sitio de daño en el DNA o en sus proximidades. Así, células mutantes en las 
que no hay actividad Mec1/ATR o Tel1/ATM presentan altas tasas de 
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inestabilidad genómica (Brown and Baltimore, 2000; Myung et al., 2001; Xu 
et al., 1996). En levadura y en mamíferos, las quinasas sensoras juegan un 
importante papel en la regulación de proteínas de la maquinaria de NHEJ y, 
principalmente, de HR. 

En S. cerevisiae, Mec1 fosforila a Rtt107, Slx4 y Sgs1, todas ellas con 
múltiples funciones en HR, desde el control de la resección hasta la 
resolución de las estructuras resultantes de la recombinación (Cussiol et al., 
2015; Guervilly and Gaillard, 2018; Hang and Zhao, 2016; Sarbajna and West, 
2014). La fosforilación de estas proteínas correlaciona con la capacidad de 
las células de evitar grandes reordenamientos cromosómicos (Lanz et al., 
2018). Mec1 juega papeles opuestos en la resección del DNA: por un lado, la 
inhibe a través del eje Rad9-Rad53, que evita una resección excesiva al 
inactivar a Dna2-Sgs1 y Exo1 (Bonetti et al., 2015; Morafraile et al., 2020), y 
por otro, la favorece a través de la fosforilación de Slx4 (Dibitetto et al., 2016; 
Liu et al., 2017). En concreto, Slx4 unida a Rtt107 es fosforilada por Mec1 y 
compite entonces con Rad9 por su unión a los dominios BRCT1,2 de Dpb11. 
La estabilización de Slx4 depende de la asociación de Rtt107 a γ-H2A, y tras 
su unión a Dpb11 desplaza a Rad9 liberando así el bloqueo de la resección, 
evento necesario para que se inicie la reparación por HR (Dibitetto et al., 
2016; Liu et al., 2017). Otras dianas de Mec1 son Sae2 (Baroni et al., 2004), 
Rad55 (Bashkirov et al., 2006; Herzberg et al., 2006), la recombinasa Rad51 
(Flott et al., 2011) o RPA (Brush and Kelly, 2000). En levadura se conoce poco 
acerca del crosstalk entre quinasas del checkpoint y factores de NHEJ. Por 
ejemplo, se ha descrito que Tel1 fosforila a Pol4 (Ruiz et al., 2013) y Dun1 a 
Nej1, componente del complejo DNA ligasa (Ahnesorg and Jackson, 2007). En 
S. cerevisiae no parece que las quinasas del checkpoint regulen la vía de NHEJ 
tan extensivamente como ocurre en humanos, y ello podría reflejar su 
preferencia por HR como mecanismo de reparación (Jasin and Rothstein, 
2013). 

En mamíferos, ATR también juega un papel importante en la 
reparación mediante HR. ATR favorece la estabilización de BRCA1, un factor 
pro-resección, a través de su interacción con TOPBP1, lo que podría afectar 
al reclutamiento de la proteína adaptadora 53BP1, que actúa como factor 
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anti-resección (Liu et al., 2017). Este mecanismo podría ser análogo a la 
regulación de Slx4-Dpb11-Rad9 en levadura (Dibitetto et al., 2016; Liu et al., 
2017). Otra diana importante de ATR es PALB2, cuya fosforilación favorece el 
reclutamiento del complejo PALB2-BRAC2 vía su interacción con BRCA1, y 
promover la unión de RAD51 (Buisson et al., 2017). Al mismo tiempo, la 
inhibición de la actividad CDK impide la fosforilación inhibitoria del PALB2 
que bloquea la interacción PALB2-BRCA1 (Buisson et al., 2017). ATM y DNA-
PKcs juegan papeles opuestos en la resección del DNA. ATM promueve la 
resección a través de la fosforilación de CtIP (Shibata et al., 2011) y DNA-PKcs 
al permitir la entrada de exonucleasas tras su autofosforilación y disociación 
de los extremos de DNA. Por el contrario, también actúan como inhibidores 
de resección. La unión de DNA-PKcs impide el reclutamiento de EXO1 (Zhou 
and Paull, 2013). Por su parte, ATM limita la acción del complejo MRN al 
fosforilar a UBQLN4, encargada de la degradación de la subunidad MRE11 
(Jachimowicz et al., 2019), y, además, bloquea la resección a través del 
reclutamiento del complejo anti-resección 53BP1-RIF1-REV7-SHELDIN 
(Setiaputra and Durocher, 2019). Además, ATM y DNA-PKcs son reguladores 
clave de la reparación por NHEJ. La capacidad de ATM y DNA-PKcs de limitar 
la resección es un factor muy importante en su función pro-NHEJ. ATM y 
DNA-PKcs fosforilan componentes clave de la maquinaria NHEJ, como KU 
(Chan et al., 1999; Douglas et al., 2005), el complejo ligasa LIG IV-XRRC4-XLF 
(Amiri Moghani et al., 2018; Lee et al., 2004a; Wang et al., 2004; Yu et al., 
2008), Artemisa (Goodarzi et al., 2006; Zhang et al., 2004) o POLλ (Sastre-
Moreno et al., 2017). Sin embargo, la mutación de los sitios de fosforilación 
en estas proteínas no afecta a la reparación por NHEJ ni reproduce el 
fenotipo de falta de ATM y DNA-PKcs, probablemente porque regulen 
procesos adicionales para promover NHEJ (Lanz et al., 2019).  

 

Inactivación del checkpoint de integridad del DNA 

La activación del checkpoint de integridad del DNA es una respuesta 
transitoria, independientemente de si el daño es reparado con éxito o no, y 
la célula dispone de diversos mecanismos encargados de finalizar esta 
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señalización (Figura 1.4). Se conoce como recuperación al proceso de 
inactivación del checkpoint que se produce tras reparar correctamente el 
daño en el DNA. En cambio, se conoce como adaptación a la inactivación 
que tiene lugar en presencia de un daño persistente (Clémenson and 
Marsolier-Kergoat, 2009; Waterman et al., 2020).  

Un aspecto clave en la inactivación de la señalización del checkpoint 
de integridad del DNA es la desfosforilación de las quinasas del checkpoint 
así como de sus sustratos. Las fosfatasas de la familia PP2C (Ptp2 y Ptp3) y 
PP4 (Pph3) en S. cerevisiae y de la familia PP2A en mamíferos son las 
encargadas de desfosforilar a componentes clave de la maquinaria del 
checkpoint, como las quinasas efectoras o γ-H2A(X) (Campos and Clemente-
Blanco, 2020; Heideker et al., 2007; Ramos et al., 2019). Dado que la parada 
del ciclo celular es inducida principalmente por las quinasas efectoras, su 
inactivación permite revertir rápidamente dicho bloqueo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Mecanismos de inactivación del checkpoint de integridad del DNA. 
Adaptada de Waterman et al., 2020. 
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Las proteínas adaptadoras del checkpoint suponen otro punto de 
regulación importante en el apagado de la señalización, ya que su 
degradación o desensamblaje de los sitios de daño en el DNA impide a 
nuevas moléculas de quinasas efectoras activarse para mantener el bloqueo 
del ciclo. Por ejemplo, en levadura el complejo de reparación Slx4-Rtt107 
compite con Rad9 en los sitios de daño en el DNA para iniciar el proceso de 
reparación, como se comenta en líneas anteriores (Dibitetto et al., 2016; 
Millan-Zambrano et al., 2018; Ohouo et al., 2013). Un mecanismo de 
inactivación basado en competición con adaptadores todavía no ha sido 
demostrado en mamíferos.  

Por último, en S. cerevisiae recientemente se ha descrito un tercer 
mecanismo de inactivación del checkpoint que implica a Mec1 y Ddc2 
(Memisoglu et al., 2019). La autofosforilación de Mec1 en el residuo Ser1964 es 
necesaria para apagar la señalización del checkpoint. Esta fosforilación 
aparece tras varias horas de inducción de daño en el DNA y es posterior a la 
fosforilación de Ddc2, Rad9 y H2A por Mec1. Adicionalmente, Ddc2 ha de ser 
degradada para que tenga lugar la inactivación del checkpoint. Ddc2 es una 
proteína estable, pero es degradada en el momento en el que se produce la 
adaptación. Se ha visto que la fosforilación de 2 residuos (Ser173 y Ser182) es 
necesaria para que se produzca su degradación.  

La inactivación del checkpoint de integridad del DNA es crucial para 
permitir nuevamente la progresión en el ciclo y la proliferación celular, y 
mutantes que fallan en inactivarlo correctamente son sensibles a daño en el 
DNA (Gobbini et al., 2015; Kim et al., 2011; Ohouo et al., 2013). 
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LA RUTA DE PROTEÍNA QUINASA C O RUTA DE INTEGRIDAD DE LA PARED 

CELULAR EN S. CEREVISIAE 

La pared celular de la levadura es una estructura fuerte a la par que 
elástica que es esencial para el mantenimiento de la forma e integridad de la 
célula. Es una estructura organizada en 2 capas, una interna y una externa. 
La capa interna está formada en su mayoría por una red de β-1,3-glucano, β-
1,6-glucano y quitina, y es en gran parte la responsable de la resistencia 
mecánica y la elasticidad de la pared celular. La capa externa consiste en un 
entramado de glicoproteínas, incluyendo a aquellas implicadas en adhesión, 
reorganización de la pared celular, proteínas estructurales y antígenos 
somáticos (Arroyo et al., 2016; Gow et al., 2017; Klis et al., 2006; Orlean, 
2012). 

Durante el crecimiento, la morfogénesis y en respuesta a cambios 
ambientales, la pared celular es remodelada de una forma altamente 
regulada y de manera polarizada, proceso que principalmente se encuentra 
bajo el control de la ruta de señalización de integridad de la pared celular 
(CWI, Cell Wall Integrity) (Levin, 2011). Una amplia variedad de estreses que 
afectan a la pared celular conducen a la activación de esta ruta, entre los 
que se incluyen: estrés térmico, choque osmótico, morfogénesis inducida 
por feromonas, despolarización del citoesqueleto de actina, estrés en el 
retículo endoplásmico, presión turgente y estiramiento de la membrana 
plasmática o la presencia de agentes que inducen daño en la pared (como 
Calcofluor White o Congo Red) (Levin, 2011). Además del estrés de pared, 
otros estímulos que no alteran específicamente la pared celular también 
inducen su activación: estrés oxidativo, estrés genotóxico, cambios en el pH 
extracelular o la presencia de metaloides (Jiménez-Gutiérrez et al., 2019). 

 La ruta detecta alteraciones en la pared celular a través de una 
familia de sensores de superficie celular (Wsc1, Wsc2, Wsc3, Mid2 y Mtl1), 
responsables de activar la cascada de señalización. Todos ellos comparten 
una estructura similar, con una cola citoplasmática, un único segmento 
transmembrana, una región periplásmica rica en residuos de Ser/Thr 
altamente manosilados y, en el caso de los receptores del tipo Wsc, un 
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dominio rico en cisteínas (Heinisch et al., 2010; Jendretzki et al., 2011; Kock 
et al., 2015; Rodicio and Heinisch, 2010).  Estos sensores se encargan de 
activar a la GTPasa Rho1, preferentemente a través Rom2, intercambiador 
de nucleótidos de guanina (guanine exchange factor, GEF), con el que 
interaccionan por medio de su cola citoplasmática. Presumiblemente los 5 
sensores de superficie son capaces de interaccionar con Rom2 para 
favorecer la activación de Rho1; sin embargo, solamente existe evidencia 
experimental en el caso de Wsc1 y Mid2 (Philip and Levin, 2001; Vay et al., 
2004). Además de Rom2, existen otros 2 factores Rho1-GEF: Rom1, 
funcionalmente redundante con Rom2, y Tus1, responsable de la activación 
dependiente de ciclo celular de Rho1 (Krause et al., 2012). La hidrólisis de 
GTP y consecuente inactivación de Rho1 está regulada por 4 proteínas Rho1-
GAP (GTPase activating protein): Bag7, Lrg1, Bem2 y Sac7, siendo las dos 
últimas las principales implicadas en la regulación de Rho1 en respuesta a 
estrés de pared (Martín et al., 2000). Rho1 en su estado unido a GTP 
interacciona con proteína quinasa C (Pkc1) (Nonaka et al., 1995), que se 
encarga de activar una cascada de MAPK (MAP kinase), compuesta por Bck1 
(MAPKKK), Mkk1/2 (MAPKK) y Slt2 (MAPK). La activación de la ruta regula la 
expresión de genes relacionados con la biosíntesis de la pared celular, la 
síntesis de β-glucano en los sitios de remodelación de la pared celular, la 
organización del citoesqueleto de actina, el direccionamiento de vesículas de 
secreción a los sitios de crecimiento o la integración con la división celular 
(Levin, 2011; Sanz et al., 2017). En la Figura 1.5 se muestra un esquema de la 
ruta de integridad de la pared celular en S. cerevisiae. 

 

Proteína quinasa C 1 (Pkc1) 

 El término proteína quinasa C (PKC) define a un grupo de Ser/Thr 
quinasas dependientes de fosfolípidos que regulan una amplia variedad de 
funciones celulares, como la proliferación celular, la diferenciación y la 
apoptosis (Freeley et al., 2011; Newton, 2018a). El genoma de S. cerevisiae 
codifica para un única enzima homóloga a PKC de mamíferos, denominada 
Pkc1(Levin et al., 1990). La deleción de PKC1 es letal en condiciones normales 
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Figura 1.5. Ruta de integridad de la pared celular de S. cerevisiae. Las flechas y los 
símbolos en forma de T indican activación e inhibición, respectivamente.  
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de crecimiento debido a la lisis de las células por defectos en la integridad 
de la pared celular, puesto que la viabilidad del mutante pkc1 puede ser 
rescatada en presencia de estabilizadores osmóticos como el sorbitol (Levin 
and Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini et al., 1992). De hecho, las células 
mutantes pkc1 en presencia de sorbitol presentan defectos importantes en 
la pared celular, como capas interna y externa más delgadas y una 
membrana plasmática separada de la pared en algunos puntos (Levin et al., 
1994; Roemer et al., 1994). 

Pkc1 es una proteína de 1151 aminoácidos cuya estructura se divide 
en una región N-terminal que contiene los dominios reguladores HR1, C1 y 
C2 y una región C-terminal en la que reside el dominio quinasa, separadas 
por una región altamente flexible denominada región bisagra (Figura 1.6A). 
Como se ha comentado en líneas anteriores, Pkc1 se asocia con y es 
activada por Rho1 en su forma activa (Kamada et al., 1996; Nonaka et al., 
1995). Los dominios reguladores HR1 y C1 le confieren la capacidad de 
interaccionar con Rho1-GTP (Nonaka et al., 1995; Schmitz et al., 2002). 
Además, el dominio C1 media la activación por fosfatidilserina, pero debido 
a alteraciones en residuos clave no interacciona con diacilglicerol (DAG), a 
diferencia del dominio C1 de PKCs de mamíferos (Nomura et al., 2017). Pkc1 
dispone también de otro dominio regulador característico de esta 
superfamilia, el dominio C2, pero, igual que en el caso del dominio C1, 
alteraciones en residuos clave impiden que Pkc1 responda a la señalización 
por Ca2+ (Antonsson et al., 1994; Kamada et al., 1996; Watanabe et al., 1994). 
Además, Pkc1 dispone de una secuencia pseudosustrato que inhibe la 
actividad enzimática mediante la interacción con el dominio catalítico en 
ausencia de estrés de pared (Watanabe et al., 1994). Por sus características 
estructurales, Pkc1 ha sido considerada una PKC arquetipo, ya que posee 
todos los dominios reguladores presentes en las PKCs de mamíferos, 
aunque, como se ha comentado, algunos de ellos presentan modificaciones 
o mutaciones en residuos clave que impiden que sean funcionales (Mellor 
and Parker, 1998). 

Se ha propuesto un modelo secuencial de activación de Pkc1, 
basado en PKCs  de  mamíferos  (Newton, 2018a). Según  este  modelo,  Pkc1 
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Figura 1.6. Pkc1 de S. cerevisiae. Representación esquemática de Pkc1. (A) Se indican a los 
dominios estructurales, los sitios de unión de los activadores Rho1 y fosfatidilserina (PS), 
así como la localización subcelular de los dominios de Pkc1 aislados observada en Denis 
and Cyert, 2005. (B) Se marcan las señales de exportación (NES) y localización (NLS) nuclear 
y sitios de fosforilación implicados en la activación de Pkc1. 

 
estaría en una conformación inactiva en la que los dominios C1 y C2 
interaccionarían entre sí y la región pseudosustrato estaría unida al dominio 
catalítico. En respuesta al estímulo, Rho1 reclutaría a la membrana a Pkc1, 
con la que interaccionaría a través del dominio HR1. Esto rompería la 
interacción entre los dominios reguladores y permitiría así la asociación de 
Rho1 al dominio C1. La unión del dominio C1 a la membrana plasmática 
provocaría un cambio conformacional que expulsaría a la región 
pseudosustrato del dominio catalítico, permitiendo la fosforilación de sus 
dianas (Heinisch and Rodicio, 2018). Sin embargo, se trata de un modelo 
especulativo, ya que no se dispone de la estructura terciaria resuelta de 
Pkc1 y no explicaría su activación en otros compartimentos en los que Pkc1 
ejerce funciones celulares. 

P Pkh1/2 phosphorylation
(activation loop)

P TORC2 phosphorylation
(turn and hydrophobic motif)

Ψ = pseudosubstrate

Pkc1CN

kinase domain C tailC2HR1BHR1A ψ hinge regionC1A C1B

bud tip/
bud neck

bud tip/
bud neck

nucleusSPB/
bud neck

Rho1 Rho1 PS

regulatory domains catalytic fragment

NLS1
NES

NLS2

554KKKRTVP560 808KHKKRAAKRRKVSL821

Pkc1CN

P P P

51LEYLEDSLKKLRL63

A

B



Introducción 

 42 

Además de las interacciones descritas, la actividad de Pkc1 también 
está regulada por fosforilación (Figura 1.6B). La activación de Pkc1 requiere 
de la fosforilación del residuo Thr983 del lazo de activación, que depende de 
las quinasas Pkh1 y Pkh2, cuyo homólogo en mamíferos es la quinasa PDK-1 
(Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) (Inagaki et al., 1999). Esta fosforilación 
es esencial, ya que el alelo mutante pkc1-T983A, en el que esta fosforilación 
está bloqueada, falla a la hora de complementar a un mutante pkc1∆ 
(Roelants et al., 2004). Pkc1 también es diana de TORC2 (Target Of Rapamycin 
Complex-2), que fosforila los residuos Thr1125 y Ser1143, localizados en los 
denominados motivo del giro y motivo hidrofóbico, respectivamente 
(Nomura and Inoue, 2015). Se ha descrito que estado de fosforilación del 
residuo Thr1125 afecta a los niveles celulares de Pkc1 (Nomura and Inoue, 
2015). Sin embargo, la fosforilación del motivo del giro y del motivo 
hidrofóbico no es esencial para el crecimiento en condiciones normales, a 
diferencia de la del lazo de activación (Roelants et al., 2017).  

 Pkc1 se localiza en sitios de crecimiento polarizado (Andrews and 
Stark, 2000). Así, en las fases G1 y S del ciclo celular Pkc1 se localiza en las 
zonas de pre-gemación y en la punta de la yema. Durante la fase G2, Pkc1 se 
deslocaliza de dichas zonas y, finalmente, durante mitosis se relocaliza en el 
cuello entre la yema y la célula madre (Denis and Cyert, 2005). Una disección 
molecular de Pkc1 sugiere que cada dominio es responsable de localizar un 
pool de Pkc1 en distintos compartimentos subcelulares (Denis and Cyert, 
2005, Figura 1.6A). Por ejemplo, el dominio HR1 es responsable de localizar a 
Pkc1 en la punta de la yema y en el cuello, consistente con el papel que 
juega este dominio en la asociación de Pkc1 con Rho1. El dominio C1 aislado 
se localiza de manera difusa en la periferia celular, lo que refleja una 
asociación de este dominio con la membrana plasmática. Por su parte, la 
región bisagra se localiza específicamente en el núcleo. Esta localización 
nuclear de Pkc1 se debe a la presencia de 2 señales de localización nuclear, 
ambas en la región bisagra: una similar a la del antígeno T del virus SV40 
(K554KKRTVP560) y una bipartita similar a la de nucleoplasmina 
(K808HKKRAAKRRKVSL821) (Lu et al., 2021). Además, Pkc1 contiene una señal 
de exportación nuclear (NES) en el dominio HR1 (L51EYLEDSLKKLRL63), 
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reconocida por la exportina Xpo1, que se encarga de mantener bajos los 
niveles de Pkc1 en el núcleo (Denis and Cyert, 2005).  

 

La cascada de MAPK 

 Pkc1 controla la cascada MAPK de la ruta de integridad de la pared 
celular, formada por una serie de quinasas que actúan secuencialmente 
(Levin, 2011). Estudios genéticos y bioquímicos han establecido que Pkc1 
activa a la MAPKKK Bck1 mediante su fosforilación en múltiples residuos, la 
cual a su vez fosforila y activa a las MAPKKs Mkk1 y Mkk2, que finalmente 
fosforilan a la MAPK Slt2, también conocida como Mpk1. La activación de 
Slt2 depende de la fosforilación de los residuos Thr190 y Tyr192 del motivo TEY 
de su lazo de activación (González-Rubio et al., 2021). Adicionalmente, 
Mkk1/2 también activan por fosforilación a Mlp1 (Mpk1-like protein), una 
pseudoquinasa que carece de actividad enzimática y que comparte con Slt2 
una función especializada no catalítica en transcripción (Kim and Levin, 
2010, 2011; Truman et al., 2009). Una vez activadas, Slt2 y Mlp1 se asocian 
con sus dianas y proteínas reguladoras a través de un motivo D canónico, 
cuyo reconocimiento tiene lugar a través de un sitio de acoplamiento 
conservado en todas las MAPK (Zhang et al., 2003). Las propias Mkk1 y Mkk2 
son dianas de fosforilación de Slt2, lo que resulta en la inhibición de las 
MAPKKs y supone un mecanismo de retroalimentación negativo en la 
cascada de señalización (Jiménez-Sánchez et al., 2007). 

 La pérdida de función de cualquier quinasa situada downstream de 
Pkc1 en la cascada resulta en lisis celular a 37°C. Los defectos de crecimiento 
de estos mutantes se ven suprimidos por la presencia de estabilizadores 
osmóticos como el sorbitol. Otros fenotipos relacionados con la pared 
celular asociados a estos mutantes incluyen la sensibilidad a feromonas, a 
compuestos que alteran la pared celular como Calcofluor White, Congo Red, 
caspofungina, cafeína o la enzima zimoliasa (Errede et al., 1995; Kirchrath et 
al., 2000; Martín et al., 2000; Reinoso-Martín et al., 2003), así como defectos 
en la polarización de la actina (Mazzoni et al., 1993). Es necesario resaltar 
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que el defecto de crecimiento de dichos mutantes es menos severo que el 
observado en el mutante pkc1∆, lo que sugiere que Pkc1 también participa 
en la regulación de otras rutas (Lee and Levin, 1992). 

 Slt2 se localiza predominantemente en el núcleo en condiciones 
normales, pero en respuesta a estrés de pared celular una gran parte de la 
población nuclear de Slt2 se relocaliza rápidamente en el citoplasma 
(Kamada et al., 1995). Además, una pequeña proporción de Slt2 se localiza 
en los sitios de crecimiento polarizado y es transportada de manera 
constitutiva entre estos sitios y el núcleo durante el crecimiento de la célula 
(van Drogen and Peter, 2002). Asimismo, durante procesos morfogenéticos 
inducidos por feromonas, Slt2 puede detectarse en la punta de la 
proyección de apareamiento (Baetz et al., 2001). 

 En todas las rutas de señalización es de vital importancia la 
existencia de una regulación negativa para desactivarlas cuando la célula se 
ha adaptado a las nuevas condiciones. En el caso de Slt2, se han descrito 5 
proteínas fosfatasas encargas de modular su nivel de fosforilación: la 
Ser/Thr fosfatasa Ptc1, las Tyr fosfatasas Ptp2 y Ptp3 y las fosfatasas de 
especificidad dual Msg5 y Sdp1. Estas fosfatasas actúan directamente sobre 
Slt2, o regulando quinasas upstream en la cascada en el caso de Ptc1, y de 
este modo median la inactivación de la ruta de integridad de la pared celular 
(González-Rubio et al., 2019; Martín et al., 2005). 

 La respuesta principal de las rutas de señalización de cascadas de 
MAPK es la activación transcripcional. Además de la fosforilación de factores 
transcripcionales, las MAPK son capaces de asociarse con la cromatina para 
reclutar diferentes elementos reguladores y ser así componentes integrales 
de los complejos de activación transcripcional en los promotores de los 
genes (Nadal-Ribelles et al., 2018; Yang et al., 2003). Slt2 regula la expresión 
génica principalmente a través del factor  Rlm1 (Jung et al., 2002; Watanabe 
et al., 1997), y su activación tiene como consecuencia un cambio en el perfil 
transcripcional de 100-200 genes, que suponen una “huella transcripcional” 
del estrés de pared celular. Esta firma incluye la inducción de genes 
relacionados con la biogénesis y remodelación de la pared celular, el 
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metabolismo y la generación de energía, procesos morfogenéticos, 
transducción de señales y genes de respuesta a estrés (Arroyo et al., 2009; 
Sanz et al., 2022). Además, Slt2 también regula al factor SBF, mediante un 
mecanismo no catalítico que implica la formación de un complejo Slt2-Swi4-
Swi6 y que afecta únicamente a un grupo reducido de genes (Kim and Levin, 
2010; Kim et al., 2008; Truman et al., 2009). 

 

Otras funciones de la ruta de integridad de la pared celular 

 Aunque la mayor parte del conocimiento acumulado a lo largo de 
los años sobre la ruta de integridad de la pared celular se centra en su papel 
principal respondiendo a condiciones que afectan a la pared celular, son 
cada vez más las evidencias que conectan esta ruta con otros procesos 
celulares, tales como el metabolismo energético y la señalización por 
nutrientes, la regulación del ciclo celular, conexiones con la membrana 
plasmática, homeostasis del hierro, procesos de citoquinesis, endocitosis y 
autofagia o la respuesta a daño en el DNA (González-Rubio et al., 2022; 
Heinisch and Rodicio, 2018; Jiménez-Gutiérrez et al., 2019; Quilis et al., 2021).  

Regulación del ciclo celular 

 La conexión entre la ruta de integridad de la pared celular y el ciclo 
celular ha sido un aspecto destacado desde los primeros trabajos centrados 
en el estudio de esta ruta. Por ejemplo, células mutantes pkc1 se acumulan 
en fase G2 con yemas pequeñas, un único núcleo y el DNA replicado (Levin 
et al., 1990). Desde el descubrimiento del gen PKC1 (Levin et al., 1990), el 
primer componente de la ruta de integridad de la pared celular descrito, 
durante los últimos 20 años se han acumulado múltiples evidencias que 
relacionan de forma directa a esta ruta con la regulación del ciclo celular. En 
conjunto, han permitido establecer que la ruta de integridad de la pared 
celular actúa como puente entre procesos morfogenéticos y la maquinaria 
de control del ciclo celular y, adicionalmente, participa en otros aspectos de 
la regulación del ciclo no relacionados con su función en el control de la 
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pared celular. En líneas paralelas, la ruta de integridad de la pared celular 
regula las principales transiciones del ciclo celular en condiciones 
desfavorables para la célula actuando como un freno de la progresión del 
ciclo celular (Quilis et al., 2021). En la transición G1/S, esta ruta ejerce un 
papel negativo en el programa transcripcional de Start al inducir la expresión 
del represor transcripcional Whi7 (Méndez et al., 2020) y promover la 
exportación nuclear del factor transcripcional Swi6 (Kim et al., 2010). 
También regula de manera negativa la iniciación de la replicación del DNA 
por medio de la estabilización del inhibidor de CDK Sic1 (Moreno-Torres et 
al., 2015, 2017)  y la inhibición del factor de replicación Cdc6 (Kono et al., 
2016). El programa transcripcional de G2 es regulado negativamente por la 
ruta de integridad de la pared celular como consecuencia de la inhibición de 
los factores transcripcionales Hcm1 (Negishi et al., 2016) y Ndd1 (Darieva et 
al., 2012), reduciendo la expresión de ciclinas mitóticas. Finalmente, también 
afecta a otros aspectos de la entrada y progresión en mitosis. Por una parte, 
regula a la quinasa Swe1, y probablemente a la fosfatasa Mih1, para 
controlar la inhibición de la CDK Cdc28 a través de la fosforilación inhibitoria 
del residuo Tyr19 (Harrison et al., 2001; Keaton and Lew, 2006; McMillan et 
al., 1999). Por otra parte, activa a la fosfatasa PP2ACdc55 (Chiroli et al., 2007; 
Thai et al., 2017), la cual inhibe la progresión durante mitosis. 

Conexión con la respuesta a daño en el DNA  

 Diversos estudios han demostrado la existencia de crosstalk entre el 
checkpoint de integridad del DNA y la morfogénesis en células de levadura. 
Mutantes en componentes del checkpoint de integridad del DNA presentan 
defectos morfogenéticos (Diani et al., 2009; Enserink et al., 2006; Smolka et 
al., 2006) y existen proteínas que tienen funciones separadas en las rutas de 
integridad de la pared celular y de integridad genómica (Diani et al., 2009; 
Traven et al., 2010). Mas allá de su papel en morfogénesis, en la última 
década se ha relacionado de manera directa a Pkc1 y la MAPK Slt2 con la 
respuesta estrés genotóxico (Quilis et al., 2021). 

 Los primeros trabajos que relacionan a Slt2 con la respuesta a daño 
en el DNA describen interacciones genéticas entre mutaciones en SLT2 y 
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genes de daño en el DNA (Bandyopadhyay et al., 2010; Queralt and Igual, 
2005). Más importante, resultados de nuestro grupo indican que Slt2 es 
activada en respuesta a diferentes tipos de estrés genotóxico, como el 
tratamiento con MMS, HU, fleomicina o la radiación UV (Soriano-Carot et al., 
2012), lo que sugiere que Slt2 juega un papel relevante en la respuesta 
celular a daño en el DNA. Recientemente, se ha descrito que el mecanismo 
de activación de Slt2 en condiciones de estrés genotóxico implica la 
degradación de la fosfatasa Msg5 (Liu and Levin, 2018). Otra evidencia que 
conecta a Slt2 con el checkpoint de integridad del DNA es que es diana de 
fosforilación de las quinasas del checkpoint Rad53 (Ser423) y Mec1/Tel1 (Ser428) 
en respuesta a cafeína (Truman et al., 2009) y MMS (Albuquerque et al., 
2008). Además, Slt2 también es capaz de regular a componentes de la 
maquinaria del checkpoint. En concreto, se ha descrito que Slt2 fosforila a la 
proteína adaptadora del checkpoint Mrc1 para retrasar la replicación del 
DNA en respuesta a un aumento de la transcripción en condiciones de 
estrés térmico (Duch et al., 2018). Otros posibles efectores de Slt2 en su 
papel en la respuesta a daño en el DNA podrían ser: Swe1, cuya degradación 
en respuesta a daño depende de Slt2 (Soriano-Carot et al., 2012); ciclina C, 
un inductor de muerte celular programa responsable de la hipersensibilidad 
del mutante slt2 a agentes genotóxicos (datos no publicados de nuestro 
grupo), o Whi7, también llamado Srl3 ya que su sobreexpresión suprime la 
letalidad del mutante rad53 (Desany et al., 1998), y cuya expresión está 
regulada por Slt2 (Méndez et al., 2020).  

 El primer componente de la ruta de integridad de la pared celular 
relacionado con el metabolismo del DNA fue Pkc1. En particular, el mutante 
pkc1 presenta una elevada tasa de recombinación mitótica, característica 
representativa de defectos de integridad genómica (Huang and Symington, 
1994). Otra conexión relevante de Pkc1 con el metabolismo del DNA es que 
Pkc1 fosforila y activa a la CTP sintetasa, encargada de transformar el UTP en 
CTP (Yang and Carman, 1995; Yang et al., 1996). Consistente con un papel de 
Pkc1 en la biosíntesis de nucleótidos, en un ensayo proteómico se ha 
detectado fosforilación de las subunidades Rnr2 y Rnr4 de la RNR al 
sobreexpresar un alelo hiperactivo de Pkc1 (Mascaraque et al., 2013). Por 
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otra parte, el mutante pkc1 es hipersensible a diferentes compuestos que 
inducen daño en el DNA, como MMS, HU o bleomicina (Leduc et al., 2003; 
Queralt and Igual, 2005; Soriano-Carot et al., 2014; Zu et al., 2001). Apoyando 
un papel de Pkc1 en la respuesta celular a estrés genotóxico, se ha descrito 
que Pkc1 es fosforilada en respuesta a daño en el DNA por las quinasas 
sensoras del checkpoint (Liu et al., 2021; Soriano-Carot et al., 2014) y, más 
importante, que tanto Pkc1 como su actividad catalítica son necesarias para 
la correcta activación del checkpoint de integridad del DNA (Soriano-Carot et 
al., 2014). El hecho de que mutantes en la cascada MAPK activen de un 
modo eficiente la respuesta a daño en el DNA (Soriano-Carot et al., 2012, 
2014) indica que Pkc1 regula el checkpoint de manera independiente de la 
ruta de integridad de la pared celular. 

 

LA SUPERFAMILIA DE PROTEÍNA QUINASA C EN MAMÍFEROS 

En S. cerevisiae existe una única PKC, Pkc1, mientras que en 
mamíferos la complejidad es mucho mayor, existiendo hasta 12 isoenzimas 
diferentes que forman parte de la superfamilia PKC. Todas estas isoenzimas 
presentan diferentes propiedades bioquímicas, distribución específica de 
tejido y localización subcelular, que les confieren diversidad de funciones y 
una amplia especificidad (Freeley et al., 2011; Newton, 2018a). Como 
consecuencia, la ausencia o activación de diferentes isoformas puede tener 
efectos pleiotrópicos en la célula. De hecho, alteraciones en la señalización 
por PKC han sido asociadas con el desarrollo de múltiples enfermedades 
humanas, de entre las cuales destaca el desarrollo y la progresión del cáncer 
(Isakov, 2018; Newton, 2018b). 

 

Clasificación y estructura 

La superfamilia PKC de mamíferos forma parte del grupo de 
proteínas quinasas AGC, un grupo de Ser/Thr quinasas citoplásmicas que 
presentan en común un mecanismo de activación basado en la modificación 
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de interacciones entre el dominio quinasa C-terminal y el dominio regulador 
N-terminal, ya sea a través de cambios intra o intermoleculares o de su 
fosforilación (Arencibia et al., 2013; Reyland and Jones, 2016). La 
superfamilia PKC de mamíferos está dividida en dos grupos: el grupo de las 
isoformas pertenecientes a la familia PKC propiamente dicha (9 isoenzimas) 
y el grupo formado por las quinasas relacionadas con PKC, denominadas 
PRKs o PKNs (3 isoenzimas). Todas ellas tienen en común la existencia de 
una región N-terminal reguladora, cuya composición en dominios varía 
entre los distintos grupos de isoenzimas, asociada a una región C-terminal 
catalítica conservada.  

Las diferentes isoformas de la familia PKC se clasifican en 3 grupos 
según sus dominios estructurales y mecanismos de regulación (Mellor and 
Parker, 1998; Newton, 2018a, 2018b; Steinberg, 2008) (Figura 1.7). El primer 
grupo es el formado por las PKCs clásicas o convencionales (cPKCs), 
compuesto por las isoformas α, β y γ, capaces de unir DAG y ésteres de 
forbol a través del dominio C1 formado por dos repeticiones del motivo 
dedo de zinc. La presencia de un motivo C2 con 5 residuos de Asp permite 
que las cPKCs sean también sensibles a la regulación por Ca2+. El segundo 
grupo está formado por las PKCs noveles (nPKCs) e incluye las isoformas δ, 
ε, η y θ. Las nPKCs también presentan un dominio C1 al que se unen DAG y 
ésteres de forbol, pero no pueden unir Ca2+, debido a la existencia de un 
motivo C2-like que carece de uno o más residuos de Asp necesarios para la 
coordinación de dicho catión. En tercer lugar, se encuentra el grupo 
formado por las PKCs atípicas (aPKCs), que consta de las isoformas ζ y λ/ι 
(ratón/humanos). Estas isoformas carecen de dominio C2, por lo que son 
insensibles a la regulación por Ca2+, así como de una de las repeticiones del 
motivo dedo de zinc en su dominio C1, lo que también las hace insensibles a 
DAG y ésteres de forbol. No obstante, la existencia del dominio PB1 permite 
a las aPKCs su interacción con proteínas scaffold, lo que permite su 
activación (Graybill et al., 2012; Tobias and Newton, 2016; Tsai et al., 2015). 
Por su parte, el grupo de las quinasas relacionadas con PKC (PRKs o PKNs) 
está formado por PRK1, PRK2 y PRK3, las cuales a través de su dominio HR1, 
interaccionan y son activadas por GTPasas de la familia Rho.  
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Todos los dominios que componen estas isoformas están 
conectados entre sí a través de regiones de unión altamente flexibles, de 
entre las que destaca la región bisagra, que conecta directamente la región 
reguladora con la catalítica. El fragmento catalítico, que incluye el dominio 
quinasa y la cola C-terminal, contiene 3 sitios de fosforilación relevantes 
para la estabilidad de la enzima y su interacción con otras quinasas: uno en 
el lazo de activación, uno en el motivo de giro y uno en el motivo 
hidrofóbico. Todas las isoformas de la familia PKC disponen además de una 
secuencia pseudosustrato en la región reguladora, cuya interacción con la 
región catalítica mantiene a la enzima en una conformación plegada 
inactiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Familia PKCs de mamíferos. Representación esquemática de las 9 isoformas 
que componen la familia PKC de mamíferos. Se indican los dominios reguladores, los sitios 
de fosforilación y los activadores de cada uno de los grupos de PKCs. 

cPKCs
(α,β,γ)

hinge catalytic fragmentregulatory domains

CN

P P P

kinase domain C tailC1BC1A C2ψ

nPKCs
(δ,ε,η,θ)

P P P

CN

kinase domain C tailC1BC1AnC2 ψ

aPKCs
(ζ,ι)

P P E

CN

kinase domain C tailaC1ψPB1

Activators

DAG

+

++

-

+

-

-

Ca2+

-

-

+

Proteins

P PDK-1 phosphorylation
(activation loop)

P mTORC2 phosphorylation
(turn motif)

P PKC phosphorylation
(hyrdrophobic motif)

Ψ = pseudosubstrate



Introducción 

 51 

Regulación general de PKCs de mamíferos 

La regulación de las isoformas de la familia PKC es compleja. 
Inicialmente, todas ellas sufren poco después de su síntesis una serie 
ordenada de fosforilaciones en los 3 sitios mencionados anteriormente, lo 
que les permite adquirir una conformación inactiva pero catalíticamente 
competente y resistente a la acción de fosfatasas y proteasas. 
Posteriormente, son capaces de responder a segundos mensajeros y de 
sufrir fosforilaciones, en otros residuos diferentes de los anteriores, que 
regulan la función de las diferentes isoformas PKC de forma individual 
(Newton, 2018a, 2018b).  

Tras su síntesis, PKC se encuentra en una conformación abierta, en 
la que la región pseudosustrato no se encuentra interaccionando con el sitio 
activo, por lo que el lazo de activación y los módulos de direccionamiento a 
la membrana de la enzima quedan expuestos. La chaperona Hsp90 se 
asocia al motivo PXXP conservado en la cola C-terminal, para permitir que 
PKC sea fosforilada (Gould et al., 2009). Así, PDK-1 se asocia al dominio C-
terminal y fosforila un residuo de Thr del lazo de activación altamente 
conservado entre todas las isoformas de la familia PKC (Freeley et al., 2011; 
Newton, 2010). Esta fosforilación inicial permite que se produzcan 2 
fosforilaciones adicionales: la fosforilación del motivo de giro por el 
complejo quinasa mTORC2 (Ikenoue et al., 2008) y la autofosforilación del 
motivo hidrofóbico mediante una reacción intramolecular (Behn-Krappa and 
Newton, 1999). Estas fosforilaciones conducen a una serie de cambios 
conformacionales, que tienen como resultado una PKC en una conformación 
catalíticamente competente pero inactiva, debido a la interacción del 
dominio regulador con el catalítico a través de la secuencia pseudosustrato. 
En esta conformación los 3 sitios de fosforilación descritos quedan 
protegidos de la defosforilación y la enzima es relativamente resistente a la 
degradación. Posteriormente, en presencia de la señal adecuada, el fosfatidil 
inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) es hidrolizado, generándose Ca2+ y DAG. En el 
caso de las cPKCs, en primer lugar, la unión de Ca2+ al dominio C2 dirige a 
PKC a la membrana plasmática, dejando expuestos una serie de residuos 
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básicos que interaccionan con el PIP2. En segundo lugar, el DAG se asocia al 
dominio C1, promoviendo un segundo cambio conformacional que expulsa 
a la secuencia pseudosustrato del sitio activo y, por lo tanto, activando a la 
enzima (Newton and Johnson, 1998; Orr et al., 1992). En el caso de las 
nPKCs, que únicamente son sensibles a DAG, se activan gracias a la hidrólisis 
de lípidos, diferentes del PIP2, por la fosfolipasa C, lo que les permite 
asociarse no solo a la membrana plasmática, sino también a las membranas 
de otros compartimentos celulares como el complejo de Golgi y mitocondria 
(Gallegos et al., 2006). Por último, las aPKCs son activadas gracias a la 
interacción de su dominio PB1 con los dominios PB1 de otras proteínas 
scaffold, lo que les permite liberarse de la autoinhibición ejercida por la 
secuencia pseudosustrato (Drummond and Prehoda, 2016). 

 

PKCS NOVELES DE MAMÍFEROS: PKCδ Y PKCθ 

Como se ha comentado anteriormente, el grupo de nPKCs está 
formado por las isoformas δ, ε, η y θ. A su vez, este grupo se divide en dos 
subgrupos próximos filogenéticamente: uno compuesto por η y ε, y otro por 
δ y θ. Esta Tesis Doctoral se centra en el estudio de las isoformas δ y θ, en 
concreto las del organismo modelo Mus musculus, cuyas principales 
características se describen a continuación (Figuras 1.8 y 1.9). 

PKCδ es una proteína de 674 aminoácidos, con un peso molecular 
alrededor de 78 kDa que, a diferencia de los otros miembros del grupo de 
las nPKCs, se expresa de forma ubicua en los tejidos de mamíferos (Kikkawa 
et al., 2002; Zhao et al., 2012). Por su parte, PKCθ tiene 707 aminoácidos, un 
tamaño aproximado de 82 kDa y su expresión está restringida a unos pocos 
tipos celulares, entre los que se encuentran linfocitos T, plaquetas y células 
del músculo esquelético (Baier et al., 1993; Osada et al., 1992). 

Regulación 

Las isoformas PKCδ y PKCθ pueden sufrir 2 tipos de modificaciones 
que contribuyen a su regulación: modificaciones reversibles, que incluyen la 
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fosforilación en residuos de Ser/Thr y en residuos de Tyr, y modificaciones 
irreversibles, como es el corte proteolítico mediado por caspasas.  

Fosforilación en residuos de Ser/Thr necesarios para la estabilización del lazo de 
activación 

En líneas anteriores se han descrito las 3 fosforilaciones 
secuenciales en residuos de Ser y Thr que conducen a una conformación de 
PKC cerrada, estable, catalíticamente competente y resistente a la acción de 
proteasas y fosfatasas. La primera de ellas es la fosforilación en la Thr del 
lazo de activación por PDK-1, lo que da lugar a la estabilización del lazo de 
activación y al correcto posicionamiento de los residuos encargados de 
llevar a cabo la catálisis. En el caso de PKCδ la fosforilación en el residuo 
Thr505 da lugar a cierta controversia. Ensayos in vitro, en los que PKCδ es 
purificada a partir de extractos crudos de bacteria indican que esta isoforma 
es activa en ausencia de fosforilación en la Thr505, aunque su actividad se 
encuentra disminuida (Stempka et al., 1997). En este sentido, se cree que la 
carga negativa del residuo ácido Glu500 en el lazo de activación podría estar 
desempeñando el papel del grupo fosfato de la Thr505 fosforilada (Stempka 
et al., 1999). La presencia de un residuo ácido cercano es una característica 
de este subgrupo de PKCs noveles, ya que PKCθ también presenta un Asp en 
posición -5 con respecto a la Thr del lazo de activación (Asp533). Sin embargo, 
a diferencia de PKCδ, su activación como quinasa sí requiere de la 
fosforilación en el residuo de Thr538 (Liu et al., 2002). 

Además, se ha descrito la existencia de un mecanismo exclusivo de 
PKCδ implicado en su activación mediante la estabilización de su lazo de 
activación y que justifica que PKCδ no requiera de la fosforilación del lazo de 
activación (Liu et al., 2006). La exclusividad de este mecanismo se debe a 
que los residuos más relevantes implicados en el mismo (Phe498 y Phe525), así 
como la presencia de una hélice α denominada hélice A, son específicos de 
la isoforma PKCδ. Interacciones entre residuos clave de la hélice A (Tyr332 y 
Trp336) y otros residuos presentes en el lazo de activación (Ile497 y Phe498), la 
hélice F (Phe525) y la hélice C (Arg397) son los responsables de este 
mecanismo.  Se ha  descrito que  la mutación  de  los 2  residuos  de  Phe498 y  
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Figura 1.8. Isoforma PKCδ de M. musculus. Representación esquemática de la proteína 
PKCδ. Se indican los residuos importantes para su activación, la NLS y el fragmento 
catalítico resultante del corte por caspasa-3 en ratón. 

 

Phe525, en el contexto de la proteína completa con la Thr505 mutada a Ala, 
reduce drásticamente la actividad catalítica. Del mismo modo, mientras una 
versión truncada consistente exclusivamente en el fragmento catalítico no 
es funcional en ausencia de fosforilación de la Thr505, la adición de la hélice A 
a este fragmento permite regenerar una enzima catalíticamente activa (Liu 
et al., 2006).  

Corte proteolítico mediado por caspasas 

En respuesta a señales apoptóticas como la radiación ionizante de 
alta intensidad y agentes que dañan el DNA, las caspasas llevan a cabo el 
corte proteolítico de PKCδ  (Emoto et al., 1995). Este corte es realizado por la 
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Figura 1.9. Isoforma PKCθ de M. musculus. Representación esquemática de la proteína 
PKCθ. Se indican los residuos importantes para su activación. Además, se indican el motivo 
SPT y el fragmento catalítico resultante del corte por caspasa-3 en humanos. 

 

caspasa-3 en el sitio de corte para caspasas que alberga la región bisagra 
(GSDILD327N), generándose un fragmento catalítico de 40 kDa (Bharti et al., 
1998; Ghayur et al., 1996). Este procesamiento permite que el dominio 
catalítico quede separado de forma permanente del dominio regulador, lo 
que lo libera de la autoinhibición ejercida por la secuencia pseudosustrato. 
El resultado es una enzima constitutivamente activa que contribuye a la 
inducción de la apoptosis (Basu et al., 2001). 

En el caso de PKCθ también se ha descrito un corte proteolítico por 
caspasa-3 en respuesta a estímulos apoptóticos en humanos. Sin embargo, 
existe controversia acerca de la función de este procesamiento, ya que 
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algunos autores proponen que, igual que en el caso de PKCδ, conduce a la 
activación de PKCθ y la inducción de apoptosis (Datta et al., 1997). Por el 
contrario, en otro trabajo se ha visto que el corte por caspasa-3 tiene como 
consecuencia la degradación del fragmento catalítico de PKCθ (Villalba et al., 
2001). Además de señales apoptóticas, la activación del receptor de 
linfocitos T (TCR) desencadena una cascada de caspasas que resulta en el 
procesamiento y la activación de PKCθ tras el corte por caspasa-3  (Zhao et 
al., 2014). Es necesario comentar que la secuencia de corte de caspasa 
(DEVD354K) no está conservada en ratón, ya que PKCθ de M. musculus en la 
posición equivalente al residuo Asp354 presenta un residuo de Asn. 

Localización subcelular 

La localización subcelular de PKCs varía según el estímulo que recibe 
la célula. Así, en respuesta a señales que inducen la producción de segundos 
mensajeros, PKCδ y PKCθ se asocian a membranas. Es interesante comentar 
que el estado de fosforilación del residuo de Thr del lazo de activación 
influye en la capacidad de PKCθ de asociarse a membranas y, por tanto, a su 
distribución en la célula, mientras que en el caso de PKCδ no afecta a su 
localización subcelular (Liu et al., 2006; Passalacqua et al., 2009; Sparatore et 
al., 2003). 

Tanto PKCδ como PKCθ son capaces de localizarse en el núcleo. En 
respuesta a señales apoptóticas, el corte proteolítico de PKCδ por caspasa-3 
deja expuesta una NLS bipartita situada en la cola C-terminal del fragmento 
catalítico (K611RKVEPPFKPKVK623). Esta NLS es reconocida por importina α, 
que dirige su entrada al núcleo (Adwan et al., 2011; DeVries et al., 2002; 
Humphries et al., 2008). Mutaciones en la NLS reducen drásticamente la 
presencia en el núcleo de PKCδ y la inducción de apoptosis en células de 
mamíferos (DeVries et al., 2002). En el caso de PKCθ, se ha descrito que la 
entrada al núcleo de la proteína completa depende de un motivo SPT 
situado en el dominio C1b. La capacidad de esta secuencia de localización 
alternativa de dirigir la importación nuclear de PKCθ requiere de su 
fosforilación en los residuos de Ser241 y Thr243 (Sutcliffe et al., 2012). 
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Función biológica 

 Históricamente el papel más estudiado de PKCδ ha sido el de 
inducción de la apoptosis (Basu and Pal, 2010). Los estudios realizados sobre 
la función de PKCδ en apoptosis sugieren su participación como un 
integrador de señales de daño en el DNA upstream de la mitocondria 
(Reyland and Jones, 2016). Estos trabajos centrados en apoptosis, junto con 
otros, han aportado evidencias sobre la conexión entre PKCδ y el checkpoint 
de integridad del DNA. Por ejemplo, en presencia de daño en el DNA, la 
quinasa sensora del checkpoint ATM controla la translocación al núcleo de 
PKCδ, donde fosforila a la proteína RAD9 del complejo abrazadera 9-1-1 para 
activar apoptosis (Yoshida et al., 2003). PKCδ también se ha situado 
upstream de DNA-PKcs y ATM (Arango et al., 2012; Bharti et al., 1998) y el 
bloqueo de su actividad inhibe la fosforilación de ATM y la histona H2AX 
(Arango et al., 2012; Li et al., 2004). Además, la sobreexpresión de PKCδ 
induce la parada de la fase S y la activación del checkpoint de integridad del 
DNA (Santiago-Walker et al., 2005). Finalmente, un análisis proteómico 
reciente propone dianas adicionales de PKCδ involucradas en la respuesta al 
daño en el DNA, la reparación y la activación de checkpoints del ciclo celular 
(Speidel et al., 2020). El papel de PKCδ en la regulación de la supervivencia o 
muerte celular se ha discutido durante años, pero hoy en día una colección 
cada vez mayor de estudios ilustra su capacidad para inducir una parada del 
ciclo celular en respuesta al daño en el DNA en la fase G1 a través de la 
inducción de p53 y p21 (Liu et al., 2007; Nakagawa et al., 2005; Saha et al., 
2014), fase S (Santiago-Walker et al., 2005) o fase G2/M (LaGory et al., 2010). 
Dadas todas estas funciones, resulta evidente su relación con el cáncer, 
relación que es compleja (Griner and Kazanietz, 2007; Speidel et al., 2020): 
generalmente se ha propuesto como supresor de tumores pero también se 
le han adjudicado características oncogénicas. Es concebible que PKCδ tenga 
distintas funciones en las diferentes etapas durante el desarrollo y 
progresión del cáncer y dada la gran heterogeneidad existente, es difícil 
correlacionar la función de PKCδ en supervivencia y muerte celular con un 
particular tipo de tumor. 
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Por su parte, el papel mejor caracterizado de PKCθ es su función en 
la activación y la supervivencia de linfocitos T (Hayashi and Altman, 2007). 
Tras la unión del antígeno al TCR, PKCθ se transloca a la región de la 
membrana plasmática denominada sinapsis inmunitaria, el sitio de contacto 
entre el linfocito T y la célula presentadora de antígenos. Una vez allí, PKCθ 
actúa como un integrador de señales y es la responsable de la activación de 
los factores transcripcionales NF-κB y AP-1. Esta regulación transcripcional 
induce la producción de IL-2, una citoquina esencial para la proliferación de 
linfocitos T (Barouch-Bentov et al., 2005; Sun et al., 2000). Además, PKCθ 
participa en la reorganización del citoesqueleto en la sinapsis inmunitaria, 
así como también se asocia a la cromatina para controlar la expresión de 
genes implicados en la regulación de citoquinas (Sasahara et al., 2002; 
Sutcliffe et al., 2012). Más allá de su papel en la respuesta inmunitaria, cada 
vez existen más evidencias que relacionan a PKCθ con el desarrollo de 
diferentes enfermedades, especialmente trastornos autoinmunes y diversos 
tipos de cáncer (Nicolle et al., 2021). 

En nuestro grupo hemos establecido una conexión novedosa de 
PKCs noveles con la respuesta a daño en el DNA. En un primer momento, 
describimos que PKCδ es capaz de suprimir en la levadura el defecto de 
activación de Rad53, la quinasa efectora del checkpoint de integridad del 
DNA, que se produce en ausencia de Pkc1 (Soriano-Carot et al., 2014). 
Además, identificamos que en células humanas la activación de Chk2 
(ortólogo de Rad53) por estrés genotóxico dependía de PKCδ. Observamos 
que la fosforilación de Chk2 estaba afectada cuando se inhibía 
específicamente PKCδ, sugiriendo que esta isoforma también desempeña 
un papel en la activación del checkpoint de integridad del DNA en células de 
mamíferos. Más recientemente, resultados de nuestro grupo muestran que 
la isoforma PKCθ también es capaz de activar la respuesta a daño en el DNA 
en S. cerevisiae, aunque de manera menos eficiente que PKCδ (Méndez, 
2019).  
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OBJETIVOS 

La correcta activación de la respuesta a daño en el DNA es esencial para 
permitir la supervivencia celular. Resultados de nuestro grupo han 
conectado a Pkc1 de levadura y las isoformas de mamíferos PKCδ y PKCθ 
con la respuesta a estrés genotóxico. Con el fin de caracterizar su función en 
el checkpoint de integridad del DNA se establecen los siguientes objetivos: 

1. Identificar los determinantes estructurales de Pkc1 implicados en la 
activación del checkpoint de integridad del DNA. 

2. Identificar los determinantes estructurales de PKCs noveles de 
mamíferos implicados en la activación del checkpoint de integridad 
del DNA. 

3. Estudiar la localización subcelular de Pkc1 y PKCs noveles y su 
importancia en la activación del checkpoint de integridad del DNA. 

4. Identificar mediadores de Pkc1 en el checkpoint de integridad del 
DNA. 
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2. Materiales y métodos 

 
Técnicas en Escherichia coli 

Cepas de E. coli y condiciones de crecimiento 

La cepa de E. coli utilizada fue DH5α. Las células se crecieron en 
medio LB (extracto de levadura 0.5%, triptona 1%, NaCl 1%). Las colonias 
resistentes a ampicilina se seleccionaron en medio de cultivo suplementado 
con 50 μg/mL de ampicilina y 125 μg/mL de nafcilina. Las placas de medio de 
cultivo sólido se prepararon añadiendo agar bacteriológico al 2%. Todos los 
medios se esterilizaron en el autoclave durante 20 min a 1 atm de presión y 
a 121°C de temperatura. Los cultivos se crecieron a 37°C en agitación. 

Protocolo de transformación 

Mediante el tratamiento de las células de la cepa DH5α con glicerol 
al 10% en frío se obtuvieron células electrocompetentes, que se emplearon 
para llevar a cabo las transformaciones con plásmidos. Las 
transformaciones se realizaron siguiendo el método de transformación por 
electroporación, para el que se utilizó un electroporador E. coli Pulser 
(BioRad) y unas condiciones de pulso de 1.8 kV, 25 μF, 200 Ω. Tras el pulso, 
se dejaron recuperar las células en medio LB durante 60 min a 37°C antes 
de sembrarlas en placas de selección y se dejaron crecer toda la noche a 
37°C. 
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Mutagénesis dirigida 

Para introducir mutaciones puntuales de sustituciones de 
nucleótidos sobre una secuencia de DNA presente en un plásmido se utilizó 
el QuikChange® Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies), que 
emplea la polimerasa altamente procesiva PFU®. Las parejas de 
oligonucleótidos complementarios utilizados para cada cambio fueron 
diseñadas empleando el programa QuikChange® Prime Design Program 
(Agilent) y sintetizadas por Metabion. Mediante un programa de PCR, 
consistente en 20 ciclos de 1 min de desnaturalización a 95°C, 1 min 30 s de 
hibridación a 52°C y 10 min de elongación a 68°C, se consiguieron introducir 
los cambios deseados en los plásmidos de nueva síntesis. Tras la reacción se 
incubó la mezcla de PCR con la enzima DpnI durante 3 h a 37°C, de modo 
que se digirieron exclusivamente las cadenas de DNA metiladas procedentes 
de E. coli y que sirvieron de molde para la reacción, dejando intactas 
aquellas de nueva síntesis (no metiladas). El producto obtenido de esta 
digestión se usó para la transformación de células DH5α competentes. 
Finalmente, la comprobación del cambio de codón codificante se realizó 
mediante secuenciación de DNA Sanger (Servei de Seqüenciació, Universitat de 
València/ Macrogen Co., LTD). 

 

Plásmidos 

El plásmido centromérico pPKC1 expresa la proteína Pkc1 bajo el 
control de su propio promotor (construido por clonación de la secuencia 
codificante de PKC1 en el vector pPKC1p:ADH1t, que contiene el promotor 
de PKC1 y la secuencia terminadora de ADH1). Los plásmidos centroméricos 
pPKCα, pPKCδ, pPKCε, pPKCη y pPKCλ expresan las proteínas de ratón PKCα, 
PKCδ, PKCε, PKCη y PKCλ bajo el control del promotor de PKC1 (construidos 
por clonación de la secuencia codificante de PKCα, PKCδ, PKCε, PKCη y PKCλ, 
respectivamente, en el vector pPKC1p:ADH1t) (Soriano-Carot et al., 2014). 
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El plásmido centromérico pPKCδ-GFP expresa la proteína PKCδ 
etiquetada con GFP bajo el control del promotor de PKC1 (construido por 
clonación de la región promotora de PKC1 y la secuencia codificante de PKCδ 
en el vector pGFP-ADH1t). El plásmido centromérico pPKCθ expresa la 
proteína PKCθ bajo el control del promotor de PKC1 (construido por 
clonación por recombinación de la región codificante de PKCθ en el vector 
pPKC1p:ADH1t) (Méndez, 2019). 

Los plásmidos pPKCδ T505A, pPKCδ E500G y pPKCδ T505A,E500G se obtuvieron 
mediante mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción de 
PCR el plásmido pPKCδ (Méndez, 2019). 

Construcción del plásmido pPKC1-GFP 

El plásmido pPKC1-GFP, que contiene la proteína Pkc1 etiquetada 
con GFP, se obtuvo mediante recombinación (Oldenburg et al., 1997) en la 
cepa silvestre W303-1a de S. cerevisiae. Para ello se cotransformó el 
plásmido pPKCδ-GFP linearizado con KpnI/BamHI y con la secuencia 
codificante del gen PKC1, obtenida por PCR a partir del plásmido pPKC1, 
empleando oligonucleótidos forward y reverse que contenían una región 
homóloga a las secuencias 3’ del promotor del gen PKC1 y 5’ de la secuencia 
codificante de GFP.  

Construcción de los plásmidos de las versiones truncadas de Pkc1 

Los plásmidos que contienen las diferentes versiones truncadas de 
Pkc1 se obtuvieron mediante la amplificación del fragmento génico que 
codifica la región comprendida entre los aminoácidos 178 a 1151 
(pPKC1∆HR1), los aminoácidos 545 a 1151 (pPKC1∆RD) y los aminoácidos 818 a 
1151 (pPKC1CF) utilizando oligonucleótidos forward y reverse que contenían 
los sitios de restricción de KpnI y SalI, respectivamente, en el plásmido 
pPKCδ (Soriano-Carot et al., 2014) digerido con KpnI/SalI (Tabla 2.1). 

Los plásmidos pPKC1∆RD-GFP, PKC1CF-GFP, pGFP-PKC1∆RD y pGFP-
PKC1CF, que contienen las versiones truncadas de Pkc1∆RD y Pkc1CF 
etiquetadas con GFP en C-terminal o en N-terminal, se obtuvieron mediante 
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recombinación (Oldenburg et al., 1997) en la cepa silvestre W303-1a de S. 
cerevisiae (Tabla 2.1). Para ello se cotransformó el plásmido pPKC1∆RD o 
pPKC1CF linearizado con KpnI y con el fragmento génico que codifica GFP, 
obtenido por PCR a partir del plásmido pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 (Longtine 
et al., 1998). Para el marcaje en C-terminal se emplearon se emplearon 
oligonucleótidos forward y reverse que contenían una región homóloga a las 
secuencias 3’ de la región codificante gen PKC1 y 5’ del terminador del gen 
ADH1. En el caso del marcaje en N-terminal, se emplearon oligonucleótidos 
forward y reverse que contenían una región homóloga a las secuencias 3’ del 
promotor del gen PKC1 y 5’ de la secuencia de la región codificante del gen 
PKC1 correspondiente a los 10 primeros codones codificantes de cada 
versión truncada. 

Construcción de los plásmidos de los mutantes en residuos de Pkc1 

Los plásmidos pPKC1S4A y pPKC1S801A se obtuvieron mediante 
mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción el plásmido 
pPKC1 (Soriano-Carot et al., 2014). El plásmido pPKC15A, que contiene las 
mutaciones S574A, S577A, T652A, S656A y S657A, se obtuvo mediante 
mutagénesis dirigida de cada uno de los residuos indicados 
secuencialmente empleando como molde original el plásmido pPKC1. El 
plásmido pPKC16A, que contiene las mutaciones S574A, S577A, T652A, 
S656A, S657A y S801A se obtuvo mediante mutagénesis dirigida empleando 
como molde original el plásmido pPKC15A. El plásmido pPKC17A, que contiene 
las mutaciones S4A, S574A, S577A, T652A, S656A, S657A y S801A se obtuvo 
mediante mutagénesis dirigida empleando como molde original el plásmido 
pPKC16A. 

Construcción de los plásmidos pPKCβ, pPKCγ, pPKCζ y pPKCθ-GFP 

Los plásmidos pPKCβ, pPKCγ, pPKCζI y pPKCζII, que expresan las 
proteínas de ratón PKCβ, PKCγ, PKCζI y pPKCζII bajo el control del promotor 
de PKC1, se obtuvieron clonando la secuencia codificante de PKCβ, PKCγ, 
PKCζI y pPKCζII obtenida por PCR a partir de cDNA de cerebro de ratón 
utilizando oligonucleótidos forward y reverse que contenían los sitios de 
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restricción de KpnI y SalI respectivamente, en el plásmido centromérico 
pPKC1p:ADH1t (Soriano-Carot et al., 2014) digerido con KpnI/SalI. 

El plásmido pPKCθ-GFP, que expresa la proteína de ratón PKCθ 
etiquetada con GFP, se obtuvo mediante recombinación (Oldenburg et al., 
1997) en la cepa silvestre W303-1a de S. cerevisiae. Para ello se cotransformó 
el plásmido pPKCδ-GFP linearizado con KpnI/BamHI y con la secuencia 
codificante de PKCθ, obtenida por PCR a partir del plásmido pPKCθ, 
empleando oligonucleótidos forward y reverse que contenían una región 
homóloga a las secuencias 3’ del promotor del gen PKC1 y 5’ de la secuencia 
codificante de GFP. 

Construcción de los plásmidos de las versiones truncadas de PKCδ y PKCθ 

Los plásmidos pPKCδCF-GFP y pPKCθCF-GFP, que expresan los 
fragmentos catalíticos de PKCδ (aminoácidos 346-674) y PKCθ (aminoácidos 
378-707) etiquetados con GFP, se obtuvieron mediante recombinación 
(Oldenburg et al., 1997) en la cepa silvestre W303-1a de S. cerevisiae (Tabla 
2.1). Para ello se cotransformó el plásmido pPKCδ-GFP linearizado con 
KpnI/BamHI y con el fragmento génico que codifica el fragmento catalítico de 
cada una de las isoformas de PKC, obtenido por PCR a partir de los 
plásmidos pPKCδ o pPKCθ, empleando oligonucleótidos forward y reverse 
que contenían una región homóloga a las secuencias 3’ del promotor del gen 
PKC1 y 5’ de la secuencia codificante de GFP.  

El plásmido pPKCδAhelix-CF-GFP, que contiene el fragmento catalítico de 
PKCδ con la extensión de 35 aminoácidos en N-terminal que incluye la hélice 
A (aminoácidos 311-345) etiquetado con GFP, se obtuvo mediante 
recombinación (Oldenburg et al., 1997) en la cepa silvestre W303-1a de S. 
cerevisiae (Tabla 2.1). Para ello se cotransformó el plásmido pPKCδ-GFP 
linearizado con KpnI/BamHI y con el fragmento génico que codifica la región 
comprendida entre los aminoácidos 311 a 674 de PKCδ, obtenido por PCR a 
partir del plásmido pPKCδ, empleando oligonucleótidos forward y reverse 
que contenían una región homóloga a las secuencias 3’ del promotor del gen 
PKC1 y 5’ de la secuencia codificante de GFP.  



Materiales y métodos 

 66 

El plásmido pPKCθδAhelix-CF-GFP, que contiene el fragmento catalítico 
de PKCθ etiquetado con GFP con la extensión que incluye la hélice A de PKCδ 
en el extremo N-terminal, se obtuvo mediante recombinación (Oldenburg et 
al., 1997) en la cepa silvestre W303-1a de S. cerevisiae (Tabla 2.1). Para ello se 
cotransformó con el plásmido pPKCθCF linearizado con KpnI y con el 
fragmento génico que codifica la región correspondiente a la hélice A de 
PKCδ (aminoácidos 311 a 345), obtenido por PCR a partir del plásmido PKCδ 
empleando oligonucleótidos forward y reverse que contenían una región 
homóloga a las secuencias 3’ de la región promotora del gen PKC1 y 5’ de la 
secuencia codificante del fragmento catalítico de PKCθ.  
 

Tabla 2.1. Plásmidos que expresan versiones truncadas de Pkc1, PKCδ y PKCθ. 

Plásmido Proteína PKC 
pPKC1∆HR1 Pkc1178-1151 
pPKC1∆RD Pkc1545-1151 
pPKC1CF Pkc1818-1151 
pPKC1∆RD-GFP Pkc1545-1151-GFP 
pPKC1CF-GFP Pkc1818-1151-GFP 
pGFP-PKC1∆RD GFP-Pkc1545-1151 
pGFP-PKC1CF GFP-Pkc1818-1151 
pPKCδCF-GFP PKCδ346-674-GFP 
pPKCδAhelix-CF-GFP PKCδ311-674-GFP 
pPKCθCF-GFP PKCθ378-707-GFP 
pPKCθδAhelix-CF-GFP PKCδ311-345-PKCθ378-707-GFP 

 

Construcción de los plásmidos de los mutantes en residuos de PKCδ 

Los plásmidos pPKCδCF T505A-GFP y pPKCδCF E500G-GFP se obtuvieron 
mediante mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción de 
PCR el plásmido pPKCδCF-GFP. El plásmido pPKCδCF T505A,E500G se obtuvo 
mediante mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción de 
PCR el plásmido pPKCδCF T505A-GFP. 
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Los plásmidos pPKCδAhelix-CF T505A-GFP, pPKCδAhelix-CF E500G-GFP se obtuvieron 
mediante mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción de 
PCR el plásmido pPKCδAhelix-CF-GFP. Los plásmidos pPKCδAhelix-CF T505A,E500G-GFP, 
pPKCδAhelix-CF T505A,E500G,Y332Q,W336R,I497M,F498L,F525H-GFP y pPKCδAhelix-CF T505A,I497A,F498A,F525A-
GFP se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida de cada uno de los 
residuos indicados secuencialmente empleando como molde original el 
plásmido pPKCδAhelix-CF T505A-GFP.  

Los plásmidos pPKCδCF NLS*-GFP y pPKCδAhelix-CF NLS*-GFP, que contienen 
las mutaciones K611A, R612A, K613A, K619A, K621A y K623A, se obtuvieron 
mediante mutagénesis dirigida de cada uno de los residuos indicados 
secuencialmente empleando como molde para la reacción los plásmidos 
pPKCδCF-GFP y pPKCδAhelix-CF-GFP, respectivamente. 

Construcción de los plásmidos de los mutantes en residuos de PKCθ 

El plásmido PKCθT538A se obtuvo mediante mutagénesis dirigida 
empleando como molde para la reacción de PCR el plásmido pPKCθ. Los 
plásmidos PKCθCF T538E-GFP y PKCθδAhelix-CF T538E-GFP se obtuvieron mediante 
mutagénesis dirigida empleando como molde para la reacción de PCR los 
plásmidos pPKCθCF-GFP y PKCθδAhelix-CF-GFP, respectivamente. 

Todos los plásmidos construidos se comprobaron por secuenciación y 
en los experimentos se analizaron al menos 2 clones independientes de 
cada construcción (se muestra un experimento representativo). El cDNA 
utilizado fue amablemente cedido por la Dra. I. Fariñas. 

 

Técnicas en Saccharomyces cerevisiae 

Cepas de S. cerevisiae 

Las cepas de levadura utilizadas en este trabajo se describen en la 
Tabla 2.2. Las deleciones de genes, así como los marcajes en el extremo C-
terminal de los mismos, se realizaron mediante amplificación por PCR del 
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cassette correspondiente utilizando como molde los plásmidos de la serie 
pFA6a (Janke et al., 2004; Longtine et al., 1998), los plásmidos de la serie pYM 
(Janke et al., 2004), a partir de DNA genómico de cepas con dichos cambios 
disponibles procedentes de nuestro grupo o cepas comerciales. Los cambios 
de promotor endógeno por el promotor regulable por doxiciclina tetO7 se 
realizaron utilizando el plásmido pCM225 (Bellí et al., 1998). 

 

Tabla 2.2. Cepas de S. cerevisiae. 

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA 

W303-1a 
MATa ade2-1 trp1-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-
52 can1 

Euroscarf 

JC6-3a 
MATa rsf8/pkc1-8 SWI4 ade2 ura3 his3 leu2 trp1 
can1 met 

Este grupo 

GPY1115 
MATa pkc1∆1::HIS3 leu2-3,112 ura3-52 his3-∆200 
trp1-∆901 ade2-101 suc2-∆9 

Dr. D.E. Levin 

JKM118 
MATa ∆ho ∆hml::ADE1 ∆hmr::ADE1 ade1 leu2-
3,112 lys5 trp1::hisG ura3-52 

Dr. J.E. Haber 

JKM139 
MATa ∆ho ∆hml::ADE1 ∆hmr::ADE1 ade1-100 
leu2,3-112 lys5 trp1::hisG ura3-52 ade3::GAL::HO 

Dr. J.E. Haber 

YLL3421 RAD9-3HA-TRP1 en JKM139 
Dra. M.P. 
Longhese 

N1-3a mec1-1 en W303-1a Dr. N.F. Lowndes 
JCY1258 tel1::kanMX6 en W303-1a Este grupo 
JCY1654 tel1::kanMX6 en JKM139 Este grupo 
JCY1684 PKC1-TAP-TRP1 en JKM139 Este grupo 
JCY1698 tetO7:PKC1-kanMX4 en JKM139 Este trabajo 
JCY1705 tel1::kanMX6 en N1-3a Este grupo 
JCY1761 DDC2-GFP-TRP1 en JKM139 Este trabajo 
JCY1763 DDC2-GFP-TRP1 en JCY1698 Este trabajo 
JCY1769 DDC1-GFP-TRP1 en JKM139 Este trabajo 
JCY1771 DDC1-GFP-TRP1 en JCY1698 Este trabajo 
JCY1825 DDC1-6HA-HIS en W303-1a Este trabajo 
JCY1827 DDC1-6HA-HIS en JC6-3a Este trabajo 
JCY1913 DDC1-6HA-HIS en JCY1258 Este trabajo 
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JCY1915 DDC1-6HA-HIS en N1-3a Este trabajo 
JCY1933 DDC1-6HA-HIS en JCY1705 Este trabajo 
JCY2049 DPB11-GFP-TRP1 en JKM139 Este trabajo 
JCY2051 DPB11-GFP-TRP1 en JCY1698 Este trabajo 
JCY2077 tetO7:PKC1-kanMX4 en W303-1a Este trabajo 
JCY2137 PKC1-myc-KanMX4 en JKM118 Este trabajo 
JCY2142 mec1::kanMX6 sml1::URA3 en JKM139 Este trabajo 
JCY2151 PKC1-myc-KanMX4 en JKM139 Este trabajo 

JCY2235 
tel1::kanMX6 mec1::hphNT1 sml1::URA3 en 
JKM139 

Este trabajo 

JCY2245 RAD9-3HA-TRP1 en JCY1698 Este trabajo 
JCY2247 RAD9-3HA-TRP1 en JCY1654 Este trabajo 
JCY2249 RAD9-3HA-TRP1 en JCY2142 Este trabajo 
JCY2264 RAD9-3HA-TRP1 en JCY2235 Este trabajo 
JCY2347 RAD9-3HA-TRP1 en JC6-3a Este trabajo 

 

Condiciones de crecimiento 

Las células de levadura se crecieron en medio YPD (extracto de 
levadura 1%, peptona bacteriológica 2%, glucosa 2%), en medio YPGal 
(galactosa 2% en lugar de glucosa 2%), en medio YPRaf (rafinosa 2%, glucosa 
0.1%) o en medio mínimo sintético SD (yeast nitrogen base 0.67%, glucosa 
2%) suplementado con los aminoácidos adecuados a 40 μg/mL para el 
mantenimiento de plásmidos. Para el crecimiento de cepas mutantes pkc1 
se añadió al medio sorbitol 1M como agente osmoprotector. Para la 
preparación de placas de medio sólido se añadió agar al 2%. Las cepas 
resistentes a antibióticos se crecieron en las placas correspondientes 
suplementadas con G418 (geneticina) 200 μg/mL, nourseotricina 100 μg/mL 
o higromicina 300 μg/mL. Para reprimir la expresión de aquellos genes bajo 
el control del promotor tetO7 se añadió doxiciclina al medio a una 
concentración de 10 μg/mL. Las células se crecieron a 25°C en agitación. En 
el caso de mutantes termosensibles el fenotipo mutante se alcanzó por 
incubación a 37°C durante 3 horas. 
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Para la inducción de estrés consecuencia de elevadas temperaturas 
se crecieron los cultivos a 25°C hasta fase exponencial, tras lo cual se 
transfirieron a 37°C durante 3 horas.  

Para la inducción de estrés genotóxico se añadió 
metilmetanosulfonato (MMS) 0.005-0.08%, hidroxiurea (HU) 20-100 mM o 
fleomicina (phleo) 0.25-1.25 μg/mL a cultivos en fase de crecimiento 
exponencial y se incubaron durante 1-2 horas. Para la inducción de una 
única DSB en aquellas cepas con la expresión de la endonucleasa HO bajo el 
control del promotor GAL1, los cultivos se crecieron primero en medio YPRaf. 
Cuando los cultivos llegaron a fase de crecimiento exponencial, se añadió 
galactosa 2% (o glucosa 2% como control negativo) y se incubaron durante 
4-8 horas en agitación a 25°C. Únicamente en el ensayo de purificación por 
afinidad en tándem, para la inducción de la DSB mediante la endonucleasa 
HO se crecieron los cultivos en medio YPD y, tras un lavado en medio YPGal, 
se incubaron en YPGal durante 8h. 

Para los ensayos de crecimiento por goteo se prepararon diluciones 
1:10 seriadas de cultivos en fase de crecimiento exponencial de las 
diferentes cepas tras haber igualado las concentraciones de los mismos a 1-
2 × 106 células/mL. Se depositaron 5 μL de cada dilución sobre las placas 
adecuadas y las células se incubaron a 25°C durante 2 o 3 días. 

Protocolo de transformación 

La transformación de levadura, ya sea con plásmidos o con 
productos de PCR, se realizó siguiendo el método de transformación con 
acetato de litio (Gietz et al., 1995). Los transformantes se seleccionaron por 
auxotrofía, empleando placas de medio mínimo que carecían del 
aminoácido correspondiente, o por resistencia a los antibióticos, para lo cual 
tras el choque térmico las células se incubaron en 5 mL de medio YPD 
durante 12-18 horas antes de sembrarlas en placas suplementadas con 
geneticina 200 μg/mL, nourseotricina 100 μg/mL o higromicina 300 μg/mL. 
En ambos casos las placas se incubaron a 25°C durante 2-3 días. 
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Western blot 

Los extractos totales de proteína para el análisis por Western blot se 
prepararon a partir de aproximadamente 108 células de cultivos en fase de 
crecimiento exponencial. Las células se resuspendieron en 100 μL de agua y, 
después de añadir 100 μL de NaOH 0.2M, se incubaron durante 5 min a 
temperatura ambiente. Las células se recogieron por centrifugación (12000 
rpm - 1 min), se resuspendieron en 50 μL del tampón de carga/disolvente de 
muestras SDS-PAGE (Tris-HCl 0.2M pH 7.5, SDS 8%, glicerol 40%, DTT 0.2M, 
azul de bromofenol 0.04%) y se incubaron durante 5 min a 95°C. Los 
extractos se clarificaron por centrifugación (3000 rpm - 10 min) y se 
transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. La cantidad de proteína total 
extraída se estimó mediante el método de Bradford empleando el reactivo 
Dye Reagent (Bio-Rad). Cantidades equivalentes de proteína se resolvieron en 
un gel SDS-PAGE, tras lo cual se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa mediante electrotransferencia en húmedo utilizando el 
tampón de trasferencia (Tris 0.025M, glicina 0.2M, SDS 0.01%, metanol 20%). 
Las membranas se bloquearon utilizando el agente bloqueante Skim Milk 
Powder (Oxoid) al 2% en TBS-T (Tris-HCl 0.1M pH 7.5, NaCl 0.125M, Tween®-
20 0.01%) durante 1 hora y se incubaron con el anticuerpo primario toda la 
noche a 4°C. Después de lavar las membranas con TBS-T (3 veces x 15 min), 
se incubaron con el anticuerpo secundario en solución bloqueante durante 
1 hora a 4°C y se volvieron a lavar con TBS-T (3 veces x 10 min). Los 
anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo se indican en 
la Tabla 2.3. La detección se realizó usando los reactivos SupersignalTM West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific) y el revelado se 
llevó a cabo mediante el analizador de quimioluminiscencia ImageQuantTM 
LAS4000mini biomolecular imager (GE Healthcare). 
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Tabla 2.3. Anticuerpos utilizados y condiciones de incubación. 

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 
Anti-Pkc1 yC-20 (Santa Cruz 

Biotechnology Inc.) 1:500 
ECLTM Anti-goat IgG Peroxidase 

linked 1:10000 

Anti-Rad53 (ab104232) (Abcam) 1:5000 
ECLTM Anti-rabbit IgG Peroxidase 

linked 1:15000 
Anti-fosfo-44/42 Map Kinasa 

Thr200/Tyr204 (Cell Signaling) 1:2000 
ECLTM Anti-rabbit IgG Peroxidase 

linked 1:20000 
Anti-Cdc2 p34 (PSTAIRE) sc-53 (Santa 

Cruz Biotechnology Inc.) 
ECLTM Anti-rabbit IgG Peroxidase 

linked 1:10000 
Anti-HA-peroxidase High Affinity 3F10 

(Roche) 1:5000 
 

Anti-GFP (Roche) 1:5000 
ECLTM Anti-mouse IgG Peroxidase 

linked 1:15000 

Anti-c-myc 9E10 (Roche) 1:2000 
ECLTM Anti-mouse IgG Peroxidase 

linked 1:10000 

Anti-TAP (Open biosystems) 1:5000 
ECLTM Anti-rabbit IgG Peroxidase 

linked 1:20000 

 

 

Purificación por afinidad en tándem (TAP) 

Para la identificación de residuos fosforilados de Pkc1 en 
condiciones de daño en el DNA se purificó Pkc1 mediante purificación por 
afinidad en tándem (TAP). Para cada condición experimental, se utilizaron un 
total de 30 g de células a partir de cultivos a 1 x 107 células/mL. Las células 
se recogieron mediante centrifugación (6000 rpm - 20 min) a 4°C. A 
continuación, se hizo un lavado con H2O fría, se recogieron las células por 
centrifugación (6000 rpm - 10 min) a 4°C y el sedimento se congeló en 
nitrógeno líquido y se conservó a -80°C hasta su lisis posterior. Para lisar las 
células se añadió al sedimento tampón de lisis (NaCl 0.1M, Tris-HCl 50mM 
pH 7.5, MgCl2 1.5mM, Triton X-100 0.1%, DTT 1mM, inhibidores de proteasas 
Protease Inhibitor Cocktail Set III, EDTA-Free (Calbiochem)) y se rompieron 
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mediante una agitación vigorosa en presencia de perlas de vidrio durante 6 
pulsos de 3 min a 4°C. El extracto se clarificó mediante centrifugación (4000 
rpm - 10 min) a 4°C, se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo y se 
volvió a centrifugar a 12000 rpm durante 90 min a 4°C. Al sobrenadante se le 
añadió glicerol 5% y se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -80°C 
hasta su posterior utilización. La purificación de la proteína se realizó 
incubando el extracto con perlas IgG SepharoseTM 6 Fast Flow (GE Healthcare) 
durante 1 h a 4°C. Se centrifugaron las perlas a 1800 rpm durante 3 min a 
4°C y se transfirieron a una columna Mobicol Classic (MoBiTec). Las perlas se 
lavaron con 50 mL de tampón de lavado (NaCl 0.1M, Tris-HCl 50mM, MgCl2 
1.5mM, Triton X-100 0.1%, DTT 1mM, EDTA 0.5mM) por gravedad y se 
eluyeron con 200 µL de tampón de elución (SDS 1%, DTT 20 mM). Parte del 
eluido se separó para su análisis por Western blot y el resto se analizó por 
espectrometría de masas en el Servei de Proteòmica de la Universitat de 
València para identificar fosfopéptidos de Pkc1 en condiciones de daño en el 
DNA. Tras la digestión con tripsina de las muestras cargadas en un gel SDS-
PAGE, ⅔ de la muestra se utilizaron para el enriquecimiento de 
fosfopéptidos mediante TiO2 (Thingholm et al., 2006) previo al análisis por 
LC-MS/MS y el resto fue analizado directamente por LC-MS/MS como control 
de referencia de dicho enriquecimiento. 

 

Ensayos de actividad quinasa de Pkc1 

Los ensayos para determinar la actividad quinasa de Pkc1 en 
respuesta a una única DSB se realizaron a partir de aproximadamente 5 x 
108 células de células que expresan Pkc1 etiquetada con 13 copias en 
tándem del epítopo myc o Pkc1 sin etiquetar. Las células se resuspendieron 
en 100-150 μL de tampón de lisis (Tris-HCl 50mM pH 7.5, NaCl 1M, EGTA 
1mM, EDTA 1mM, NP-40 1%, inhibidores de proteasas Protease Inhibitor 
Cocktail Set III, EDTA-Free (Calbiochem), PhosSTOPTM 1x (Sigma-Aldrich)) y se 
rompieron con agitación vigorosa en presencia de perlas de vidrio (3 pulsos 
de 1 min). Los restos celulares se eliminaron y el sobrenadante se clarificó 
por centrifugación a 4°C (12000 rpm - 5 min). Se cuantificó la concentración 
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de proteína por el método de Bradford empleando el reactivo Dye Reagent 
(Bio-Rad) con el fin de incubar cantidades equivalentes de proteína total de 
todas las muestras. El extracto celular se incubó 1h a 16°C en rotación 
orbital con perlas magnéticas Dynabeads Protein G (Invitrogen) previamente 
incubadas con el anticuerpo anti-c-myc 9E10 (Roche). Se realizaron dos 
lavados con PBS-T (NaCl 154mM, Na2HPO4 10mM, Tween®-20 0.02% (v/v)) y 
uno con tampón MOPS (MOPS 40mM pH 7.5, MgCl2 10mM y DTT 1mM), las 
perlas se resuspendieron en 100 μl de tampón MOPS y se separaron 10 μl 
para el análisis por western blot. Para el ensayo quinasa, por 1 μL de reacción 
se emplearon 0.05 μL de perlas y se añadieron 0.88 μL de tampón MOPS, 0.3 
μCi de γ32P-ATP (PerkinElmer) y 0.09 μg de MBP (Mielin basic protein, Sigma-
Aldrich). La reacción se incubó a 30°C durante un máximo de 30 min, 
tomando muestras a los tiempos indicados. Para cada tiempo, se separaron 
3 μL de muestra, deteniendo la reacción con 3 μL de disolvente de muestras 
SDS-PAGE e hirviendo a 95°C durante 5 min. Se inyectaron 5 μL de las 
muestras en un gel SDS-PAGE 12%. Tras la electroforesis, el gel de SDS-PAGE 
se lavó con TCA 12.5%, metanol 10% y ácido acético 10% para reducir la 
señal inespecífica y, finalmente, el gel SDS-PAGE se secó en un filtro de 
celulosa Whatman®. El filtro se colocó en un Hypercassette (GE Healthcare) y 
se expuso a una pantalla IP Phosphorimager (Fujifilm Imaging Plate, BAS-IP MS 
2025). El análisis de la pantalla IP para la cuantificación de la radiactividad se 
llevó a cabo con el sistema de autorradiografía Typhoon FLA 7000 (GE 
Healthcare) usando el programa TyphoonTM FLA 7000 V 1.2. Las bandas se 
cuantificaron con el programa ImageQuantTM LAS 4000mini biomolecular 
imager (GE Healthcare) y los resultados se normalizaron frente a una muestra 
control de una cepa sin etiquetar. La señal de MBP fosforilada (u.a.) se 
normalizó respecto al tiempo inicial de la condición de no daño en el DNA. 
La velocidad de reacción de Pkc1 se calculó como la pendiente de la recta 
obtenida de la representación de la señal de MBP fosforilada (u.a.) frente al 
tiempo de reacción (min). Finalmente, se determinó el cociente de la 
velocidad de reacción en presencia de daño en el DNA frente a ausencia de 
daño en el DNA. 
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Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Aproximadamente 5 x 108 células en cultivo se entrecruzaron con 
formaldehído 1% (v/v) durante 15 min y la reacción se detuvo mediante una 
incubación de 5 min con glicina 125mM. Las células se lavaron y se 
resuspendieron en 300 μL de tampón de lisis (HEPES-KOH 50mM pH 7.9, 
NaCl 40mM, EDTA 1mM, Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato de sodio 0.1% 
(p/v), PMSF 1mM, benzamidina 1mM e inhibidores de proteasas Protease 
Inhibitor Cocktail Set III, EDTA-Free (Calbiochem) y, posteriormente, se lisaron 
mediante agitación en vórtex con perlas de vidrio durante 30 min a 4°C. Tras 
romper las células, se añadió tampón de lisis hasta alcanzar un volumen 
final de 600 μL. A continuación, se fragmentó la cromatina mediante 
sonicación, se centrifugó la muestra a 4°C (12000 rpm - 15 min), se 
recogieron 20 μL del sobrenadante como control del extracto celular 
completo (input) y se incubó el resto del volumen, mediante rotación orbital 
durante 2 h a 4°C, con las perlas magnéticas Dynabeads Protein G (Invitrogen) 
previamente incubadas con el anticuerpo HA-probe (F-7) (Santa Cruz 
Biotechnology Inc.) o el anticuerpo monoclonal anti-GFP (Roche). Las perlas se 
lavaron tres veces con tampón PBS-T (NaCl 154mM, Na2HPO4 10mM, 
Tween®-20 0.02% (v/v)). La elución de la proteína unida se realizó en dos 
pasos, en cada uno se añadieron 40 μL de tampón de elución (Tris-Hcl 
50mM pH 8.0, EDTA 10mM, SDS 1% (p/v) y se incubó la mezcla a 65°C 
durante 8 min. El entrecruzamiento entre DNA y proteínas se revirtió 
mediante incubación con tampón de elución a 65°C con agitación durante 
toda la noche. La muestra eluida se digirió con proteinasa K (Roche) 0.33 
mg/mL durante 90 min a 37°C y el DNA obtenido se purificó con el kit High 
Pure PCR product purification (Roche). El DNA co-inmunoprecipitado (IP) se 
analizó por triplicado mediante PCR cuantitativa (qPCR) en un termociclador 
DNA Engine Peltier Termal Cycler (Bio-Rad) usando el NZYSupreme qPCR Green 
Master Mix (2x) (NZYTech). El DNA analizado incluía fragmentos distales al 
sitio de corte de la endonucleasa HO en el locus MAT (distancia indicada en 
kb) y una región intergénica como control (Tabla 2.4). Los valores de unión 
de Ddc1-GFP, Ddc2-GFP, Dpb11-GFP, Rad9-3HA y GFP-Pkc1∆RD indican el 
enriquecimiento específico de los fragmentos distales a la DSB analizados en 
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la muestra inmunoprecipitada (IP) en comparación con el extracto celular 
completo (input) usando la región intergénica como control, calculado con el 
método ΔΔCt. Los valores son relativos a la cepa control sin etiquetar (el 
valor de 1 es equivalente a enriquecimiento no específico). 
 

Tabla 2.4. Oligonucleótidos empleados para el análisis por qPCR. 

Región analizada Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) 
0.2 kb a sitio de 
corte HO 

HO-P1 TCCCCATCGTCTTGCTCT 
HO-P2 GCATGGGCAGTTTACCTTTAC 

1.1 kb a sitio de 
corte HO 

HO 1.1 kb Fw CTCGGCATATTTGTATTAACCCACT 
HO 1.1 kb Rv GTCCTCCGTCCAATCTGTGC 

3.3 kb a sitio de 
corte HO 

HO 3.3 kb Fw GCTTAGAAGGTGCGGTAGG 
HO 3.3 kb Rv TGTTGTGGACAATGTTAACGA 

4.7 kb a sitio de 
corte HO 

HO 4.7 kb Fw CTTCATCTCATGCAAAGTG 
HO 4.7 kb Rv GGGGCAATTGGTAAATTGCG 

Intergénica 
Intergenic A GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA 
Intergenic B CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC 

 

Modelización molecular 

 La modelización de la estructura terciaria de versiones truncadas de 
Pkc1, PKCδ y PKCθ se realizó mediante el servidor I-TASSER a través de la 
dirección web https://zhanggroup.org/I-TASSER/ (Roy et al., 2010). Los 
resultados de la predicción de la estructura terciaria se visualizaron con el 
software PyMol. 

 

Técnicas de microscopía de fluorescencia 

Todas las muestras analizadas por microscopía de fluorescencia se 
visualizaron con un microscopio de fluorescencia Axioskop 2 (Zeiss Inc.). Las 
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imágenes se tomaron con una cámara AxioCam MRm (Zeiss Inc.) y se 
analizaron con el software AxioVision v4.7 (Zeiss Inc.). 

Tinción de núcleos 

Para la tinción de núcleos in vivo se recogieron 1 x 107 células 
procedentes de cultivos en crecimiento exponencial a las que se añadió el 
colorante vital Hoechst (Invitrogen) a una concentración de 2 mg/mL y se 
incubó en agitación 30 min a 30°C. 

Localización de proteínas in vivo con marcaje GFP 

Las proteínas fusionadas con GFP se visualizaron en células vivas 
sonicadas crecidas en el medio correspondiente hasta fase exponencial. 
Para la segmentación de los núcleos se utilizó el software Ilastik y la 
intensidad media de los píxeles de cada núcleo se analizó mediante el 
software ImageJ. Los resultados fueron normalizados frente a la intensidad 
media de los píxeles del citoplasma de las muestras control de proteínas no 
etiquetadas con GFP. 

 

Análisis estadístico 

 Los análisis estadísticos se llevaron a cabo empleando el software 
Prism9. En los ensayos de actividad quinasa de Pkc1, las diferencias 
estadísticas se calcularon mediante el test t-Student para una muestra. En 
los ensayos de ChIP para analizar el reclutamiento de proteínas a la DSB 
generada por el corte con la endonucleasa HO, las diferencias estadísticas se 
calcularon mediante el test t-Student. El p-valor se indica en los pies de 
figura. 
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3. Papel de dominios 

reguladores y residuos 
específicos de Pkc1 en la 
respuesta a daño en el DNA 

 
Pkc1 de S. cerevisiae es considerada una PKC arquetipo ya que 

contiene todos los dominios reguladores de PKCs: el dominio HR1, que 
media interacciones con GTPasas; el dominio C1, de unión a lípidos y ésteres 
de forbol, y el dominio C2, de unión a Ca2+ y lípidos. A diferencia de PKCs 
clásicas de mamíferos, Pkc1 de levadura no presenta regulación por los 
segundos mensajeros diacilglicerol y Ca2+ debido a la presencia de 
mutaciones en residuos clave en los dominios C1 y C2 (Antonsson et al., 
1994; Watanabe et al., 1994). La activación de Pkc1 está regulada por su 
interacción con la GTPasa Rho1, que se produce a través de los dominios 
HR1 y C1, así como por unión a fosfatidilserina, mediada por el dominio C1 
(Nomura et al., 2017; Schmitz et al., 2002). Además de su asociación con 
Rho1 y fosfatidilserina, la actividad de Pkc1 depende de su estado de 
fosforilación. Las quinasas Pkh1 y Pkh2 fosforilan el residuo de Thr983 del 
lazo de activación, modificación esencial para la funcionalidad de Pkc1 
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(Inagaki et al., 1999; Roelants et al., 2004). Pkc1 también es diana de TORC2, 
que fosforila los Thr1125 y Ser1143, localizados en el motivo del giro y el motivo 
hidrofóbico de la región C-terminal, respectivamente (Nomura and Inoue, 
2015). 

 

Identificación de residuos de Pkc1 fosforilados en respuesta a DSB 

En nuestro grupo hemos descrito que Pkc1 sufre un retraso en su 
movilidad electroforética en respuesta a hidroxiurea (HU) y a la inducción de 
una rotura cromosómica de doble cadena o DSB (double-strand break). Este 
cambio de movilidad es debido a la fosforilación de la proteína, que 
depende principalmente de la quinasa sensora del checkpoint de integridad 
del DNA Tel1 (Soriano-Carot et al., 2014). Pkc1 es una proteína de 131 kDa, 
formada por 1151 aminoácidos, que presenta un elevado número de 
residuos potencialmente fosforilables. Por ejemplo, una búsqueda en el 
predictor de residuos fosforilados NetPhorest revela la presencia de hasta 
130 potenciales residuos fosforilables. En condiciones de estrés genotóxico, 
el data mining de diferentes estudios proteómicos revela la existencia de 
hasta 41 residuos Ser o Thr fosforilados en la secuencia de Pkc1, la mayoría 
de ellos localizados en la región bisagra que separa los dominios 
reguladores y el dominio catalítico (Albuquerque et al., 2008; Bastos de 
Oliveira et al., 2015; Huang et al., 2016; Lanz et al., 2021; Smolka et al., 2007; 
Zhou et al., 2016). Como se ha comentado, Pkc1 es fosforilada de manera 
dependiente de Tel1 en respuesta a DSB (Soriano-Carot et al., 2014). Por 
ello, con el objetivo de caracterizar dicha fosforilación e identificar los 
posibles residuos implicados en la función de Pkc1 en el checkpoint de 
integridad del DNA, realizamos un ensayo proteómico de búsqueda de 
fosfopéptidos. Para ello, empleamos la cepa GAL1:HO (Lee et al., 1998), en la 
que se induce una única DSB, y analizamos la presencia de fosfopéptidos de 
Pkc1 en condiciones normales (células crecidas en glucosa) y de daño en el 
DNA (células crecidas en galactosa) por LC-MS/MS tras la purificación de 
Pkc1 marcada con la etiqueta TAP (Rigaut et al., 1999) mediante la unión a 
perlas de sefarosa conjugadas con IgG (IgG beads) (Figura 3.1A).  
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Figura 3.1. Identificación de residuos fosforilados de Pkc1 en condiciones de daño en 
el DNA mediante un análisis fosfoproteómico. (A) Cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa GAL1:HO PKC1-TAP (JCY1684) fueron incubados en YPD o YPGal 
durante 8 horas. Pkc1-TAP se purificó a partir de extractos totales mediante perlas de 
sefarosa conjugadas con IgG. Se inyectaron muestras de las fracciones correspondientes al 
extracto total (ET), la no retenida (NR) y la obtenida después de la purificación con perlas 
de sefarosa conjugadas con IgG (IgG beads) y fueron analizadas por Western blot. (B) Tabla 
resumen de los residuos identificados en el ensayo proteómico de fosfopéptidos de Pkc1. 
(C) Representación esquemática de la proteína Pkc1 en la que se indican los residuos 
identificados en el ensayo proteómico. 

 

Como resultado de este análisis identificamos 10 residuos 
fosforilados: Ser574, Ser577, Ser601, Ser609, Thr652, Ser656, Ser657, Thr981, Ser982 y 
Thr983. De los 10 residuos obtenidos, 6 se encontraron en las dos 
condiciones analizadas (Ser577, Ser601, Ser609, Thr981, Ser982 y Thr983) mientras 
que 4 de ellos se detectaron fosforilados solamente en presencia de una 
DSB (Ser574, Thr652, Ser656 y Ser657) (Figura 3.1B). A excepción de los residuos 
Thr981, Ser982 y Thr983, que se encuentran en el lazo de activación del dominio 
catalítico, el resto de residuos identificados se encuentran en la región 
bisagra de Pkc1 (Figura 3.1C).  Es importante destacar que en este análisis se 
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ha identificado un residuo fosforilado de Pkc1 no descrito hasta el 
momento, la Thr652, y se han validado los otros 9 residuos, que ya habían 
sido detectados como fosforilados en condiciones de estrés genotóxico en 
otros estudios (Albuquerque et al., 2008; Bastos de Oliveira et al., 2015; 
Huang et al., 2016; Lanz et al., 2021; Liu et al., 2021; Smolka et al., 2007; Zhou 
et al., 2016), lo que confirma la fiabilidad del experimento. Dado el carácter 
semicuantitativo de nuestro análisis proteómico, decidimos centrarnos en 
estudiar el papel de los 4 residuos identificados como fosforilados en 
respuesta a daño en el DNA. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA y la 
movilidad electroforética de Pkc1 en un mutante de fosforilación en los residuos de 
Pkc1 identificados mediante el análisis fosfoproteómico. (A) Representación 
esquemática de la proteína Pkc1 en la que se indican los residuos Ser574, Ser577, Thr652, 
Ser656 y Ser657 mutados a Ala en Pkc15A.  (B) Cultivos en fase de crecimiento exponencial de 
la cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698) transformada con los plásmidos pPKC1 o pPKC15A 
crecidos en YPRaf con doxiciclina 10 μg/mL fueron divididos e incubados en presencia de 
glucosa o galactosa 2% durante 4 horas. La movilidad electroforética de la proteína Pkc1 y 
la activación de la proteína Rad53 se analizaron mediante Western blot. 
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Además, se decidió incluir uno de los 6 residuos encontrados en 
ambas condiciones, el residuo Ser577, ya que había sido identificado en otro 
estudio reciente como cuantitativamente más fosforilado en respuesta al 
tratamiento con HU en un experimento SILAC-MS (Liu et al., 2021). 

Construimos un quíntuple mutante de fosforilación Pkc15A, en el que 
los residuos de Ser574, Ser577, Thr652, Ser656 y Ser657 se sustituyeron por Ala 
(aminoácido no fosforilable) mediante mutagénesis dirigida (Figura 3.2A). Se 
empleó la cepa GAL1:HO tetO7:PKC1, en la que se induce una DSB en 
presencia de galactosa y el gen PKC1 se encuentra regulado por el promotor 
reprimible por doxiciclina tetO7, transformada con el plásmido que expresa 
la versión mutante Pkc15A y se analizó el cambio de movilidad electroforética 
de Pkc1 y la fosforilación de la quinasa efectora Rad53. Nuestros resultados 
muestran que el retraso de movilidad de Pkc1 está afectado en el mutante 
Pkc15A en comparación con la versión silvestre cuando se induce una DSB, 
aunque no queda totalmente eliminado (Figura 3.2B). En cambio, la 
mutación de estos residuos no afecta a la capacidad de Pkc1 de activar la 
respuesta a daño en el DNA. Por tanto, concluimos que los residuos de 
Ser574, Ser577, Thr652, Ser656 y/o Ser657 serían importantes para la fosforilación 
de Pkc1 en condiciones de daño en el DNA, aunque no los únicos, mientras 
que ninguno de ellos es esencial para su funcionalidad en la respuesta a 
estrés genotóxico. 

Como se menciona en líneas anteriores, en nuestro grupo hemos 
descrito que Pkc1 es fosforilada en respuesta a daño en el DNA de manera 
dependiente de Tel1 (Soriano-Carot et al., 2014). En el estudio de Liu et al., 
2021, describen que tanto Tel1 como Mec1 están implicadas en la 
hiperfosforilación de Pkc1 en condiciones de estrés genotóxico. La 
fosforilación por Mec1 y Tel1 en sus proteínas diana tiene lugar en residuos 
de Ser o Thr seguidos de Gln ([S/T]Q) (Kim et al., 1999). La búsqueda de sitios 
[S/T]Q en la secuencia de Pkc1 revela la existencia de 7 potenciales sitios de 
fosforilación por quinasas sensoras del checkpoint: Ser4, Ser69, Ser360, Ser385, 
Ser681, Ser801, Ser1134. De entre estos 7 residuos, 2 han sido encontrados como 
fosforilados en condiciones de estrés genotóxico en ensayos proteómicos: 
Ser4 (Liu et al., 2021) y Ser801 (Lanz et al., 2021; Liu et al., 2021).  
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Con el objetivo de identificar residuos adicionales a los encontrados 
en nuestro análisis de fosfopéptidos con un posible papel en la fosforilación 
de Pkc1 en respuesta a daño en el DNA, obtuvimos mutantes de 
fosforilación de Pkc1 en los que los residuos Ser4 o Ser801 se sustituyeron por 
Ala mediante mutagénesis dirigida (Figura 3.3A). De nuevo, se empleó la 
cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 transformada con plásmidos que expresan los 
mutantes simples de fosforilación de Pkc1 y se analizó el cambio de 
movilidad electroforética de Pkc1, así como la fosforilación de la quinasa 
efectora Rad53. Como se puede observar, la mutación individual de los 
residuos Ser4 o Ser801 no afecta a la movilidad de Pkc1 ni tampoco tiene 
efecto en su funcionalidad en la activación de la respuesta a daño en el DNA 
(Figura 3.3B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA y la 
movilidad electroforética de Pkc1 en mutantes de fosforilación en sitios SQ de Pkc1. 
(A) Representación esquemática de la proteína Pkc1 en la que se indican los residuos Ser4 y 
Ser801 mutados a Ala en Pkc1S4A y Pkc1S801A. (B) Cultivos en fase de crecimiento exponencial 
de la cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1S4A 
o pPKC1S801A crecidos en YPRaf con doxiciclina 10 μg/mL fueron divididos e incubados en 
presencia de glucosa o galactosa 2% durante 4 horas. La movilidad electroforética de la 
proteína Pkc1 y la activación de la proteína Rad53 se analizaron mediante Western blot. 
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A continuación, analizamos el papel de estos 2 sitios diana de 
quinasas sensoras del checkpoint en el contexto del mutante de fosforilación 
Pkc15A. En primer lugar, se sustituyó el residuo de Ser801 por Ala mediante 
mutagénesis dirigida para obtener el mutante de fosforilación Pkc16A (Figura 
3.4A). Nuestros resultados muestran que la movilidad de la versión mutante 
Pkc16A en condiciones de daño en el DNA está afectada, pero aún se detecta 
un ligero cambio, igual que ocurre con la versión mutante Pkc15A (Figura 
3.4B). El análisis de la fosforilación de Rad53 indica que la mutación adicional 
del residuo Ser801 no afecta a la funcionalidad del mutante de fosforilación 
Pkc15A en la activación del checkpoint de integridad del DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA y la 
movilidad electroforética de Pkc1 en el mutante de fosforilación Pkc16A. (A) 
Representación esquemática de la proteína Pkc1 en la que se indican los residuos Ser574, 
Ser577, Thr652, Ser656, Ser657 y Ser801 mutados a Ala en Pkc16A. (B) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698) transformada con los 
plásmidos pPKC1 o pPKC16A crecidos en YPRaf con doxiciclina 10 μg/mL fueron divididos e 
incubados en presencia de glucosa o galactosa 2% durante 4 horas. La movilidad 
electroforética de la proteína Pkc1 y la activación de la proteína Rad53 se analizaron 
mediante Western blot. 
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En segundo lugar, se sustituyó el residuo Ser4 por Ala mediante 
mutagénesis dirigida y, de este modo, obtuvimos el mutante de fosforilación 
Pkc17A, que contiene mutados los residuos de Ser4, Ser574, Ser577, Thr652, Ser656, 
Ser657 y Ser801 (Figura 3.5A) y se repitió el mismo análisis que con los 
mutantes anteriores. Nuestros resultados muestran que la fosforilación del 
mutante Pkc17A está claramente afectada con respecto a la versión silvestre 
de Pkc1, mientras que su capacidad de activar el checkpoint de integridad se 
mantiene intacta (Figura 3.5B). Pese a la evidente diferencia observada, el 
retraso de movilidad electroforética no queda totalmente eliminado en el 
mutante de fosforilación Pkc17A. Así, este resultado indica que, aunque la 
aproximación utilizada es útil para identificar residuos fosforilados en 
respuesta ha daño en el DNA, existirían más residuos, además de los 7 
analizados en este trabajo, implicados en la hiperfosforilación de Pkc1. En 
cualquier caso, la fosforilación de estos 7 residuos analizados no es esencial 
para la funcionalidad de Pkc1 en el checkpoint de integridad del DNA. 

Recientemente se ha descrito que la hiperfosforilación de Pkc1 
depende de Hrr25, el ortólogo en levadura de caseín quinasa 1 δ de 
mamíferos (CK1δ) (Liu et al., 2021). En este trabajo se ha propuesto un 
modelo según el cual, en condiciones de estrés genotóxico, Mec1/Tel1 
promoverían la interacción física entre Pkc1 y Hrr25, que tiene como 
resultado la fosforilación de Pkc1, ya que el cambio de movilidad 
electroforética de Pkc1 desaparece por completo al inactivar la actividad 
catalítica de Hrr25 o bien al mutar los 13 residuos diana de CK1 presentes en 
Pkc1. De los 13 sitios CK1 solamente 2 coinciden con los analizados en el 
mutante de fosforilación Pkc17A: Ser577 y Ser657. De este modo, los resultados 
de Liu et al., 2021 apuntarían a que los residuos que todavía se encuentran 
fosforilados en el mutante Pkc17A serían sitios diana de CK1. 

Respecto a la interacción física entre Hrr25 y Pkc1, se ha descrito 
que depende de las quinasas Mec1 y Tel1, sin embargo, no requiere de la 
fosforilación en los 3 sitios [S/T]Q presentes en Hrr25 (Liu et al., 2021). A raíz  
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Figura 3.5. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA y la 
movilidad electroforética de Pkc1 en el mutante de fosforilación Pkc17A. (A) 
Representación esquemática de la proteína Pkc1 en la que se indican los residuos Ser4, 
Ser574, Ser577, Thr652, Ser656, Ser657 y Ser801 mutados a Ala en Pkc17A. (B) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698) transformada con los 
plásmidos pPKC1 o pPKC17A crecidos en YPRaf con doxiciclina 10 μg/mL fueron divididos e 
incubados en presencia de glucosa o galactosa 2% durante 4 horas. La movilidad 
electroforética de la proteína Pkc1 y la activación de la proteína Rad53 se analizaron 
mediante Western blot. 

 

de este resultado, los autores proponen que dicha interacción dependería 
de proteínas intermediarias. Sin embargo, otra posibilidad sería que la 
fosforilación de Pkc1 en sitios SQ fuera necesaria para su fosforilación por 
Hrr25. En el presente trabajo se han analizado 2 de los 7 sitios SQ presentes 
en Pkc1 y se ha visto que su mutación no elimina la fosforilación de Pkc1. 
Por ello, para comprobar esta hipótesis, se podría analizar el cambio de 
movilidad electroforética de un mutante de fosforilación Pkc1 en el que los 7 
sitios SQ sean mutados a Ala, además de su interacción física con Hrr25. 
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Tanto los resultados de nuestro grupo, recogidos en Soriano-Carot 
et al., 2014 y esta Tesis Doctoral, como los del grupo del Dr. Levin 
demuestran que Pkc1 es modificada en respuesta a daño en el DNA. Sin 
embargo, la relevancia fisiológica de esa fosforilación todavía no está clara. 
Todos los mutantes de fosforilación analizados en esta Tesis Doctoral son 
capaces de activar de manera eficiente a la quinasa efectora del checkpoint 
Rad53. Células que expresan un mutante de fosforilación de Pkc1 en los 13 
sitios consenso de CK1 tampoco muestran fallos de activación del checkpoint 
y, además, presentan la misma viabilidad que células silvestres en respuesta 
a tratamiento con HU o radiación ultravioleta (UV) (Liu et al., 2021). 
Únicamente se ha detectado un defecto en la expresión del gen RNR3, que 
codifica una de las subunidades grandes de la RNR, en ensayos de actividad 
β-galactosidasa en células mutantes pkc1 tanto en condiciones normales 
como en presencia de estrés genotóxico. 

Un aspecto clave de la respuesta a daño en el DNA es que la 
activación del checkpoint de integridad del DNA tenga lugar en el momento y 
durante el tiempo adecuado; por este motivo, la actividad de las quinasas 
sensoras Tel1 y Mec1 está altamente regulada (Tannous and Burgers, 2021). 
Así, la desregulación de la actividad de las quinasas sensoras, consecuencia 
de la sobreexpresión de TEL1 y DDC2 (interactor de Mec1), produce un 
bloqueo permanente del ciclo celular debido a una continua señalización del 
checkpoint en respuesta a daño en el DNA (Clerici et al., 2001). Consistente 
con un papel de Pkc1 en la activación de la respuesta a daño en el DNA, la 
hiperfosforilación de Pkc1 podría estar implicada en la modulación de la 
señalización del checkpoint de integridad del DNA. Una aproximación útil 
para abordar esta posible función sería analizar la cinética de activación de 
la quinasa efectora Rad53 en células que expresen un mutante de 
fosforilación de Pkc1. En el caso de que la fosforilación de Pkc1 tuviera un 
papel activador, el resultado esperable sería un retraso en la respuesta a 
daño en el DNA. Alternativamente, si la fosforilación de Pkc1 tuviera un 
papel en la inactivación del checkpoint, se produciría un retraso en la 
desfosforilación de Rad53. En esta misma línea, también podría analizarse el 
efecto de la fosforilación constitutiva de Pkc1. Un estudio reciente ha 
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identificado mediante un ensayo proteómico a Sit4, fosfatasa encargada de 
regular la actividad de Pkc1 (De La Torre-Ruiz et al., 2002), como proteína 
enriquecida en las inmediaciones de una DSB inducida por el corte con la 
endonucleasa HO (Wang et al., 2017a). Una cepa mutante sit4 presenta una 
activación de Rad53 más sostenida en el tiempo, indicando un papel de Sit4 
en la inactivación del checkpoint de integridad del DNA (Wang et al., 2017a). 
En este trabajo, los autores proponen que Sit4 ejercería esta función a 
través de la desfosforilación e inactivación de Pkc1. De acuerdo con este 
modelo, una versión fosfomimética de Pkc1 presentaría el mismo fenotipo 
de activación de Rad53 observado en el mutante sit4.  

 

Caracterización de los dominios estructurales de Pkc1 importantes 
para su función en el checkpoint de integridad del DNA 

 El ensayo proteómico de fosfopéptidos anterior ha permitido 
identificar residuos implicados en la fosforilación de Pkc1 en respuesta a 
estrés genotóxico; sin embargo, la mutación de los residuos encontrados no 
es suficiente para anular la capacidad de Pkc1 de activar el checkpoint de 
integridad del DNA. Por ello, con el objetivo de identificar aquellas regiones 
de Pkc1 esenciales para llevar a cabo su función en la respuesta a daño en el 
DNA, se inició una nueva estrategia basada en la construcción de diferentes 
versiones truncadas de la proteína y el análisis de su funcionalidad en cepas 
mutantes pkc1 (Figura 3.6). Para ello, estudiamos la capacidad de activar la 
respuesta a daño en el DNA en una cepa mutante pkc1ts. Adicionalmente, 
analizamos la capacidad de supresión del defecto de crecimiento de una 
cepa mutante tetO7:PKC1 (Méndez, 2019). Asimismo, estudiamos la 
funcionalidad de las distintas versiones truncadas de Pkc1 analizando la 
fosforilación de la MAPK Slt2 en respuesta a estrés térmico. 

En primer lugar, estudiamos el papel del dominio HR1 en la 
respuesta a daño en el DNA. Para ello, construimos una versión truncada de 
Pkc1 que carece del dominio HR1 (Pkc1∆HR1) (Figura 3.7A). Los niveles de 
proteína se analizaron por Western blot (Figura 3.6B). El ensayo de 
crecimiento  de  la  cepa  mutante tetO7:PKC1  transformada  con  el plásmido  
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Figura 3.6. Análisis de las versiones truncadas de Pkc1. (A) Representación esquemática 
de la proteína Pkc1 completa y las versiones truncadas PKC1∆HR1, PKC1∆RD y PKC1CF. (B) 
Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1∆HR1, pPKC1∆RD, pPKC1CF o con un vector 
vacío. Los niveles de las diferentes versiones truncadas de la proteína Pkc1 se detectaron 
mediante Western blot. Cdc28 se muestra como control de carga. *Banda inespecífica del 
anticuerpo anti-Pkc1. 

CN

kinase domain C tail

Pkc1∆RD

CN

kinase domain C tail

Pkc1CF

Pkc1

regulatory domains

CN

kinase domain C tailC1BC2HR1BHR1A ψ hinge

catalytic fragment

C1A

Pkc1∆HR1CN

kinase domain C tailC1BC2 ψ C1A

A

B

ve
ct
or

pP
K
C
1∆

H
R

1 
(c

lo
n 

1)

pP
K
C
1∆

H
R

1 
(c

lo
n 

2)

pP
K
C
1∆

R
D

 (c
lo

n 
1)

pP
K
C
1∆

H
R

1 
(c

lo
n 

3)

pP
K
C
1∆

R
D

 (c
lo

n 
2)

pP
K
C
1∆

R
D

 (c
lo

n 
3)

pP
K
C
1∆

R
D

 (c
lo

n 
4)

pP
K
C
1C

F 
(c

lo
n 

1)

pP
K
C
1C

F 
(c

lo
n 

2)

pP
K
C
1C

F 
(c

lo
n 

3)

pP
K
C
1C

F 
(c

lo
n 

4)

pP
K
C
1

pkc1ts

Pkc1 Pkc1∆HR1

Pkc1∆RD

*

Pkc1CF

Cdc28



Dominios y residuos de Pkc1 

 91 

 
que expresa la versión truncada que carece del dominio HR1 revela que 
Pkc1∆HR1 es capaz de suprimir completamente el defecto de crecimiento de 
una cepa mutante pkc1 (Fig. 3.7B). Para estudiar la activación de la ruta de 

integridad de pared celular se empleó una cepa mutante pkc1ts y se analizó 
la fosforilación de Slt2 por Western blot. En respuesta a estrés térmico (37°C), 
Pkc1∆HR1 es capaz de activar la cascada de MAPK y fosforilar a Slt2 igual que 
Pkc1 completa (Fig. 3.7C). Este resultado concuerda con lo descrito acerca de 
la activación de la ruta de integridad de la pared celular (Schmitz et al., 
2002). Por último, analizamos la activación del checkpoint de integridad del 
DNA por parte de esta versión truncada de Pkc1 en un mutante pkc1ts en 
respuesta al agente genotóxico metilmetanosulfonato (MMS). Como se 
puede observar en la Figura 3.7D, la fosforilación de la quinasa Rad53 a 
temperatura restrictiva (37°C) indica que la expresión de Pkc1∆HR1 es capaz 
de suprimir completamente el defecto de activación del checkpoint de 
integridad del DNA. En conjunto, estos resultados sugieren que el dominio 
regulador HR1 no es necesario para la función de Pkc1 en la respuesta a 
estrés genotóxico. 

El siguiente paso fue generar una versión de Pkc1 en la que 
eliminamos, además del dominio HR1, los dominios C1 y C2, y que carece 
por tanto de todos los dominios reguladores (Pkc1ΔRD) (Figura 3.8A). Igual que 
en el caso de Pkc1ΔHR1, la expresión de Pkc1ΔRD recupera el defecto de 
crecimiento, de fosforilación de Slt2 y de activación del checkpoint de 
integridad del DNA en mutantes pkc1 (Figura 3.8B-D). Así, estos resultados 
indican que los dominios reguladores de Pkc1 no son esenciales en la 
función de Pkc1 en la respuesta a daño en el DNA. Únicamente en el caso de 
uno de los 4 clones analizados (clon 3) observamos que la expresión de este 
clon no es capaz de suprimir los defectos de crecimiento y activación de Slt2 
y Rad53 de cepas mutantes pkc1. Al analizar los niveles proteicos de esta 
construcción, aunque se observa un cambio en su movilidad electroforética, 
no se detectan diferencias entre clones que justifiquen el fallo de función de 
dicho clon (Figura 3.6B). 
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Figura 3.7. Análisis de la funcionalidad de la versión truncada Pkc1∆HR1. (A) 
Representación esquemática de la versión truncada de la proteína Pkc1 sin el dominio 
regulador HR1 (PKC1∆HR1). (B) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos 
pPKC1, pPKC1∆HR1 o con un vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas de YPD 
suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. (C) Cultivos 
en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con 
los plásmidos pPKC1, pPKC1∆HR1 o con un vector vacío fueron divididos e incubados a 25°C 
y a 37°C durante 3 horas. La activación de la proteína Slt2 se analizó mediante Western blot. 
Cdc28 se muestra como control de carga. (D) Cultivos en fase de crecimiento exponencial 
de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1∆HR1 o con 
un vector vacío fueron divididos e incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente fueron divididos de nuevo e incubados en ausencia o en presencia de 
MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western 
blot.  
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Figura 3.8. Análisis de la funcionalidad de la versión truncada Pkc1∆RD. (A) 
Representación esquemática de la versión truncada de la proteína Pkc1 sin los dominios 
reguladores HR1, C1 y C2 (PKC1∆RD). (B) Diluciones seriadas de cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1∆RD o con un vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas 
de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. (C) 
Cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1∆RD o con un vector vacío fueron divididos e 
incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas. La activación de la proteína Slt2 se analizó 
mediante Western blot. Cdc28 se muestra como control de carga. (D) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1∆RD o con un vector vacío fueron divididos e incubados a 25°C y a 
37°C durante 3 horas y posteriormente fueron divididos de nuevo e incubados en ausencia 
o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante Western blot. 
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Descartada esta explicación, para determinar el motivo que 
justifique la falta de funcionalidad, realizamos un análisis de su secuencia en 
busca de posibles mutaciones. Como resultado identificamos una única 
mutación (A851T), localizada en el fragmento catalítico de Pkc1. El residuo 
Ala851 se encuentra muy próximo a la Lys853, un residuo conservado esencial 
para la actividad catalítica de quinasas conocidas (Carrera et al., 1993) 
(Figura 3.9). Una explicación lógica es que la sustitución de un aminoácido 
pequeño como es el residuo de Ala por otro con cadena lateral más 
voluminosa como la de Thr altere la función de la Lys853 en la transferencia 
del fosfato durante la catálisis y, de este modo, afecte a la actividad quinasa 
de Pkc1. Así, estos resultados sugerirían, en concordancia con los obtenidos 
previamente por nuestro grupo (Soriano-Carot et al., 2014), que la actividad 
catalítica de Pkc1 es necesaria para su función en la activación del checkpoint 
de integridad del DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Modelización de la estructura tridimensional de la versión truncada 
Pkc1∆RD. En resalta en amarillo la región bisagra y en naranja el fragmento catalítico. En 
verde se marca el residuo de Thr del lazo de activación. Las cadenas laterales de los 
residuos Ala851 (azul) y Lys853 (gris) se representan con estructura de bastones. 
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En la estructura proteica de Pkc1 existe una región bisagra que 
separa los dominios reguladores del dominio catalítico. Como se ha 
comentado anteriormente, el estudio del fosfoproteoma de células de S. 
cerevisiae en condiciones de estrés genotóxico ha identificado residuos 
fosforilados en Pkc1, la mayoría de los cuales se concentran en esta región 
(Albuquerque et al., 2008; Bastos de Oliveira et al., 2015; Huang et al., 2016; 
Lanz et al., 2021; Liu et al., 2021; Smolka et al., 2007; Zhou et al., 2016), 
incluidos 7 de los 10 encontrados en este trabajo (Figura 3.1C). Para analizar 
su importancia, construimos una versión de Pkc1 que únicamente contiene 
el fragmento catalítico, denominada Pkc1CF (Figura 3.10A). La expresión de la 
versión Pkc1CF es capaz de suprimir el defecto de crecimiento, así como de 
recuperar la fosforilación de la MAPK Slt2 y la quinasa efectora Rad53 del 
mutante pkc1 (Figura 3.10B-D). La capacidad del fragmento catalítico de Pkc1 
de suprimir el defecto de crecimiento de una cepa mutante pkc1 ha sido 
descrita con anterioridad, aunque en condiciones de sobreexpresión bajo el 
control del promotor GAL1 (Paravicini et al., 1992). En cambio, nuestros 
resultados indican que los niveles endógenos de la versión truncada Pkc1CF 
serían suficientes para suprimir este defecto de un mutante pkc1 (Figura 
3.10B). Además, la expresión de la versión Pkc1CF produce la activación 
constitutiva de Slt2 (Fig 3.10C). Este resultado no es sorprendente 
atendiendo a la regulación descrita de Pkc1, en la que la interacción con sus 
activadores provoca un cambio conformacional que libera al dominio 
catalítico de la autoinhibición ejercida por la región pseudosustrato 
(Heinisch and Rodicio, 2018). Un aspecto a destacar es que la activación 
constitutiva de Slt2 no se observa al expresar la versión truncada Pkc1ΔRD, 
que incluye la región bisagra (Figura 3.8C). Este resultado indicaría la 
importancia de este dominio en la respuesta a estrés térmico en ausencia de 
las regiones reguladoras de Pkc1. Por otra parte, la versión Pkc1CF también 
es capaz de activar la respuesta a daño en el DNA, aunque, al contrario que 
la cascada de MAPK, la activación del checkpoint no se produce de manera 
constitutiva. Como refleja la Figura 3.10D, la fosforilación de Rad53 en la 
cepa mutante pkc1ts que expresa la versión Pkc1CF tiene lugar únicamente en 
respuesta al agente genotóxico MMS. 



Dominios y residuos de Pkc1 

 96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.10. Análisis de la funcionalidad de la versión truncada Pkc1CF. (A) 
Representación esquemática de la versión truncada de la proteína Pkc1 que contiene 
únicamente el fragmento catalítico (PKC1CF). (B) Diluciones seriadas de cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1CF o con un vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas 
de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. (C) 
Cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1CF o con un vector vacío fueron divididos e 
incubados a 25°C y a 37°C durante 3 horas. La activación de la proteína Slt2 se analizó 
mediante Western blot. Cdc28 se muestra como control de carga. (D) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1CF o con un vector vacío fueron divididos e incubados a 25°C y a 
37°C durante 3 horas y posteriormente fueron divididos de nuevo e incubados en ausencia 
o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante Western blot. 
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En conjunto, a partir de los resultados obtenidos de la funcionalidad 
de las diferentes versiones truncadas de Pkc1 en el checkpoint de integridad 
del DNA podemos concluir que un dominio catalítico funcional sería la 
versión mínima de Pkc1 suficiente para activar correctamente la respuesta a 
daño en el DNA en S. cerevisiae. Sin embargo, este papel de Pkc1 no 
dependería únicamente de que se encuentre activa como quinasa y 
requeriría de una señal adicional originada por la generación de daño en el 
DNA.  

 

Estudio de la actividad catalítica de Pkc1 en respuesta a daño en el 
DNA 

En respuesta a estímulos, la rápida transmisión de la señal es crucial 
para poder permitir una respuesta adecuada por parte de la célula. En las 
cascadas de transducción de señales, uno de los mecanismos de respuesta 
más rápidos son las modificaciones post-traduccionales, entre los que 
destacan las fosforilaciones por parte de proteínas con actividad quinasa. 
Así, los cambios en los estados de actividad de las quinasas implicadas en 
las vías de señalización son un aspecto clave en la respuesta por parte de la 
célula (Banuett, 1998). En concreto, en respuesta a daño en el DNA son 
muchas las quinasas que varían su actividad, entre las que destacan las 
quinasas sensoras del checkpoint Mec1 y Tel1 (Ma et al., 2020; Paull, 2015; 
Tannous and Burgers, 2021). Otra de las proteínas que se activa en 
respuesta a estrés genotóxico es la MAPK de la ruta PKC, Slt2 (Soriano-Carot 
et al., 2012), debido a que se produce la degradación de la fosfatasa Msg5, 
encargada de mantener baja su actividad quinasa en ausencia de estrés (Liu 
and Levin, 2018). Como se ha comentado anteriormente, resultados de 
nuestro grupo demuestran que la actividad quinasa de Pkc1 es necesaria 
para que se produzca una correcta activación del checkpoint de integridad 
del DNA. Una versión mutante de Pkc1 en la que se sustituye el residuo 
Lys853,  que,  como  se  ha  mencionado,  es  esencial  para  su  actividad catalítica, 
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Figura 3.11. Análisis de la actividad quinasa de Pkc1 en condiciones de daño en el 
DNA. Cultivos en fase de crecimiento exponencial de las cepas PKC1-myc (JCY2137) y 
GAL1:HO PKC1-myc (JCY2151) crecidos en YPRaf fueron incubados en presencia de galactosa 
2% durante 4 horas. Pkc1-myc se purificó a partir de extractos totales mediante 
inmunoprecipitación. (A) La movilidad electroforética de la proteína Pkc1 y la activación de 
la proteína Rad53 se analizaron mediante Western blot. (B) Se inyectaron cantidades 
equivalentes de las fracciones correspondientes al extracto total (ET), la no retenida (NR) y 
la obtenida después de la inmunoprecipitación (IP) y fueron analizadas por Western blot. (C) 
Cinética de fosforilación del sustrato MBP con γ32P-ATP en presencia de Pkc1-myc 
inmunoprecipitada. La fosforilación de MBP se determinó mediante autorradiografía. 
Representación de la señal MBP fosforilada (u.a.) frente al tiempo (min). La velocidad de 
reacción se calcula como la pendiente de la recta (m). La ratio expresa el cociente de la 
velocidad de reacción en presencia de daño en el DNA (+HO) frente a ausencia de daño en 
el DNA (-HO). Se muestra un experimento representativo. (D) Ratio de actividad enzimática 
relativa de Pkc1-myc en condiciones de daño en el DNA. Se marca el valor medio de un 
total de 11 ensayos independientes (𝑥 = 1.488). El p-valor fue calculado mediante el test t-
Student para una muestra (p = 0.069). 
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por Arg es incapaz de activar el checkpoint de integridad del DNA  (Soriano-
Carot et al., 2014). Por todo ello, una hipótesis interesante a contrastar era si 
el    estrés   genotóxico     provoca cambios en la actividad catalítica de Pkc1  que 
le permiten activar la respuesta a daño en el DNA. Para ello, realizamos un 
ensayo de actividad quinasa de Pkc1 en respuesta a una única DSB, 
empleando la cepa GAL1:HO crecida en galactosa durante 4h. Como control, 
se utilizó la cepa parental, que no expresa la endonucleasa HO, crecida en 
las mismas condiciones (Figura 3.11A). Mediante inmunoprecipitación, se 
purificó Pkc1 etiquetada con el epítopo myc y se llevó a cabo una cinética de 
fosforilación del sustrato MBP (myelin basic protein) en presencia de ATP 
marcado radiactivamente (γ32P-ATP) (Figura 3.11B,C). La fosforilación de MBP 
se determinó a partir de la detección de señal radiactiva (32P) y la velocidad 
de reacción se calculó como la pendiente de la recta obtenida de la 
representación de la señal de MBP fosforilada frente al tiempo (u.a./min). 
Finalmente, los valores de velocidad de actividad enzimática de Pkc1 en 
condiciones de daño en el DNA se normalizaron frente a la condición de no 
daño. El valor medio de actividad en condiciones de daño fue 1.488 veces la 
actividad basal, aunque la gran variabilidad entre las 11 réplicas biológicas 
pone en cuestión la significancia de dicho valor (p = 0.069) (Figura 3.11C,D), 
lo cual impide afirmar con rotundidad que se produzca un aumento de 
actividad quinasa de Pkc1. Sin embargo, cabe destacar que en células 
humanas está descrito que la isoforma PKCδ aumenta su actividad quinasa 
en respuesta al agente genotóxico ara-C (Yoshida et al., 2003). Este resultado 
deja abierta la posibilidad de que, aunque no se haya podido confirmar en 
este trabajo, Pkc1 incremente su actividad catalítica en respuesta a daño en 
el DNA. 
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4. Papel de dominios 

reguladores y residuos 
específicos de PKCs de 
mamíferos en la respuesta 
a daño en el DNA 

 
 En el capítulo anterior de esta Tesis Doctoral se han estudiado los 
determinantes estructurales de Pkc1, la única PKC que existe en S. cerevisiae, 
implicados en su función en el checkpoint de integridad del DNA. En 
mamíferos, a diferencia de lo que ocurre en levadura, la familia PKC está 
formada por 9 miembros, clasificados en 3 grupos en base a la presencia de 
dominios estructurales en su extremo N-terminal y sus mecanismos de 
regulación: clásicas, activadas por los segundos mensajeros diacilglicerol 
(DAG) y Ca2+; noveles, reguladas por DAG pero insensibles a Ca2+ y atípicas, 
cuya activación depende de su interacción con otras proteínas (Mellor and 
Parker, 1998; Newton, 2018a). En nuestro grupo hemos descrito que la 
isoforma PKCδ, perteneciente al grupo de PKCs noveles, es capaz de activar 
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el checkpoint de integridad del DNA, tanto en células de levadura como en 
células de mamíferos (Soriano-Carot et al., 2014). Recientemente, resultados 
de nuestro grupo muestran que la isoforma PKCθ, otro miembro del grupo 
de PKCs noveles y la isoenzima filogenéticamente más próxima a PKCδ, 
también es capaz de activar la respuesta a daño en el DNA, aunque de 
manera menos eficiente que PKCδ (Méndez, 2019). Del mismo modo que 
con Pkc1, en este capítulo nos planteamos identificar aquellos 
determinantes presentes en la estructura de PKCδ y PKCθ necesarios para 
ejercer su papel en la respuesta a estrés genotóxico. 

 

Estudio de la activación del checkpoint de integridad del DNA por 
isoformas de PKCs de mamíferos 

 En trabajos previos de nuestro grupo, estudiamos la funcionalidad 
en células de levadura de, al menos, un miembro de los 3 grupos de PKCs de 
mamíferos (Méndez, 2019; Soriano-Carot et al., 2014). En estos estudios se 
analizó la capacidad de las isoformas de PKCs de mamíferos de recuperar 
los defectos de activación del checkpoint de integridad del DNA y de 
crecimiento que presentan cepas mutantes pkc1. En concreto, hasta el 
momento se habían analizado PKCα y PKCλ como representantes de PKCs 
clásicas y atípicas, respectivamente, y los 4 miembros del grupo de PKCs 
noveles (PKCδ, PKCθ, PKCε y PKCη). En el presente trabajo se han clonado 
bajo el control del promotor del gen PKC1 las 3 isoformas restantes (las 
clásicas PKCβ, PKCγ y la atípica PKCζ), completando así la colección de 
isoformas de PKCs de mamíferos (Figura 4.1A). Esta colección se encuentra 
actualmente depositada y disponible en el repositorio de plásmidos sin 
ánimo de lucro Addgene (https://www.addgene.org/Juan_Carlos_Igual/). 

 Para completar el estudio de la funcionalidad de todas las isoformas 
de PKCs, se evaluó la capacidad de suprimir los defectos de activación del 
checkpoint de integridad del DNA y de crecimiento de cepas mutantes pkc1 
por parte de las últimas isoformas clonadas. En los ensayos de activación de 
la respuesta a daño en el DNA se empleó la cepa pkc1ts transformada con los  
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Figura 4.1. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por PKCs de mamíferos. (A) Representación 
esquemática de las proteínas PKC clásicas (α, β, γ), noveles (δ, ε, η, θ) y atípicas (ζ, λ/ι). (B) 
Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCα, pPKCβ, pPKCγ, pPKCδ, pPKCθ, pPKCε, 
pPKCη, pPKCλ, pPKCζI, pPKCζII o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 
horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 
hora. Células de la cepa pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKCδ, pPKCθ, 
pPKCε, pPKCη fueron adicionalmente incubadas a 25°C en ausencia o en presencia de 
MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western 
blot. (C) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa 
mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCα, pPKCβ, 
pPKCγ, pPKCδ, pPKCθ, pPKCε, pPKCη, pPKCλ, pPKCζI, pPKCζII o con un vector vacío se 
sembraron en placas de YPD y placas de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se 
incubaron a 25°C durante 3 días. 
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plásmidos que expresan las distintas isoformas y se analizó la fosforilación 
de la quinasa efectora Rad53 por Western blot en respuesta al agente 
genotóxico MMS. Nuestros resultados confirman que, de todas las 
isoformas de PKCs de mamíferos, únicamente la expresión de PKCδ y, en 
menor medida, de PKCθ permite la activación de Rad53 tras la inducción de 
estrés genotóxico (Figura 4.1B). Por otra parte, para evaluar la supresión del 
defecto de crecimiento de la cepa mutante tetO7:PKC1 transformada con los 
plásmidos que expresan las distintas isoformas de PKCs se realizaron 
ensayos de crecimiento en placa. De nuevo, únicamente la expresión de 
PKCδ y, en menor medida, de PKCθ rescata el fenotipo de letalidad de 
células mutantes pkc1 (Figura 4.1C). Por tanto, podemos concluir que PKCδ y 
PKCθ son las únicas isoformas de mamíferos capaces de activar el checkpoint 
de integridad del DNA y suprimir los defectos de crecimiento de cepas 
mutantes pkc1, aunque con diferencias en su funcionalidad, siendo PKCθ 
menos eficiente que PKCδ y ésta a su vez menos eficiente que Pkc1 de 
levadura. 

 La diferente funcionalidad entre PKCδ y PKCθ en los ensayos de 
activación de la respuesta a daño en el DNA y de crecimiento de cepas 
mutantes pkc1 nos llevó a plantearnos la causa de estas diferencias 
observadas. Una posible explicación podría ser una diferencia en los niveles 
de proteína en la célula. Para testar esta hipótesis, se etiquetaron PKCδ y 
PKCθ con GFP (Figura 4.2A). En primer lugar, se comprobó que PKCδ-GFP y 
PKCθ-GFP mantienen la misma diferencia de funcionalidad en la activación 
de Rad53 que las proteínas no etiquetadas (Figura 4.2B). En segundo lugar, 
se analizaron los niveles de proteína, comprobándose que no se observan 
diferencias significativas entre PKCδ-GFP y PKCθ-GFP, tanto en condiciones 
normales como en presencia de daño en el DNA (Figura 4.2C). 

 A continuación, nos planteamos identificar los residuos clave para la 
funcionalidad de PKCδ y PKCθ en la activación del checkpoint de integridad 
del DNA. Por lo general, las PKCs requieren la fosforilación de un residuo de 
Thr en su lazo de activación para ser catalíticamente competentes (Freeley et 
al., 2011). PKCδ supone un caso particular dentro de la familia PKC, ya que 
esta fosforilación no es esencial para su actividad catalítica, gracias a la 
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presencia del residuo Glu500 (Stempka et al., 1997, 1999). Por el contrario, la 
activación de PKCθ depende estrictamente de la fosforilación del lazo de 
activación, aunque también presenta un residuo ácido cercano (Asp533) a 
Thr538 (Liu et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Análisis de niveles proteicos de PKCδ y PKCθ. (A) Representación 
esquemática de las proteínas PKCδ y PKCθ etiquetadas con GFP. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKCδ, pPKCθ, pPKCδ-GFP, pPKCθ-GFP o con un vector vacío fueron incubados 
a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 
0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 y (C) los niveles de las proteínas 
PKCδ y PKCθ etiquetadas con GFP se detectaron mediante Western blot. Como control de 
carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas.  

 

Resultados previos de nuestro grupo demuestran que la 
fosforilación de la Thr del lazo de activación de PKCδ es importante para su 
función en la respuesta a daño en el DNA, aunque no esencial, puesto que la 
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sustitución de la Thr505 por un residuo de Ala (aminoácido no fosforilable) 
reduce la activación de Rad53, pero no la elimina por completo (Figura 
4.3A,B). El mismo resultado se obtiene en ensayos de crecimiento en placa, 
en los que se observa que la expresión del mutante en Thr505 es capaz de 
recuperar el defecto de crecimiento de una cepa pkc1 igual que la proteína 
silvestre (Figura 4.3C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por mutantes en fosforilación del lazo de 
activación de PKCδ. (A) Representación esquemática de la proteína PKCδ en la que se 
indican los residuos Glu500 y Thr505 del lazo de activación mutados a Gly y Ala. (B) Células en 
fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKCδ, pPKCδT505A, pPKCδE500G, pPKCδT505A,E500G o con un vector vacío 
fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en 
presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante Western blot (este panel ha sido adaptado de la Tesis Doctoral de la Dra. Ester 
Méndez (Méndez, 2019)). (C) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos 
pPKCδ, pPKCδT505A, pPKCδE500G, pPKCδT505A,E500G o con un vector vacío se sembraron en 
placas de YPD y placas de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 
25°C durante 3 días. 
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Para estudiar la importancia de la fosforilación de la Thr del lazo de 
activación de PKCθ en su función en la respuesta a daño en el DNA, se 
sustituyó mediante mutagénesis dirigida el residuo Thr538 por Ala (Figura 
4.4A) y se evaluó la activación de Rad53 en la cepa mutante pkc1ts que 
expresa esta versión no fosforilable de PKCθ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.4. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por mutantes en fosforilación del lazo de 
activación de PKCθ. (A) Representación esquemática de la proteína PKCθ en la que se 
indica el residuo Thr538 del lazo de activación mutado a Ala. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKCδ, pPKCθ, pPKCθT538A o con un vector vacío fueron incubados a 37°C 
durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% 
durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. (C) 
Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante 
tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCθ, pPKCθT538A o con un 
vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas de YPD suplementadas con 
doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. 
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Nuestros resultados muestran que la fosforilación de la Thr del lazo 
de activación de PKCθ es necesaria para su función en la respuesta a estés 
genotóxico, ya que las células que expresan el mutante PKCθT538A no son 
capaces de activar a Rad53 en respuesta a MMS (Figura 4.4B). Del mismo 
modo, los ensayos de crecimiento revelan que la fosforilación de la Thr del 
lazo de activación de PKCθ es necesaria para recuperar la viabilidad de una 
cepa mutante pkc1 (Figura 4.4C). Por tanto, concluimos que la fosforilación 
del residuo de Thr del lazo de activación de PKCθ es clave para su 
funcionalidad en células de levadura.  

 En conjunto, nuestros resultados indican que la fosforilación del lazo 
de activación es esencial para la funcionalidad de PKCθ, mientras que en el 
caso de PKCδ, pese a que juega un papel en su función en la respuesta a 
daño en el DNA, no es imprescindible para su funcionalidad en células de 
levadura. 

 

Estudio de los fragmentos catalíticos de PKCδ y PKCθ en la 
activación del checkpoint de integridad del DNA  

Los resultados obtenidos del análisis de versiones truncadas de 
Pkc1 de S. cerevisiae revelan que la expresión de su fragmento catalítico es 
suficiente para activar la respuesta a daño en el DNA y, asimismo, es capaz 
de suprimir el defecto de crecimiento en cepas mutantes pkc1. Por ello, con 
el objetivo de identificar las versiones mínimas funcionales de las isoformas 
PKCδ y PKCθ, se construyeron versiones truncadas consistentes únicamente 
en el fragmento catalítico de PKCδ o PKCθ (PKCδCF y PKCθCF, 
respectivamente) etiquetadas con GFP (Figura 4.5A). Para evaluar la 
capacidad de estas construcciones de activar la respuesta a daño en el DNA, 
se empleó la cepa mutante pkc1ts transformada con los plásmidos que 
expresan los fragmentos catalíticos de PKCδ o PKCθ y se analizó la 
fosforilación de Rad53 en respuesta a MMS.  
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Figura 4.5. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por los fragmentos catalíticos de PKCs 
noveles. (A) Representación esquemática de los fragmentos catalíticos de las proteínas 
PKCδ y PKCθ etiquetados con GFP. (B) Células en fase de crecimiento exponencial de la 
cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-
GFP, pPKCθCF-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La 
activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. (C) Diluciones seriadas de 
cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCθCF-GFP o con un 
vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas de YPD suplementadas con 
doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. (D) Los niveles de las proteínas 
PKCδCF-GFP y PKCθCF-GFP de las muestras en (B) se analizaron mediante Western blot. Como 
control de carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas.  
 

En la Figura 4.5B se puede ver como las células que expresan 
PKCθCF-GFP no son capaces de activar el checkpoint de integridad del DNA, a 
diferencia de lo que ocurre con la versión completa de la proteína. 
Solamente la expresión de PKCδCF-GFP sí permite que Rad53 sea fosforilada 
en un mutante pkc1ts, por lo que podemos concluir que el fragmento 
catalítico de PKCδ es suficiente para activar el checkpoint de integridad del 
DNA. Del mismo modo, el análisis del crecimiento de células mutantes 
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tetO7:PKC1 transformadas con plásmidos que expresan los fragmentos 
catalíticos de PKCδ o PKCθ revela que solo la expresión de PKCδCF-GFP es 
capaz de suprimir, aunque parcialmente, el defecto de crecimiento que 
presenta una cepa mutante pkc1 de levadura (Figura 4.5C). Así, estos 
resultados indican que únicamente el fragmento catalítico de PKCδ, igual 
que el de Pkc1 de levadura, permite activar la respuesta a daño en el DNA y 
recuperar el defecto de crecimiento de mutantes pkc1. 

Del mismo modo que con la versión completa de PKCδ y PKCθ, 
analizamos distintos aspectos moleculares para determinar la causa de esta 
diferente funcionalidad entre sus fragmentos catalíticos. En primer lugar, 
nos preguntamos si los niveles de proteína de estas versiones truncadas en 
la célula podrían ser distintos. El análisis por Western blot de los niveles 
proteicos de PKCδCF-GFP y PKCθCF-GFP en la cepa mutante pkc1ts muestra 
que los niveles de PKCθCF-GFP no solo no están reducidos en comparación 
con los de PKCδCF-GFP, sino que son mayores (Figura 4.5D). Además, no se 
observan diferencias entre los niveles de proteína en condiciones normales 
y de daño en el DNA en ninguna de las dos isoformas. Por tanto, concluimos 
que las diferencias obtenidas en la funcionalidad de los fragmentos 
catalíticos de PKCδ y PKCθ no se deben a diferencias en los niveles de 
proteína. 

Nos planteamos si las diferencias entre PKCδ y PKCθ podrían tener 
una base estructural. Se conoce la estructura terciaria del fragmento 
catalítico de PKCθ de humanos en presencia de inhibidores competitivos (Xu 
et al., 2004); sin embargo, hasta la fecha, no se dispone de ninguna 
estructura del fragmento catalítico de PKCδ. Para obtener predicciones de la 
estructura de los fragmentos catalíticos tanto de PKCδ como de PKCθ 
utilizamos el servidor de modelización de estructura de proteínas I-TASSER, 
que genera modelos atómicos tridimensionales a partir de múltiples 
alineamientos con proteínas cuya estructura ha sido resuelta y de 
simulaciones iterativas de ensamblaje estructural (Roy et al., 2010). En la 
Figura 4.6 se puede ver como la modelización de los fragmentos catalíticos 
de PKCδ y PKCθ genera estructuras muy similares, solo con pequeñas 
diferencias entre ellas. En ambos casos, se obtiene la estructura 
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convencional del fragmento catalítico de quinasas en forma de mandíbula, 
con un pequeño lóbulo N-terminal y un lóbulo C-terminal de mayor tamaño 
y una hendidura central correspondiente al centro activo. Por tanto, dado 
que la modelización de los fragmentos catalíticos de PKCδ y PKCθ es 
prácticamente idéntica, no apuntaría a que diferencias importantes en la 
estructura terciaria puedan ser la explicación a la distinta funcionalidad 
entre ellos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 Modelización de la estructura terciaria de los fragmentos catalíticos de 
PKCδ y PKCθ. En rojo se marca el residuo de Thr del lazo de activación y se resaltan en 
blanco las diferencias en la estructura predicha de PKCδCF y PKCθCF. 

 

 

Proseguimos con nuestro análisis estudiando la fosforilación del 
residuo de Thr del lazo de activación en los fragmentos catalíticos de PKCδ y 
PKCθ. Como se ha mencionado en líneas anteriores, la fosforilación del 
residuo  de Thr505  de  PKCδ es prescindible, y a ello  contribuye la  existencia  

PKCδCF PKCθCF
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Figura 4.7. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por el fragmento catalítico de PKCδ mutado 
en residuos del lazo de activación. (A) Representación esquemática del fragmento 
catalítico de la proteína PKCδ etiquetado con GFP en la que se indican Glu500 y Thr505 del 
lazo de activación mutados a Gly y Ala, respectivamente. (B) Células en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1, 
pPKCδ,  pPKCδCF-GFP,  pPKCδCF T505A-GFP,  pPKCδCF E500G-GFP,  pPKCδCF T505A,E500G-GFP o con un  
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del residuo Glu500, capaz de mimetizar la fosforilación de Thr505 y estabilizar 
así el lazo de activación (Stempka et al., 1997, 1999). Para estudiar la 
importancia de la fosforilación del lazo de activación en la versión mínima 
funcional de PKCδ, mediante mutagénesis dirigida se sustituyó la Thr505 por 
Ala (PKCδCF T505A) y, adicionalmente, el residuo Glu500 por Gly (aminoácido 
presente en la misma posición en PKCε) en la construcción que contiene el 
fragmento catalítico de PKCδ con la Thr505 intacta (PKCδCF E500G) o mutada a 
Ala (PKCδCF T505A,E500G), ilustradas en la Figura 4.7A. Se analizó la fosforilación 
de Rad53 en respuesta a MMS en una cepa mutante pkc1ts que expresa estas 
versiones mutantes de PKCδCF. Nuestros resultados muestran que la 
fosforilación de la Thr505 es esencial para que PKCδCF sea capaz de activar el 
checkpoint de integridad del DNA. Por el contrario, el residuo Glu500 tiene un 
papel menor en la funcionalidad de PKCδ, ya que la expresión del mutante 
PKCδCF E500G únicamente produce una ligera reducción de la fosforilación de 
Rad53 (Figura 4.7B). Estas diferencias en la funcionalidad entre los mutantes 
de PKCδCF también se observan en los ensayos de crecimiento. Mientras que 
células mutantes pkc1 que expresan la versión silvestre de PKCδCF o el 
mutante PKCδCF

 

E500G no presentan diferencias en su crecimiento, la 
eliminación de la fosforilación de Thr505 sí tiene un efecto en la funcionalidad 
de PKCδCF, aunque no anula por completo su capacidad de suprimir el 
defecto de crecimiento de una cepa mutante pkc1 (Figura 4.7C). 

 

 

vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en 
ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 
se analizó mediante Western blot. (C) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos 
pPKC1, pPKCδ, pPKCδCF-GFP, pPKCδCF T505A-GFP o con un vector vacío se sembraron en 
placas de YPD y placas de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 
25°C durante 3 días. 
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Figura 4.8. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por el fragmento catalítico de PKCθ mutado 
en el lazo de activación. (A) Representación esquemática del fragmento catalítico de la 
proteína PKCθ etiquetado con GFP en la que se indica el residuo Thr538 del lazo de 
activación mutado a Glu. (B) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante 
pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCθCF-  
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A raíz de estos resultados, nos planteamos si la falta de 
funcionalidad observada del fragmento catalítico de PKCθ podría deberse a 
un fallo en su fosforilación del lazo de activación. Por ello, con el objetivo de 
mimetizar un estado fosforilado y activo de PKCθCF, se sustituyó la Thr538 de 
PKCθ por un residuo de Glu (PKCθCF T538E, Figura 4.8A). Sin embargo, la 
expresión de esta versión de PKCθCF no es capaz de recuperar la 
fosforilación de Rad53 en respuesta a MMS en la cepa mutante pkc1ts (Figura 
4.8B). El mismo resultado se observa en los ensayos de crecimiento, en los 
que no hay diferencias entre las células que expresan el PKCθCF silvestre o la 
versión fosfomimética de Thr538 (Figura 4.8C). 

En conjunto, podemos concluir que la activación del checkpoint de 
integridad del DNA por parte del fragmento catalítico de PKCδ depende 
principalmente de la fosforilación de la Thr505 del lazo de activación mientras 
que el residuo Glu500, aunque podría contribuir, no es esencial para su 
funcionalidad. En esta línea, nuestros resultados sugieren que las quinasas 
Pkh1 y Pkh2 de S. cerevisiae, homólogos de la quinasa PDK-1 en células de 
mamífero y responsable de fosforilar el lazo de activación de las quinasas 
PKC (Freeley et al., 2011), serían capaces de fosforilar y activar a PKCδ. 
Podría ser que la capacidad de estas quinasas de reconocer y, en 
consecuencia, activar al fragmento catalítico de PKCθ fuera menor y ello 
justificara la diferente funcionalidad entre los fragmentos catalíticos de PKCδ 
y PKCθ. Sin embargo, el hecho de que la expresión de una versión 
fosfomimética del residuo Thr538 de PKCθCF no sea suficiente para recuperar 
los defectos de activación del checkpoint de integridad del DNA y de 
crecimiento de cepas mutantes pkc1 apunta a que esta no sería la causa.  

 

GFP, pPKCθCF T538E-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La 
activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. (C) Diluciones seriadas de 
cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCθCF-GFP, pPKCθCF 

T538E-GFP o con un vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas de YPD 
suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. 
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Otra posible explicación podría ser una diferencia en la capacidad de 
los fragmentos catalíticos de PKCδ y PKCθ de reconocer y fosforilar a sus 
sustratos implicados en la activación del checkpoint de integridad del DNA. 
Se ha descrito que la fosforilación del residuo de Thr del lazo de activación 
está implicada en la regulación de la especificidad de sustrato de PKCδ  (Liu 
et al., 2006). Los resultados obtenidos en este trabajo del análisis de 
mutantes en proteína completa y en versiones truncadas de PKCδ sugerirían 
que esta fosforilación sería importante, o, en el caso del fragmento 
catalítico, esencial, para su activación. No obstante, no podemos descartar 
que también pudiera tener un papel en determinar qué sustratos son 
fosforilados en respuesta a daño en el DNA. 

 

Papel de la hélice A de PKCδ en la activación del checkpoint de 
integridad del DNA 

 Dentro de la familia de PKCs, PKCδ es un miembro particular en 
cuanto a sus mecanismos de activación. PKCδ presenta un mecanismo 
alternativo y exclusivo de activación que implica la denominada hélice A (Liu 
et al., 2006). Para poder estudiar el papel de la hélice A en la respuesta a 
daño en el DNA, al fragmento catalítico de PKCδ se le añadió una extensión 
en N-terminal de 35 aminoácidos que incluye la hélice A, obteniendo la 
construcción PKCδAhelix-CF (Figura 4.9A). En primer lugar, se analizó la 
capacidad de esta versión truncada de suprimir los defectos de activación 
del checkpoint de integridad del DNA y de crecimiento de cepas mutantes 
pkc1. Los resultados muestran que la construcción PKCδAhelix-CF-GFP es 
funcional, ya que su expresión en células de levadura permite activar 
correctamente a Rad53 en respuesta a estrés genotóxico (Figura 4.9B,C). 
Además, la expresión de esta versión truncada es capaz suprimir el defecto 
de crecimiento de la cepa mutante tetO7:PKC1 de la misma manera que 
PKCδCF (Figura 4.9D). 
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Figura 4.9. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por el fragmento catalítico de PKCδ con la 
hélice A. (A) Representación esquemática de la versión truncada de la proteína PKCδ que 
contiene el fragmento catalítico y la hélice A etiquetada con GFP. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCδAhelix-CF-GFP o con un vector vacío fueron 
incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en 
presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante  Western blot.  (C)  Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante  
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pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCδAhelix-CF-GFP 
o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas. Los niveles de las 
diferentes versiones de la proteína PKCδ etiquetadas con GFP se detectaron mediante 
Western blot. Cdc28 se muestra como control de carga. (D) Diluciones seriadas de cultivos 
en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada 
con los plásmidos pPKC1, pPKCδ-GFP, pPKCδCF-GFP, pPKCδAhelix-CF-GFP o con un vector vacío 
se sembraron en placas de YPD y placas de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y 
se incubaron a 25°C durante 3 días. 
 

 

Para estudiar la necesidad de fosforilación del lazo de activación en 
presencia de la hélice A, mediante mutagénesis dirigida se sustituyeron en 
PKCδAhelix-CF los residuos de Thr505 y Glu500 por Ala y Gly, respectivamente, y se 
analizó la capacidad de los mutantes simples y el doble mutante de activar el 
checkpoint de integridad del DNA (Figura 4.10A). Tanto el mutante simple 
PKCδAhelix-CF T505A como el doble mutante PKCδAhelix-CF T505A,E500G son capaces de 
activar de manera eficiente la respuesta a daño en el DNA en una cepa 
mutante pkc1ts (Figura 4.10B). Asimismo, en presencia de la hélice A la 
ausencia de fosforilación de la Thr505 de PKCδ no influye en la supresión del 
defecto de crecimiento (Figura 4.10C). Por tanto, este resultado indica que la 
fosforilación del lazo de activación deja de ser necesaria si existe el 
mecanismo de activación alternativo que implica a la hélice A. 

Está descrito que el mecanismo en el que participa la hélice A 
permite la estabilización del lazo de activación por medio de una serie de 
interacciones entre residuos, algunos de ellos presentes únicamente en 
PKCδ, situados en la hélice A, la hélice C, el lazo de activación y la hélice F, 
que son los siguientes: (1) Tyr332 - Phe498, (2) Trp336 - Arg397 y (3) Ile497 - Phe525 
(Liu et al., 2006). Se realizó una modelización de la estructura de la 
construcción PKCδAhelix-CF, cuyo análisis reveló que la presencia de la hélice A 
provoca cambios en la región del lazo de activación en comparación con la 
estructura del fragmento catalítico de PKCδ (Figura 4.11).  
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Figura 4.10. Supresión del defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA 
y de crecimiento de cepas mutantes pkc1 por el fragmento catalítico de PKCδ con la 
hélice A mutado en residuos del lazo de activación. (A) Representación esquemática de 
la versión truncada de la proteína PKCδ que contiene el fragmento catalítico y la hélice A 
etiquetada con GFP en la que se indican los residuos Glu500 y Thr505 del lazo de activación 
mutados a Gly y Ala. (B) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante 
pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδ, pPKCδAhelix-CF-GFP, 
pPKCδAhelix-CF T505A-GFP, pPKCδAhelix-CF E500G-GFP, pPKCδAhelix-CF T505A,E500G-GFP o con un vector 
vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia 
o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante Western blot. (C) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos 
pPKCδAhelix-CF-GFP o pPKCδAhelix-CF T505A-GFP se sembraron en placas de YPD y placas de YPD 
suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. 
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Figura 4.11. Modelización del efecto de la adición de la hélice A en la estructura 
terciaria del fragmento catalítico de PKCδ. En rojo se marca el residuo de Thr del lazo 
de activación y en azul la hélice A. Las cadenas laterales de los residuos Ile497 (beige), Ile498 
(morado) y Phe525 (naranja) se representan con estructura de esfera. 

 

En ausencia de la hélice A, los residuos Ile497 y Phe525, localizados 
muy próximos a la Thr del lazo de activación, se encuentran alejados 
espacialmente. En cambio, cuando al fragmento catalítico de PKCδ se le 
añade la hélice A, se produce un cambio en la orientación de la Phe525 que 
permite su acercamiento al residuo Ile497. En el entorno del lazo de 
activación destaca un tercer residuo, la Phe en posición 498, que también 
sufre una reorientación de su cadena lateral cuando se incluye en la hélice 
A. La presencia de cambios en la orientación de dos residuos de Phe, un 
aminoácido aromático con una cadena lateral voluminosa, nos llevó a 
plantearnos la hipótesis de que el tamaño de las cadenas laterales de los 
aminoácidos próximos a la Thr505 podría ser determinante para estabilizar el 
lazo de  activación,  lo que permitiría mantener activa como  quinasa a  PKCδ  

PKCδCF PKCδAhelix-CF

Phe498
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Figura 4.12. Comparación de las estructuras modelizadas de las construcciones 
PKCδCF y PKCδAhelix-CF. En rojo se marca el residuo de Thr del lazo de activación y en azul la 
hélice A. Se resaltan en blanco las diferencias en la estructura predicha de PKCδCF y 
PKCδAhelix-CF en la región del fragmento catalítico. 

 

en ausencia de la fosforilación del residuo de Thr. No obstante, además de 
los cambios mencionados, también se detectan ligeras variaciones en otras 
regiones de la proteína, más alejadas del centro activo, consecuencia de la 
adición de la hélice A al fragmento catalítico de PKCδ (Figura 4.12). 

Para estudiar la importancia de todos estos residuos se empleó la 
construcción PKCδAhelix-CF T505A,E500G, de modo que la funcionalidad de PKCδ 
dependiera únicamente del mecanismo que implica a la hélice A. Para ello, 
se sustituyeron mediante mutagénesis dirigida los residuos de Tyr332, Trp336, 
Ile497, Phe498 y Phe525 por aquellos presentes en la misma posición en PKCθ o, 
en el caso de aquellos que se encuentran conservados, por los presentes en 
PKCε, la isoforma filogenéticamente más próxima a PKCδ sin capacidad de 
activar el checkpoint de integridad del DNA (Tabla 4.1, Figura 4.13A). 

PKCδCF PKCδAhelix-CF
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Tabla 4.1. Comparación de aminoácidos entre PKCs noveles. Residuos de las isoformas 
PKCθ y PKCε que se encuentran en la misma posición que aquellos residuos de PKCδ 
implicados en el mecanismo de estabilización del lazo de activación.  

 

nPKC Contacto 1 Contacto 2 Contacto 3 

δ Tyr332 Phe498 Trp336 Arg397 Ile497 Phe525 

θ Gln Leu Trp Arg Met His 

ε Asn Met Arg Arg Ile Pro 
 

 

La Figura 4.13B muestra que la versión mutante en todos los 
residuos implicados en el mecanismo de la hélice A (PKCδAhelix-CF 

T505A,E500G,Y332Q,W336R,I497M,F498L,F525H) todavía mantiene la capacidad de permitir la 
activación de Rad53 de manera efectiva en respuesta a MMS en una cepa 
mutante pkc1ts. Por tanto, la sustitución de los residuos descritos como clave 
para la estabilización del lazo de activación no es suficiente para que la 
construcción PKCδAhelix-CF T505A pierda su funcionalidad en el checkpoint de 
integridad del DNA.  

Este resultado indicaría bien que estos residuos no son esenciales o, 
alternativamente, que los residuos de PKCθ son suficientes para mantener 
la funcionalidad de PKCδ. En concreto, los residuos de Met, Leu e His de 
PKCθ que sustituyen a Ile497, Phe498 y Phe525, respectivamente, también 
presentan cadenas laterales voluminosas, lo cual podría explicar que estos 
residuos tuvieran la capacidad de estabilizar el lazo de activación de PKCδ y, 
de este modo, permitir la funcionalidad de la proteína. De acuerdo con esta 
hipótesis, la presencia de aminoácidos con cadenas laterales pequeñas 
debería afectar a la funcionalidad de PKCδAhelix-CF.  

La modelización estructural con I-TASSER refleja los cambios que 
provoca la sustitución de los residuos Ile497, Phe498 y Phe525 por Ala en el 
entorno del lazo de activación, con una conformación menos compactada 
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que podría afectar a la estabilización del lazo (Figura 4.14). Para comprobar 
esta hipótesis, mediante mutagénesis dirigida se sustituyeron estos 3 
residuos por Ala en la construcción PKCδAhelix-CF T505A (Figura 4.15A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.13. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por el 
fragmento catalítico de PKCδ con la hélice A mutado en residuos clave de los 
mecanismos de activación. (A) Representación esquemática de la versión truncada de la 
proteína PKCδ que contiene el fragmento catalítico y la hélice A etiquetada con GFP en la 
que se indican los residuos de Tyr332, Trp336, Ile497, Phe498, Glu500, Thr505 y Phe525 mutados 
(detalles en el texto). (B) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante 
pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKCδAhelix-CF T505A-GFP, pPKCδAhelix-CF 

T505A,E500G,Y332Q,W336R,I497M,F498L,F525H-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 
3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 
1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. 
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Figura 4.14. Modelización de la estructura terciaria de PKCδAhelix-CF I497A,F498A,F525A. En rojo 
se marca el residuo de Thr del lazo de activación y en azul la hélice A. Las cadenas laterales 
de los residuos Ile497 (beige), Ile498 (morado) y Phe525 (naranja) se representan con 
estructura de esfera. 
 

El análisis de la fosforilación de Rad53 en respuesta a MMS revela 
que, en efecto, la sustitución de estos residuos por un aminoácido con una 
cadena lateral poco voluminosa reduce drásticamente la capacidad de 
PKCδAhelix-CF T505A de activar el checkpoint de integridad del DNA en la cepa 
mutante pkc1ts (Figura 4.15B). Se comprobó que esta pérdida de 
funcionalidad no se debe a una menor cantidad de proteína, ya que no hay 
diferencias significativas en los niveles proteicos de ambas construcciones 
(Figura 4.15B). 

En conjunto, nuestros resultados confirman que la presencia de la 
hélice A provoca una reorientación en residuos del entorno del lazo de 
activación que permite su estabilización, y es suficiente para mantener la 
funcionalidad de la construcción PKCδAhelix-CF en células de levadura en 
ausencia de fosforilación del residuo Thr505. 
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Figura 4.15. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por el 
fragmento catalítico de PKCδ con la hélice A mutado en los residuos Ile497, Phe498 y 
Phe525. (A) Representación esquemática de la versión truncada de la proteína PKCδ que 
contiene el fragmento catalítico y la hélice A etiquetada con GFP en la que se indican los 
residuos Ile497, Phe498, Glu500, Thr505 y Phe525 mutados a Ala. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKCδAhelix-CF T505A-GFP, pPKCδAhelix-CF T505A,I497A,F498A,F525A-GFP o con un vector vacío 
fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en 
presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 y los niveles 
de las versiones mutantes de la proteína PKCδAhelix-CF se analizaron mediante Western blot. 
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Además, podemos concluir que la sustitución de los residuos clave 
en el mecanismo de estabilización del lazo de activación de PKCδ por 
aquellos presentes en PKCθ no altera la funcionalidad de PKCδAhelix-CF. Está 
descrito que la sustitución de los 2 residuos de Phe por los presentes en 
PKCθ (F500L y F527H) reduce dramáticamente la actividad quinasa de la 
construcción equivalente a PKCδAhelix-CF T505A de PKCδ humanos (Liu et al., 
2006). Nuestros resultados no permiten descartar que haya una variación de 
la actividad quinasa del mutante PKCδAhelix-CF T505A,E500G,Y332Q,W336R,I497M,F498L,F525H, 
pero el hecho de que no observemos diferencias en la fosforilación de 
Rad53 (Figura 4.13B) apunta a que no habría cambios o, de haberlos, la 
actividad quinasa sería suficiente para activar correctamente la respuesta a 
daño en el DNA. Por el contrario, los resultados obtenidos en este trabajo 
indican que la sustitución de 3 de estos residuos (Ile497, Phe498 y Phe525) por 
un aminoácido de pequeño tamaño sí afecta a la funcionalidad de PKCδAhelix-

CF, y tiene como consecuencia la pérdida de su capacidad de activar la 
respuesta a daño en el DNA en células de S. cerevisiae. 

Este mecanismo de activación alternativo a la fosforilación del lazo 
de activación es exclusivo de PKCδ dentro de la familia PKC. La Figura 4.13 
refleja que los residuos presentes en PKCθ son capaces de mantener la 
funcionalidad de la versión truncada PKCδAhelix-CF. Por este motivo, nos 
planteamos la posibilidad de que la presencia de la hélice A permitiera al 
fragmento catalítico de PKCθ ser capaz de activar la respuesta a daño en el 
DNA. Para ello, se añadió en su extremo N-terminal la extensión de 35 
aminoácidos que incluye la hélice A de PKCδ, obteniendo la construcción 
PKCθδAhelix-CF (Figura 4.16A), y se evaluó la capacidad de esta proteína quimera 
de activar el checkpoint de integridad del DNA en una cepa mutante pkc1ts. 
Sin embargo, en la Figura 4.16B se puede ver como la expresión de la 
construcción PKCθδAhelix-CF-GFP no permite la fosforilación de Rad53 en 
respuesta a MMS. Por tanto, la adición de la hélice A de PKCδ no es 
suficiente para que el fragmento catalítico de PKCθ active correctamente la 
respuesta a daño en el DNA. Como consecuencia de este resultado, nos 
preguntamos si la fusión de la hélice A al fragmento catalítico de PKCθ 
podría afectar a los niveles de la proteína quimera en la célula. Se analizaron 
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por Western blot los niveles proteicos de PKCδAhelix-CF y PKCθδAhelix-CF en la cepa 
mutante pkc1ts en presencia y ausencia del agente genotóxico MMS. Sin 
embargo, no se detectan cambios que justifiquen el fallo en la funcionalidad 
de la construcción PKCθδAhelix-CF, ya que los niveles de esta construcción son 
mayores que la construcción equivalente de PKCδ (Figura 4.16C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por el 
fragmento catalítico de PKCθ que incluye la hélice A de PKCδ. (A) Representación 
esquemática de la proteína quimera formada por el fragmento catalítico de la proteína 
PKCθ etiquetado con GFP con la hélice A de la proteína PKCδ fusionada en el extremo N-
terminal. (A) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKCδ, pPKCθ, pPKCδCF-GFP, pPKCθCF-GFP, pPKCδAhelix-CF-
GFP, pPKCθδAhelix-CF-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La 
activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. (C) PKCδAhelix-CF-GFP y 
PKCθδAhelix-CF-GFP de las muestras en (B) se detectaron mediante Western blot. Como control 
de carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas. 
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A continuación, igual que con las versiones mínimas de PKCδ y PKCθ, 
nos preguntamos si la diferente funcionalidad entre PKCδAhelix-CF y PKCθδAhelix-CF 
podrían estar causada por diferencias en su estructura terciaria. El análisis 
comparativo de las estructuras modelizadas revela que la principal 
diferencia entre ambas es el plegamiento que adopta la hélice A. En la 
estructura de PKCδAhelix-CF se puede ver como la hélice A forma una α-hélice; 
en cambio, con la misma secuencia de aminoácidos y con una estructura 
muy similar del fragmento catalítico, en la predicción de la estructura 
terciaria de PKCθδAhelix-CF la hélice A no adopta forma de α-hélice y se 
mantiene como una región flexible, no estructurada en la proteína (Figura 
4.17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.17. Modelización de la estructura terciaria de PKCδAhelix-CF y PKCθδAhelix-CF. En 
rojo se marca el residuo de Thr del lazo de activación y en azul la hélice A de PKCδ. 

 

Este resultado sugeriría que el correcto plegamiento de la hélice A 
impediría el efecto de estabilización del lazo de activación, clave para la 
funcionalidad de la proteína quimera PKCθδAhelix-CF, y, por tanto, la diferencia 
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de funcionalidad con PKCδAhelix-CF en la activación de la respuesta a daño en el 
DNA tendría una base estructural. Esta diferencia en el plegamiento de la 
hélice A podría deberse a la presencia de otros determinantes presentes en 
la estructura de PKCδ, ausentes en PKCθ, que contribuyeran a la formación 
de una α-hélice. 
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5. Regulación espacial de 

PKCs en respuesta a estrés 
genotóxico 

 
Uno de los principales mecanismos de regulación de la función de 

las proteínas consiste en variar su localización entre los diferentes 
compartimentos celulares, en muchos de los casos mediante un tráfico 
núcleo-citoplasma, como ocurre con reguladores del ciclo celular o 
componentes de cascadas de señalización como las MAPKs. Entre las 
proteínas que cambian su localización subcelular en respuesta a daño en el 
DNA se encuentra PKCδ, que se transloca del citoplasma al núcleo para 
inducir apoptosis (DeVries et al., 2002; Humphries et al., 2008; Yoshida et al., 
2003). Resultados previos de nuestro grupo demuestran que tanto Pkc1 
como PKCδ sufren un cambio de localización subcelular en respuesta a daño 
en el DNA en S. cerevisiae. En condiciones normales, Pkc1 y PKCδ se localizan 
en sitios de crecimiento polarizado. En condiciones de daño en el DNA, tras 
el tratamiento con agentes genotóxicos (MMS, HU) o la inducción una única 
DSB, desaparecen Pkc1 y PKCδ de estos sitios, aunque hasta el momento no 
se ha podido determinar su localización nuclear en condiciones de daño en 
el DNA (Méndez, 2019; Soriano-Carot et al., 2014). 
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Estudio de la localización subcelular de PKCδ y PKCθ en respuesta a 
daño en el DNA 

PKCδ y PKCθ son las únicas isoformas de PKCs de mamíferos que 
suprimen los defectos de activación del checkpoint de integridad del DNA y 
de crecimiento de cepas mutantes pkc1, aunque con diferente 
funcionalidad. Una posible explicación a estas diferencias podría ser que 
presentaran una distinta regulación espacial en condiciones de estrés 
genotóxico. A diferencia de PKCδ, la localización subcelular de PKCθ en S. 
cerevisiae no había sido estudiada previamente. Tanto PKCδ como PKCθ 
poseen NLSs y está descrito que son capaces de localizarse en el núcleo en 
células de mamíferos (Adwan  et al., 2011; DeVries et al., 2002; Humphries et 
al., 2008; Jones et al., 1997; Passalacqua et al., 1999; Sutcliffe et al., 2012). 
Como se menciona en líneas anteriores, PKCδ se localiza en sitios de 
crecimiento polarizado y desaparece de estos tras la inducción de daño en el 
DNA en células de levadura (Figura 5.1 y Méndez, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Análisis de la localización subcelular de PKCδ y PKCθ. Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa W303-1a transformada con los plásmidos pPKCδ-GFP o 
pPKCθ-GFP crecidas en medio de selección fueron incubados en ausencia o presencia de 
MMS 0.04% durante 1h y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Se muestran 
las imágenes de microscopía de contraste interferencial (DIC) y señal fluorescente GFP. 
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Por ello, decidimos comparar la localización subcelular in vivo de 
PKCδ y PKCθ en presencia y ausencia de daño en el DNA mediante 
microscopía de fluorescencia. Como se puede ver en la Figura 5.1, PKCθ-GFP 
se localiza en las yemas y los cuellos en células de levadura, igual que Pkc1 y 
PKCδ, de modo que también es capaz de ser reclutada a sitios de 
crecimiento polarizado. Como ocurre con PKCδ, esta localización de PKCθ es 
consistente con su capacidad de suprimir, aunque levemente, el defecto de 
crecimiento de un mutante pkc1. En presencia del agente genotóxico MMS 
se observa una deslocalización de estos sitios tanto de PKCδ-GFP como de 
PKCθ-GFP, aunque, en ninguno de los dos casos, se detecta señal nuclear 
cuando se induce daño en el DNA (Figura 5.1). Así, estos resultados 
muestran que PKCδ y PKCθ sufren un cambio de localización subcelular en 
respuesta a daño en el DNA, aunque no se puede determinar la existencia 
de diferencias en cuanto a su posible entrada al núcleo en condiciones de 
estrés genotóxico. 

 

Estudio de la localización subcelular de los fragmentos catalíticos 
de PKCδ y PKCθ en respuesta a daño en el DNA 

En el capítulo anterior hemos determinado que el fragmento 
catalítico es la versión mínima de PKCδ capaz de activar el checkpoint de 
integridad del DNA, aunque no es así en el caso del fragmento catalítico de 
PKCθ. Está descrito que el fragmento catalítico de PKCδ se localiza 
preferentemente en el núcleo en células de mamífero, incluso en ausencia 
de estímulos apoptóticos (DeVries et al., 2002). Llegados a este punto, 
analizamos la localización in vivo de PKCδCF y PKCθCF en presencia y ausencia 
de MMS. Como refleja la Figura 5.2, PKCδCF-GFP presenta una localización 
nuclear en células de levadura, igual que ocurre en células de mamíferos. 
Cuando se induce daño en el DNA, se observa que la presencia nuclear de 
PKCδCF-GFP se mantiene. Por el contrario, en el caso de PKCθCF-GFP no se 
detecta señal nuclear, sino que observamos la aparición de puntos 
fluorescentes distribuidos por toda la célula, tanto en condiciones normales 
como de estrés genotóxico (Figura 5.2). Este patrón punteado es 



Regulación espacial de PKCs 

 134 

característico, entre otros, de orgánulos como el retículo endoplásmico o el 
complejo de Golgi. En células de mamífero se ha visto que PKCθ se asocia al 
complejo de Golgi (Sparatore et al., 2003), por lo que este resultado podría 
sugerir que el fragmento catalítico de PKCθ también sería capaz de 
localizarse en el complejo de Golgi en S. cerevisiae. No obstante, sería 
necesario realizar ensayos de co-localización con proteínas específicas de 
estos orgánulos para poder determinar con exactitud en qué 
compartimento se localiza. En cualquier caso, nuestros resultados muestran 
que los fragmentos catalíticos de PKCδ y PKCθ presentan una distinta 
localización subcelular en células de levadura y permiten plantear la 
hipótesis de que esta fuera la causa de la diferente funcionalidad entre ellos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2. Análisis de la localización subcelular de los fragmentos catalíticos de PKCδ 
y PKCθ. Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa W303-1a transformada con 
los plásmidos pPKCδCF-GFP o pPKCθCF-GFP crecidas en medio de selección fueron 
incubadas en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora y se observaron en el 
microscopio de fluorescencia. Se muestran las imágenes de microscopía de contraste 
interferencial (DIC) y señal fluorescente GFP. 

 

Estudio de la localización subcelular de los fragmentos catalíticos 
de PKCδ y PKCθ con hélice A de PKCδ en respuesta a daño en el DNA 

Los resultados obtenidos en el capítulo anterior indican que ninguna 
de las versiones truncadas de PKCθ son funcionales en células de levadura, 
y, en el caso de PKCθδAhelix-CF, apuntarían a una razón estructural. No 
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obstante, dado que los fragmentos catalíticos de PKCδ y PKCθ se localizan 
en compartimentos celulares distintos (Figura 5.2), nos preguntamos si la 
localización subcelular también podría ser diferente en las versiones 
truncadas que incluyen la hélice A. Por ello, el siguiente paso fue analizar la 
localización in vivo de PKCδAhelix-CF y PKCθδAhelix-CF en presencia y ausencia de 
MMS. Como se puede ver en la Figura 5.3, la versión truncada PKCδAhelix-CF 
presenta el mismo patrón de distribución celular que PKCδCF y es capaz de 
dirigirse al núcleo de células de levadura.  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.3. Análisis de la localización subcelular de los fragmentos catalíticos de PKCδ 
y PKCθ con la hélice A de PKCδ. (A) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa 
mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKCδAhelix-CF-GFP o pPKCθδAhelix-CF-
GFP crecidas en medio de selección fueron incubadas en ausencia o en presencia de MMS 
0.04% durante 1 hora y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Se muestran las 
imágenes de microscopía de contraste interferencial (DIC) y señal fluorescente GFP. 

 

En el caso de PKCθ nuestros resultados muestran que la adición de 
la hélice A al fragmento catalítico provoca un cambio en su localización 
subcelular. El análisis de la localización de PKCθδAhelix-CF-GFP revela que esta 
construcción sí se acumula en el núcleo, a diferencia de PKCθCF, tanto en 
condiciones normales como  de  daño en el DNA  (Figura 5.3). Este  resultado  
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podría sugerir, en primer lugar, que la región de PKCδ que incluye la hélice A 
es capaz de dirigir la importación al núcleo. Esta secuencia comprende los 
siguientes aminoácidos: Y311QGFEKKPEVSGSDILDNNGTYGKIWEGSTRCTLE345, 
que, aunque no se corresponde con la secuencia de una NLS clásica, 
presenta aminoácidos básicos que podrían jugar un papel en un contexto 
adecuado (Lu et al., 2021).  En segundo lugar, por lo que respecta a la 
respuesta al daño en el DNA, este resultado nos permite concluir que la 
presencia nuclear del fragmento catalítico de PKCθ no es suficiente para que 
sea capaz de activar el checkpoint de integridad del DNA. Por lo tanto, estos 
resultados descartan que la distinta localización subcelular justifique las 
diferencias de funcionalidad entre PKCδ y PKCθ.  

En el capítulo 4 de este trabajo hemos descrito que una versión 
fosfomimética del fragmento catalítico de PKCθ no es capaz de activar la 
respuesta a daño en el DNA. A la vista de estos resultados del análisis de 
localización subcelular de los fragmentos catalíticos, nos planteamos que 
pudiera ser consecuencia de su incapacidad de localizarse en el núcleo. Por 
ese motivo, decidimos analizar el efecto de la simulación de la fosforilación 
del lazo de activación en la construcción PKCθδAhelix-CF, que sí presenta una 
localización nuclear. Mediante mutagénesis dirigida se sustituyó el residuo 
Thr538 por un residuo de Glu y se analizó la fosforilación de la quinasa 
efectora Rad53 en respuesta a MMS en la cepa mutante pkc1ts. Sin embargo, 
en la Figura 5.4 se puede ver como la versión fosfomimética de PKCθδAhelix-CF 
tampoco es capaz de recuperar el defecto de activación del checkpoint de 
integridad del DNA de células mutantes pkc1. Este resultado apoyaría la 
hipótesis de que las diferencias entre PKCδ y PKCθ serían debidas a su 
capacidad de reconocer a sus sustratos implicados en la activación del 
checkpoint de integridad del DNA, y no a una distinta localización subcelular. 
Una aproximación adecuada para abordar esta hipótesis sería llevar a cabo 
un ensayo no dirigido de búsqueda de sustratos de PKCδ, como GFP-Trap, 
empleando la versión truncada PKCδCF y realizando una validación posterior 
de su capacidad de interacción con PKCδ, así como con PKCθ. 
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Figura 5.4. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por una 
versión fosfomimética del fragmento catalítico de PKCθ con la hélice A de PKCδ. (A) 
Representación esquemática de la versión truncada de la proteína PKCθ que contiene el 
fragmento catalítico etiquetada con GFP en la que se indican el residuo Thr538 mutado a 
Glu. (B) Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKCδ, pPKCθ, pPKCδAhelix-CF-GFP, pPKCθδAhelix-CF-GFP, 
pPKCθδAhelix-CF T538E-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y 
después se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La 
activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. 

 

Estudio del papel de la localización nuclear de PKCδ en la activación 
del checkpoint de integridad del DNA 

Los resultados anteriores indican que las diferencias de 
funcionalidad en la respuesta a daño en el DNA entre PKCδ y PKCθ no se 
deben a una distinta localización subcelular. Sin embargo, una cuestión 
importante a responder es si la presencia en el núcleo de PKCδ es necesaria 
para su función en la activación del checkpoint de integridad del DNA. En su 
extremo C-terminal, PKCδ contiene una secuencia de localización nuclear 
(NLS) bipartita responsable de dirigir su importación al núcleo (DeVries et al., 
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2002). Mutaciones en esta secuencia impiden la acumulación nuclear del 
fragmento catalítico de PKCδ, así como la translocación al núcleo de la 
proteína completa en respuesta a estímulos apoptóticos (DeVries et al., 
2002). Para estudiar el papel de la NLS de PKCδ en la activación del 
checkpoint de integridad del DNA, mediante mutagénesis dirigida se 
sustituyeron los 6 aminoácidos básicos (Lys611, Arg612, Lys613, Lys619, Lys621 y 
Lys623) que componen la NLS a Ala en la versión truncada PKCδCF (Figura 
5.5A). El análisis de la fosforilación de Rad53 en una cepa mutante pkc1ts 
muestra que la mutación de la NLS elimina por completo la capacidad de 
PKCδCF de activar la respuesta a daño en el DNA (Figura 5.5B). Este resultado 
apunta a que la localización nuclear de PKCδ sería importante para su 
funcionalidad en el checkpoint de integridad DNA.  

Para confirmarlo, a continuación, comparamos la localización 
subcelular del fragmento catalítico de PKCδ silvestre y mutado en la NLS en 
presencia y ausencia de MMS. Sorprendentemente, la versión mutante 
PKCδCF NLS*-GFP mantiene la capacidad de localizarse en el núcleo, tanto en 
presencia como en ausencia de daño en el DNA (Figura 5.6A). Este resultado 
es especialmente llamativo, ya que en células de mamífero esta mutación 
reduce drásticamente la presencia en el núcleo de PKCδCF (DeVries et al., 
2002). Una posible explicación a la localización observada de la construcción 
PKCδCF NLS*-GFP sería su entrada al núcleo por difusión pasiva. En la 
bibliografía existe controversia acerca del umbral de peso molecular a partir 
del cual la entrada al núcleo requiere de un transporte facilitado o activo. 
Algunos autores establecen el límite de peso molecular que permite la 
entrada al núcleo por difusión pasiva en 40 kDa (Christie et al., 2016; 
Knockenhauer and Schwartz, 2016; Musser and Grünwald, 2016; Schmidt 
and Görlich, 2016). Por el contrario, otros autores postulan que no existe un 
umbral claro de peso molecular y que la probabilidad de entrada al núcleo 
mediante difusión pasiva disminuye a medida que aumenta el peso 
molecular (Popken et al., 2015; Timney et al., 2016). Apoyando la hipótesis 
de una entrada por difusión pasiva, en estos trabajos se detecta presencia 
nuclear de construcciones de » 68 kDa que carecen de NLS en S. cerevisiae, 
similares a PKCδCF NLS*-GFP, que tiene un peso molecular de 65.1 kDa. 
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Figura 5.5. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por el 
fragmento catalítico de PKCδ mutado en la secuencia de localización nuclear. (A) 
Representación esquemática de la versión truncada de la proteína PKCδ que contiene el 
fragmento catalítico etiquetada con GFP en la que se indican los residuos que componen la 
NLS de PKCδ (resaltados en negrita) mutados a Ala en PKCδCF NLS*. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKCδCF-GFP, pPKCδCF NLS*-GFP o con un vector vacío fueron incubados a 37°C 
durante 3 horas y posteriormente se incubaron en ausencia o en presencia de MMS 0.04% 
durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 y los niveles de las proteínas PKCδCF-
GFP y PKCδCF NLS*-GFP se analizaron mediante Western blot. Como control de carga se 
presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas.  
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Figura 5.6. Análisis de la localización subcelular del fragmento catalítico de PKCδ 
mutado en la secuencia de localización nuclear. (A) Células en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKCδCF-
GFP o pPKCδCF NLS*-GFP crecidas en medio de selección fueron incubadas en ausencia o en 
presencia de MMS 0.04% durante 1 hora y se observaron en el microscopio de 
fluorescencia. Se muestran las imágenes de microscopía de contraste interferencial (DIC) y 
señal fluorescente GFP. La gráfica indica (B) la media y desviación estándar del porcentaje 
de células con señal nuclear de PKCδCF-GFP y (C) la mediana de intensidad de señal nuclear 
de PKCδCF-GFP (300 ≤ n ≤ 1000) de tres experimentos independientes. Las imágenes 
microscopía de fluorescencia que se muestran son representativas de todos los 
experimentos.  
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Dado que no observamos una diferencia cualitativa en el patrón de 
distribución subcelular entre la versión silvestre y el mutante en la NLS del 
fragmento catalítico de PKCδ, decidimos realizar un análisis cuantitativo con 
el objetivo de determinar si existían diferencias que pudieran justificar su 
distinta funcionalidad en la respuesta a daño en el DNA. En primer lugar, 
determinamos el porcentaje de células con señal nuclear de PKCδCF. Como 
se puede ver en la Figura 5.6B, el porcentaje de células en las que PKCδCF 
presenta una localización nuclear es similar entre la versión silvestre y el 
mutante en NLS, tanto en condiciones normales como de daño en el DNA.  

En segundo lugar, cuantificamos la cantidad de proteína presente en 
el núcleo, medida como la intensidad de señal GFP. El análisis de este 
parámetro revela que la mutación de la NLS sí tiene un efecto en la 
localización subcelular de PKCδCF, ya que en células que expresan la 
construcción PKCδCF NLS*-GFP la cantidad de proteína en el núcleo disminuye 
un 38% (Figura 5.6C). Más importante, nuestros resultados muestran que 
tras el tratamiento con MMS se produce un incremento del 50% en la 
cantidad de PKCδCF-GFP en el núcleo (Figura 5.6C). En células que expresan 
PKCδCF NLS*-GFP este incremento se ve muy atenuado y se reduce hasta el 
18%. Este resultado indica que en respuesta a daño en el DNA se produce 
una acumulación de PKCδ en el núcleo, dependiente de la presencia de una 
secuencia de localización nuclear funcional. Estas observaciones nos 
permiten plantear que la entrada regulada al núcleo de PKCδ en respuesta a 
estrés genotóxico es determinante para que ejerza su función en la 
activación del checkpoint de integridad del DNA.  

Continuamos con nuestro estudio del papel de la localización 
nuclear de PKCδ en la respuesta a daño en el DNA analizando el efecto de la 
mutación de la NLS en la versión truncada PKCδAhelix-CF (Figura 5.7A). Igual que 
con el fragmento catalítico, en primer lugar, se evaluó la fosforilación de la 
quinasa efectora Rad53 en respuesta a MMS en la cepa mutante pkc1ts que 
expresa la construcción PKCδAhelix-CF NLS*.  
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Nuestros resultados muestran que, en este caso, la mutación de la 
NLS no afecta a la capacidad de activar el checkpoint de integridad del DNA 
de PKCδAhelix-CF, a diferencia de lo que ocurre con PKCδCF (Figura 5.7B). En el 
apartado anterior hemos planteado que la región que incluye la hélice A 
podría permitir la importación al núcleo, por ello nos preguntamos si la 
adición de la hélice A permitiría mantener la capacidad de entrar al núcleo 
de manera regulada en respuesta a daño en el DNA pese a la mutación de la 
NLS. El análisis de la localización subcelular mediante microscopía de 
fluorescencia revela que PKCδAhelix-CF aumenta la cantidad de proteína en el 
núcleo un 25% en respuesta a MMS (Figura 5.8). Este menor incremento con 
respecto al observado en PKCδCF podría deberse a la presencia de la hélice 
A. Los resultados obtenidos en el mutante PKCδAhelix-CF NLS*-GFP indican que 
este incremento se mantiene en el mismo porcentaje con respecto a la 
versión silvestre (Figura 5.8). Esto indicaría que la región comprendida entre 
los aminoácidos Tyr311 y Glu345 también es capaz de dirigir al núcleo de 
manera regulada al fragmento catalítico de PKCδ en respuesta a daño en el 
DNA.  

En conjunto, estos resultados nos llevan a pensar que la entrada 
regulada de PKCδ al núcleo en respuesta a daño en el DNA es importante 
para que pueda activar el checkpoint de integridad del DNA. Es probable que 
sea una pequeña población del total de PKC disponible en la célula la que 
lleve a cabo esta regulación. Por este motivo, aunque no seamos capaces de 
detectarla en el núcleo, la versión completa de la proteína es capaz de 
activar correctamente la respuesta a daño en el DNA. No obstante, sería 
necesario realizar experimentos de localización forzada para confirmar que 
la función de PKC en la activación del checkpoint de integridad del DNA 
requiere de su presencia nuclear. De acuerdo con esta hipótesis, impedir la 
importación al núcleo de cualquier versión de PKCδ, mediante la fusión a 
señales de exportación nuclear (NES) o el anclaje a una proteína que se 
localice exclusivamente en el citoplasma empleando la técnica Anchor-Away 
(Haruki et al., 2008), debería anular su capacidad de recuperar el defecto de 
fosforilación de Rad53 de cepas mutantes pkc1. 
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Figura 5.7. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA por el 
fragmento catalítico de PKCδ con la hélice A mutado en la secuencia de localización 
nuclear. (A) Representación esquemática de la versión truncada de la proteína PKCδ que 
contiene el fragmento catalítico etiquetada con GFP en la que se indican los residuos que 
componen la NLS de PKCδ (resaltados en negrita) mutados a Ala en PKCδAhelix-CF NLS*. (B) 
Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) 
transformada con los plásmidos pPKC1, pPKCδAhelix-CF-GFP, pPKCδAhelix-CF NLS*-GFP o con un 
vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente se incubaron en 
ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 
y los niveles de las proteínas PKCδAhelix-CF-GFP y PKCδAhelix-CF NLS*-GFP se analizaron mediante 
Western blot. Como control de carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas 
membranas.  
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Figura 5.8. Análisis de la localización subcelular del fragmento catalítico de PKCδ con 
la hélice A mutado en la secuencia de localización nuclear. (A) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKCδAhelix-CF-GFP o pPKCδAhelix-CF NLS* -GFP crecidas en medio de selección fueron 
incubadas en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora y se observaron en el 
microscopio de fluorescencia. Se muestran las imágenes de microscopía de contraste 
interferencial (DIC) y señal fluorescente GFP. (B) La gráfica indica la mediana de intensidad 
de señal nuclear de PKCδAhelix-CF-GFP (400 ≤ n ≤ 800) de tres experimentos independientes. 
Las imágenes microscopía de fluorescencia que se muestran son representativas de todos 
los experimentos. 
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Estudio de la localización subcelular de versiones truncadas de Pkc1 

 Como se ha mencionado anteriormente, en nuestro grupo hemos 
descrito que Pkc1 de S. cerevisiae experimenta un cambio en su localización 
subcelular en condiciones de estrés genotóxico, aunque no hemos sido 
capaces de determinar su presencia nuclear tras la inducción de daño en el 
DNA (Soriano-Carot et al., 2014). Sin embargo, a raíz de los resultados 
obtenidos con versiones truncadas de PKCs de mamíferos, nos planteamos 
profundizar en el estudio de la localización subcelular de Pkc1 siguiendo 
esta misma estrategia. Para ello, escogimos las versiones truncadas Pkc1∆RD y 
Pkc1CF, que presentan diferencias en cuanto si a su actividad está regulada o 
es constitutiva. En el capítulo 3 de esta Tesis Doctoral se ha descrito que 
Pkc1∆RD activa la cascada de MAPK únicamente en respuesta a estrés 
térmico, mientras que Pkc1CF permite la activación constitutiva de Slt2. Se 
etiquetaron Pkc1∆RD y Pkc1CF con GFP en su extremo C-terminal (Figura 5.9A) 
y, en primer lugar, comprobamos la funcionalidad de estas construcciones 
analizando la activación del checkpoint de integridad del DNA en respuesta a 
MMS en la cepa mutante pkc1ts. En la Figura 5.9B se puede observar como la 
fosforilación de Rad53 está afectada en las células que expresan Pkc1∆RD-GFP 
y Pkc1CF-GFP, pese a que no se detectan diferencias significativas en los 
niveles de proteína (Figura 5.9C). Por su parte, los ensayos de crecimiento en 
placa también muestran que el marcaje en C-terminal reduce o, en el caso 
del fragmento catalítico, elimina por completo, la capacidad de estas 
versiones truncadas de suprimir el defecto de crecimiento de una cepa 
mutante pkc1 (Figura 5.9D).  

Estos resultados indican que el marcaje con la etiqueta GFP en C-
terminal afecta a la funcionalidad de Pkc1∆RD y Pkc1CF, a diferencia de lo que 
ocurre con PKCs noveles, de modo que estas construcciones no son útiles 
para abordar el estudio de la regulación espacial de Pkc1. No obstante, este 
hecho no resulta sorprendente ya que en otro estudio de localización 
subcelular de versiones truncadas de Pkc1 se observa que el marcaje con 
GFP del fragmento catalítico afecta a  su estabilidad   (Denis and Cyert, 2005).  
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Figura 5.9. Análisis de la funcionalidad de las versiones truncadas Pkc1∆RD y Pkc1CF 
etiquetadas con GFP en C-terminal. (A) Representación esquemática de las versiones 
truncadas Pkc1∆RD y Pkc1CF etiquetadas con GFP en C-terminal. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1-GFP, pPKC1∆RD, pPKC1∆RD-GFP, pPKC1CF, pPKC1CF-GFP o con un 
vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y después se incubaron en ausencia 
o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante  Western blot.  (C)  Células en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante  
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Es más, en nuestro grupo hemos descrito que el marcaje de proteínas 
puede afectar a su funcionalidad (Saiz-Baggetto et al., 2017, Anexo). Por ese 
motivo, a lo largo de esta Tesis Doctoral hemos sido muy precavidos al 
trabajar con proteínas etiquetadas, observando que la introducción de la 
etiqueta GFP en C-terminal afecta únicamente a la funcionalidad de las 
versiones truncadas de Pkc1. 

Para solucionar este problema, se etiquetaron las versiones 
truncadas Pkc1∆RD y Pkc1CF con GFP en su extremo N-terminal (Figura 5.10A) 
y, de nuevo, evaluamos la funcionalidad de estas construcciones. Los 
resultados obtenidos reflejan que la expresión tanto de GFP-Pkc1∆RD como 
de GFP-Pkc1CF sí es capaz de suprimir los defectos de activación del 
checkpoint de integridad del DNA y de crecimiento de cepas mutantes pkc1 
(Figura 5.10B,C) y, por tanto, que se trata de proteínas funcionales. Una vez 
validada su funcionalidad procedimos a analizar mediante microscopía de 
fluorescencia la localización in vivo de Pkc1, Pkc1∆RD y Pkc1CF en presencia y 
ausencia de MMS. Como se puede ver en la Figura 5.11A, en condiciones 
normales el fragmento catalítico de Pkc1 presenta una localización 
principalmente nuclear, igual que el fragmento catalítico de PKCδ. La 
inducción de daño en el DNA no provoca cambios cualitativos en la 
localización subcelular GFP-Pkc1CF, que continúa localizándose en el núcleo.  

El fragmento catalítico de Pkc1 no incluye las NLSs descritas para la 
proteína (Denis and Cyert, 2005). El tamaño de la construcción GFP-Pkc1CF es 
equivalente (65.2 kDa) al del PKCδCF-GFP, de modo que es posible que su 
localización  nuclear sea  consecuencia  de  una  entrada por  difusión pasiva. 

 

pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1-GFP, pPKC1∆RD-GFP y pPKC1CF-GFP 
fueron incubados a 37°C durante 3 horas. Los niveles de las diferentes versiones de la 
proteína Pkc1 etiquetadas con GFP se detectaron mediante Western blot. Como control de 
carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas. (D) Diluciones 
seriadas de cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 
(JCY2077) transformada con los plásmidos pPKC1, pPKC1-GFP, pPKC1∆RD, pPKC1∆RD-GFP, 
pPKC1CF, pPKC1CF-GFP o con un vector vacío se sembraron en placas de YPD y placas de 
YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron a 25°C durante 3 días. 
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Figura 5.10. Análisis de la funcionalidad de las versiones truncadas Pkc1∆RD y Pkc1CF 
etiquetadas con GFP en N-terminal. (A) Representación esquemática de las versiones 
truncadas Pkc1∆RD y Pkc1CF etiquetadas con GFP en N-terminal. (B) Células en fase de 
crecimiento exponencial de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los 
plásmidos pPKC1, pPKC1∆RD, pGFP-PKC1∆RD, pPKC1CF, pGFP-PKC1CF o con un vector vacío 
fueron  incubados  a  37°C  durante  3  horas  y  después  se  incubaron  en  ausencia  o  en  
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No obstante, no se puede descartar que esta localización nuclear sea 
consecuencia de una importación por otras carioferinas o que esté regulada 
mediante la interacción del fragmento catalítico de Pkc1 con otras proteínas. 

Cabe resaltar el patrón de localización de GFP-Pkc1∆RD, el cual es muy 
similar al de Pkc1-GFP, localizándose principalmente en el cuello y la yema 
de la célula, aunque también es posible detectar señal nuclear en algunas 
células (Figura 5.11A). La presencia de la región bisagra de Pkc1 aumenta el 
peso molecular aproximadamente 30 kDa con respecto GFP-Pkc1CF. De 
acuerdo con lo comentado anteriormente, este aumento de tamaño reduce 
la probabilidad de entrada al núcleo por difusión pasiva de GFP-Pkc1∆RD y 
explicaría las diferencias de localización subcelular entre ambas 
construcciones. Por otra parte, el reclutamiento a sitios de crecimiento 
polarizado de la versión truncada Pkc1∆RD podría ser debida a la capacidad 
de la región bisagra de establecer interacciones con factores que permitan 
su asociación a estos sitios. En respuesta a MMS tanto Pkc1-GFP como GFP-
Pkc1∆RD desaparecen de los sitios de crecimiento polarizado. Sin embargo, es 
importante señalar que en el caso de GFP-Pkc1∆RD observamos que se 
produce una fuerte acumulación nuclear (Figura 5.11). Este resultado 
demostraría, por primera vez, que Pkc1 responde al estímulo de daño en el 
DNA cambiando su localización del citoplasma al núcleo, y reforzaría la 
hipótesis ya planteada a partir de las observaciones con PKCδ de una 
función nuclear de PKC en la respuesta a daño en el DNA.  

Pkc1 contiene 2 NLSs funcionales (NLS1 y NLS2), ambas situadas en 
la región bisagra, aunque está descrito que la NLS2 es la principal 
responsable de dirigir a Pkc1 al núcleo (Denis and Cyert, 2005). Como refleja 
la   Figura 5.11,  la  construcción  GFP-Pkc1∆RD  nos  permite  disponer  de  una  

 

presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La activación de la proteína Rad53 se analizó 
mediante Western blot. (C) Diluciones seriadas de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de la cepa mutante tetO7:PKC1 (JCY2077) transformada con los plásmidos 
pPKC1, pPKC1∆RD, pGFP-PKC1∆RD, pPKC1CF, pGFP-PKC1CF o con un vector vacío se sembraron 
en placas de YPD y placas de YPD suplementadas con doxiciclina 10 μg/mL y se incubaron 
a 25°C durante 3 días. 
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Figura 5.11. Análisis de la localización subcelular de las versiones truncadas Pkc1∆RD y 
Pkc1CF en presencia de daño en el DNA. (A) Células en fase de crecimiento exponencial 
de la cepa mutante pkc1-8 (JC6-3a) transformada con los plásmidos pPKC1-GFP, pGFP-
PKC1CF o pGFP-PKC1∆RD crecidas en medio de selección fueron incubadas en ausencia o en 
presencia de MMS 0.04% durante 1 hora y se observaron en el microscopio de 
fluorescencia. Se muestran las imágenes de microscopía de contraste interferencial (DIC) y 
señal fluorescente GFP. (B) La gráfica indica el porcentaje de células con localización en 
sitios de crecimiento polarizado o localización nuclear de la versión Pkc1∆RD. Se presentan 
las medias y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. Las imágenes 
microscopía de fluorescencia que se muestran son representativas de todos los 
experimentos. 
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versión de Pkc1 que sí presenta diferencias cualitativas en su localización 
subcelular en presencia y ausencia de estrés genotóxico en S. cerevisiae. Para 
estudiar el papel de las NLSs de Pkc1 en la respuesta a daño en el DNA, el 
siguiente paso sería mutar residuos clave en estas secuencias en la versión 
truncada Pkc1∆RD. El análisis de la activación del checkpoint de integridad de 
una cepa mutante pkc1, así como de la localización subcelular de una 
versión mutante de Pkc1∆RD NLS1,2* nos permitirá determinar si la entrada al 
núcleo de Pkc1 en respuesta a daño en el DNA depende de sus NLSs o, por 
el contrario, si en su importación nuclear están implicados otros factores. 

 

Análisis del reclutamiento a la zona de la lesión de Pkc1∆RD 

 Los componentes de la maquinaria del checkpoint de integridad del 
DNA son reclutados de manera estable a los sitios de daño, cuya unión al 
DNA se puede detectar mediante microscopía de fluorescencia o ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Estudios previos de nuestro grupo 
han intentado detectar un reclutamiento de Pkc1 a la zona de la lesión, 
aunque hasta el momento no se ha podido determinar su asociación al DNA 
(Soriano-Carot et al., 2014). El hecho de disponer de la construcción GFP-
Pkc1∆RD, que cambia su localización subcelular y pasa a acumularse en el 
núcleo en respuesta a daño en el DNA, nos animó a repetir los ensayos de 
ChIP para intentar responder a la pregunta de si Pkc1 es reclutada a los 
sitios de daño en el DNA. Para ello, empleamos la cepa GAL1:HO, utilizada en 
el capítulo 3 de esta Tesis Doctoral, en la que se genera de manera regulada 
una DSB en un único punto del genoma de S. cerevisiae en función de la 
fuente de carbono en el medio. En esta cepa la DSB no puede ser reparada 
por recombinación homóloga, al no contener las secuencias donadoras HML 
y HMR, y, de esta manera, permite analizar el reclutamiento a la zona de la 
lesión de proteínas implicadas en la respuesta a daño en el DNA. Mediante 
ensayos de ChIP, estudiamos la asociación a la DSB de Pkc1 en la cepa 
mutante GAL1:HO tetO7:PKC1, para reprimir la expresión de Pkc1 endógena, 
transformada con el plásmido que expresa la construcción GFP-Pkc1∆RD. Para 
ello, analizamos por PCR cuantitativa (qPCR) el enriquecimiento en el DNA 
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inmunoprecipitado en una región del locus MAT cercana (0.2 kb) al sitio de 
corte de la endonucleasa HO respecto a una región intergénica control 
(Wang and Haber, 2004). En la Figura 5.12A se puede ver como, en respuesta 
a una única DSB, la versión truncada Pkc1∆RD es capaz de recuperar el 
defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA de un mutante 
pkc1. Sin embargo, al analizar su reclutamiento a la zona de la lesión no 
fuimos capaces de detectar un enriquecimiento específico de Pkc1 en la DSB 
(Figura 5.12B). Este resultado indicaría que Pkc1 no es reclutada, al menos 
de forma estable, al sitio de daño en el DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.12. Análisis del reclutamiento al sitio de daño en el DNA de Pkc1∆RD. Cultivos 
en fase de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de la 
cepa GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698) transformada con los plásmidos pPKC1∆RD (no tag) o 
pGFP-PKC1∆RD se incubaron durante 4 horas en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. (A) 
La activación de la proteína Rad53 y los niveles de la proteína GFP-Pkc1∆RD se analizaron 
por Western blot. (B) Ensayos de ChIP en los que se inmunoprecipitó GFP-Pkc1∆RD y se 
amplificó mediante qPCR un fragmento cercano al sitio de corte de la endonucleasa HO 
(0.2 kb) y una región intergénica control. Los valores de unión de Pkc1∆RD reflejan el 
enriquecimiento del fragmento cercano al sitio de corte de HO respecto a la región 
intergénica. Se presentan las medias y desviaciones estándar de dos experimentos 
independientes.  
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Como se ha comentado en líneas anteriores, puede que sea una 
pequeña población del total de PKC en la célula la que participe en la 
respuesta a daño en el DNA. De ser así, es posible que su unión a la zona de 
la lesión sea difícil de detectar. Otra posible explicación es que la función de 
Pkc1 en la respuesta a daño en el DNA no requiera de su reclutamiento al 
DNA y actúe sobre su(s) diana(s) en la cascada de señalización del checkpoint 
sin necesidad de asociarse directamente a la cromatina. Uno de los objetivos 
principales del trabajo a abordar para tratar de responder a estos 
interrogantes es identificar los mediadores de PKC en su función en la 
respuesta al daño en el DNA. 
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6. Búsqueda de mediadores 

de Pkc1 en el checkpoint de 
integridad del DNA 

 
El mantenimiento de la integridad genómica es un aspecto crucial 

para la fisiología celular. El material genético se encuentra expuesto 
constantemente a agentes exógenos y endógenos capaces de comprometer 
la información genética y es por ello que las células han desarrollado 
mecanismos para lidiar con cualquier lesión que pueda afectar al DNA 
(Colombo et al., 2020). La respuesta a daño en el DNA está mediada por el 
denominado checkpoint de integridad del DNA, una cascada de señalización 
en la que participan un elevado número de proteínas encargadas de 
transducir la señal y permitir una respuesta adecuada por parte de la célula, 
que incluye la activación de la maquinaria de reparación del DNA y una 
parada transitoria del ciclo celular (Harper and Elledge, 2007; Harrison and 
Haber, 2006; Lanz et al., 2019). El checkpoint de integridad del DNA se 
encuentra altamente conservado entre eucariotas, desde levadura hasta 
humanos. En S. cerevisiae, los componentes centrales del checkpoint de 
integridad del DNA son las quinasas sensoras Mec1 y Tel1 (ATR y ATM en 
mamíferos) y las quinasas efectoras Rad53 y Chk1 (CHK2 y CHK1 en 



Mediadores de Pkc1 en el checkpoint 

 156 

mamíferos), aunque esta última con un papel más secundario, siendo Rad53 
la principal quinasa efectora en levadura (Finn et al., 2012; Waterman et al., 
2020). Además de estas quinasas, la señalización requiere de proteínas 
intermediarias, con funciones activadoras y de andamiaje de la maquinaria, 
que acaban componiendo una compleja red de regulación de la respuesta a 
daño en el DNA. En nuestro grupo hemos descrito que Pkc1 es esencial para 
la correcta activación del checkpoint de integridad del DNA en S. cerevisiae en 
respuesta a diferentes tipos de lesiones, como la parada de horquillas 
replicativas, la alquilación del DNA o la presencia de DSBs (Soriano-Carot et 
al., 2014). Como ya se ha comentado, esta función de Pkc1 en la respuesta a 
daño en el DNA se encuentra conservada evolutivamente. 

 

Pkc1 es necesaria para la correcta activación del checkpoint de 
integridad del DNA 

 En los últimos años se han acumulado muy pocos datos sobre el 
papel de Pkc1 en el mantenimiento de la integridad genómica. En el capítulo 
3 de esta Tesis Doctoral se ha descrito el estudio de la hiperfosforilación de 
Pkc1 en respuesta a daño en el DNA, tanto por nuestro grupo como por el 
grupo del Dr. Levin. Pese a estas evidencias de la implicación de Pkc1 en la 
respuesta a daño en el DNA, ese mismo grupo cuestiona que Pkc1 sea 
esencial para que se produzca la activación del checkpoint de integridad del 
DNA, ya que en Liu y Levin, 2018 (Figura Suplementaria S5) describen que sí 
existe fosforilación de Rad53 en un mutante pkc1∆ en distintos fondos 
genéticos. Es necesario destacar que las condiciones de inducción de estrés 
genotóxico empleadas en este trabajo son más severas que las habituales 
en estudios de respuesta a daño en el DNA, ya que implican dosis más altas 
de los agentes genotóxicos HU y MMS así como tiempos de incubación más 
largos. Con el objetivo de reproducir nuestros resultados en las condiciones 
utilizadas en Liu y Levin, 2018, analizamos la activación de Rad53 en la cepa 
mutante pkc1∆ transformada con un plásmido que expresa el gen PKC1 o 
con un vector vacío en respuesta a distintas dosis y tiempos de incubación 
con MMS.  
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Nuestros resultados muestran que existe una diferencia evidente en 
el estado de fosforilación de la quinasa efectora Rad53 entre células pkc1∆ y 
células silvestres en todas las condiciones analizadas, lo que confirma el 
defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA del mutante de 
deleción pkc1∆ (Figura 6.1).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA en un 
mutante pkc1∆. Cultivos en fase de crecimiento exponencial de la cepa GPY1115 
transformada con el plásmido pPKC1 o con un vector vacío fueron divididos e incubados 
en presencia de MMS 0.04% o 0.08% durante 1 o 2 horas. Los niveles de la proteína Pkc1 y 
la activación de la proteína Rad53 se analizaron por Western blot. 

 

Únicamente en las condiciones más extremas, las utilizadas en Liu y 
Levin, 2018, se aprecia fosforilación de Rad53 en células pkc1∆, aunque está 
claramente afectada en comparación con células silvestres. De hecho, el 
análisis detallado de las imágenes de Western blot de Liu y Levin, 2018 revela 
que la fosforilación de Rad53 sí que está afectada, aunque no eliminada, en 
el mutante pkc1∆ en comparación con la cepa silvestre. Una explicación a 
esta observación sería que Pkc1 no sea estrictamente esencial pero sí 
necesaria para la óptima activación de la respuesta a daño en el DNA. No 
obstante, otra posible explicación al hecho de detectar cierta fosforilación de 
Rad53 en células pkc1∆ podría ser que los mutantes de deleción seleccionen 
mecanismos compensatorios o supresores que permitan la activación de la 
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respuesta a estrés genotóxico. En nuestro grupo no solo describimos un 
fallo de activación de Rad53 en mutantes de deleción, sino que este defecto 
también se observa en diferentes mutantes pkc1 condicionales, como el 
mutante termosensible pkc1ts o la cepa mutante tetO7:PKC1 (Soriano-Carot et 
al., 2014). En capítulos anteriores se empleó la cepa mutante pkc1ts para 
estudiar la funcionalidad de distintas versiones truncadas de Pkc1 y PKCs 
noveles en el checkpoint de integridad del DNA y, de nuevo, se confirmó el 
defecto de fosforilación de Rad53 de dicho mutante a temperatura 
restrictiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2. Análisis de la activación del checkpoint de integridad del DNA en respuesta 
a daño en el DNA en cepas mutantes pkc1, tel1 y mec1. (A) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas 
JKM139, GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698), GAL1:HO tel1 (JCY1654) y GAL1:HO mec1 sml1 
(JCY2142) fueron divididos e incubados en presencia de glucosa 2% o galactosa 2% durante 
8 horas. De los cultivos a los que se añadió galactosa se recogieron muestras cada 2 horas. 
La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante Western blot. (B) Cultivos en fase de 
crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas 
JKM139 y GAL1:HO tetO7:PKC1 (JCY1698), fueron divididos e incubados en presencia de 
galactosa 2% durante 6 horas o en presencia de las dosis indicadas de MMS (%), HU (mM) o 
fleomicina (μg/mL) durante 2 horas. La activación de la proteína Rad53 se analizó mediante 
Western blot. 
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 En este capítulo, con el objetivo de caracterizar el mecanismo 
molecular por el cual Pkc1 participa en la respuesta a daño en el DNA, 
decidimos emplear la cepa GAL1:HO (Lee et al., 1998), también utilizada 
anteriormente en este trabajo para el estudio de la fosforilación y el 
reclutamiento de Pkc1 en condiciones de daño en el DNA, y regular la 
expresión del gen PKC1 mediante el promotor tetO7.En la respuesta a DSBs 
están implicadas las dos quinasas apicales del checkpoint, Tel1 y Mec1, 
aunque en levadura esta última es la quinasa principal debido al rápido 
procesamiento de la lesión (Finn et al., 2012; Gobbini et al., 2013). 
Analizamos la activación del checkpoint de integridad del DNA en respuesta a 
una DSB en una cepa silvestre, en los mutantes simples de deleción en las 
quinasas sensoras tel1 y mec1 (que tiene adicionalmente delecionado el gen 
SML1), y en el mutante condicional tetO7:PKC1. Aunque la endonucleasa HO 
puede generar una DSB en menos de 60 min desde la inducción de su 
expresión con galactosa (Waterman et al., 2020), no detectamos la 
hiperfosforilación de Rad53 antes de 4 horas de inducción en cultivos 
asincrónicos (Figura 6.2A). Tanto la cepa silvestre como el mutante tel1 son 
capaces de activar a Rad53, mientras que en el mutante mec1 no hay 
fosforilación de la quinasa efectora. Para el mutante pkc1, tras el apagado 
del promotor tetO7 con doxiciclina, confirmamos el defecto de activación del 
checkpoint de integridad del DNA, detectando únicamente una ligera 
activación residual de Rad53 a partir de 8 horas desde la inducción. 

Adicionalmente, analizamos la activación del checkpoint de 
integridad del DNA en el mutante pkc1 en este fondo genético tras el 
tratamiento con diferentes agentes genotóxicos: MMS, un agente alquilante 
de bases del DNA; HU, un inhibidor de la RNR que induce estrés replicativo, 
y fleomicina (phleo), un derivado de antibiótico que se intercala en el DNA y 
genera múltiples DSBs. Como refleja la Figura 6.2B, la fosforilación de Rad53 
está claramente afectada en comparación con la cepa silvestre en respuesta 
a los distintos tipos de lesiones en el DNA que generan MMS, HU y 
fleomicina. Así, este resultado, de nuevo, confirma el fallo de activación de la 
respuesta a daño en el DNA que presenta el mutante pkc1. 
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Dado que el mutante pkc1 presenta el mismo fenotipo de fallo de 
fosforilación de Rad53 en respuesta a una DSB que el mutante mec1 (Figura 
6.2A), decidimos centrarnos en el estudio de la funcionalidad y el 
reclutamiento a la zona de la lesión de las proteínas de la maquinaria del 
checkpoint de integridad del DNA implicadas en la vía mediada por Mec1. 

 

Estudio de la función de Ddc2 en respuesta a DSB en un mutante 
pkc1 

Iniciamos nuestro estudio de la funcionalidad de la vía de Mec1 de 
activación del checkpoint de integridad del DNA en un mutante pkc1 
analizando la proteína Ddc2, que forma un complejo heterodimérico estable 
con Mec1 (Paciotti et al., 2000). El reclutamiento del complejo Mec1-Ddc2 a 
la zona de la lesión se puede visualizar mediante microscopía. En células en 
las que Ddc2 se encuentra etiquetada con GFP, la inducción de una DSB con 
la endonucleasa HO provoca la aparición de un único foco nuclear 
fluorescente (Melo et al., 2001). Por ese motivo, una primera aproximación 
para determinar la funcionalidad de Ddc2 fue estudiar su asociación a los 
sitios de daño en el DNA mediante microscopía de fluorescencia, analizando 
la aparición de focos nucleares fluorescentes de Ddc2 in vivo en respuesta a 
una DSB en una cepa silvestre y en una cepa mutante pkc1. En la Figura 6.3A 
se observa la fosforilación de la quinasa efectora Rad53 tras la inducción del 
corte por HO en la cepa silvestre. Esta activación del checkpoint de integridad 
del DNA tiene como consecuencia un bloqueo en las transiciones G1/S y 
G2/M (Lanz et al., 2019), lo que provoca la acumulación de células en estas 
fases del ciclo celular, como refleja la Figura 6.3B. En el caso del mutante 
pkc1, se puede ver como el defecto en la activación de Rad53 va 
acompañado de un fallo en la acumulación de células en G1 y en G2/M tras 
la inducción de daño en el DNA (Figura 6.3A,B). Por su parte, el análisis de la 
localización subcelular de Ddc2-GFP en la cepa silvestre revela que su unión 
al  sitio  de  daño  en  el  DNA  ya  es detectable a las 2 horas de inducción en 
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Figura 6.3. Estudio de la localización subcelular de Ddc2 en condiciones de daño en el 
DNA en una cepa mutante pkc1. Cultivos en fase de crecimiento exponencial en YPRaf 
con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas GAL1:HO DDC2-GFP (JCY1761) y GAL1:HO 
tetO7:PKC1 DDC2-GFP (JCY1763) se incubaron durante 6 horas en presencia de galactosa 2%. 
(A) Los niveles de la proteína Pkc1 y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por 
Western blot. Como control de carga se muestra una banda inespecífica que reconoce el 
anticuerpo anti-Rad53 (*). (B) Distribución de las células a lo largo del ciclo celular: fase G1 
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(no bud), fase S (small bud 1n), fase G2/M (big bud 1n) y telofase (big bud 2n). (C) Análisis por 
microscopía de fluorescencia del número de células que presentan focos fluorescentes de 
Ddc2-GFP y su distribución a lo largo del ciclo celular. (D) Imágenes de microscopía de 
contraste interferencial (DIC), señal fluorescente Hoechst (tinción de núcleos) y señal 
fluorescente GFP. Se presentan las medias y desviaciones estándar de tres experimentos 
independientes. Las imágenes de Western blot y microscopía de fluorescencia que se 
muestran son representativas de todos los experimentos.  

 

 

galactosa, pero observamos un aumento tanto en el número como en la 
intensidad de señal fluorescente de los focos nucleares de Ddc2-GFP a 
tiempos más largos de incubación (4-6 horas, Figura 6.3C,D), en 
concordancia con los resultados de Melo et al., 2001. La formación de focos 
fluorescentes de Ddc2-GFP depende de que haya resección de la DSB que 
genere ssDNA, proceso que requiere de la presencia de actividad CDK en la 
célula (Enserink and Kolodner, 2010; Ira et al., 2004). Por ello, solamente se 
observan focos de Ddc2-GFP en células en fase S, G2 y M (Figura 6.3C, 
Bantele et al., 2019; Barlow et al., 2008). Por lo que respecta al papel de 
Pkc1, nuestros resultados muestran que el mutante pkc1 presenta focos 
nucleares fluorescentes de Ddc2-GFP y, por tanto, es capaz de reclutar a 
Ddc2 a la DSB (Figura 6.3C,D). Hay que destacar que, a diferencia de lo que 
ocurre en la cepa silvestre, en el caso del mutante pkc1 células que se 
encuentra en todas las fases del ciclo celular presentan focos de Ddc2-GFP. 
Este resultado podría sugerir que en el mutante pkc1 se produce resección 
en fases del ciclo en las que no hay actividad CDK. No obstante, el análisis de 
la asociación de Ddc2 a la DSB en fase G1 descarta esta hipótesis, ya que no 
observamos la aparición de focos nucleares fluorescentes de Ddc2-GFP en 
células sincronizadas con factor α en el mutante pkc1 (resultados no 
mostrados). Alternativamente, otra posible explicación sería que Ddc2 fuera 
reclutada a la DSB en fases en las que haya resección de la DSB, pero que, 
dada la incapacidad del mutante pkc1 de provocar una parada del ciclo 
celular en respuesta a daño en el DNA, las células continúen su progresión 
en el ciclo con Ddc2 asociada al sitio de daño.  
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Figura 6.4. Análisis de la función de Ddc2 en una cepa mutante pkc1. Cultivos en fase 
de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas 
JKM139 (no tag), GAL1:HO DDC2-GFP (JCY1761) y GAL1:HO tetO7:PKC1 DDC2-GFP (JCY1763) se 
incubaron durante 6 horas en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. (A) Los niveles de 
las proteínas Pkc1 y Ddc2-GFP y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por 
Western blot. Como control de carga se muestra una banda inespecífica que reconoce el 
anticuerpo anti-Rad53 (*). Se muestra una imagen representativa de todos los 
experimentos. (B) Ensayos de ChIP en los que se inmunoprecipitó Ddc2-GFP y se amplificó 
mediante qPCR un fragmento cercano al sitio de corte de la endonucleasa HO (0.2 kb) y 
una región intergénica control. Los valores de unión de Ddc2-GFP reflejan el 
enriquecimiento del fragmento cercano al sitio de corte de HO respecto a la región 
intergénica. Se presentan las medias y desviaciones estándar de al menos tres 
experimentos independientes. 

 

 

Una segunda aproximación para el estudio del reclutamiento del 
complejo Mec1-Ddc2 a la zona de la lesión consistió en realizar ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de Ddc2-GFP, en los que se analiza 
la región cercana (0.2 kb) al sitio de corte de la endonucleasa HO (Wang and 
Haber, 2004). Como condición control en la que no se induce daño en el 
DNA, las células se incubaron con glucosa en lugar de galactosa. Los 
resultados de los ensayos de ChIP muestran, por una parte, que la 
asociación de Ddc2-GFP al DNA es específica en respuesta a la inducción de 
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una DSB y, por otra, confirman lo observado por microscopía de 
fluorescencia: Ddc2-GFP se recluta correctamente al sitio de daño en 
ausencia de Pkc1 en la célula (Figura 6.4). La mayoría de las proteínas de la 
maquinaria del checkpoint son fosforiladas en respuesta a daño en el DNA, 
bien para ser reclutadas o una vez asociadas al sitio de daño (Lanz et al., 
2019). Cuando analizamos Ddc2 por Western blot tras la inducción de una 
DSB no observamos diferencias ni en su movilidad electroforética ni en sus 
niveles entre la cepa silvestre y el mutante pkc1 (Figura 6.4A). 

En conjunto, nuestros resultados indican que el fallo de activación 
del checkpoint de integridad del DNA del mutante pkc1 no se debe a un 
defecto en el reclutamiento del complejo Mec1-Ddc2 a la zona de la lesión. 

 

Estudio de la función de Ddc1 en respuesta a DSB en un mutante 
pkc1 

Adicionalmente al reclutamiento del complejo Mec1-Ddc2, la 
activación del checkpoint de integridad del DNA vía Mec1 requiere de la 
presencia en la zona de lesión de co-activadores encargados de estimular la 
actividad quinasa de Mec1, esencial para la asociación al DNA y activación 
por fosforilación de la quinasa efectora Rad53. El primero de ellos es el 
complejo abrazadera del checkpoint o complejo 9-1-1 (Ddc1, Rad17 y Mec3, 
(Majka and Burgers, 2003), que es cargado al DNA por un cargador de 
abrazadera de manera independiente del complejo Mec1-Ddc2 (Kondo et al., 
2001; Melo et al., 2001). La subunidad Ddc1 juega un papel clave en la 
activación de Mec1, tanto al actuar como activador directo como al reclutar 
a Dpb11, un segundo activador, tras ser fosforilado por Mec1 (Majka et al., 
2006b; Navadgi-Patil and Burgers, 2009; Puddu et al., 2008). Otra evidencia 
que hace de Ddc1 una diana especialmente interesante a estudiar es que ha 
sido descrita la fosforilación de RAD9 (ortólogo en mamíferos de Ddc1) por 
parte de PKCδ en respuesta a daño en el DNA (Yoshida et al., 2003).  Igual 
que en el caso de Mec1-Ddc2, el reclutamiento del complejo 9-1-1 a los sitios 
de daño en el DNA también se puede detectar por la aparición de focos 
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nucleares fluorescentes de Ddc1 etiquetada con GFP (Melo et al., 2001). Por 
ello, para estudiar la función de Ddc1 en respuesta a DSB repetimos el 
análisis realizado con Ddc2 en una cepa silvestre y en una cepa mutante 
pkc1 que expresan Ddc1-GFP. En la bibliografía está descrita la aparición de 
focos nucleares de Ddc1-GFP tras 3 horas de inducción con galactosa (Melo 
et al., 2001); sin embargo, no fuimos capaces de detectarlos hasta las 7 
horas de inducción. Por otra parte, además de requerir tiempos más largos 
de incubación en condiciones de daño en el DNA, la detección de los focos 
nucleares de Ddc1-GFP resultó más costosa que en el caso de Ddc2-GFP. 
Esto es debido a que la señal nuclear de fondo es más intensa y puede 
enmascarar los focos de fluorescencia de Ddc1-GFP. En cualquier caso, pese 
al evidente fallo de activación del checkpoint de integridad del DNA, como 
muestra la ausencia de fosforilación de Rad53 incluso tras 7 horas de 
inducción, sí observamos la aparición de focos nucleares fluorescentes de 
Ddc1-GFP en la cepa mutante pkc1 en respuesta a una DSB (Figura 6.5). 
Como ya observamos con Ddc2, en el mutante pkc1 células que se 
encuentran en cualquier fase del ciclo celular presentan focos nucleares de 
Ddc1-GFP (Figura 6.5C).  

Del mismo modo que con Ddc2, analizamos la asociación de Ddc1 a 
la zona de la lesión de manera cuantitativa mediante ensayos de ChIP. Como 
refleja la Figura 6.6, la unión de Ddc1-GFP a la cromatina también depende 
de la presencia de daño en el DNA, como ocurría con Ddc2-GFP. Además, 
consistente con el análisis de focos de fluorescencia, los resultados de estos 
ensayos no muestran diferencias en el reclutamiento de Ddc1-GFP a la DSB 
inducida entre la cepa silvestre y el mutante pkc1. 

Ddc1 es una proteína que es fosforilada en respuesta a agentes 
genotóxicos como MMS o radiación UV de manera dependiente de Mec1 
(Longhese et al., 1997; Paciotti et al., 1998; Puddu et al., 2008). Al analizar la 
movilidad electroforética de Ddc1, sin embargo, no detectamos un cambio 
en su estado de fosforilación en respuesta a DSB. Igualmente, no se 
observan diferencias en los niveles de Ddc1-GFP entre la cepa silvestre y el 
mutante pkc1 (Figura 6.6A).  
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Figura 6.5. Estudio de la localización subcelular de Ddc1 en condiciones de daño en el 
DNA en una cepa mutante pkc1. Cultivos en fase de crecimiento exponencial en YPRaf 
con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas GAL1:HO DDC1-GFP (JCY1769) y GAL1:HO 
tetO7:PKC1 DDC1-GFP (JCY1771) se incubaron durante 7 horas en presencia de galactosa 2%. 
(A) Los niveles de la proteína Pkc1 y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por 
Western blot. Como control de carga se muestra una banda inespecífica que reconoce el 
anticuerpo anti-Rad53  (*). (B)  Distribución de las células a lo largo del ciclo celular: fase G1  
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Con el objetivo de poder determinar si existe fosforilación de Ddc1 
en respuesta a daño en el DNA en ausencia de Pkc1, decidimos analizar su 
movilidad electroforética en otras condiciones experimentales. Se etiquetó 
Ddc1 con 6 copias del epítopo HA (Ddc1-6HA) en la cepa silvestre, en la cepa 
mutante pkc1ts y, adicionalmente, en cepas mutantes simples de las 
quinasas sensoras mec1 y tel1 y en la cepa doble mutante mec1tel1 y se 
analizó su movilidad electroforética en respuesta a MMS mediante Western 
blot. En la Figura 6.7 se puede ver como, en estas condiciones, sí se detecta 
un cambio en la movilidad electroforética de Ddc1 tras la inducción de daño 
en el DNA. Tanto en la cepa silvestre como en el mutante tel1 se observa un 
arrastre de la banda de Ddc1-6HA en respuesta a MMS, que corresponde a 
su estado fosforilado. Por el contrario, como cabe esperar, en el mutante 
mec1 y en el doble mutante mec1tel1 se observa únicamente la banda no 
fosforilada. En el caso del mutante pkc1 es importante resaltar que no se 
observan cambios en la movilidad electroforética de Ddc1-6HA, lo que indica 
que la fosforilación de Ddc1 se ve afectada en ausencia de Pkc1. 

Por tanto, a partir de estos resultados concluimos que Ddc1 es 
reclutada a la DSB en ausencia de Pkc1 y, por tanto, que el defecto de 
activación del checkpoint de integridad del DNA del mutante pkc1 no se debe 
a un fallo en el reclutamiento del complejo 9-1-1 al sitio de daño en el DNA. 
Sin embargo, Pkc1 sería necesaria para que se produzca la fosforilación de 
Ddc1 en respuesta a daño en el DNA. 

 
 

(no bud), fase S (small bud 1n), fase G2/M (big bud 1n) y telofase (big bud 2n). (C) Análisis por 
microscopía de fluorescencia del número de células que presentan focos fluorescentes de 
Ddc1-GFP y su distribución a lo largo del ciclo celular. (D) Imágenes de microscopía de 
contraste interferencial (DIC) y señal fluorescente GFP. Las flechas señalan los focos 
fluorescentes de Ddc1-GFP. Se presentan las medias y desviaciones estándar de tres 
experimentos independientes. Las imágenes de Western blot y microscopía de 
fluorescencia que se muestran son representativas de todos los experimentos.  
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Figura 6.6. Análisis de la función de Ddc1 en una cepa mutante pkc1. Cultivos en fase 
de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas 
JKM139 (no tag), GAL1:HO DDC1-GFP (JCY1769) y GAL1:HO tetO7:PKC1 DDC1-GFP (JCY1771) se 
incubaron durante 8 horas en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. (A) Los niveles de 
las proteínas Pkc1 y Ddc1-GFP y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por 
Western blot. Como control de carga se muestra una banda inespecífica que reconoce el 
anticuerpo anti-Rad53 (*). Se muestra una imagen representativa de todos los 
experimentos. (B) Ensayos de ChIP en los que se inmunoprecipitó Ddc1-GFP y se amplificó 
mediante qPCR un fragmento cercano al sitio de corte de la endonucleasa HO (0.2 kb) y 
una región intergénica control. Los valores de unión de Ddc1-GFP reflejan el 
enriquecimiento del fragmento cercano al sitio de corte de HO respecto a la región 
intergénica. Se presentan las medias y desviaciones estándar de al menos tres 
experimentos independientes. 

 
Estudio de la función de Dpb11 en respuesta a DSB en un mutante 
pkc1 

 Visto que los complejos apicales Mec1-Ddc2 y 9-1-1 son reclutados 
correctamente a la zona de la lesión en ausencia de Pkc1 en la célula, 
continuamos nuestro estudio de los componentes de la vía de Mec1 del 
checkpoint de integridad del DNA estudiando la función de Dpb11, la 
siguiente proteína de la cascada. En respuesta a una única DSB, Ddc1 y 
Dpb11 son los principales reguladores de Mec1 (Memisoglu et al., 2019). 
Como  Ddc1,  Dpb11 cumple  una  doble función  en la respuesta a daño en el  
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Figura 6.7. Análisis de la fosforilación de Ddc1 en respuesta a MMS en una cepa 
mutante pkc1 y en cepas mutantes en las quinasas sensoras del checkpoint de 
integridad del DNA. Cultivos en fase de crecimiento exponencial de las cepas DDC1-6HA 
(JCY1825), pkc1ts DDC1-6HA (JCY1827), mec1 DDC1-6HA (JCY1915), tel1 DDC1-6HA (JCY1913) y 
mec1tel1 DDC1-6HA (JCY1933) fueron incubados a 37°C durante 3 horas y posteriormente 
en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La fosforilación de la proteína 
Ddc1-6HA y la activación de la proteína Rad53 se analizaron mediante Western blot. 

 

 

DNA. Dpb11 se asocia con Ddc1 fosforilada y es la proteína encargada de 
activar por completo a Mec1 (Mordes et al., 2008a; Navadgi-Patil and 
Burgers, 2008; Navadgi-Patil et al., 2011). Además, juega otro papel 
destacado en la activación del checkpoint de integridad del DNA al colaborar 
en el  reclutamiento de la proteína adaptadora Rad9 (Pfander and Diffley, 
2011; Puddu et al., 2008). La asociación de Dpb11-YFP a una única DSB 
generada por la endonucleasa I-SceI también se puede detectar por la 
aparición de focos nucleares fluorescentes (Germann et al., 2011). Por ello, 
igual que con Ddc2 y Ddc1, en primer lugar, analizamos el reclutamiento al 
sitio de corte de la endonucleasa HO de Dpb11 etiquetada con GFP en una 
cepa silvestre y en la cepa mutante pkc1 mediante microscopía de 
fluorescencia. Sin embargo, en el caso de Dpb11-GFP no fuimos capaces de 
detectarlos (resultados no mostrados). Por otro lado, se estudió la 
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asociación mediante ensayos de ChIP, que sí permitió observar el 
reclutamiento de Dpb11 a la DSB en una cepa silvestre (Figura 6.8). En el 
mutante pkc1 nuestros resultados muestran que, aunque Dpb11 se une al 
sitio de daño en el DNA, su asociación esta significativamente reducida con 
respecto a la cepa silvestre (Figura 6.8B). El análisis de Dpb11 por Western 
blot tras la inducción de una DSB no muestra diferencias ni en la movilidad 
electroforética ni en los niveles de la proteína entre la cepa silvestre y la 
cepa mutante pkc1 (Figura 6.8A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.8. Análisis de la función de Dpb11 en una cepa mutante pkc1. Cultivos en fase 
de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas 
JKM139 (no tag), GAL1:HO DPB11-GFP (JCY2049) y GAL1:HO tetO7:PKC1 DPB11-GFP (JCY2051) 
se incubaron durante 5 horas en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. (A) Los niveles de 
la proteína Dpb11-GFP y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por Western blot. 
Como control de carga se presenta la tinción con Ponceau de las mismas membranas. Se 
muestra una imagen representativa de todos los experimentos. (B) Ensayos de ChIP en los 
que se inmunoprecipitó Dpb11-GFP y se amplificó mediante qPCR un fragmento cercano al 
sitio de corte de la endonucleasa HO (0.2 kb) y una región intergénica control. Los valores 
de unión de Dpb11-GFP reflejan el enriquecimiento del fragmento cercano al sitio de corte 
de HO respecto a la región intergénica. Se presentan las medias y desviaciones estándar 
de al menos tres experimentos independientes. El p-valor fue calculado mediante el test t-
Student. * p < 0.05. 
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Los resultados obtenidos indican que Dpb11 es capaz de ser 
reclutada a la zona de la lesión en ausencia de Pkc1, aunque su asociación 
es menos eficiente que en células silvestres. El reclutamiento de Dpb11 está 
mediado por la fosforilación de Ddc1 en el residuo de Thr602 (Puddu et al., 
2008). Como hemos visto en la cepa mutante pkc1ts, puede haber fallos de 
fosforilación de Ddc1 que serían consistentes con el defecto en el 
reclutamiento de Dpb11. El hecho de que en células ddc1-T602A el 
reclutamiento de Dpb11 a la DSB se pierda por completo (Bantele et al., 
2019) nos llevó a pensar que esta fosforilación estaría afectada en mutantes 
pkc1. Además, una menor unión de Dpb11 al sitio de daño también afecta a 
la activación óptima de Mec1, por lo que la actividad Mec1 estaría reducida 
en ausencia de Pkc1, pero no totalmente eliminada.  

Dado que Dpb11 es una de las proteínas implicadas en el 
reclutamiento de Rad9, la proteína adaptadora del checkpoint de integridad 
del DNA clave en la respuesta a DSB, a continuación, estudiamos su 
reclutamiento al sitio de daño en el mutante pkc1. 

 

Estudio de la función de Rad9 en respuesta a DSB en un mutante 
pkc1 

La transducción de la señal del checkpoint de integridad del DNA 
hasta la quinasa efectora Rad53 en la respuesta a DSB requiere de la 
asociación a la cromatina de la proteína adaptadora Rad9 (Finn et al., 2012; 
Harrison and Haber, 2006; Waterman et al., 2020). El reclutamiento de Rad9 
a los sitios de daño en el DNA se produce por varias vías y depende de su 
interacción física con distintas proteínas: H3K79me (H3 metilada 
constitutivamente), γH2A (H2A fosforilada en Ser129 respuesta a daño) y, 
como se menciona en líneas anteriores, Dpb11 (Grenon et al., 2007; 
Hammet et al., 2007; Pfander and Diffley, 2011). La asociación de Rad9 a la 
cromatina resulta en su fosforilación en múltiples sitios [S/T]Q por las 
quinasas sensoras del checkpoint (Emili, 1998; Vialard et al., 1998), lo que 
permite  su  oligomerización  y  unión a Rad53, que  reconoce  a  Rad9 en  su  
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versión hiperfosforilada (Schwartz et al., 2002; Soulier and Lowndes, 1999; 
Sweeney et al., 2005). El reclutamiento de Rad9 a los sitios de daño en el 
DNA en respuesta a radiación ionizante ha sido estudiado por microscopía 
de fluorescencia en diferentes trabajos (Grenon et al., 2007; Lisby et al., 
2004; Toh et al., 2006); sin embargo, los focos nucleares fluorescentes de 
Rad9-GFP resultan difíciles de detectar en otras condiciones de daño (Melo 
et al., 2001; Usui et al., 2009). Por otra parte, Rad9 es una proteína de 148 
kDa formada 1309 aminoácidos. Como se ha visto en el capítulo 3 de esta 
Tesis Doctoral, en el que se estudia la fosforilación de Pkc1 en respuesta a 
daño en el DNA, el análisis de cambios en la movilidad electroforética de 
proteínas de elevado peso molecular puede ser complejo.  

Por todo ello, para estudiar la funcionalidad de Rad9 decidimos 
sustituir el marcaje con GFP (27 kDa) y emplear como etiqueta 3 copias del 
epítopo HA (~1 kDa por copia). En primer lugar, analizamos el estado de 
fosforilación de Rad9-3HA en respuesta a una DSB en una cepa silvestre, la 
cepa mutante pkc1, en cepas mutantes simples de las quinasas sensoras 
mec1 y tel1 y en la cepa doble mutante mec1tel1. Como refleja la Figura 6.9A, 
en la cepa silvestre y en la cepa mutante tel1, en las que el checkpoint de 
integridad del DNA se activa correctamente en respuesta a una DSB, se 
detectan múltiples bandas de menor movilidad electroforética de Rad9-3HA 
tras la inducción de daño en el DNA, que corresponden a su versión 
hiperfosforilada. Consistente con el papel principal de Mec1 en la 
hiperfosforilación de la proteína adaptadora en respuesta a DSB (Naiki et al., 
2004), en el mutante mec1 se observa un importante defecto de fosforilación 
de Rad9-3HA. En el doble mutante mec1tel1 se observa que la forma 
fosforilada de Rad9-3HA desaparece por completo, lo que refleja un papel 
secundario de Tel1 en ausencia de Mec1. En cuanto al mutante pkc1, es 
importante destacar que la ausencia de Pkc1 provoca un defecto en la 
hiperfosforilación de Rad9, similar al que se observa en células mutantes 
mec1 (Figura 6.9A). Este mismo fallo se comprobó en la cepa mutante pkc1ts, 
como muestra la Figura 6.9B. 
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Figura 6.9. Análisis de la fosforilación de Rad9 en respuesta a daño en el DNA en una 
cepa mutante pkc1 y en cepas mutantes en las quinasas sensoras del checkpoint de 
integridad del DNA. (A) Cultivos en fase de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 
1M y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas JKM139 (no tag), GAL1:HO RAD9-3HA (YLL3421), 
GAL1:HO tetO7:PKC1 RAD9-3HA (JCY2245), GAL1:HO tel1 RAD9-3HA (JCY2247), GAL1:HO mec1 
sml1 RAD9-3HA (JCY2249) y GAL1:HO mec1 tel1 sml1 RAD9-3HA (JCY2264) se incubaron 
durante 5 horas en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. La fosforilación de la proteína 
Rad9-3HA y la activación de la proteína Rad53 se analizaron por Western blot. (B) Cultivos 
en fase de crecimiento exponencial de la cepa pkc1ts RAD9-3HA (JCY2347) transformada con 
el plásmido pPKC1 o con un vector vacío fueron incubados a 37°C durante 3 horas y 
posteriormente en ausencia o en presencia de MMS 0.04% durante 1 hora. La fosforilación 
de la proteína Rad9-3HA y la activación de la proteína Rad53 se analizaron mediante 
Western blot. 
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A continuación, nos preguntamos si el mutante pkc1 también 
presentaría un defecto en la asociación de Rad9 a los sitios de daño en el 
DNA. Se ha descrito que, a diferencia de otros componentes de la 
maquinaria del checkpoint de integridad del DNA, en el reclutamiento de 
Rad9 colaboran las dos quinasas sensoras: Tel1 y Mec1 participan en el 
reclutamiento en las proximidades de la DSB (<1 kb), mientras que en 
regiones más alejadas depende de Mec1, consecuencia de la resección y el 
cambio de señalización de Tel1 a Mec1 (Bonetti et al., 2018; Gobbini et al., 
2013). En primer lugar, analizamos la unión de Rad9-3HA a una región 
cercana a la DSB inducida tras el corte con HO en una cepa silvestre y las 
cepas mutantes pkc1, mec1, tel1 y mec1tel1 mediante ensayos de ChIP. Igual 
que observamos con Ddc2, Ddc1 y Dpb11, la Figura 6.10A muestra una 
asociación de Rad9-3HA a la cromatina dependiente de la inducción de daño 
en el DNA. Nuestros resultados muestran que en el mutante mec1 la unión 
de Rad9-3HA a la zona próxima a la lesión se reduce aproximadamente a la 
mitad tras la inducción de una DSB (Figura 6.10A, Clerici et al., 2014). En 
cambio, la ausencia de Tel1 reduce drásticamente la asociación de Rad9-3HA 
a 0.2 kb de distancia de la DSB, en concordancia con resultados de otro 
estudio (Gobbini et al., 2015). De acuerdo con una contribución de las dos 
quinasas sensoras a la unión de Rad9 en las proximidades de la DSB, 
observamos que en el doble mutante mec1tel1 su reclutamiento al sitio de 
daño queda totalmente eliminado (Figura 6.10A). Respecto al mutante pkc1, 
el análisis de la asociación de Rad9-3HA muestra un resultado similar al 
obtenido en el mutante mec1, y detectamos una reducción cercana al 50% 
con respecto a la cepa silvestre en ausencia de Pkc1 (Figura 6.10A). Este 
resultado está en concordancia con la caída en la unión de Dpb11 a esta 
zona de la lesión observada en el mutante pkc1. 

En segundo lugar, el análisis de la asociación de Rad9 se trasladó a 
regiones más alejadas de la DSB. La resección de la DSB alcanza hasta 20 kb 
desde el sitio de corte de HO tras 4h de inducción en galactosa, sin 
embargo, los valores más altos de unión de la mayoría de proteínas de la 
maquinaria del checkpoint de integridad del DNA se detectan entre las 
primeras 5 kb (Bantele et al., 2019). 
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Figura 6.10. Análisis de la asociación de Rad9 a la zona de la lesión en una cepa 
mutante pkc1 y en cepas mutantes en las quinasas sensoras del checkpoint de 
integridad del DNA. Cultivos en fase de crecimiento exponencial en YPRaf con sorbitol 1M 
y doxiciclina 10 μg/mL de las cepas JKM139 (no tag), GAL1:HO RAD9-3HA (YLL3421), GAL1:HO 
tetO7:PKC1 RAD9-3HA (JCY2245), GAL1:HO tel1 RAD9-3HA (JCY2247), GAL1:HO mec1 sml1 RAD9-
3HA (JCY2249) y GAL1:HO mec1 tel1 sml1 RAD9-3HA (JCY2264) se incubaron durante 5 horas 
en presencia de glucosa 2% o galactosa 2%. Ensayos de ChIP en los que se 
inmunoprecipitó Rad9-3HA y se amplificó mediante qPCR (A) un fragmento cercano al sitio 
de corte de la endonucleasa HO (0.2 kb) o (B) fragmentos distales al sitio de corte de la 
endonucleasa HO (1.1 kb, 3.3 kb y 4.7 kb) y una región intergénica control. Los valores de 
unión de Rad9-3HA reflejan el enriquecimiento de los fragmentos distales al sitio de corte 
de HO respecto a la región intergénica. Se presentan las medias y desviaciones estándar 
de al menos tres experimentos independientes. El p-valor fue calculado mediante el test t-
Student. * p < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001. 
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Por ello, decidimos ampliar el estudio del reclutamiento de Rad9-
3HA amplificando mediante qPCR regiones localizadas a 1.1, 3.3 y 4.7 kb del 
sitio de corte de HO. Como se puede ver en la Figura 6.10B, el mutante tel1 
no presenta defectos de reclutamiento de Rad9-3HA en regiones distales a 
la DSB, consistente con su capacidad de hiperfosforilar la proteína 
adaptadora y activar a Rad53 en respuesta a la inducción de una DSB (Figura 
6.9A, Naiki et al., 2004). Por el contrario, en el mutante mec1 la unión de 
Rad9-3HA a la zona de la lesión se ve más afectada a medida que aumenta 
la distancia al sitio de corte analizada (Figura 6.10B). Los resultados 
obtenidos en el doble mutante mec1tel1 indican que mantiene su defecto 
total de asociación de Rad9-3HA al sitio de daño en el DNA. Cuando 
analizamos en estas condiciones el mutante pkc1, observamos una 
disminución en la unión de Rad9-3HA a 1.1 kb de la DSB con respecto a la 
cepa silvestre (Figura 6.10B). Sin embargo, nuestros resultados revelan que 
en el resto de distancias analizadas no se observan diferencias significativas 
en comparación con la cepa silvestre. Por tanto, en el mutante pkc1 
únicamente vemos afectado el reclutamiento de Rad9 en regiones 
proximales a la DSB. El hecho de que el fenotipo de reclutamiento de Rad9 
en regiones distales a la DSB del mutante pkc1 no es el que habíamos 
observado en el mutante mec1 indica que habría actividad Mec1 en la célula 
en ausencia de Pkc1, al menos la suficiente actividad para que tenga lugar la 
asociación de Rad9 detectada en estos ensayos.  

En conjunto, los análisis realizados de la proteína adaptadora Rad9 
indican que en el mutante pkc1 se producen defectos en la fosforilación de 
Rad9 y en su reclutamiento a la zona adyacente a lesión y, por tanto, nos 
permiten concluir que su funcionalidad está afectada en ausencia de Pkc1. 

La importancia de Rad9 en la activación del checkpoint de integridad 
del DNA radica en su función como adaptador molecular, ya que es la 
proteína encargada de acercar a Rad53 a Mec1 asociada a los sitios de daño 
en el DNA y facilitar así la fosforilación de Rad53 por parte de la quinasa 
sensora para disparar su activación (Sweeney et al., 2005). Esta función de 
Rad9 no se debe a que tenga un papel como estimulador de la actividad 
enzimática de Mec1, ya que en ensayos quinasa in vitro no se ve un aumento 
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de señal de fosforilación de otros sustratos de Mec1 al aumentar cantidad 
de Rad9 (Sweeney et al., 2005). Este papel de andamiaje de Rad9 permite 
además la acumulación de muchas moléculas de Rad53 que, tras la 
fosforilación inicial por Mec1, completan su activación por trans-
autofosforilación (Gilbert et al., 2001). La función de Rad9 como adaptador 
del checkpoint de integridad del DNA requiere necesariamente de su 
interacción física con Rad53, que se produce por el reconocimiento de la 
quinasa efectora de múltiples sitios [S/T]Q fosforilados de Rad9. Así, la 
interacción Rad9-Rad53 es esencial para la activación de la quinasa efectora 
en respuesta a daño en el DNA (Schwartz et al., 2003; Sun et al., 1998). Esta 
hiperfosforilación de Rad9 depende a su vez de su reclutamiento previo a la 
zona de la lesión que permite acercar a la proteína adaptadora a las 
quinasas sensoras del checkpoint, responsables de esta hiperfosforilación. 
En un mutante tel1, aunque se observa un fallo en la zona adyacente a la 
DSB, Rad9 es capaz de asociarse al sitio de daño en el DNA en regiones 
alejadas y ser fosforilada de manera eficiente por Mec1 y, de este modo, de 
mediar la activación óptima de Rad53. Por el contrario, en un mutante mec1 
se produce un fallo de la hiperfosforilación y la asociación de Rad9, 
particularmente en las zonas alejadas de la lesión, traduciéndose en una 
incapacidad de activar a la respuesta a daño en el DNA. ¿Qué ocurre en 
ausencia de Pkc1? Los resultados del análisis de la función de Rad9 
obtenidos en el mutante pkc1 son compatibles con fallos en la función de 
Mec1, ya que comparten el defecto de fosforilación de Rad9 y su 
reclutamiento a las proximidades de la DSB. Sin embargo, es necesario 
destacar que sí se observa asociación al DNA en las regiones distales a la 
zona de la lesión, como ocurre en un mutante tel1, con la diferencia de que 
en ausencia de Tel1 esa asociación resulta en la activación de la quinasa 
efectora Rad53, mientras que en ausencia de Pkc1 no conduce a la 
activación del checkpoint de integridad del DNA. Es interesante comentar 
que el mutante mec1-81, que tiene una actividad de Mec1 reducida, presenta 
un fenotipo muy similar al observado en ausencia de Pkc1. Como ocurre en 
el mutante pkc1, en células mec1-81 se produce el reclutamiento de Rad9 a 
regiones distales de la DSB y se detecta una ligera fosforilación de la 
proteína adaptadora; sin embargo, no se observa fosforilación de Rad53 



Mediadores de Pkc1 en el checkpoint 

 178 

(Naiki et al., 2004). Así, con todo lo comentado hasta el momento, podemos 
plantear la hipótesis de que el mutante pkc1 tiene un defecto parcial en la 
actividad de Mec1. No podemos obviar, sin embargo, que la aproximación 
experimental empleada en estos experimentos no nos permite evaluar si la 
actividad de Tel1 también se pudiera ver afectada en el mutante pkc1. 

 A partir de estos resultados surgen diferentes aproximaciones 
experimentales complementarias que permitan caracterizar con más detalle 
el defecto de activación del checkpoint de integridad del DNA del mutante 
pkc1. Una primera aproximación sería determinar el nivel de actividad de 
Mec1 en células mutantes pkc1 mediante la realización de ensayos quinasa 
in vitro. En este tipo de ensayos, además, se podría evaluar si Pkc1 ejerce un 
papel como activador actuando directamente sobre Mec1 o, por el contrario, 
si lo haría indirectamente a través de otros mediadores, añadiendo la 
quinasa Pkc1 o reguladores alternativos al ensayo in vitro.  En respuesta a 
daño en el DNA tiene lugar una inducción de la actividad enzimática de 
Mec1, en la que están implicados los distintos activadores de Mec1 (Tannous 
and Burgers, 2021). Si el defecto de activación del mutante pkc1 fuera 
debido a un fallo en la inducción de la actividad Mec1, la expresión de alelos 
constitutivamente activos de Mec1, como el recientemente descrito mec1-
F2244L (Tannous et al., 2021), podría revertir el fenotipo del mutante pkc1. 
Alternativamente, sería posible plantear que aumentar la concentración de 
moléculas de Mec1 en la zona de la lesión pudiera generar la suficiente 
actividad Mec1 necesaria para la fosforilación de la quinasa efectora Rad53 
en células mutantes pkc1. Está descrito que la sobreexpresión de Ddc2, que 
dirige el reclutamiento de Mec1 a los sitios de daño en el DNA en 
condiciones de estrés genotóxico tiene como consecuencia una 
hiperactivación del checkpoint de integridad del DNA (Clerici et al., 2001). Por 
ello, también se podría analizar el efecto de la sobreexpresión de Ddc2 en la 
activación de la respuesta a daño en el DNA en el mutante pkc1. 

Como se ha mencionado anteriormente, Ddc1 y Dpb11 son los 
principales activadores de Mec1 en respuesta a una DSB, y en el caso de 
Dpb11 su asociación depende de la actividad de Mec1. La reducción en la 
asociación de Dpb11 en la región adyacente a la DSB que presenta el 
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mutante pkc1 puede ser causa y, al mismo tiempo, consecuencia de una 
menor actividad Mec1. Si este defecto es determinante para explicar el fallo 
de activación del checkpoint de integridad del DNA del mutante pkc1, se 
podría forzar el reclutamiento a la zona de la lesión de manera 
independiente de Mec1 mediante su fusión a la subunidad Ddc1 del 
complejo 9-1-1, cuya unión a la lesión no depende de la quinasa sensora, y 
analizar su efecto en la función de las proteínas situadas downstream en la 
cascada de señalización. Con este mismo objetivo, se podría analizar el 
efecto de la expresión de una versión fosfomimética de Ddc1 en el residuo 
Thr602, responsable del reclutamiento de Dpb11 a los sitios de daño en el 
DNA. En líneas anteriores se plantea la posibilidad de que el papel positivo 
de Pkc1 en la respuesta a daño en el DNA podría ser actuando como 
activador directo de Mec1 o, alternativamente, mediante su acción sobre 
otros componentes de la ruta, especialmente sobre sus activadores. En este 
sentido, la búsqueda de la secuencia consenso de fosforilación de Pkc1 
([R/K]XX[S/T]X[R/K]) entre los componentes del checkpoint de integridad del 
DNA analizados en este trabajo revela la existencia de potenciales sitios de 
fosforilación de Pkc1 en todos ellos, entre los que cabe destacar: 4 sitios en 
Mec1, 3 en Ddc1 y 2 en Dpb11. Si la fosforilación de alguno de estos 
residuos es clave para esta función de Pkc1, la mutación a Ala provocaría el 
fallo de activación de la respuesta a daño en el DNA en una cepa silvestre. 
Del mismo modo, una versión fosfomimética sería capaz de suprimir este 
fenotipo del mutante pkc1. Una acción directa de Pkc1 sobre Rad9 podría 
explicar el defecto de hiperfosforilación de Rad9 observado, pero no así el 
resto de fenotipos observados. Sin embargo, sí sería interesante analizar si 
la expresión de una versión fosfomimética de los residuos [S/T]Q 
fosforilados en respuesta a daño de Rad9 sería capaz de recuperar el fallo 
de activación del checkpoint de integridad del mutante pkc1. 

Una cuestión central a abordar de forma inmediata es si el defecto 
de activación del checkpoint de integridad del DNA que presenta el mutante 
pkc1 es consecuencia de la incapacidad de la quinasa efectora Rad53 de 
asociarse con Rad9 en la zona de la lesión. En el caso del alelo mec1-81 
comentado anteriormente, la menor actividad de Mec1 se traduce en un 
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fallo en la interacción física entre Rad9 y Rad53, que justifica la incapacidad 
del mutante mec1-81 de activar la respuesta a daño en el DNA (Naiki et al., 
2004). Para investigar este punto, una primera aproximación consistiría en 
estudiar la interacción física entre Rad9 y Rad53 mediante ensayos de co-
inmunoprecipitación. La asociación de Rad53 con la cromatina es dinámica, 
ya que una vez se produce su hiperfosforilación y se encuentra 
completamente activa como quinasa, se disocia de los sitios de daño en el 
DNA para poder fosforilar a sus dianas downstream en la cascada de 
señalización y poner así en marcha la respuesta del checkpoint de integridad 
del DNA (Chen et al., 2014). El reclutamiento de Rad53 a la zona de la lesión 
también se puede analizar mediante ensayos de ChIP (Bantele et al., 2019). 
Sin embargo, los primeros intentos de inmunoprecipitación de Rad53 
endógena no nos han permitido identificar un reclutamiento específico a la 
zona de la lesión. Está descrito que se puede conseguir reclutar a Rad53 a 
los sitios de daño en el DNA en ausencia de proteínas adaptadoras mediante 
su fusión a Ddc2 (Lee et al., 2004b). Así, la expresión de Ddc2-Rad53 
permitiría responder a la pregunta de si la asociación de Rad53 es suficiente 
para conseguir activar la respuesta a daño en el DNA en el mutante pkc1 o 
si, por el contrario, sería necesaria la presencia de determinantes 
adicionales. 

Todas estas cuestiones pendientes servirán en el futuro para definir 
mejor el modelo de acción de Pkc1 en el checkpoint de integridad del DNA 
propuesto en la Figura 6.11, en el que planteamos que Pkc1 estaría 
actuando a nivel del eje Mec1-Ddc1-Dpb11. La actividad de estos 3 
mediadores está relacionada entre sí, por lo que fallos en la función de 
cualquiera de ellos justificarían los resultados obtenidos en el mutante pkc1 
a lo largo de este capítulo. Si Pkc1 regulara directamente la función de Mec1, 
la menor actividad de Mec1 provocaría los defectos de fosforilación de Ddc1 
y de reclutamiento de Dpb11. Si, en cambio, Ddc1 fuera la diana de Pkc1, 
también sería compatible con una menor actividad de Mec1 y una menor 
asociación de Dpb11 a los sitios de daño en el DNA. Por último, una 
regulación a nivel de Dpb11 afectaría a la actividad de los complejos Mec1-
Ddc2 reclutados a la zona de la lesión y, de este modo, a la fosforilación y el 
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reclutamiento de otras moléculas de Ddc1 y Dpb11, respectivamente. Sea 
como fuere, todos los resultados refuerzan que Mec1 no se activa 
eficientemente en ausencia de Pkc1 afectando la activación de Rad53 y con 
ello la respuesta celular dirigida por el checkpoint de integridad del DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.11. Modelo del papel de Pkc1 en la regulación de la respuesta a daño en el 
DNA. Se muestran los mediadores de la cascada de señalización del checkpoint de 
integridad del DNA y se indican las posibles dianas reguladas por Pkc1: Mec1, Ddc1 y 
Dpb11 (adaptada de Finn et al., 2012). 
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7. Conclusiones 

 
Uno de los objetivos centrales del presente trabajo ha consistido en 

identificar los determinantes de PKC esenciales para su función en 
respuesta a daño en el DNA. En este sentido: 

1. se ha validado experimentalmente que los residuos Ser4, Ser574, Ser577, 
Thr652, Ser656, Ser657 y Ser801 de Pkc1 son fosforilados en respuesta a daño 
en el DNA. Sin embargo, la fosforilación de estos residuos no es esencial 
para que se produzca la activación de Rad53. 

2. se ha establecido que el dominio catalítico es la versión mínima 
funcional de Pkc1 capaz de activar el checkpoint de integridad del DNA 
mientras que los dominios reguladores HR1, C1 y C2 no son esenciales 
para su función en la respuesta a daño en el DNA. 

3. en el caso de PKCs noveles de mamíferos, el fragmento catalítico de 
PKCδ, pero no el de PKCθ, es suficiente para activar el checkpoint de 
integridad del DNA en levadura en ausencia de Pkc1. 

4. la fosforilación de la Thr505 del lazo de activación es esencial para la 
funcionalidad del fragmento catalítico de PKCδ en el checkpoint de 
integridad del DNA en levadura. Sin embargo, la presencia de la hélice A 
de PKCδ permite mantener la funcionalidad en ausencia de dicha 
fosforilación. 
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5. la sustitución de los residuos clave implicados en el mecanismo de la 
hélice A (Ile497, Phe498 y Phe525) por un aminoácido de pequeño tamaño 
como Ala elimina la funcionalidad de PKCδ en respuesta a daño en el 
DNA.  

6. los residuos equivalentes de PKCθ son capaces de mantener la 
funcionalidad de la hélice A en PKCδ. Sin embargo, la adición de la hélice 
A al fragmento catalítico de PKCθ no es suficiente para conferirle 
funcionalidad en respuesta a daño en el DNA. Tampoco es suficiente 
mimetizar la fosforilación de la Thr538 del lazo de activación. Todos estos 
resultados indican la existencia de una diferencia intrínseca entre PKCδ 
y PKCθ en su capacidad de activar el checkpoint de integridad del DNA. 

 

Otro objetivo se centraba en el estudio de la implicación del control 
de la localización de PKC en la regulación del checkpoint de integridad 
del DNA, en particular en el análisis de la presencia nuclear de la 
proteína en respuesta a daño en el DNA. Los resultados obtenidos han 
permitido concluir que: 

7. Pkc1, PKCδ, y en este trabajo hemos comprobado que también PKCθ, se 
localizan en sitios de crecimiento polarizado en células de levadura, y se 
deslocalizan de estos en respuesta a daño en el DNA.  

8. la versión truncada de Pkc1 que comprende el fragmento catalítico y la 
región bisagra (Pkc1∆RD) experimenta un cambio de localización desde 
los sitios de crecimiento polarizado al núcleo en respuesta a un estímulo 
de daño en el DNA.  

9. el fragmento catalítico de PKCδ incrementa su presencia nuclear en 
respuesta a un estímulo de daño en el DNA y la eficiente regulación de 
esta importación depende de su NLS comprendida entre los residuos 
Lys611 y Lys623. La mutación de dicha NLS impide su capacidad de 
activación del checkpoint de integridad del DNA.  
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10. el fragmento catalítico de PKCδ con hélice A también incrementa su 
presencia nuclear en respuesta a un estímulo de daño en el DNA. Sin 
embargo, en esta construcción la función de la NLS puede ser 
compensada por la presencia de la hélice A. 

11. el fragmento catalítico de PKCθ no presenta localización nuclear pero 
pasa a localizarse en el núcleo cuando se le añade la hélice A de PKCδ, lo 
cual refuerza la idea de que la hélice A tiene capacidad para dirigir la 
localización al núcleo. Sin embargo, la presencia nuclear del fragmento 
catalítico de PKCθ no es suficiente para conferirle funcionalidad en la 
activación del checkpoint de integridad del DNA. 

12. no se ha podido detectar asociación estable de PKC al sitio de daño en el 
DNA. Puede que no sea técnicamente detectable o que la función de 
PKC no implique reclutamiento directo al sitio de la lesión. 

 

Como último objetivo se ha abordado la identificación de los 
mediadores de PKC en su función en la activación del checkpoint de 
integridad del DNA. En relación a los componentes de la maquinaria del 
checkpoint de integridad del DNA analizados se ha podido concluir que: 

13. la ausencia de Pkc1 en la célula no afecta al reclutamiento de Ddc2. 

14. la ausencia de Pkc1 en la célula no afecta al reclutamiento al sitio de la 
lesión de Ddc1, pero sí afecta a su fosforilación.  

15. la ausencia de Pkc1 en la célula provoca defectos en el reclutamiento de 
Dpb11. 

16. la ausencia de Pkc1 en la célula provoca defectos en el reclutamiento de 
Rad9 en las proximidades de la zona de la lesión y también afecta a su 
fosforilación. 
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Todos estos datos son compatibles con una ineficiente activación de 
Mec1 en ausencia de Pkc1 que afectaría a la activación de Rad53 
comprometiendo la respuesta mediada por el checkpoint de integridad del 
DNA. Un análisis más profundo de la funcionalidad de Mec1, así como de 
Tel1, y de sus activadores permitiría responder a algunos interrogantes que 
el presente trabajo deja abiertos para trabajos futuros acerca del 
mecanismo molecular por el cual PKC está implicada en la eficiente 
activación del checkpoint de integridad del DNA. 
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Abstract

Epitope-tagging of proteins has become a widespread technique for the analysis of protein

function, protein interactions and protein localization among others. Tagging of genes by

chromosomal integration of PCR amplified cassettes is a widely used and fast method to

label proteins in vivo. Different systems have been developed during years in the yeast

Saccharomyces cerevisiae. In the present study, we analysed systematically a set of yeast

proteins that were fused to different tags. Analysis of the tagged proteins revealed an unex-

pected general effect on protein level when some specific tagging module was used. This

was due in all cases to a destabilization of the proteins and caused a reduced protein activity

in the cell that was only apparent in particular conditions. Therefore, an extremely cautious

approach is required when using this strategy.

Introduction

Immunological methods have been revealed as crucial in the development of molecular and
cellular biology. The use of antibodies recognising specific proteins has allowed researchers to
investigate multiple protein aspects. However, obtaining antibodies against a protein of inter-
est is a time and/or money consuming process and commercial antibodies against most of the
proteins are not available or do not work properly. Because of that, fusion-tag technology has
grown-up to facilitate protein analysis, purification and visualization. Nowadays, numerous
types of tags with different features suited to diverse applications are available [1–4].

Fusion tags relevant for this manuscript can vary greatly in size, from large tags such as the
Aequorea victoria green fluorescent protein (GFP) with a size of 26,9 kDa, to small peptide tags
including multiple copies of c-myc and HA, each around 1 kDa. GFP tag is an invaluable tool
for localizing proteins in both living and fixed cells [5–7], and both the HA epitope derived
from influenza virus hemagglutinin [8], and the myc epitope derived from the mammalian c-
myc protein [9], have been widely used for protein localization by immunofluorescence and
for biochemical detection and isolation of proteins.

Different strategies for labelling proteins have been described over the years. A further
breakthrough was achieved with the appearance of recombinant-based cloning vectors, which
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have made it unnecessary to create a new construct each time fusion to a new tag is desired,
and even more, when genomic tagging was developed [10–12]. Very useful collections of sets
of modules, which serve as templates for the PCR synthesis of fragments that allow a variety of
gene modifications, have been developed for distinct model organisms. Among them, one that
is widely used in the budding yeast Saccharomyces cerevisiae is the plasmid collection described
in Longtine et al. [13]. These plasmids allow gene deletion, gene overexpression (using the reg-
ulable GAL1 promoter), C- or N-terminal protein tagging (with GFP, GST, 3xHA or 13xmyc
tags), and partial N- or C-terminal deletions (with or without concomitant protein tagging).
Because of the modular nature of the plasmids, they allow an efficient and economical use of a
small number of PCR primers for a wide variety of gene manipulations. Although new PCR-
based strategy to generate yeast strains expressing endogenous levels of amino-terminal epi-
tope–tagged proteins have been published [14], the widely used modules for N-terminal tag-
ging rely upon the use of heterologous promoters; because of that, C-terminal tagged is often
preferred as a first option, so this study focused on it.

It is frequently assumed that the protein tags used in biochemical experiments minimally
perturb their host protein. However, it is necessary to be aware that this strategy could indeed
involve risks since fusion proteins with small tags could have affected its tertiary structure,
native function, stability or ability to interact with other proteins depending on the location and
on the amino acids composition of the tag [15–20]. Serendipity, we have detected that this risk
could be more extended than it was initially considered. In this report we carry out a systematic
analysis in yeast of several proteins tagged with commonly used epitopes. Significant differences
in protein expression caused by altered stability, impinging in cellular function, have been
founded. Our results bring the risks of protein labelling techniques into the spotlight.

Material and methods

Yeast strains and growth conditions

The yeast strains used in this study are shown in Table 1. The 3xHA, myc and GFP tagging cas-
settes were amplified from pFA6a plasmid series [13] and integrated in the indicated parental
strain. Three pFA6a-3HA plasmids obtained from different sources (including Addgene) were
tested. The 6xHA tagging cassette was amplified from pGA2256 plasmid (a gift from Dr. G.
Ammerer) and integrated in the indicated parental strain. The 3xHAΔIF cassette was amplified
from pFA6a-3HA plasmid [13] using a forward primer lacking the codons for IF. An alterna-
tive 3xHA-TRP1 cassette used for tagging Whi7 protein was obtained from Dr. M. Aldea [21].

Cells were grown on standard yeast extract-peptone-dextrose (YPD) or synthetic dextrose
(SD) medium supplemented with required amino acids. For growth assays, 10-fold serial dilu-
tions were prepared from exponentially growing cultures (usually 2–8 × 106 cells/mL) of the
different strains. 5 μL of each dilution was then spotted onto YPD, YPD supplemented with
200 mM hydroxyurea (HU) or YPD followed by UV irradiation (40 J/m2) using the GS Gene
Linker™ UV chamber (Bio-Rad).

Stability assays and western blot

To evaluate protein stability translational shut-off experiments were carried out adding 100 μg/
mL cycloheximide to exponentially growing cells. Samples were harvested at the indicated times
and protein decay was analysed by western blot. Approximately 108 cells were collected, re-
suspended in 100 μL water and, after adding 100 μL 0.2 M NaOH, they were incubated for 5
minutes at room temperature. Cells were collected by centrifugation, resuspended in 50 μL
sample buffer and incubated for 5 minutes at 95˚C. Extracts were clarified by centrifugation,
and equivalent amounts of protein were resolved in an SDS-PAGE gel and transferred onto a
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nitrocellulose membrane. The primary antibodies used in this study include anti-Ddc1 (kindly
provided by Dr. M. Muzi-Falconi), anti-Cln2 y-115 (Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-yeast
Pkc1 (yC-20) (Santa Cruz Biotech Inc.), anti-Mpk1 (Slt2)-yC20 (Santa Cruz Biotechnology
Inc.), anti-Rad53-YC19 (Santa Cruz Biotech Inc.), anti-Swi5 (kindly provided by Dr. D. Still-
man), monoclonal anti-HA peroxidase 3F10 antibody (Roche Diagnostics), monoclonal anti-c-
myc 9E10 antibody (Roche Diagnostics), monoclonal anti-GFP (Roche Diagnostics) and mono-
clonal anti Cdc2 p34 (PSTAIRE) sc-53 (Santa Cruz Biotech Inc.).

Cell size analysis

Cell size was analysed in exponentially growing cultures after brief sonication in a Particle
Count and Size Analyzer Z2 (Coulter). Graphs are the mobile average of histograms derived
from at least five independent cultures.

Results and discussion

Protein level is affected by C-terminal tagging with a commonly used
3xHA epitope

Small tags such as influenza virus hemagglutinin (HA) epitope are commonly used in labora-
tories to easily detect proteins with commercial antibodies. In our laboratory, we had tagged a

Table 1. Yeast strains.

W303-1a MATa ade2-1 trp1-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-52 can1 rad5-535

YTR111a MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ddc1::kanMX4

JCY275 cln1::kanMX6 in W303-1a

JCY411 SLT2-3xHA-kanMX6 in W303-1a

JCY486 SWI5-3xHA-TRP1 in W303-1a

JCY847 cln1::kanMX6 cln2::TRP1 in W303-1a

JCY1357 CLN2-3xHA-TRP1 in W303-1a

JCY1511 PKC1-GFP-kanMX6 in W303-1a

JCY1544 WHI7-3xHA-kanMX6 in W303-1a

JCY1661 DDC1-GFP-kanMX6 in W303-1a

JCY1701 DDC1-3xHA-kanMX6 in W303-1a

JCY1728 WHI7-3xHA-TRP1 in W303-1a

JCY1825 DDC1-6xHA-HIS3 in W303-1a

JCY1830 CLN2-6xHA-HIS3 in W303-1a

JCY1887 DDC1-myc-TRP1 in W303-1a

JCY1888 CLN2-GFP-kanMX6 in W303-1a

JCY1890 CLN2-myc-TRP1 in W303-1a

JCY1891 PKC1-6xHA-HIS3 in W303-1a

JCY1901 RAD53-6xHA-HIS3 in W303-1a

JCY1903 RAD53-GFP-kanMX6 in W303-1a

JCY1905 RAD53-3xHA-kanMX6 in W303-1a

JCY1907 RAD53-myc-TRP1 in W303-1a

JCY1916 PKC1-myc-TRP1 in W303-1a

JCY1929 cln1::kanMX6 in JCY1357

JCY1960 cln1::kanMX6 in JCY1830

JCY2033 PKC1-3xHA-kanMX6 in W303-1a

JCY2063 DDC1-3xHAΔIF-kanMX6 in W303-1a

afrom Dr. J.Torres

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.t001
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large number of proteins at the C-terminus with the small peptide 3xHA using the transform-
ing module described by Longtine et al. [13]. No problem was apparent when an anti-HA anti-
body was used. However, when an anti-Ddc1 antibody was used, we observed by western
analysis an important reduction in the detected protein amount of C-terminal 3xHA tagged
compared to non-labelled Ddc1 (Fig 1).

To further explore the relevance of this observation, we examined the influence of the C-
terminal 3xHA tag in other five proteins: Cln2, Pkc1, Slt2, Rad53 and Swi5. As shown in Fig 1,
western analysis with an anti-HA antibody confirmed the tagging of all proteins. Interestingly,
as observed for Ddc1, a clear decrease in the detected amount of 3xHA-tagged Cln2, Pkc1,
Slt2, Rad53 and in a lesser extent Swi5 proteins compared to their respective wild-type protein
was revealed by the use of specific antibodies. The fact that this effect was detected in all six dif-
ferent proteins investigated, and that the same results were observed using a different yeast
background (results not shown), strongly suggests that the observed reduction in protein level
after C-terminal 3xHA tagging is not an artefact caused by altered antigen-antibody recogni-
tion but a genuine effect in protein level caused by the tagging.

Protein level depends on the tagging introduced

To investigate whether the decrease in protein level was caused by the structure of the trans-
forming modules described in Longtine et al. [13] or by the addition of an HA epitope, we
introduced different tags at the C-terminus of four of the six proteins. Concretely, Ddc1, Cln2,
Pkc1 and Rad53 were tagged with GFP or myc using the Longtine et al. [13] modules and with
HA using a different cassette containing 6 copies of the HA epitope (6xHA). The effect of the
different taggings on protein level was investigated with the use of specific antibodies against
the four proteins (Fig 2). On the contrary to that observed with the 3xHA tag, tagging with a
different 6xHA cassette barely affected protein level. This result rules out that the reduction in
protein level was due to HA sequences. Notably also, no effect at all (Ddc1, Cln2, Rad53) or a
very mild effect (Pkc1) was observed in the case of myc-tagged proteins. In the case of GFP

Fig 1. Analysis of the cellular content of different 3xHA tagged proteins. Cells of the wild-type (W303-
1a), DDC1-3xHA (JCY1701), CLN2-3xHA (JCY1357), PKC1-3xHA (JCY2033), SLT2-3xHA (JCY411),
RAD53-3xHA (JCY1905) and SWI5-3xHA (JCY487) strains were grown in YPD. Ddc1, Cln2, Pkc1, Slt2,
Rad53 and Swi5 protein level in cell extracts was determined by western blot using specific anti-Ddc1, anti-
Cln2, anti-Pkc1, anti-Slt2, anti-Rad53, anti-Swi5 or anti-HA antibodies. The ponceau staining of the
membrane is shown as a loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.g001
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tagging, different responses were observed depending on the protein, response ranging from
no effect in the case of Ddc1, a mild effect in Rad53 to a more important effect in the case of
Cln2 and specially Pkc1. In short, these observations discard a general problem caused by the

Fig 2. Analysis of the cellular content of proteins labelled with different tags. Cells of the wild-type
(W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701), DDC1-6xHA (JCY1825), DDC1-GFP (JCY1661), DDC1-myc
(JCY1887), CLN2-3xHA (JCY1357), CLN2-6XHA (JCY1830), CLN2-GFP (JCY1888), CLN2-myc (JCY1890),
PKC1-3xHA (JCY2033), PKC1-6XHA (1891), PKC1-GFP (JCY1511), PKC1-myc (JCY1916), RAD53-3xHA
(JCY1905), RAD53-6XHA (JCY1901), RAD53-GFP (JCY1903) and RAD53-myc (JCY1907) strains were
grown in YPD. Protein level was determined by western blot using anti-Ddc1, anti-Cln2, anti-Pkc1 and anti-
Rad53 antibodies. Cdc28 recognized by the anti-PSTAIRE antibody is shown as a loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.g002
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structure of transforming modules described in Longtine et al. [13], the problem being
restricted to some singular cases, in particular to the use of the 3xHA cassette.

Protein stability is affected when a 3xHA tagging is used

We wondered whether the decrease in protein levels was due to changes in protein stability as
a consequence of the tagging. To investigate this possibility, translational shut-off experiments
were carried out with proteins tagged with 3xHA, 6xHA, GFP and myc. We tested the stable
proteins Ddc1, Pkc1 and Rad53 as well as the unstable Cln2 cyclin (Fig 3). In all cases, no sig-
nificant differences in protein stability were observed when comparing 6xHA, GFP and myc
tagged proteins to the wild-type protein. However, tagging with the 3xHA cassette caused a
dramatic unstabilization of the protein in all cases.

The higher protein instability of the 3xHA-tagged proteins could certainly explain the re-
duced amount of protein detected in western blot analysis and confirm that this is a genuine
effect of the tagging. It has been described that HA epitope contains a cryptic caspase-cleavage
site [22], but our results with 6xHA tagging rules out that this could be the cause of the in-
creased degradation rate. It has to be remarked that other transformation modules (GFP, myc)
described in Longtine et al. [13] do not affect protein stability. In the case of some GFP tagged
proteins that showed an apparent reduction in protein amount in western blot analysis, it
could be speculated that tagging might affect the synthesis of the protein at any step or, alterna-
tively, the big GFP tag could interfere with protein recognition by the specific antibody.

In short, we conclude that the 3xHA-tagging module causes, at least in the four proteins
investigated, an important increase in protein instability leading to a reduced cellular protein
content.

Cells expressing 3xHA tagged proteins showed a reduced functional
activity

At this point, we analyzed whether the effect of the C-terminal 3xHA tagging could be reflected
in protein functionality. Taking into account the role of each of the proteins analysed in this
work, we investigated possible differences in the phenotype when yeast cells expressed the dif-
ferent labelled proteins. DDC1 gene encodes for a subunit of the 9-1-1 complex involved in the
DNA integrity checkpoint and its deletion causes sensitivity to different genotoxic agents,
among them UV radiation [23]. In agreement with this, we observed that the ddc1Δmutant
cells were sensitive to non-lethal doses of UV irradiation (Fig 4A). Cells expressing GFP, myc
or 6xHA tagged Ddc1 were able to grow to the same extent that wild-type cells after DNA
damage. Nevertheless, the DDC1-3xHA strain showed an impaired cell growth, indicating that
these cells are more sensitive to the UV radiation than those of wild-type or other Ddc1-tagged
strains. This indicates a deficient Ddc1 function caused by the C-terminal 3xHA tagging,
which is consistent with the reduced protein level.

Cln1 and Cln2 are cyclins involved in the regulation of the cell cycle, activating the CDK
Cdc28 to promote the G1 to S phase transition [24, 25]. Cyclins Cln1 and Cln2 accumulate at
the end of G1 at the Start transition and this is critical for the cell to enter in a new cycle at the
right time. Inactivation of CLN2 in a cln1 background causes an important delay in the Start
transition, detected as a substantial cell size increase [26]. Interestingly, whereas tagging of
Cln2 with 6xHA in cln1 cells had no effect on cell size, tagging with the 3xHA module caused a
moderate but significant increase in cell size (Fig 4B). This result indicates that cells expressing
the C-terminal 3xHA-tagged protein have a reduced Cln2 activity, which is consistent with the
reduced protein level.
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Fig 3. Analysis of the stability of proteins labelled with different tags. (A) Exponentially growing cultures
of the wild-type (W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701), DDC1-6xHA (JCY1825), DDC1-GFP (JCY1661) and
DDC1-myc (JCY1887) strains were incubated in the presence of 100 μg/mL cycloheximide. Ddc1 protein
level was analysed at the indicated times after the addition of cycloheximide by western blot. Cdc28
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PKC1 is an essential gene that encodes for a serine/threonine kinase involved in the mainte-
nance of cell wall integrity [27], DNA integrity [28] and other cellular processes. The Pkc1
pathway is activated in response to a variety of stresses including heat shock stress [27]. Be-
cause of that, we carried out a growth assay at 33˚C to test the functionality of the differentially
tagged Pkc1 protein. As shown in Fig 4C, cells expressing 6xHA, myc and GFP tagged Pkc1
grew as well as wild-type cells at 33˚C. In the case of PKC1-GFP, growth was slightly affected at
37˚C, which is consistent with a reduced amount of protein detected in western blot analysis.
Importantly, cells expressing 3xHA tagged Pkc1 were unable to grow at 33˚C. This result indi-
cates that C-terminal tagging of Pkc1 with the 3xHA module produces a reduced Pkc1 activity
in the cell, which is consistent with the reduced protein level.

recognized by the anti-PSTAIRE antibody is shown as a loading control. (B) Cln2 protein stability was
analysed in wild-type (W303-1a), CLN2-3xHA (JCY1357), CLN2-6XHA (JCY1830), CLN2-GFP (JCY1888)
and CLN2-myc (JCY1890) cells as described in A. (C) Pkc1 protein stability was analysed in wild-type (W303-
1a), PKC1-3xHA (JCY2033), PKC1-6XHA (1891), PKC1-GFP (JCY1511) and PKC1-myc (JCY1916) cells as
described in A. (D) Rad53 protein stability was analysed in wild-type (W303-1a), RAD53-3xHA (JCY1905),
RAD53-6XHA (JCY1901), RAD53-GFP (JCY1903) and RAD53-myc (JCY1907) as described in A. Protein
level was determined by western blot using anti-Ddc1, anti-Cln2, anti-Pkc1, anti-Rad53, anti-HA, anti-GFP or
anti-myc antibodies as indicated. Cdc28 recognized by the anti-PSTAIRE antibody is shown as a loading
control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.g003

Fig 4. Functional analysis of proteins labelled with different tags. (A) 10-fold serial dilutions from exponentially growing cultures of wild-
type (W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701), DDC1-6xHA (JCY1825), DDC1-GFP (JCY1661) and DDC1-myc (JCY1887) strains were spotted
onto YPD medium and exposed to UV radiation (40 J/m2). Plates were incubated at 25˚C for 4 days. (B) Cell size distribution in exponentially
growing cultures of cln1 (JCY275), cln1 cln2 (JCY847), cln1 CLN2-3xHA (JCY929) and cln1 CLN2-6XHA (JCY1960) in complete SD medium.
(C) 10-fold serial dilutions from exponentially growing cultures of wild-type (W303-1a), PKC1-3xHA (JCY2033), PKC1-6XHA (1891),
PKC1-GFP (JCY1511) and PKC1-myc (JCY1916) were spotted onto YPD medium. Plates were incubated at 25˚C, 33˚C or 37˚C for 3 days.
(D) 10-fold serial dilutions from exponentially growing cultures of wild-type (W303-1a), RAD53-6xHA (JCY1901), RAD53-3XHA (JCY1905),
RAD53-GFP (JCY1903) and RAD53-myc (JCY1907) were spotted onto YPD medium containing 200 mM hydroxyurea. Plates were incubated
at 25˚C for 3 days.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.g004
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We also tested Rad53 functionality. Rad53 is the main effector kinase of the DNA integrity
checkpoint and mediates most of the response in budding yeast cells [29]. Because of that,
RAD53 is an essential gene and defects in Rad53 activation cause hypersensitivity to genotoxic
stress [30]. We analysed the growth of Rad53-labelled strains in the presence of hydroxyurea
(HU), a replicative-stress inducing agent. As it can be seen in Fig 4D, in contrast to what is
observed in wild-type, RAD53-6xHA, RAD53-GFP and RAD53-myc cells, the RAD53-3xHA
cells could not grow in the presence of HU. This indicates that cells expressing Rad53 tagged at
C-terminus with the 3xHA tag manifest a reduced Rad53 activity, which is consistent with the
observed reduced protein level.

In summary, in all four cases investigated the C-terminal tagging with the 3xHA module
causes a drastic unstabilization of the protein that leads to reduced cellular level and, hence, to
a decreased activity of the protein in the cell.

Protein stability depends on the amino acid spacer sequence between
the protein and the 3xHA-tag

Finally, in order to get insight into the unstabilization caused by the 3xHA tag used, we ana-
lysed the amino acid sequence of the spacer between the protein and the added tag in the trans-
forming modules for C-terminal tagging described in Longtine et al. [13]. The spacers differ
in the last amino acids, presenting the 3xHA cassette an Ile-Phe sequence absent in the other
two cassettes (Fig 5A). To explore the influence of the spacer in the unstabilization problem
described above, Ddc1 protein was labelled with a version of the 3xHA tag lacking the IF
amino acids (3xHAΔIF). As shown in Fig 5B, the elimination of these residues from the spacer
caused an increase in the cellular content of Ddc1 when compared to the original 3xHA cas-
sette, although the protein level is reduced in comparison to the non-tagged protein. Interest-
ingly, and consistent with an increase in Ddc1 protein level, Ddc1-3xHAΔIF protein was
significantly more stable than Ddc1-3xHA (Fig 5C) and Ddc1-3xHAΔIF carrying cells were less
sensitive to non-lethal doses of UV irradiation than Ddc1-3xHA cells (Fig 5D). All these obser-
vations strongly suggest that the spacer between the protein and the 3xHA tag derived from
these plasmids is involved in the reduction of protein level. Supporting this, we have observed
a strong difference in the level of another yeast protein, Whi7, when tagged with the same
3xHA epitope but using a different cassette that differs in the spacer region (Fig 5E). This con-
firms that the specific spacer sequence present in the 3xHA-transforming module is the major
determinant leading to the observed severe reduction in cellular protein content.

Conclusions

In this work we have analysed different labelled proteins in budding yeast in order to charac-
terize the influence of the tagging in protein level, stability and functionality. We have used the
transformation modules (including 3xHA, myc and GFP tags) described in Longtine et al.
[13], which are the most extensively used cassettes for tagging proteins in S. cerevisiae, and an
independent 6xHA cassette.

Here we show that the use of these tagged proteins could be problematic because protein
level could be severely affected. Surprisingly, on the contrary to most of previous published
warnings about the convenience of using small tags [15], introduction of the small 3xHA-tag
causes a strong decrease in protein level and a functional interference in all the analysed pro-
teins. We analysed this effect in six different proteins for which specific antibodies were avail-
able in our laboratory, and it is remarkable that we observed an important reduction in the
cellular content of the protein in all the investigated cases caused by a marked increase in pro-
tein instability. According to our results, better alternatives between the modules described in
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Longtine et al. [13] are the GFP or myc tags. The myc-tag is an optimal option because this tag
renders normal protein expression, stability and functionality in the analysed proteins. GFP is
also suitable because, although the protein signal detected can be affected in some cases, we
have not observed a remarkable loss of functionality. Probably, although reduced, the remain-
ing protein level may be enough to guarantee cell functions at least in the cases we have stud-
ied. Alternatively, it cannot be discarded that an impaired detection by the primary antibody
against the protein could explain the reduced signal in GFP tagged proteins. In the case that an
HA tag is desired to be used, we highly recommend alternative HA modules as the 6xHA used

Fig 5. Analysis of the effect of the spacer sequence in 3xHA-tagging modules. (A) Schematic
representation of Ddc1-3xHA, Ddc1-GFP and Ddc1-myc including the spacer sequence between the Ddc1
protein and the tag. (B) Cells of the wild-type (W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701) and DDC1-3xHAΔIF

(JCY2063) strains were grown in YPD. Ddc1 protein level in cell extracts was determined by western blot using
a specific anti-Ddc1 antibody. The ponceau staining of the membrane is shown as a loading control. (C)
Exponentially growing cultures of the wild-type (W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701) and DDC1-3xHAΔIF

(JCY2063) strains were incubated in the presence of 100 μg/mL cycloheximide. Ddc1 protein level was
analysed at the indicated time after the addition of cycloheximide by western blot using an anti-Ddc1 antibody.
Cdc28 recognized by the anti-PSTAIRE antibody is shown as a loading control. (D) 10-fold serial dilutions from
exponentially growing cultures of wild-type (W303-1a), DDC1-3xHA (JCY1701) and DDC1-3xHAΔIF

(JCY2063) strains were spotted onto YPD medium and exposed to UV radiation (40 J/m2). Plates were
incubated at 25˚ for 4 days. (E) Whi7 was tagged with 3xHA using either the transforming modules described in
Longtine et al. (JCY1544, lane 1) or an alternative cassette (JCY1728, lane 2). Whi7 protein level in cell
extracts was determined by western blot using an anti-HA antibody. Note that Whi7 migrates in SDS-PAGE as
multiple bands, which correspond to distinct phosphorylated states. The ponceau staining of the membrane is
shown as a loading control.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067.g005

Epitope-tagging of proteins: A matter of risk

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183067 August 11, 2017 10 / 12



Anexo 

 235 

 

  

here, or other 3xHA modules with a different amino acid sequence in its spacer. Other authors
have proposed to use small self-structured epitopes for innocuous protein tagging (inntags) to
minimize the risk of functional and structural interference in protein taggings [17].

A final warning derived from our work is the necessity to be more careful when testing
functionality of tagged proteins. It is noteworthy that loss of functionality of the labelled pro-
teins could be difficult to detect because the strains phenotype is not affected in normal condi-
tions. For instance, Pkc1 and Rad53 are essential proteins and the viability of PKC1-3xHA and
RAD53-3xHA strains, with growth rates indistinguishable from wild-type strain, could mislead
the researcher to consider these tagged proteins as fully functional, when they are not, as
observed when more stringent growth conditions are tested. Similarly, CLN2-3xHA cells have
the same cell size of wild-type cells suggesting that Cln2-3xHA is functional, but when com-
bined with a cln1 mutation, it is revealed that Cln2 activity is reduced after 3xHA tagging.
Thus, based on positive detection of tagged proteins by western blot analysis and initial func-
tional testing, many tagged proteins can be misused as normal proteins. Definitively, it is
required extreme caution, more than initially thought, when working with tagged proteins.
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Writing – review & editing: Sara Saiz-Baggetto, Inma Quilis, J. Carlos Igual, M. Carmen
Bañó.
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