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1. PRESENTACION












PRESENTACION

1. PRESENTACION

La fosfo-defosforilacion de residuos serina, treonina y tirosina es uno de los
mecanismos de regulacion de proteinas mas extendido en los seres vivos. Este tipo de
reacciones es llevado a cabo de una manera estrictamente coordinada por las
proteinas quinasas y fosfatasas. El genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae
codifica un nimero mas elevado de Ser/Thr quinasas que de fosfatasas. Para llevar a
cabo su funcion biolégica, algunas Ser/Thr fosfatasas han desarrollado una estrategia
evolutiva basada en la unién a subunidades reguladoras, que determinan su
localizacion subcelular, actividad y/o especificidad de sustrato.

Una de las Ser/Thr mas estudiadas en los ultimos afios es la fosfatasa de tipo 1
(PP1). Esta proteina, muy conservada evolutivamente, es esencial y esta involucrada
en multitud de procesos bioldgicos diferentes, desde el metabolismo de carbohidratos
hasta la regulacion del ciclo celular. Tanto la ausencia como el exceso de actividad
PP1 son perjudiciales para la célula, motivo por el cual esta proteina presenta una
regulacion extremadamente fina, presentando una multitud de subunidades
reguladoras que se encargan de modular su actividad. El estudio de la unién entre
diferentes subunidades reguladoras y la fosfatasa han permitido profundizar en el
conocimiento de la regulacién de la fosfatasa PP1. Ademas, han permitido identificar,
entre otras, una zona presente en muchas de estas subunidades reguladoras,
denominado motivo RVxF, que es necesario para la uniéon con la fosfatasa y que
interacciona con una region hidrofébica de PP1 situada lejos del centro catalitico de la
enzima. El genoma de la levadura S. cerevisiae contiene Unicamente un gen,
denominado GLC7, que codifica la unica isoforma catalitica de la PP1 en éste
organismo.

En el momento de iniciar este trabajo nuestro grupo de investigacion en
colaboracién con el laboratorio del Dr. Pascual Sanz (IBV, CSIC, Valencia) acababa de
caracterizar al primer inhibidor endégeno de la proteina fosfatasa Glc7, denominandola
Ypi1 (Yeast phosphatase inhibitor-1). Este estudio demostré que esta proteina
interactua fisicamente con GIc7 in vivo y es capaz de inhibir su actividad fosfatasa in
vitro. La delecciéon de YPI1 es letal, lo que indica un papel importante en la biologia
celular. Por ello nos planteamos estudiar los efectos fenotipicos atribuibles a un
incremento de su expresion, asi como la creacion de mutantes condicionales (basados
tanto en el uso de un degron como en sistemas de expresion del promotor tetO

regulable por doxiciclina) con el fin de elucidar el mecanismo por el cual Ypi1 estaria
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regulando algunas de las funciones esenciales de Glc7. Asi, observamos que las
células que sobreexpresan YPI1 exhiben un fenotipo consistente con tolerancia salina,
probablemente a través de la regulacion de la ATPasa de sodio ENA7. Ademas, la
disponibilidad de estos mutantes condicionales de ypi1 ha permitido demostrar que la
funcién que este regulador desempena sobre la fosfatasa Glc7 esta vinculada con el
mantenimiento de la integridad de la pared celular.

Por otro lado, la falta de Ypi1 resulta en un dramatico bloqueo en la transicion
G2/M del ciclo celular, con gemas anormalmente alargadas, y spindles mitéticos cortos,
aunque las bases moleculares de estos fenotipos no han sido esclarecidas por
completo. Nuestros resultados recientes muestran que la ausencia de Ypi1 provoca
una estabilizacién de la securina Pds1, sugiriendo una activacion de los checkpoints
que regulan la transicion G2/M. El bloqueo en G2/M, provocado por la falta de Ypi1
aun persiste en células carentes de MAD1/MAD2 o RAD9, a pesar de que estas
células carecen de componentes clave en la sefalizacién de los checkpoints del
spindle y de dano en el DNA, respectivamente. En contraste, la deleccion de SWET,
que codifica una proteina quinasa necesaria para la activacion del checkpoint de la
morfogénesis, permite la salida del bloqueo en G2/M del mutante ypi7 y recupera la
morfologia normal de las células, aunque éstas no son capaces de sobrevivir. La
ausencia de Ypi1 provoca una estabilizacion de Swe1, que conlleva una persistente
fosforilacion de la proteina quinasa Cdc28 en la Tyr19, inhibiendo su actividad y
bloqueando la progresion del ciclo celular. Esta secuencia de eventos son los
responsables de inducir una activacién del checkpoint de la morfogénesis. Ademas,
hemos observado que la ausencia de Ypi1 provoca un ensamblaje defectuoso del
anillo de septinas en el cuello de la gema, pudiendo ser ésta la causa del bloqueo
caracteristico en G2/M descrito en estas células.

Finalmente, no se descarta la posibilidad de que la falta de Ypi1 podria
involucrar la activacion de chekpoints adicionales, ya que la estabilizacion de la
securina Pds1 aun se observa en células tetO;:YPI1 swel, a pesar que éstas
progresan a través de la mitosis. Por otro lado, la falta de Ypi1 provoca una fuerte
disminuciéon en la expresién de CDC26, que codifica una subunidad del APC/C.
Células carentes de CDC26 sufren un bloqueo en G2/M, con spindles anormalmente
cortos, fenotipo idéntico al observado en ausencia de YPI/1. La sobreexpresion de
CDC26 permite que células carentes de Ypi1 progresen a través de la mitosis, aunque
no corrige el fenotipo de letalidad, dejando abierta la posibilidad que Ypi1 podria

modular la funcién de Glc7 sobre el APC.
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2.1. FOSFORILACION REVERSIBLE DE PROTEINAS
2.1.1. Importancia de la fosforilacidon reversible de proteinas

La fosforilacion es una modificacién covalente que sufren las proteinas
como un proceso posterior a la traduccion. Aunque fue descubierta hace casi
un centenar de afos atras, la idea de que podria tener un importante papel en
la estructura y funcionalidad de las proteinas empez6 a surgir desde 1956
cuando Krebs y Fischer demostraron la participacién directa de la fosforilacién
reversible de proteinas en la via metabdlica del glucogeno de un sistema
eucariota (Krebs and Fischer, 1956). Estos autores demostraron que la
actividad de la glucogeno fosforilasa, la enzima limitante en la glucogendlisis,
estd regulada por fosforilacion reversible. Durante los siguientes diez afos
fueron descubiertas dos enzimas adicionales involucradas en el metabolismo
del glucdgeno, la fosforilasa quinasa y la glucégeno sintasa (Krebs et al., 1959).
Posteriormente, este campo de estudio evolucioné rapidamente con el
desarrollo de dos importantes descubrimientos, el de la proteina quinasa
dependiente de AMPc en musculo de conejo (Walsh et al., 1968) y la
observacion de que las histonas y otras proteinas nucleares de higado y timo
de rata, sufrian procesos de fosfo-defosforilacion (Ord and Stocken, 1966);
hecho que extendié la aplicabilidad de este mecanismo a proteinas no
enzimaticas. En los ultimos afos, un gran numero de fosfoenzimas vy
fosfoproteinas han sido caracterizadas en una amplia variedad de sistemas
eucariotas desde hongos hasta mamiferos y la fosforilacién de proteinas ha
sido definitivamente reconocida como el mas importante proceso dinamico
involucrado en la regulacion de una multitud de procesos biolégicos como son:
el metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular, transcripcién y traduccion,
motilidad, trafico de organulos, transporte a través de la membrana, respuesta
hormonal, contraccion muscular, fotosintesis, respuesta oncogénica viral,
aprendizaje y memoria, entre otras (Johnson and Barford, 1993; Johnson and
O'Reilly, 1996).
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Hoy en dia, la fosforilacién reversible de proteinas se define como la
mas comun de las modificaciones post-traduccionales que juega un importante
rol en todas las vias de transduccion de sefiales conocidas. De hecho, se
estima que aproximadamente el 30 % de todas las proteinas eucariotas son
susceptibles de ser fosforiladas (Barford et al., 1998).

La fosforilacion reversible de proteinas es llevada a cabo por la accion
opuesta de las proteinas quinasas (PK) y fosfatasas (PP). La fosforilacién
catalizada por las PK implica la transferencia de un grupo fosfato desde un
nucledsido-trifosfato (usualmente ATP) a la cadena de aminoacidos de
determinadas proteinas (Figura 1). Este proceso provoca una variacion en la
carga neta de la proteina y, como consecuencia de ello, un cambio
conformacional de la misma que conlleva una alteracién de las propiedades
funcionales de la proteina, como: incremento o disminucién de su actividad
biologica, estabilizacion o induccion de marcadores responsables de su
destruccion, activacidon o inhibicibn de su movilizacion a través de los
compartimentos subcelulares y/o iniciacion o supresion de las interacciones
con otras proteinas (Cohen, 2002).

Las proteinas puede ser fosforiladas en residuos de tirosina, serina,
treonina, arginina, lisina, aspartato, glutamato e histidina. En células eucariotas
ocurre predominantemente en residuos serina y treonina, y en menor grado en
residuos tirosina (Krebs, 1985), aunque también se ha documentado la
existencia de una proteina histidina quinasa, denominada p32, que fue aislada
de S. cerevisiae y es capaz de fosforilar in vitro a la histona H4 (Huang et al.,
1991). En procariotas, sin embargo, el proceso de fosforilacion mejor
caracterizado es el que ocurre en residuos de aspartato e histidina (Macek et
al., 2007; Macek et al., 2008; Soufi et al., 2008), pero también ocurre en
residuos de tirosina, serina y treonina (Olsen et al., 2006).

La levadura Saccharomyces cerevisae, como sistema eucariota, se ha
convertido en un excelente modelo de estudio del papel que desempenia la
fosforilaciéon de proteinas en la regulacion celular. Muchos procesos
intracelulares que se suscitan en este organismo unicelular eucariota han sido

conservados a través de la evolucion, mostrando cierto paralelismo con una
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Figura 1: Fosforilacion reversible de proteinas

multitud de procesos que se llevan a cabo en eucariotas superiores.

Desde que se completara la secuencia del genoma de la levadura en
1996 (Dujon, 1996; Goffeau et al., 1996), ha sido posible la identificacion de
todos los genes que codifican las diversas proteinas quinasas y fosfatasas de
este microorganismo, convirtiéndolo en herramienta de referencia fundamental
para comprender y comparar los procesos celulares de una gran variedad de

organismos multicelulares.

2.1.2. Proteinas Quinasas

Las proteinas quinasas constituyen una de las mayores y mas
importantes superfamilias de proteinas y son codificadas por cerca del 2 % del
genoma en una gran variedad de sistemas eucariotas. Las proteinas quinasas
modifican la actividad, localizacion y afinidad de una gran parte de proteinas
involucradas directamente en procesos celulares, particularmente la
transduccion de sefales. De hecho, 53 distintas subfamilias de proteinas
quinasas estan conservadas entre levaduras, nematodos, insectos vy

vertebrados, y aproximadamente 91 subfamilias en metazoos (Manning, 2005).
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En los sistemas eucariotas las proteinas quinasas han sido clasificadas
basandose en su localizacion, estructura, mecanismo de accion y especificidad
de sustrato. Bajo estas premisas, todas las proteinas quinasas de mamifero
pertenecen a una sola superfamilia de proteinas homélogas que comprenden
tres familias convencionales, definidas por los aminoacidos que fosforilan en la
proteina diana: 1) Las tirosin quinasas, que promueven la fosforilacion en
residuos tirosina, 2) Las Ser/Thr quinasas, que fosforilan residuos serina o
treonina y 3) Las quinasas de especificidad dual, que fosforilan a las proteinas
diana tanto en residuos serina/treonina como en tirosina (Hanks and Hunter,
1995).

Existe un cuarto grupo de quinasas, las histidin quinasas, que fosforilan
residuos de histidina. En procariotas, constituyen el principal sistema de
transduccion de sefales (“two component system”) (Besant and Attwood, 2005);
sin embargo, en eucariotas superiores se conoce poco sobre ellas. Ello es
debido a la extrema labilidad de las fosfohistidinas a las condiciones acidas que
se utilizan en el estudio de las Ser/Thr y tirosin quinasas. Al igual que en
eucariotas superiores, s6lo dos miembros de esta familia de histidin quinasas
han sido identificados en levadura (Hunter and Plowman, 1997). Una de éstas
es SiIn1, una proteina quinasa relacionada con el sistema de transduccion de
sefales (“two component system”), comunmente encontrada en bacterias (Ota
and Varshavsky, 1993)

Finalmente, han sido identificadas varias proteinas quinasas, las
phosphatidylinositol kinase-related, que difieren estructuralmente de las
clasicas familias de quinasas pero funcionan como proteinas quinasas (Hunter,
1995).

El genoma de S. cerevisiae codifica aproximadamente 122 proteinas
quinasas, de las cuales 115 genes han sido claramente identificadas vy
constituyen las 3 familias de proteinas quinasas “convencionales” (Hunter and
Plowman, 1997). Sin embargo, también existen un numero de secuencias
relacionadas con las phosphatidylinositol kinase-related, que al igual que su
homologo en mamiferos, también funcionan como proteinas quinasas. Un

estudio reciente, sobre la actividad de 119 proteinas quinasas de levadura,
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usando tecnologia de chips de proteinas, demostré que 27 de ellas eran

capaces de fosforilar in vitro, residuos de tirosina (Zhu et al., 2000).

2.1.3. Proteinas Fosfatasas

Las proteinas fosfatasas, al igual que las quinasas, pertenecen a una
importante superfamilia de proteinas que se encuentran estructuralmente
definidas por su secuencia de aminoacidos, dominio catalitico y especificidad
por sustrato. Estas proteinas, se clasifican en 5 grandes familias: 1) Las
Ser/Thr fosfatasas, 2) Las tirosin fosfatasas y las fosfatasas de actividad dual 3)
Las fosfatasas de bajo peso molecular, 4) Las histidin fosfatasas y 5) Las
fosfatasas D-X-D-X-(T/V) (Tabla 1) (Stark, 2004).

Familia Especificidad | Numero Nombre
PPP (Phosphoprotein Ser/Thr 12 PP1: Glc7
Phosphatases) PP2A : Pph21, Pph22

PP2B : Cna1, Cna2
Otras : Ppg1, Pph3, Ppq1,
Ppt1, Ppz1, Ppz2, Sit4

PPM (Metal-ion-dependent Ser/Thr 7 PP2C : Ptc1, Ptc2, Ptc3,

Protein Phosphatases) Ptc4,Ptc5, Ptc6, Ptc7

PTP (Protein Tyrosine Tirosina y de 12 Cdc14, Mih1, Msg5, Ppst1,

Phosphatases) especificidad dual Ptp1,Ptp2, Ptp3, Sdp1,
(Ser/Thr) Siw14, Tep1, Yvh1, Ymr1

Fosfatasas de bajo peso Tirosina 1 Ltp1

molecular

PHP (Protein Histidine Histidina ? ?

phosphatases)

DXDX(T/V) Ser (Thr?) 3 Fcp1, Psr1, Psr2

Tabla 1: Clasificacion de las proteinas fosfatasas en S. cerevisiae (Actualizado de
Stark, 2004)

Las Ser/Thr fosfatasas fueron inicialmente clasificadas de acuerdo a sus
propiedades bioquimicas en dos grandes grupos: Las fosfatasas de tipo 1y las
fosfatasas de tipo 2 (Ingebritsen and Cohen, 1983a). Las fosfatasas de tipo 1
desfosforilan preferentemente la subunidad B de la fosforilasa quinasa, son

sensibles a la actividad de polipéptidos inhibidores (inhibidor 1 y 2) y dependen
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de la presencia de Mn?" para catalizar in vitro la reaccién de desfosforilacion.
Las fosfatasas de tipo 2, por otro lado, actuan sobre la subunidad o y no
responden a estos inhibidores. Estas a su vez, fueron sub-divididas en tres
grupos en funcion de la necesidad de cationes divalentes: PP2A, que no
requieren de iones, PP2B (también denominada Calcineurina) que depende de
Ca*" y calmodulina, y PP2C que dependen de la presencia de Mg2+ para
desarrollar plenamente su actividad (Ingebritsen and Cohen, 1983a). Sin
embargo, en las pasadas dos décadas, el descubrimiento de diferencias
estructurales entre los miembros de esta familia ha permitido la clasificacion de
las Ser/Thr fosfatasas en dos sub-familias: Las PPP (PhosphoProtein
Phosphatases) y las PPM (Metal-ion-dependent Protein Phosphatases). Las
PPP estan constituidas por las fosfatasas PP1, PP2A y PP2B y forman el grupo
de fosfatasas mas ampliamente estudiadas y representadas en los organismos
eucariotas, mientras que las PPM comprenden a las fosfatasas PP2C (Cohen
and Cohen, 1989).

El genoma de la levadura S. cerevisiae codifica un nuevo grupo de
proteinas, dentro de la familia de las PPP, formado por una serie de miembros
que, a pesar de estar relacionados estructuralmente con las proteinas de tipo 1
y 2A, presentan aspectos diferenciales en cuanto a su funcion. Este grupo se
encuentran formado por las fosfatasas Sit4/Pph1, Pph3, Ppg1, muy similares
estructuralmente a PP2A, y las fosfatasas Ppt1, Ppq1/Sal6, Ppz1 y Ppz2,
similares a PP1 (Arino, 2002).

Otra gran familia de proteinas fosfatasas son las tirosin fosfatasas y las
fosfatasas de actividad dual (PTPs), que constituyen una familia de polipéptidos
completamente diferente de las PPP y juegan importantes roles en el control de
la actividad de las MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) de levaduras y
mamiferos (Hunter, 1995).

Las fosfatasas de bajo peso molecular constituyen un cuarto grupo de
enzimas citosolicas de aproximadamente 18 KDa que estan ampliamente
expresadas en tejidos de mamiferos y se cree que presentan cierta

convergencia evolutiva con la familia PTP (Archambault et al., 1998).
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Como hemos mencionado anteriormente, en eucariotas, existe muy poca
informacion sobre la fosfo-defosforilacion en residuos de histidina, pero su
descubrimiento podria tener gran relevancia en el contexto de la transduccién
de senales neuronales puesto que la unica histidin fosfatasa que ha sido
caracterizada fue descubierta en grandes cantidades en tejido cerebral y
neuronas de mamiferos (Ek et al., 2002; Klumpp et al., 2002). En un esfuerzo
por identificar a la histidin fosfatasa de levadura, Kim y colaboradores
demostraron que las proteinas fosfatasas de tipo1, 2A y 2C presentan actividad
fosfatasa en residuos Ser/Thr y en residuos histidina, como es el caso de la
fosfatasa que defosforila a la Histona 4 (Kim et al., 1993).

Existe un quinto grupo de fosfatasas, las fosfatasas que presentan en su
dominio catalitico el motivo D-X-D-X-(T/V). Estas incluyen a las fosfatasas
Fcp1p, Psrip y Psr2p y constituyen el grupo de fosfatasas mas recientemente
caracterizadas con representantes tanto en levaduras como en mamiferos,
cuya unica funcion conocida es la de defosforilar la region carboxi-terminal de
la RNA polimerasa Il (Stark, 2004).

En general, existen cuatro veces mas proteinas quinasas que fosfatasas
(Stark, 2004). ElI genoma de mamiferos codifica aproximadamente el mismo
numero de proteinas tirosin quinasas y proteinas tirosin fosfatasas
(aproximadamente 100 en cada grupo). Sin embargo, existe una gran
diferencia entre el numero de proteinas Ser/Thr quinasas (~ 400) y proteinas
Ser/Thr fosfatasas (~ 25). Por este motivo, para llevar a cabo su funcion, las
Ser/Thr fosfatasas han desarrollado una estrategia evolutiva basada en la
unién a subunidades reguladoras, que determinan la actividad especifica de la
enzima y la especificidad por el sustrato (Ceulemans et al., 2002a). Asi, la
misma subunidad catalitica puede unirse a diferentes subunidades reguladores
y ejercer un amplio rango de funciones especificas, solventando de esta
manera el desequilibrio existente en el numero de proteinas quinasas y

fosfatasas.

2.2. SER/THR FOSFATASAS
2.2.1. La Ser/Thr Fosfatasa de tipo 1
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Dentro de la subfamilia de las fosfatasas PPP, la proteina fosfatasa de
tipo 1 (PP1) fue una de las primeras en ser descubierta y estudiada en detalle
(Ingebritsen and Cohen, 1983b). Se encuentra ampliamente distribuida a través
del vasto mundo eucariota y constituye una de las proteinas mas conservadas
evolutivamente (Tabla 2).

El numero de genes que codifican a la PP1 varian desde 1 en S.
cerevisiae hasta 8 en Arabidopsis thaliana. Un analisis filogenético muestra que
la evolucion de PP1 incluye tanto eventos de divergencia como de duplicacion
genética. La duplicacion genética parece haber ocurrido como un evento
independiente tanto en plantas como en animales lo que sugiere que la
diversificaciéon de PP1 podria haber sido de gran importancia en la evolucion y
desarrollo de estos reinos (Lin et al., 1999).

En mamiferos, la subunidad catalitica de la PP1 (PP1c) esta codificada
por 4 genes, conocidos con el nombre PP1a, PP1B3 (también designada como
PP15), PP1y1y PP1y2, existiendo un procesamiento diferencial entre estas dos
ultimas (Cohen and Cohen, 1989; Dombradi et al., 1990). Todas las isoformas
son expresadas con ubicuidad, excepto la isoforma PP7y2 que se encuentra
enriquecida en los testiculos (Andreassen et al., 1998). En humanos existe una
variante de PP1a, la PP1a, (Durfee et al., 1993), que es similar a la isoforma
PP1a., indicando también un splicing diferencial entre ellas. En S. cerevisiae, en
cambio, esta enzima es el producto de un solo gen, denominado GLC7/DIS2S1
(Ohkura et al., 1989; Clotet et al., 1991; Feng et al., 1991). Mas significativo
que el numero de isoformas es la presencia, en la mayoria de organismos, de
multitud de subunidades reguladoras. En eucariotas superiores se han descrito
mas de 60 proteinas que de alguna manera pueden interaccionar con la
subunidad catalitica de PP1 (Gibbons et al., 2007). Para informacion mas

detallada ver lista publicada en la pagina web http://pp1signature.pasteur.fr. En

la levadura S. cerevisiae existe un numero menor, pero igualmente significativo,
hasta la actualidad se han descrito mas de una veintena de proteinas que
interaccionan con GIc7 y las funciones que éstas desempefan (ver mas
adelante). PP1 participa en multitud de funciones celulares, desde la regulaciéon

del metabolismo del glucégeno, la fisiologia muscular, el procesamiento del
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Taxon Numero de Nombre
isoformas
PROTISTA
Paramecium tetraurelia 2 PtPP1-1, PtPP1-2
Trypanosoma bruceiii 2 TbPP1-1, TbPP1-2
MICOTA O FUNGI
Saccharomyces cerevisiae 1 GLC7
Schizosaccharomyces pompe 2 DIS2, SDS21
Emericella nidulans 1 BimG
PLANTAS
Algas
Acetabularia cliftonii 2 AcPP1, AcPP1-2
Gonyaulax poliedra 1 GpPP1
Plantas
Arabidopsis thaliana 8 TOPP1, TOPP2, TOPP3, TOPP4,
TOPP5, TOPP6, TOPP7, TOPP8
Nicotiana tabacum (tabaco) 3 NPP1, NPP2, NPP3
Medicago varua (alfalfa) 1 PP1Ms
Phaseolus vulgaris (judia) 1 PvPP1
Oryza sativa (arroz) 1 OsPP1
Zea mays (maiz) 1 ZmPP1
ANIMALES
Nematodos
Caenorhabditis elegans 1 CePP1
Insectos
Drosophila melanogaster (mosca 4 PP1(96A), PP1(87B), PP1(9C),
de la fruta) PP1(13C)
Anfibios
Xenopus laevis (rana) 1 X1PP1v1
Aves
Gallus gallus (pollo) 1 GpPP1B
Mamiferos
Mus musculus (ratén) 2 DIS2M1, DIS2M2
Rattus norvergicus (rata) 3 RnPP1a, RnPP1B3, RnPP1y1
Oryctolagus cuniculus (conejo) 2 OcPP1a, OcPP1B
Homo sapiens (hombre) 3 HsPP1a, HsPP1B, HsPP1y

Tabla 2: Numero de isoformas de PP1 entre especies de diferentes reinos
(Adaptado de Lin, et al, 1999)

RNA, la sintesis proteica, la transmision de sefales nerviosas, la modulacion
del aprendizaje y la memoria, hasta la induccion de la apoptosis y el control de
diversos checkpoints y acontecimientos que se realizan en las diferentes fases
del ciclo celular (para una revision mas detallada ver (Ceulemans and Bollen,
2004). Tanto la falta como el exceso de actividad PP1 son perjudiciales para la
célula. Por este motivo, y para poder llevar a cabo todas sus funciones, la

subunidad catalitica requiere la unién de diferentes proteinas reguladoras, que
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son las responsables, no s6lo de la localizacion subcelular del complejo, sino
también de la especificidad por el sustrato. Ello ha permitido a algunos autores
clasificar estas subunidades en diferentes grupos, atendiendo al tipo de
regulacion que ejercen sobre la isoforma catalitica. De esta manera, M. Bollen
(Bollen, 2001) diferencia entre 1) subunidades moduladoras de la actividad
(como los inhibidores 1 y 2, mencionados anteriormente); 2) proteinas targeting
(que se encargan de la localizacion de la subunidad catalitica); 3) subunidades
substrato (que, a parte de ser reguladoras serian los substratos de la fosfatasa)
y un cuarto grupo de péptidos de funcién aun no determinada. Para este autor,
la funcion de la fosfatasa vendria dada en cada momento por la unién de la
subunidad catalitica a una subunidad reguladora. La combinacion de diferentes
proteinas reguladoras, cada una con una capacidad especifica de interaccion -
posiblemente regulable por fosfo-defoforilacién, hormonas y metabolitos - con
la subunidad catalitica, seria la responsable de la localizacién subcelular y la
funcidn concreta del complejo en cada situacion particular.

Por ser subunidades moduladoras de la actividad, es importante
destacar el caso de los inhibidores 1, 2 y DARPP-32. En estos tres casos se
trata de proteinas termoestables, que interaccionan fisicamente e inhiben a la
subunidad catalitica de PP1. Lo mas remarcable es que su actividad puede ser
modulada por fosfo-defosforilacion. De hecho, la fosforilacién de la Thr® y la
Ser®” del inhibidor-1 y de la Thr** de DARPP-32 (homodlogo del I-1 que se
encuentra principalmente en tejido cerebral) por la PK dependiente de AMPc
(PKA) los convierte en potentes inhibidores de la fosfatasa de tipo 1 (Shenolikar,
1994; Endo et al, 1996). Por el contrario, la asociacién del inhibidor-2,
defosforilado, con la PP1c da lugar a un complejo inactivo que unicamente
puede ser reactivado mediante fosforilacién del residuo Thr’? por la glucégeno
sintasa quinasa (GSK3) y/o el residuo Ser®® por la caseina quinasa Il (CKIl)
(Connor et al., 2000; Yang et al., 2000). En estos mecanismos de inhibicion
podrian intervenir diferentes regiones del inhibidor, que interaccionarian con
zonas especificas de la fosfatasa, con una afinidad que se podria ver afectada
por la fosforilacion de residuos concretos como los que hemos mencionado
(Huang et al., 1999).
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2.2.2. Mecanismos de interaccién de PP1c con subunidades reguladoras.
Motivos de union.

Las subunidades cataliticas de PP1 no se encuentran libres en la célula
sino que se encuentran asociadas a diferentes proteinas reguladoras formando
distintas holoenzimas multiméricas (Ceulemans and Bollen, 2004). El estudio
de las proteinas reguladores Gy, G y M449, involucradas en el metabolismo del
glucégeno en mamiferos, demostro que, in vitro, la presencia de una subunidad
desplazaba a las otras del complejo proteico. Esta evidencia experimental
apuntaba a que la unién de éstas a la PP1c era mutuamente exclusiva y que,
por tanto, todas estas subunidades interaccionaban de la misma manera con la
PP1c a través de secuencias parcial o totalmente superpuestas. La
comparacién de las secuencias de Gy y G permitidé identificar una zona
altamente conservada constituida por 13 aminoacidos de Gy que era capaz de
unirse a la subunidad catalitica (Johnson et al., 1997). La resolucién
tridimensional del cristal formado por la PP1c unida a un péptido de 13 residuos
derivado del complejo Gy demostrd la importancia de una pequefia secuencia
en la interaccion de Gy con la subunidad catalitica, que se denominé motivo
RVxF (Egloff et al., 1997). Esta secuencia, inicialmente de sélo 4 aminoacidos,
se acoplaba a un canal hidrofébico en la superficie de la fosfatasa, situado muy
lejos del centro catalitico de la enzima (Figura 2) (Egloff et al., 1997). Estudios
realizados en paralelo con bibliotecas de péptidos identificaron las secuencias
VxF y VxW precedidas por residuos basicos (especialmente una arginina o una
lisina) como motivo de union a PP1c (Zhao and Lee, 1997). Multitud de trabajos
llevados a cabo, tanto con proteinas de mamiferos como de levaduras han
ayudado a definir la secuencia consenso de este importante motivo de unién,
que muchas veces se encuentra degenerado, pero que aparece en la mayoria
de las subunidades reguladoras conocidas de mamifero (Bollen, 2001) asi
como de levadura.

Wakula y colaboradores consideran que el motivo RVxF estaria formado
por la secuencia [RK]-x(-1)-[VI]-{P}-[FW], donde x puede estar ausente o ser
cualquier residuo y {P} denota cualquier residuo excepto prolina (Wakula et al.,

2003). Mas recientemente, Meiselbach y colaboradores propusieron una regién
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Figura 2: Estructura tridimensional de la PP1y unida a un péptido conteniendo el
motivo RVxF. A) Vista frontal de PP1 con el sitio catalitico (circulo) y los tres surcos que
emanan del dominio catalitico. La region pintada de magenta representa el dominio 312/ 13
loop y la region amarilla el dominio o4, a5, a6 triangle. B) Vista dorsal de la misma estructura.
Las lineas verdes en forma de espiral representan el péptido conteniendo el motivo RVxF
(Imagen tomada de Ceulemans and Bollen, 2004)

mas restrictiva como motivo de union a PP1, la secuencia consenso
[HKR][ACHKMNQRSRV][V][CHKNQRST][FW] donde: las posiciones 1, 2, y 4
estarian formadas, preferentemente, por aminoacidos con carga positiva y/o
polares; mientras que las posiciones 3 y 5 estarian formadas, especificamente,
por el aminoacido hidrofébico valina y los aminoacidos aromaticos apolares:
fenilalanina o triptéfano, respectivamente. Ademas, consideran que la posicién
1 es el punto clave de interaccion de PP1 con sus proteinas reguladoras
porque la unidn en esta posicion se realiza a través de puentes salinos y
puentes de hidrogeno que proporcionan una estabilidad a la dinamica de la
proteina (Meiselbach et al., 2006).

Atendiendo a esta definicion, el motivo RVxF se encontraria en poco
mas del 10% de todas las proteinas humanas y en un numero similar en otros
organismos eucariotas (Cohen, 2002), la mayoria de los cuales, obviamente,
no interaccionan con la PP1c. Para poder llevar a cabo su funcion, es
necesario que este residuo quede expuesto en la superficie de la subunidad
reguladora. Por lo tanto, para cada proteina concreta que contenga la
secuencia consenso, 0 una variacion de ésta, es necesario determinar si ésta

juega un rol determinante en la funcién de la proteina. Con respecto a ello, ha
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sido descrito que la sola mutacion de residuos hidrofébicos (VI) y/o aromaticos
(FW) del motivo es suficiente para disminuir o inhibir totalmente la interaccion
con la enzima (Wu and Tatchell, 2001).

La unién del motivo RVXF no esta asociada a cambios conformacionales
mayores de la subunidad catalitica y tampoco provoca efectos significativos en
su actividad (Egloff et al., 1995). Sin embargo, se ha reportado que la
asociacion de PP1 con algunas subunidades reguladoras requiere contactos
adicionales a parte del motivo RVxF y que este motivo sirve de anclaje inicial
de unién con PP1 y promueve, algunas veces cooperativamente, la union de
sitios secundarios, los cuales frecuentemente se unen con menor afinidad pero
afectan su actividad y especificidad por el sustrato (Wakula et al., 2003).

Se ha comprobado que en algunas subunidades reguladoras el motivo
RVxF va precedido por estructuras denominadas repeticiones de anquirinas
que formarian una especie de “mano” con “dedos” y que estarian involucrados
en la interaccion con la PP1c facilitando la union mediada por el motivo RVxF
(Wu and Tatchell, 2001).

Algunos autores apuntan la existencia de un segundo motivo de
interaccion con PP1 que seria el siguiente: F-x-x-[RK]-x-[RK] (para mas

informacion ver la pagina web: http://pp1signature.pasteur.fr). El loop 312/ 13

constituye un tercer motivo de interaccion de PP1 con sus subunidades
reguladoras siendo esencial para la inhibicion de PP1 por toxinas (acido
okadaico) y proteinas inhibidoras (Inhibidor-1, DARP32, inhibidor-2 y NIPP1)
(Connor et al., 1999). Otro motivo de interaccion lo forma la regidn triangular
delimitada por las hélices a4, a5, a6, cerca de la region amino-terminal de PP1,
que ha sido identificado como el principal sitio de interaccion con Sds22 (Figura
2) (Ceulemans et al., 2002b).

Finalmente, en el inhibidor-2 ha sido identificado un sitio de interaccion
con PP1 en el dominio conservado amino-terminal K-[GS]-I-L-K, muy cerca del
motivo RVxF (Huang et al., 1999).

Aunque muy poco estudiadas, estas interacciones adicionales ayudarian

no solo a estabilizar la unién con PP1, mediada por el motivo RVxF, sino que
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también podrian modular su actividad y especificidad (Bollen, 2001; Cohen,
2002).

2.3. GLC7,LA SER/ITHR FOSFATASA DE TIPO 1 DE S. cerevisiae

A diferencia de lo que ocurre en los mamiferos, el genoma de la
levadura contiene unicamente un gen, denominado GLC7, que codifica la unica
isoforma catalitica de la PP1 en éste organismo (Feng et al., 1991; Clotet et al.,
1991). Este gen esencial, conocido también con el nombre de DIS2S1 o CID1
codifica una proteina de 312 aminoacidos con una masa molecular de 36 KDa,
que presenta un alto grado de similitud con las isoformas de mamiferos y que,
de forma analoga a lo que pasa en éstas, desarrolla multitud de funciones en la
levadura. De la misma manera que su homologo en mamiferos, la funcién de
Glc7 esta regulada por la interaccién de la subunidad catalitica con diferentes
subunidades reguladoras que afectan su especificidad de sustrato y/o su
localizacion subcelular (Figura 3) (Cohen, 2002). En el momento de iniciar este
trabajo, no se conocia ninguna subunidad que actuara como inhibidor de Glc7.
El genoma de S. cerevisiae codifica una proteina estructuralmente relacionada
con el inhibidor-2 de mamiferos, el gen GLC8 (Tung et al., 1995) que, no
obstante, funciona mas bien como un activador que como un inhibidor de Glc7
(Nigavekar et al., 2002) mientras que no existe un homologo del inhibidor-1 en
levaduras (Nigavekar et al., 2002). Igual que ocurre en mamiferos, estas
subunidades también suelen contener uno (0o mas) motivos RVxF
imprescindibles para la unidén con la subunidad catalitica y su mutacion tiene
efectos drasticos en la funcion reguladora de la proteina. La tabla 3 muestra
una recopilacion de todas las proteinas que interaccionan con Glc7.

Glc7 fue identificada inicialmente como un gen relacionado con el
metabolismo de carbohidratos, dado el papel que desempeia en el acumulo de
glucégeno intracelular (Ohkura et al., 1989; Clotet et al., 1991; Feng et al.,
1991; Hardy and Roach, 1993). Igual como ocurre en mamiferos, la PP1c de
levadura es la responsable de activar mediante defosforilacion a la glucégeno
sintasa, cuya principal isoforma en S. cerevisiae es codificada por el gen GSY2.

Este proceso parece ser regulado por la unidon de la fosfatasa a la subunidad
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Figura 3. Interaccion de Glc7 con subunidades reguladoras. Representacion
esquematica de la interaccion de Glc7 con diferentes proteinas y los especificos
compartimentos donde fueron localizadas. Las subunidades reguladoras de Glc7 estan
marcadas de color rojo (actualizado de www.thebiogrid.org)

Gac1 que contiene una zona de unién a la glucégeno sintasa ademas del
motivo RVXF necesario para la interaccién con Glc7 (Wu et al., 2001).

Se han descrito multitud de funciones en las que la defosforilacion
inducida por Glc7 tiene un papel mas o menos relevante. La actividad fosfatasa
de Glc7 es importante en el fenbmeno de represion por glucosa, proceso
regulado por subunidades como Reg1 y Reg2 (Tu and Carlson, 1995; Sanz et
al., 2000). Diferentes estudios han puesto en evidencia que Glc7 es
imprescindible en la mitosis, concretamente en la progresion del ciclo entre las
fases G2 a M (Hisamoto et al., 1994; Bloecher and Tatchell, 1999) pero
también durante el desarrollo de la meiosis (Tu et al., 1996). Glc7 desempena
un rol relevante en la regulacién del funcionamiento del citoesqueleto. Asi, es
responsable de la formacién del cinetocoro y la falta de actividad PP1 activa el
checkpoint que controla la formacion del spindle (cinetocoro/microtubulos)

(Bloecher and Tatchell, 1999), en concreto, los complejos formados por GIc7 y
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Tabla 3. Proteinas que interaccionan con Glc7 y funciones que regulan en la
levadura S. cerevisiae. CPF = Cleavage and Polyadenilation Factor, MT = Microtubule, SPB
= Spindle Pole Body, SNARE = Soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) Attachment
Receptor (informacién actualizada de www.thebiogrid.org).

FUNCION PROTEINA GEN DESCRIPCION

Citoesqueleto Sla1 YBLOO7¢c Requerida para el ensamblaje del

y secrecion esqueleto cortical de actina y endocitosis.

Scd5 YORS329c Organizacién cortical de actina y
Endocitosis.

Polaridad celular Bud 14 YARO14c Seleccién del sitio de emergencia de la
gema, regulador cortical de la proteina
dineina.

Bni4 YNL233w Requerida para la localizacién de la

quitina sintasa en el cuello de la gema.

Metabolismo del Gac1 YLR258w Metabolismo del glucogeno. Nexo de unién
glucégeno entre GIc7 y la glucdgeno sintasa Gsy2.
Glc8 YMR311c Inhibidor/activador de Glc7 involucrado en
el metabolismo del glucégeno.
Shp1 YBLO58w Involucrado en el metabolismo del
Glucégeno.
Gip2 YERO054c Involucrado en el metabolismo del
Glucogeno.
Pig1 YLR273c Nexo de unién entre Glc7 y la glucégeno

sintasa Gsy2.

Pig2 YIL045w Nexo de unién entre Glc7 y la glucogeno
sintasa Gsy2.

Represion por Reg1 YDRO028¢ Regulador negativo de genes reprimibles
Glucosa por glucosa.
Reg2 YBRO050c Involucrado en la regulacién de genes

reprimibles por glucosa.

Sip5 YMR140w Involucrado en la regulacion de genes
reprimibles por glucosa.

Mitosis y meiosis Sds22 YKL193c Desfosforilaciéon de sustratos nucleares
requeridos para la segregacion de los
cromosomas.

Glc8 YMR311c inhibidor/activador de Glc7 involucrado en

la segregacioén de los cromosomas.

Gip1 YBRO045¢ Formacion de la pared de la espora y
organizacion del esqueleto de septinas
Requerido para la expresion de genes
involucrados en la meiosis tardia.
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Continuacién de la tabla 3

FUNCION PROTEINA GEN DESCRIPCION

Shp1 YBL058w Mitosis. Diferenciacion en meiosis.

Red1 YLR263w Requerida para la segregacién de los
cromosomas durante la primera divisiéon
meidtica.

Mhp1 YJLO42w Proteina asociada a los MT, involucrada en

el ensamblaje y estabilizacion de los MT.

Fin1 YDR130c Proteina relacionada con el SPB, forma
filamentos especificos del ciclo celular
entre la célula madre y la célula hija.

Procesamiento Ref2 YDR195w Subunidad de CPF, requerida para el
de RNA anclaje del mRNA antes de la
poliadenilacion.

Funcién desconocida  Ypi1 YFRO003c Posible inhibidor de Glc7.

las subunidades reguladoras Glc8 y Sds22 modulan la correcta segregacion de
las cromatidas hermanas que se efectua en la anafase (Tung et al., 1995;
Peggie et al., 2002). Por otro lado, la union de la proteina Bni4 a GIc7 es
responsable de la localizacion de la quitina sintasa en el cuello de la gema
(Kozubowski et al., 2003); el complejo formado por Scd5 y Glc7 es importante
para la regulacion de la endocitosis y la reorganizacion del citoesqueleto de
actina (Chang et al., 2002); la unién de Gip2 y GIc7 regula la organizacion de
las septinas y la formacion de la pared del asca durante el proceso de
esporulacion (Tachikawa et al., 2001); asi mismo, controla el crecimiento
filamentoso y polarizado y la respuesta a feromonas mediante su unién a la
subunidad conocida como Bud14 (Cullen and Sprague, 2002).

Finalmente, y gracias al estudio del fenotipo de diferentes alelos
mutantes de GlIc7, se ha puesto de manifiesto que esta proteina también puede
participar en el mantenimiento de la integridad celular (Andrews and Stark,
2000) y en la regulacion de la homeostasis i6nica de la levadura (Williams-Hart
et al., 2002), aunque aun no se conocen las subunidades que regulan estas

funciones de la fosfatasa.
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2.3.1. Las proteinas Ypi1 y Sds22 como subunidades reguladoras
esenciales de Glc7
2.3.1.1. Ypi1l

Hace algunos afios, en un cribado realizado mediante la técnica de
doble hibrido de una biblioteca de cDNA de cerebro humano se identificd un
nuevo inhibidor de PP1, denominado inhibidor-3, que presenta un 21% de
identidad con una proteina de levadura de funcién desconocida hasta ése
momento y codificada por el gen YFR003c (Zhang et al., 1998). Poco antes,
por analisis de doble hibrido se habia demostrado que la proteina YfrO03c
interactia con Glc7 (Tu et al., 1996). Por lo tanto, esta proteina podria
representar el primer inhibidor endégeno de la actividad fosfatasa de Glc7,
razon por la cual nuestro grupo se lanzé a clarificar su funcion bioldgica. En el
momento de iniciar este trabajo se acababa de caracterizar a Yfr003c como el
primer inhibidor endégeno in vivo de la fosfatasa Glc7, motivo por el cual se le
di6é el nombre de Ypi1 (Yeast Phosphatase Inhibitor-1) (Garcia-Gimeno et al.,
2003). Este estudio confirmé que la proteina es esencial y que interactua
fisicamente con GIc7 in vivo, ademas de inhibir su actividad fosfatasa in vitro.

Un analisis informatico de la proteina utilizando un BLAST revel6 que,
tanto Ypi1 como el inhibidor-3 humano presentan una gran similitud a un grupo
de proteinas de pequefio tamafo, ricas en residuos hidrofilicos y poseedoras
del caracteristico motivo de unién a PP1 (VxWF). El arbol filogenético y el
alineamiento de secuencias (creado con el software Genebee, disponible en

www.genebee.msu.su) (ver figuras 4A y 4B, respectivamente) muestran como

éstas podrian formar una nueva familia de proteinas que se encuentran muy
conservadas evolutivamente con homodlogos en levaduras, insectos, plantas,
helmintos y mamiferos.

Como hemos mencionado anteriormente, el motivo RVXF es una region
que tiene un papel preponderante en la interaccidon de la subunidad reguladora
y la fosfatasa (Egloff et al., 1997). La region que se muestra en el alineamiento
de secuencias (Figura 4B), es una de las mas conservadas en todas las
proteinas de esta hipotética familia. Precisamente Ypi1 presenta una region

compatible con el mencionado motivo: “*RHNVRWEE®®; regiones similares se
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o4 S.cerevisiae_YFR003c
89| C.albicans_IPF857
99 C.albicans_IPF5257
N.crassa_ncu01670.1
62 D melanogaster_CG13994
60 D melanogaster_CG11233
62 A.gambiae_agCP5299
55 S.pombe_SPAC6B12.13
79 C.elegans_CO07H6.2
73 P.falciparum_NC004314
A thaliana_At2G31305
100 C.elegans_K10H10.7
99 —| -
C.elegans_ZK945.8
82 10— M.musculus_AK005379
L H.sapiens_PPP1R11
B) W53
NUMERO NOMBEE HUMERO
ACCESO PROTEINA SECUENCTIA AMTHNOACTDOS
BAANZZ 42 3c Ypil 45 MPTRHNVHW‘]:ENVIDNENMNKKKTKICCIEHPQNEDEE g2 (155)
CAE11073 3p SPACEB1Z. 13 40 PEPFWRRVEWTVSTVDNEHMNKKKSKVCCIFHEQREEDE 77 (104)
CAE91259 Ne neull1670.1 41 HSNERSVOWESDWVVINEGLGREKSEVCCIYHREEGWDE 78 (186)
Cab351 Ca IPFB57 30 ERCQARDVSWDANYYIONEHLNEEKTEICCIFHESDRNCD A7 (1=24)
Cab368 Ca IPF5257 50 KEEAPKVEWTEGTYONEHMNEEKTEICCIFHEQRSFDE 87 (147
NP_7007584 Pf NCOO4314 37 LAPQEVVREWDENTICNENAQEESSKEVCCIYHEPENEGE 74 (9a)
AAESS 440 Ce CO7HA. 2 40 TSERRHYVWRATETVLNEGHMGKEKSECCCIYEEPENWQD 77 (1073
CABOS783 Ce K10H1O0.7 32 PPEHPHYTWAEGYVDNEHMGRLESNCCCIYVAPROWDD &9 (132)
CAAGG441 Ce ZE945.8 26 FVERPRVTWEAGYIDNEHMGRLESNCCCIYTEPERVWDD 63 (109
AAFS2335 Dm CGl3994 45 PRNHRRVAFHACIIDNEHLNREKSKCCCIYEKPLAFGE 52 (163)
AAFS0877 Dm CGE11233 57 PITHRHYHFHAGYILDNEHMNRRESKCCCIYREPHEFGE 104 (210}
EAADNZ915 Ag agCP52889 70 PRNGQERVOWTNGTYDNEHMNEKKSKECCCIYWVEPRAFGE 107 (178)
AAMIS305 At AtZG31305 35 NREFERVSWKDETYONEFMQEKSSKKCCIFHRQKPEDE 72 (107
BAEBZ3986 Mm AKO05379 40 REPHERVEWESDTVDNEHMGRRSSKCCCIYEKERARGE 77 (131
CAC1A920 Hz Inh.3 35 REPHEEVEWTSDTVONEHMGRRESKCCCIYEKPRAFGE 72 (12a)
——
consenso HES Hi kil HE

Figura 4. Ypi1 esta conservado evolutivamente. A, arbol filogenético de homdlogos de
la proteina Ypi1. EI nombre de la proteina correspondiente esta escrito en la derecha de los
respetivos organismos. B, analisis BLAST para identificar proteinas que tienen significativa
homologia con el dominio central de Ypi1. El numero de acceso al banco de datos de los
correspondientes proteinas se muestran a la izquierda. Sc, S.cerevisiae; Sp,
Schizosaccharomyces pompe; Nc, Neurospora crasa; Ca, Candida albicans; Pf, Plasmodium
falciparum; Ce, Caenorhabditis elegans;, Dm, Drosophila melanogaster; Ag, Anopheles
gambiae; At, Arabidopsis thaliana; Mm, Mus musculus; Hs, Homo sapiens. Los numeros indican
las posiciones que marcan el inicio y el final de las secuencias homodlogas en las
correspondientes proteinas. El motivo de unién y el triptéfano involucrado en la unién a Glc7
estan remarcados por una barra y en negrita, respectivamente Los alineamientos mdltiples y el
arbol filogenético de los homdlogos de Ypi1 fueron generados usando el software de Genebee
(www.genebee.msu.su)

detectaron en la mayoria de los miembros con la particularidad que la mas

frecuente fenilalanina (F) seria substituida, en la mayoria de los casos, por el
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triptéfano (W) (como es el caso de Ypi1) (Garcia-Gimeno et al., 2003). Se ha
demostrado que la mutacién del residuo FW (habitualmente a una alanina) es
capaz de reducir considerablemente, si no de eliminar del todo, la interaccién
entre la proteina reguladora y la fosfatasa Glc7 (Wu et al., 2001; Chang et al.,
2002; Kozubowski et al., 2003; Nedea et al., 2008). De hecho, una mutacion en
el triptéfano 53 de la proteina Ypi1 no solo disminuye significativamente su
capacidad de unioén a Glc7 sino que ademas genera una pérdida total de su
actividad inhibidora sobre esta proteina. Sin embargo, aun se desconoce el
mecanismo por el cual Ypi1 inhibe la actividad de Glc7 (Garcia-Gimeno et al.,
2003).

El gen YPI1 codifica una pequefia proteina de 155 aminoacidos con una
masa molecular de 18 KDa y muy rica en residuos hidrofilicos (19,4% Asp+Glu;
14,8% Ser+Thr; 16,8 Lys+Arg). Esta proteina, muestra una movilidad aberrante
en SDS-PAGE (migra como una proteina de aproximadamente 30 KDa) y es
termoestable. Todas estas propiedades son muy similares a las descritas para
algunas de las proteinas inhibidoras de PP1c de mamiferos (Cohen, 2002). Las
propiedades reguladoras de muchos inhibidores de PP1 estdn moduladas por
fosforilacién. Asi, el inhibidor-1 y DARP32 se regulan mediante fosforilacién por
la proteina quinasa A (PKA). Ypi1 también contiene dos posibles sitios de
fosforilacion por PKA, KKKTss y KKRS131 (Zhang et al., 1998), lo que da pié a
sospechar una posible regulacion de su capacidad inhibitoria por
fosforilacion.YPI1 es un gen esencial, lo que sugiere una relevante funcién en
la fisiologia de la levadura (Garcia-Gimeno et al., 2003). Desafortunadamente,
este hecho impide la realizacion de ensayos dirigidos a investigar su funcion
por simple deleccion del gen y la posterior evaluacién de los fenotipos
asociados. Sin embargo, existen estrategias alternativas que permiten la
caracterizacion funcional mediante la creacion de mutantes condicionales o la
monitorizacion de fenotipos por sobreexpresion de la proteina. Asi, estudios
realizados recientemente, evidencian que la sobreexpresién de YPI/1 agrava el
defecto litico de un mutante s/t2, rescata el lento crecimiento de un mutante
condicional sit4 tetO::HAL3 en presencia de doxiciclina, mejora el crecimiento

de una cepa sit4 a 37 °C y acelera la salida de un bloqueo en fase G4 de
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células sit4. Finalmente, se demostré que las levaduras que sobreexpresan
YPI1 acumulan menos glucégeno intracelular (Garcia-Gimeno et al., 2003).
Todas estas observaciones confirman el papel inhibidor de Ypi1 sobre Glc7,
afectando el control de la integridad celular, progresiéon del ciclo celular y
metabolismo de glucdgeno, entre otros procesos funcionales.

Se ha demostrado que existen interacciones genéticas entre las
fosfatasas Ppz y Glc7, las cuales podrian compartir subunidades reguladoras y
algunas funciones (Venturi et al, 2000). Ppz1 y Ppz2 son fosfatasas
relacionadas con PP1 que estan involucradas en tolerancia salina, integridad
de pared celular, progresion del ciclo celular y regulacion de la traduccion de
proteinas y, recientemente, también han sido relacionadas con la homeostasis
de potasio y la regulacién del pH intracelular (Arino, 2002; Yenush et al., 2002).
Entre ellas, Ppz1 tiene un papel mas relevante que Ppz2 en la regulacion de
dichas funciones (Arino, 2002). Un analisis de doble hibrido demostré que Ypi1,
ademas de interaccionar con GIc7, interacciona también con Ppz1 (Venturi et
al., 2000). En este sentido, Ypi1 podria ser también un buen candidato a
convertirse en un inhibidor de Ppz1. De esta manera, Ypi1 podria jugar un
papel similar a Hal3, un inhibidor especifico de Ppz1 (de Nadal et al., 1998),
que parece regular todas sus funciones (Arino, 2002).

Finalmente, un analisis a gran escala de interaccion proteina-proteina
describié que Ypi1 interacciona fisicamente con Sds22 (Hazbun et al., 2003).
Sds22 es una proteina esencial que también interacciona in vitro con GIc7 y
media su funcion durante la mitosis. (Hisamoto et al., 1995; MacKelvie et al.,
1995; Hong et al., 2000; Peggie et al., 2002; Hazbun et al., 2003). Ademas, un
estudio realizado en S. cerevisiae, aparecido durante el desarrollo de esta
tesis, indica que Ypi1 y Sds22 forman un complejo esencial de regulaciéon que
gobierna la actividad de Glc7 en el nucleo (Bharucha et al., 2008b). En otro
estudio realizado en células de mamifero, Lesage y colaboradores identificaron
y caracterizaron un complejo formado entre Sds22, PP1 y el I-3 y propusieron
que la activacion de este complejo es regulado por fosforilacion de Sds22 y/o I-
3 (Lesage et al., 2007). Aunque la funcion que realiza este complejo todavia se

desconoce, el hecho que YPI1, SDS22 y GLC7 sean esenciales y estén
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conservados evolutivamente, sugiere que entender el mecanismo de regulacién
de este complejo en S. cerevisiae podria ser relevante en el estudio de la

funcion de PP1 en eucariotas superiores.

2.3.1.2. Sds22

SDS22 fue originalmente descrito como un potente supresor multicopia
de la mutacion condicional de uno de los 2 genes que codifican la subunidad
catalitica de PP1 en Schizosaccharomyces pombe, dis2-11 (Ohkura and
Yanagida, 1991). El homdlogo de SDS22 en S. cerevisiae fue aislado como un
supresor multicopia del mutante glc7-10, un alelo de GLC7 que confiere un
fenotipo de parada en mitosis a la temperatura restrictiva (Hisamoto et al.,
1995; MacKelvie et al., 1995). En ambas especies de levaduras SDS22 juega
un rol importante en el mantenimiento de la localizacion normal de PP1 en el
nucleo (Peggie et al., 2002). Sds22 es una proteina esencial y se encuentra
ampliamente conservada en eucariotas. El homologo en humanos (hSds22)
posee el 46 % de identidad con Sds22 de levadura (Renouf et al., 1995).

Poco se conoce sobre el mecanismo de interaccion entre Sds22 y PP1.
Sds22 carece del motivo RVxF, pero contiene una secuencia de 11 leucine-rich
repeats (LRRs) como sitio de interaccion con PP1 (Ceulemans et al., 1999).
Esta secuencia es esencial para la union con PP1 y adquiere la conformacién
de una super hélice curvada en el dominio carboxi-terminal conocido como
LRR cap (Figura 5). Dado que Sds22 no posee el motivo RVxF, la mitad
carboxi-terminal de PP1 (incluyendo todos los residuos que contribuyen a la
unién con sus subunidades reguladoras en el canal hidrofébico) no es
requerida para la interaccion con Sds22. Asi, se ha identificado como sitio de
interaccion entre PP1 y Sds22 el triangulo formado por las hélices a4, a5, a6,
que se encuentra localizado cerca del sitio catalitico de PP1 (Figura 2)
(Ceulemans et al., 2002b). Este hecho abre la posibilidad que el canal de union
RVxF quede libre para la interaccibn con adicionales subunidades que
contengan dicho motivo.

En levaduras, Sds22 es una proteina de 40 kDa que, a pesar de carecer

de la secuencia clasica de localizacién nuclear (NLS), se encuentra en el
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Figura 5. Modelo de la estructura tridimensional del sitio de interaccion de Sds22
con PP1. Estructura tridimensional de la superficie concava del motivo de union (LRR) de
Sds22 con PP1 en colores Corey-Pauling-Koltun. Cada LRR adopta una estructura en forma de
horquilla de pelo que son estabilizados por puentes de hidrogeno (pequefias lineas de color
verde) entre residuos de asparagina y tirosina en la regién carboxi-terminal del LRR cap. Los
LRR estan numerados y la flecha amarilla marca el dominio amino-terminal del esqueleto de
asparagina (imagen tomada de Ceulemans et al., 2002)

nucleo. Stone y colaboradores sostienen que la localizacion nuclear de Sds22
podria ser debida a su interaccion con co-transportadores que contienen la
secuencia NLS (Stone et al., 1993). Estudios realizados en mutantes sds22
sensibles a la temperatura demostraron que la pérdida de funciéon de Sds22
puede provocar una parada en la mitad de la mitosis con cromosomas
condensados y spindles mitéticos cortos. (Ohkura and Yanagida, 1991; Stone
et al., 1993; Hisamoto et al., 1995; MacKelvie et al., 1995), fenotipos que
pueden ser complementados por la sobreexpresion de PP1. Peggie y
colaboradores, utilizando otros mutantes sds22 sensibles a la temperatura
demostraron que la falta de funcion de Sds22 genera fenotipos tanto de
alteracion en la correcta segregacion cromosomica como de deslocalizacion de

Glc7, sin exhibir una parada en el ciclo celular (Peggie et al., 2002).

2.4. FUNCIONES DE Glc7

La subunidad catalitica de PP1 en S. cerevisiae fue inicialmente
caracterizada por su importancia en la biosintesis del glucégeno (Cannon et al.,
1994); sin embargo, al igual que su ortélogo en mamiferos, esta involucrada en

muchos otros procesos que incluyen: represion por glucosa, fusion de vacuolas,
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endocitosis, homeostasis ionica, organizacion de la pared celular, esporulacion,
mitosis, meiosis, sintesis proteica y terminacién de la poliadenilacion (Peggie et
al., 2002; Williams-Hart et al., 2002); procesos que han sido conservados a lo

largo de la evolucion de las especies.

2.4.1. Papel de GIc7 en la regulacion de la homeostasis i6nica

El mantenimiento de la homeostasis idnica es de vital importancia para
la supervivencia de todo sistema vivo. Es un proceso esencial y estrictamente
regulado que involucra numerosos sistemas de transporte, responsables de la
regulacion del volumen celular, el mantenimiento de la concentracion
intracelular de iones y metabolitos, el mantenimiento del pH intracelular, la
detoxificacion y la generacion del potencial electroquimico de membrana
(Andre, 1995; van der Rest et al., 1995).

Los iones mono y divalentes, como el sodio, el litio, el potasio, el calcio,
el magnesio y el manganeso juegan un papel muy importante en la biologia de
toda célula eucariota y, por tanto, también en S. cerevisiae, aunque la
concentracion de estos iones en el interior celular ha de ser finamente regulado
con tal de evitar un exceso que resulte perjudicial para la célula (Serrano, 1996).
La toxicidad depende de cada cation en concreto; mientras el potasio presenta
un amplio margen de tolerancia, la concentracion intracelular de sodio se ha de
mantener lo mas baja posible. Ello es debido, en parte, al hecho de que el
sodio, y también el litio, pero no el potasio, pueden desplazar al catidn
magnesio del centro activo de algunas enzimas, como es el caso de la
fosfatasa Hal2 (Murguia et al., 1996; Dichtl et al., 1997). Es por este motivo que
las células retienen una gran cantidad de potasio en su interior, mientras que
expulsan activamente iones de sodio y litio. El acumulo de este cation y la
expulsion activa de protones permite a la célula mantener un potencial de
membrana, responsable de funciones tan importantes como el transporte de
nutrientes y cationes. El gradiente de iones entre el medio extracelular e
intracelular también determina la presién osmética interna, responsable de la

entrada o salida de agua por la membrana citoplasmatica y, por tanto,
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responsable del tamafno y la turgencia de la célula asi como del estado de
hidratacion de membranas y moléculas (Serrano, 1996).

La levadura es un organismo de vida libre que presenta una rapida
adaptacion a los diversos cambios en la concentracion de sales o de nutrientes
que sufre el medio extracelular en el que se encuentra. Para responder a estos
cambios ha desarrollado estrategias evolutivas orientadas a la activacion de
diversos sistemas de transporte, que se encuentran localizados en la
membrana citoplasmatica y son los responsables de mediar, utilizando diversos
mecanismos, el flujo de cationes con diferentes sustratos especificos. Se han
descrito mas de 200 sistemas de transporte (Van Belle and Andre, 2001), pero
unicamente algunos de ellos han sido caracterizados genética y
fisiologicamente. Menos conocidas son las vias de transduccién de sefiales
involucradas en la activacion coordinada de esta multitud de transportadores
que, solo recientemente, han comenzado a ser elucidadas y en las cuales
podria jugar un papel preponderante el mecanismo de fosfo-defosforilacion. La
exposicidon a elevadas concentraciones de sales da lugar a un estrés salino que
la célula es capaz de combatir utilizando tres estrategias diferentes: 1) Expulsar
activamente los iones toxicos, 2) Controlar estrictamente la entrada de cationes
y 3) Secuestrar cationes toxicos en la vacuola (Sychrova, 2004).

En S. cerevisiae, estos sistemas de transporte han sido clasificados en
dos grupos: los transportadores de la membrana plasmatica y los
transportadores intracelulares. Los sistemas de transporte localizados en la
membrana plasmatica han sido ampliamente estudiados y caracterizados.
Comprenden a los transportadores de potasio Trk1 y Trk2 (Gaber et al., 1988 ;
Ko et al., 1990; Ko and Gaber, 1991), el canal de potasio Tok1 (Miosga et al.,
1994; Ketchum et al., 1995) , el simportador de P-Na® (Pho89) (Martinez and
Persson, 1998; Persson et al., 1998); encargados de la entrada de cationes, la
ATPasa de H (Pma1) (Ambesi et al., 2000; Morsomme et al., 2000), la ATPasa
de Na* (Ena1) (Haro et al., 1991; Benito et al., 2002; Ruiz and Arino, 2007) y el
antiportador de Na*/H* (Nha1) (Prior et al., 1996; Banuelos et al., 1998);
responsables de la salida de cationes (Figura 6). Ademas de estos 6

transportadores existen otros de menor especificidad como son: el canal de
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Figura 6. Esquema de la regulacion de la homeostasis salina en S. cerevisiae. Se
han obviado los elementos vacuolares involucrados en este proceso. Nsc1 ejerce una actividad
no selectiva de transporte de potasio mediada por transportadores aun no identificados. Las
flechas discontinuas representan vinculos funcionales donde no se ha demostrado una
interaccion fisica

cationes, denominado NSC1 (non-specific cation channel) (Bihler et al., 1998),
cuya existencia ha sido probada experimentalmente aunque el gen que lo
codifica aun no ha sido identificado; y algunas otras proteinas transportadoras
no especificas que han sido involucradas en el flujo de sodio y potasio a través
de la membrana plasmatica (por ejemplo: Pmp3, Qdr2) (Vargas et al., 2007). A
diferencia de los transportadores de membrana, los transportadores
intracelulares han sido identificados y caracterizados solo recientemente.
Comprenden principalmente: el antiportador vacuolar cation alcalino/H* (Vnx1),
el antiportador endosomal cation alcalino/H" (Nhx1) y el antiportador cation
alcalino/H™ del aparato de Golgi (Kha1) (Wadskog and Adler, 2003; Samarao et
al., 2009). Existe también un sistema antiportador de intercambio K'/H" a través
de la membrana mitocondrial pero el gen responsable de codificar este
transportador aun no ha sido identificado (Nowikovsky et al., 2004; Zotova and
Schweyen, 2009).
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En S. cerevisiae el potencial de membrana es generado principalmente por
la ATPasa de H® codificada por el gen esencial denominado PMA1. Esta
proteina de membrana expulsa protones desde el citoplasma al exterior de la
célula mediante el consumo de energia en forma de ATP y es la responsable
de la regulacion del pH intracelular, el trasporte de iones y el potencial
electroquimico de membrana (Serrano et al., 1991; Serrano et al., 1992). Por
este motivo, su actividad esta finamente regulada por factores nutricionales,
ambientales y por situaciones que implican un estrés celular. Diversas
evidencias sugieren que, tanto en plantas como en levaduras, la mitad carboxi-
terminal de Pma1 contiene un dominio auto inhibitorio, que ha sido objeto de
numerosos estudios mediante mutagénesis, y que la actividad y estabilidad de
este dominio esta regulada por mecanismos de fosfo-defosforilacion (Portillo et
al.,, 1991; Eraso and Portillo, 1994; Portillo, 2000). En este aspecto, se ha
descrito que la Ser/Thr quinasa Ptk2 actua regulando de forma positiva la
actividad de Pma1. Asi, la deleccion de PTK2 produce células hipertolerantes a
sodio, litio y cationes como la espermina, higromicina B y TMA
(tetrametilamonio), el transporte de las cuales depende del potencial de
membrana (Goossens et al., 2000).

Como hemos mencionado anteriormente, una de las funciones de la PP1
de mamifero es el mantenimiento de la homeostasis i6nica y la integridad
celular. Sin embargo, el papel de Glc7 en el mantenimiento de la homeostasis
ibnica de S. cerevisiae ha sido muy poco estudiado y es practicamente
desconocido. La unica evidencia publicada data del afio 2002 (Williams-Hart et
al., 2002). Este trabajo parte de la observacion de que el alelo glc7-109 (K259A,
R260A) presenta un fenotipo de sensibilidad a cationes toxicos mono y
divalentes, a la higromicina B y a pH alcalino que puede ser mejorado, en parte,
con la adicion de potasio en el medio. De hecho, el mutante glc7-109 presenta
una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, cosa que explicaria la
identificacion de la bomba de protones PMA1 como supresor de los defectos
fenotipicos de este alelo. Por otro lado, el trabajo que presentamos aqui aporta
pruebas adicionales acerca del papel de Glc7 en el mantenimiento de la

homeostasis idnica de la levadura S. cerevisiae, ya que la sobreexpresion de
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YPI1, confiere halotolerancia a altas concentraciones de litio, incluso en
mutantes nulos para las fosfatasas Ppz1 y Ppz2 (proteinas clave en la

tolerancia osmotica y salina de la levadura) (ver resultados).

2.4.2. Papel de Glc7 en la integridad de la pared celular

Una de las caracteristicas de la levadura es la presencia de una pared,
necesaria para el mantenimiento de la forma y la integridad fisica de la célula.
Cualquier agresién que comprometa la integridad celular permite la activacién
de una via de transduccion de senales conocida como via de integridad de la
pared celular, implicada en la deteccidn y transmisidon, hacia el interior de la
célula, de sefiales generadas a nivel de la envoltura celular, con la finalidad de
activar una serie de respuestas encaminadas al mantenimiento y la
construccion de la pared celular.

El genoma de la levadura codifica al menos 4 proteinas, denominadas
Mid2, Wsc1, Wsc2 y Wsc3, que se encuentran en la membrana plasmatica y
que actuan como “sensores” de estrés de la pared celular. Alteraciones en la
sintesis o arquitectura de la pared celular conducen a la activacion de la
proteina intercambiadora de GDP/GTP, Rom2 y de la proteina que une GTP,
Rho1. Esta ultima, a su vez, es capaz de activar a las glucano sintasas,
encargadas de la sintesis de B-1,3 glucano (principal componente de la pared
celular) e inducir, al mismo tiempo, la actividad de la quinasa Pkc1. Esta
quinasa es la responsable de iniciar la cascada de MAP-quinasas, que
comienza con Bck1 (una MAPKKK, es decir una MAP-quinasa-quinasa-quinasa)
que fosforila Mkk1 y Mkk2, dos quinasas redundantes responsables de la
fosforilacién dual (en los residuos Thrigo y Tyrig2) de la MAPK SIt2, también
conocida como Mpk1. La quinasa Slt2 fosforilada (forma activa) es la
encargada de entrar en el nucleo y activar a los factores de transcripciéon RIim1
y el complejo SBF (Swi4-Sweb6), responsables de inducir la expresion de genes
necesarios para la reparacion y ensamblaje de la pared. Genes como FKST,
FKS2, MNN1 y CSD2, que codifican enzimas responsables de la sintesis de
elementos de pared y son dependientes de SIt2 (Figura 7) (Heinisch et al.,
1999; Mager and Siderius, 2002).
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Figura 7. Representacion esquematica de la via de integridad celular en S.
cerevisiae

Existen una serie de fenotipos asociados a defectos genéticos en esta
via de sefalizacién. Mutaciones en cualquiera de los elementos que forman
parte de esta via, como por ejemplo la deleccion de la MAPK SLT2 da lugar a
células especialmente sensibles a medios hiposmoticos o a altas temperaturas
(87°C o superiores). En estas condiciones las células son propensas a la lisis,
defecto que se corrige mediante la adicion al medio de un estabilizante
osmotico como NaCl (0,5 M) o sorbitol (0,9 - 1 M) (Levin and Errede, 1995).
Ademas, los mutantes slt2 son particularmente sensibles a algunos

compuestos que interfieren con la formacion de la pared como la cafeina o el
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blanco de calcofluor (CFW), o a drogas, como la estaurosporina, que actuan
inhibiendo la actividad de la quinasa Pkc1.

Cdc28 es otra proteina quinasa que induce la via de la integridad de la
pared celular mediante la activacion de Pkc1. La actividad de Cdc28 es
dependiente de ciclinas y constituye el mayor regulador del ciclo celular de S.
cerevisiae. Esta quinasa activa el complejo SBF e induce la expresiéon de genes
que codifican enzimas importantes para la reorganizacion de la pared celular
durante la emergencia de la gema (Buehrer and Errede, 1997).

Ademas de los elementos que forman parte de la via de senalizacion de
Pkc1, también existen fosfatasas que desarrollan un papel importante en el
mantenimiento de la integridad celular. Entre ellas tenemos a las fosfatasas
Ppz1 y Ppz2 que regulan la homeostasis del potasio y el pH intracelular de la
célula (Yenush et al., 2002), la fosfatasa Sit4 que ejerce un control sobre los
sensores de membrana y regula la via de la integridad celular conjuntamente
con la quinasa TOR, otro componente importante en esta via, que activa a las
proteinas Rom1 y Rom2 en respuesta a la disponibilidad de nutrientes (Angeles
de la Torre-Ruiz et al., 2002; Torres et al., 2002) y la fosfatasa de tipo 1, Glc7.
En este sentido, el estudio de un alelo termosensible de GlIc7 (glc7-10) ha
permitido establecer un vinculo funcional entre esta fosfatasa y la via de
transmision de sefales que controla la integridad celular (Andrews and Stark,
2000). En condiciones restrictivas (altas temperaturas), el mutante glc7-10
presenta caracteristicas compatibles con una parada en la transicion metafase-
anafase del ciclo celular. Estos defectos de crecimiento son suprimidos en
medios con una alta osmolaridad, en cambio, son aditivos con la deleccion de
SLT2 o BCK2 o la sobreexpresion de una version no funcional de PKC1. Asi
pues, parece ser que la defosforilacidon que lleva a cabo la fosfatasa Glc7
también es capaz de promover el mantenimiento de la integridad celular de una
forma que depende de la via de transduccion de sefales controlada por la
quinasa Pkc1 (Andrews and Stark, 2000).

2.4.3. Papel de Gic7 en la regulacion del ciclo celular
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Uno de los objetivos mas importantes de la biologia es comprender la
sucesion de los acontecimientos necesarios para la division celular. La
levadura, como cualquier célula eucariota, debe integrar una multitud de
sefales externas e internas antes de iniciar un nuevo ciclo celular. Una vez
iniciado el ciclo, debe controlar estricta y coordinadamente que una serie de
sucesos ocurran en un momento especifico y de forma secuencial para
garantizar la correcta duplicacion de todo el material genético y la obtencion de
dos células hijas. Muchos de estos eventos son controlados por la accién
conjunta de proteinas quinasas y fosfatasas.

La importancia del papel que desempeian las proteinas quinasas en la
regulacion del ciclo celular ha sido, durante muchos afos, ampliamente
reconocida y estudiada (Li and Li, 2006). Las aportaciones mas relevantes
fueron los trabajos realizados por Lee Hartwell, Paul Nurse y Tim Hunt, quienes
recibieron el premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el aino 2001, como
reconocimiento a sus contribuciones en la comprensiéon del papel que
desempenfan las quinasas en el control del ciclo celular (Hartwell, 2002; Hunt,
2002; Nurse, 2002). En cambio, el papel que desempefian las proteinas
fosfatasas en este campo ha sido apreciado soélo recientemente. En este
sentido, se han descrito 4 proteinas fosfatasas involucradas en la regulacion de
la division celular, las Ser/Thr fosfatasas PP1 y PP2A vy las tirosin fosfatasas
Mih1 y Cdc14 (Trinkle-Mulcahy and Lamond, 2006).

La relevancia de la funcién de la fosfatasa PP1 de levadura comenzé a
cimentar sus bases gracias al resultado de diversos estudios genéticos en los
que se demostro que la pérdida de funcion de esta fosfatasa causa una parada
del ciclo celular en mitosis (Hisamoto et al., 1994; Black et al., 1995; MacKelvie
et al., 1995; Andrews and Stark, 2000); desde entonces, numerosos trabajos se
han centrado en esclarecer el importante papel que esta fosfatasa desempefia

en el control del ciclo celular.
2.5. EL CICLO CELULAR DE S.cerevisiae

El ciclo celular es la sucesion de eventos por los cuales una célula crece

y se divide en dos células hijas que contienen la informacion y maquinaria
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enzimatica necesaria para repetir este proceso y, por lo tanto, es la base de la
proliferacion celular. Conceptualmente, en todo proceso de divisién celular
existen dos tipos de procesos que se deben realizar de forma gradual y
coordinada: los procesos periddicos o discontinuos y los procesos continuos.
Los procesos periddicos involucran el ciclo cromosdmico o de replicacion del
DNA seguido de la separacion fisica del nucleo y los procesos continuos
involucran el ciclo de crecimiento celular donde ocurre la replicacion de los
demas componentes de la célula y la posterior separacion fisica de las células
hijas (Tyson et al., 2002).

En los organismos eucariotas, el ciclo cromosdmico ocurre en 2 fases: la
fase S (Sintesis de DNA) y la fase M (Mitosis), separadas por dos fases
intermedias o gaps denominadas G1y G2 (Tyson et al., 2002). EI comienzo y
la progresidon de estos eventos definen de una manera estrictamente controlada
los procesos de sintesis del DNA, divisidon nuclear, formacion del Spindle Pole
Body (SPB), emergencia de la gema, migracion nuclear y, finalmente, la
citocinesis (Figura 8) (Tyson and Novak, 2008).

En S. cerevisiae, el proceso de division esta condicionado por el tamafio
de las células (Adams and Pringle, 1984). Durante la fase G1 la célula analiza
si las condiciones ambientales son favorables para comenzar el proceso
irreversible de division celular, siempre que cuente con el tamafio adecuado
para ello. En esta fase el SPB, que constituye el centro de organizacién de los
microtubulos en levaduras (equivalente a los centrosomas en mamiferos), se
orienta hacia el sitio de emergencia de la gema (Sobel, 1997). En la fase G1
tardia, una vez que la célula ha superado el punto critico de control del ciclo
celular (START), se desencadenan todos los pasos siguientes que marcan la
progresion del ciclo celular. START es el punto que marca el inicio del proceso
de sintesis de DNA en fase S, de la gemacion y de la duplicacion del SPB
(Cross, 1995). En este estadio, la célula puede responder a diversas sefiales
ambientales como aquellas inducidas por feromonas sexuales y, si las
condiciones ambientales no son favorables, entrar en un periodo de
quiescencia, induciendo el proceso de esporulacion (Cross, 1995).

La mitosis constituye un proceso complejo y estrictamente regulado que
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Figura 8. El ciclo celular de S. cerevisiae

se encuentra particularmente definido por el momento en que la envoltura
nuclear se colapsa y se segregan los cromosomas replicados. En los
organismos eucariotas este proceso se encuentra subdividido en 4 fases:
profase, metafase, anafase y telofase (Alberts et al., 2002). Con el fin de
controlar que la alternancia entre estas fases se realice de forma correcta, la
célula presenta diversos mecanismos de control que regulan las transiciones

entre cada una de ellas.

2.5.1. Mecanismos de control del ciclo celular de S. cerevisiae

En S. cerevisiae, el coordinador central de la maquinaria de regulacion
del ciclo celular es la quinasa dependiente de ciclinas o CDK codificada por el
gen esencial CDC28 (Mendenhall and Hodge, 1998). A diferencia de lo que
ocurre en mamiferos, Cdc28 es la unica de las 5 CDKs presentes en levaduras
que se encarga del control del ciclo celular. La expresion de CDCZ28 es
bastante estable de modo que su actividad esta marcada no sélo por procesos
de fosfo-defosforilacion, sino también por la unién a un tipo de proteinas

denominadas ciclinas, las cuales regulan la actividad de Cdc28 y seleccionan,
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al mismo tiempo, las proteinas que las propias Cdks van a fosforilar. Durante la
progresion del ciclo celular las ciclinas muestran importantes y caracteristicas
fluctuaciones periédicas en su concentracion debido a un proceso programado
de sintesis-protedlisis. Este hecho, ha permitido clasificarlas en dos grupos: las
ciclinas de G1 (CIn1- CIn3), que se expresan de manera preferente en esta
fase, y las ciclinas de tipo B (Clb1 - CIb6), que se expresan en dos oleadas
sucesivas desde el inicio de la fase S hasta la fase G2/M (Figura 9) (Nasmyth,
1993).

. S

Fase G1 Fase S Fase G2/M

Figura 9. Ciclinas del ciclo celular de S. cerevisae. El ciclo celular esta conducido por
la quinasa Cdc28 que se asocia a diferentes ciclinas especificas de cada fase del ciclo celular.
La unién de las diferentes ciclinas, ademas de activar a la quinasa le confieren especificidad de
sustrato (Adaptado de Bloom and Cross, 2007).

2.5.1.1. Regulacién transcripcional de ciclinas

Un mecanismo crucial en la especificidad de las ciclinas es la regulacién
diferencial de sus niveles de transcripcién durante el ciclo celular. Asi, la
transcripcion de CLN3 es detectable durante todo el ciclo celular, pero alcanza
sus maximos niveles en la fase tardia de la mitosis y la fase temprana de G1
mientras que, la transcripcion de CLN1, CLN2, CLB5 y CLB6 alcanza sus

maximos niveles durante las fases G1-S, seguido por la transcripcion de CLB3,
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CLB4, CLB1 y CLB2 (Bloom and Cross, 2007). Los niveles de ciclinas
expresadas en las fases tempranas del ciclo celular se encuentran controlados
por los complejos transcripcionales SBF (formado por Swi4 y Swi6) y MBF
(formado por Mbp1 y Swi6). La expresion de CLN1 y CLNZ2 ha sido inicialmente
atribuida al complejo SBF (Nasmyth and Dirick, 1991; Ogas et al., 1991) y la
activaciéon transcripcional de CLB5 y CLB6 al complejo MBF (Schwob and
Nasmyth, 1993a); sin embargo, evidencias recientes indican que existe un alto
grado de coincidencia en la activacion de la expresion génica por parte de
estos dos factores de transcripcion (Bean et al., 2005).

Hacia el final de la telofase, el complejo formado por CIn3-Cdc28 es el
responsable de controlar el tamafno de la célula. Cuando ésta ha alcanzado
unas proporciones adecuadas, el complejo CIn3-Cdc28 activa los complejos
transcripcionales SBF y MBF (Tyers et al., 1993; Stuart and Wittenberg, 1995),
dando lugar al START del ciclo celular. La activacion de los complejos SBF vy
MBF inducen la transcripcidn especifica de las ciclinas de fase G1 (CLNT,
CLN2, CLN3) (Costanzo et al., 2004). Estas, a su vez, regulan los
acontecimientos que se realizaran a continuacion, es decir, el inicio de la
gemacion, la duplicacion de los SPB y la expresion de las ciclinas de fase S
(CLB5 y CLB6), que son las responsables de asistir la replicacion del DNA
(Tyers et al., 1993).

En la fase siguiente, conocida como G2, la levadura realiza una
segunda fase de crecimiento y se prepara para iniciar la mitosis. De este
proceso se encargan las ciclinas de fase M (Clb1, Clb2, CIb3 y Clb4), que
promueven la formacion del spindle, la iniciacién de la mitosis y a su vez,
actuan como desencadenantes de la expresion de la nueva oleada de ciclinas
responsables de dirigir la transicion M/G1 y por tanto, la entrada, si es

pertinente, a un nuevo ciclo celular (Stark, 2004).

2.5.1.2. Degradacion e inhibiciéon de ciclinas
Otro mecanismo clave en la regulacion de las ciclinas es el control de
sus niveles de degradacion. Los niveles de ciclinas son regulados por

protedlisis dependiente de ubiquitinacion. La sensibilidad de diferentes ciclinas
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a diferentes ubiquitin ligasas constituye un importante mecanismo de control
de la maquinaria de regulacién del ciclo celular. En levaduras, existen dos
complejos de proteinas conjugadoras de ubiquitina, conocidos como el APC
(Anaphase Promoting Complex) y el SCF (Skp1/Cul1/E-box Protein) (Zachariae
and Nasmyth, 1999). Tanto el APC como el SCF requieren de la presencia de
proteinas auxiliares cuyo papel consiste en reconocer apropiadamente
proteinas sustratos y presentarlos luego a la maquinaria de ubiquitinacion.
Estas proteinas estan representadas por los co-activadores Cdh1, Cdc20
(Schwob and Nasmyth, 1993b; Visintin et al., 1998) y Cdc4, Grr1 (McKinney et
al., 1993; Schneider et al., 1996; Drury et al., 1997; Feldman et al., 1997; Li
and Johnston, 1997; Skowyra et al., 1997), respectivamente. El SCF esta
activo en todas las fases del ciclo celular y la degradacion de sus proteinas
diana parece estar controlada por el nivel de fosforilacion de cada una de ellas
(Willems et al., 1996); sin embargo, la protedlisis modulada por el APC esta
controlada por el estado de fosforilacion de la maquinaria de ubiquitinacion
como tal, antes que por las proteinas diana (Kotani et al., 1998).

Existen muchos otros elementos que modulan o actuan de forma
paralela a la transcripcion especifica de genes mediados por los complejos
SBF y MBF. Un papel importante juegan, por ejemplo, las proteinas inhibidoras
de CDKs conocidas como CKils (CDK Inhibitory). En levaduras, estas proteinas
estan codificadas por los genes FAR1y SIC1 y su actividad es imprescindible
para regular la actividad de Cdc28 en G1. Los complejos formados por Clb-
Cdc28 son inhibidos en la fase temprana de G1 por Sic1 (Schwob and
Nasmyth, 1993b), mientras que Far1 inhibe a los complejos CIn-Cdc28 en la
fase tardia de G1 en respuesta a feromonas sexuales (Peter et al., 1993). Otro
papel importante juegan las proteinas denominadas CKS (Cyclin Dependent
Kinase Subunit) cuya interaccion y regulacion de los complejos ciclina-CDKs
es esencial para la viabilidad y la progresion del ciclo celular. Algunos estudios
indican que estas pequefas proteinas son requeridas tanto para el START
como para la transicion G2-M (Tang and Reed, 1993), mediante la modulacién
del estado de fosforilacion de las CDKs. Recientes trabajos han demostrado

que Cks1 es necesaria para la actividad de los complejos CIn-Cdc28 (Reynard
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et al., 2000) y juega un papel esencial en la regulacion del inicio de la divisidon
nuclear y en el checkpoint de la morfogénesis de S. cerevisiae. Ademas, el
descubrimiento de que la expresion de su ortélogo en mamiferos esta
asociado con tumores agresivos de mama y que esta involucrado en la
destruccion, mediante ubiquitinacion, de la proteina reguladora del ciclo celular,

p27 (Harper, 2001), sugiere que en levaduras podria también tener otros roles.

2.5.1.3. Regulacién de Cdc28 por fosforilacion

La actividad de Cdc28 también es regulada por fosforilacion. En S.
cerevisiae, Cdc28 es activada, por fosforilacion, en el residuo Thr'®® del loop
de activacién por la quinasa Cak1 (Kaldis et al., 1996). Los niveles de esta
quinasa son constantes en todas las fases del ciclo celular y son necesarios
para la activacién de los complejos CIn-Cdc28 y Clb-Cdc28. En eucariotas
superiores, las fosfatasas PP2A pueden defosforilar este loop de activacion vy,
por lo tanto, actuan como inhibidores de las proteinas CDKs in vitro (Lee et al.,
1991; Lee et al., 1994). Estudios genéticos en S. cerevisiae han demostrado
que mutantes condicionales de PP2A presentan un retraso en la entrada en
mitosis y que PP2A es necesaria para mantener altos niveles de actividad de
los complejos Clb-Cdc28 (Lin and Arndt, 1995); aunque no se ha demostrado
que PP2A realice esta funcién in vivo.

Una segunda via de regulacion por fosforilacion de Cdc28 es el residuo
conservado Tyr'®, muy cerca del sitio de unién a ATP. En S. cerevisiae esta
regulacion es llevada a cabo por las acciones opuestas de la quinasa Swe1
(Booher et al., 1993) y la fosfatasa Mih1 (Russell et al., 1989). Cdc28 y Swe1
se regulan reciprocamente. Los complejos mitoticos Clb-Cdc28 fosforilan a
Swe1 facilitando su degradacion por el complejo SCF y posiblemente el APC
(McMillan et al., 2002; Thornton and Toczyski, 2003). Defectos en la
degradacion de Swe1 resultan en una prolongada inhibicién de Cdc28. Como
consecuencia de ello, Cdc28 no puede inducir el cambio de crecimiento apical
a isotropico de la gema, resultando en la formacion de gemas alargadas
(Pruyne and Bretscher, 2000). Ademas, estudios de fosforilacion in vitro han

demostrado que Swe1 fosforila e inactiva al complejo Clb2-Cdc28 (Booher et
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al., 1993). Finalmente, cuando la tirosin fosfatasa Mih1 elimina la fosforilacion
inhibitoria de Cdc28, Swe1 permanece en un estado hiperfosforilado y se
disocia de Clb2-Cdc28, favoreciendo la completa activacion del complejo Clb2-
Cdc28 (Harvey et al., 2005). La fosforilacion de Swe1, por tanto, es importante

para su actividad inhibitoria sobre Clb-Cdc28.

2.5.2. Control de la mitosis

La progresion de la mitosis es dirigida por el APC, una ubiquitin ligasa
que asociada a los co-activadores Cdc20 y Cdh1 regula la transicion metafase-
anafase (APC®*®) y |a salida de la mitosis (APC®™") (Visintin et al., 1997).
Ademas, el APC®*? y el APC®™ son diferencialmente regulados por Cdc28
mediante fosforilacion.

Durante la metafase, el APC se une a Cdc20 (APC®%?%) para promover
la degradacion de la securina Pds1 (Cohen-Fix et al., 1996; Cohen-Fix and
Koshland, 1999) y de las ciclinas mitéticas de tipo B (Shirayama et al., 1999;
Wasch and Cross, 2002; Peters, 2006). La degradacion de Pds1 promueve la
entrada en anafase mediante la activacion de la separasa Esp1 y la
subsecuente separacion de las cromatidas hermanas mediante la escision de
Scc1, una de las subunidades de cohesina que las mantienen unidas (Ciosk et
al., 1998; Kosco et al., 2001; Agarwal et al., 2003).

Al final de la mitosis, el APC unido a la proteina adaptadora Cdh1
completa la degradacion de las ciclinas de tipo B, incluyendo la principal ciclina
mitotica ClIb2 (Irniger et al., 1995). A diferencia de lo que ocurre con el
APCCe2 o] APC® es inactivo al principio de la mitosis, debido a la
fosforilacion de Cdh1 por el complejo CLB-CDK (Visintin et al., 1997; Zachariae
et al., 1998a). Ademas de promover la separacion de las cromatidas hermanas,
la separasa Esp1 permite la activacion de FEAR (Cdc-Fourteen Early Anafase
Release) (Pereira et al., 2002; Saunders, 2002), uno de los complejos
promotores de la salida de la mitosis. Al inicio de la anafase, la activacién de
Esp1 promueve la inhibicion de la fosfatasa PP2A%%*® que facilita la
fosforilacion de Net1 por el complejo CLB-CDK vy la Polo-like quinasa Cdc5, y

la posterior liberacion de Cdc14 al nucleo. La liberacion de Cdc14 al nucleo,
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activa al complejo APC®"" (Shirayama et al., 1999; Queralt et al., 2006) que
ubiquitina a las ciclinas mitéticas (ciclinas de tipo B) para su destruccion,
inactivando todo tipo de actividad CDK en fase M y promoviendo la
subsecuente salida de la mitosis (Visintin et al., 1998; Shou et al., 1999). El
complejo MEN (Mitotic Exit Network) también promueve la liberacion de Cdc14
al nucleo (Pereira et al., 2002). Esta via de senalizacidén es iniciada por la
GTPasa Tem1 (Shirayama et al., 1994b), que viene regulada por el factor de
intercambio de nucledtidos de guanina (GEF), Lte1 (Shirayama et al., 1994a) y
la activacion del complejo con actividad GTPasa (GAP), formado por las
proteinas Bub2 y Bfa1l (Geymonat et al., 2002). Tem1-GTP activa una cascada
de proteinas quinasas que a su vez activan a la proteina fosfatasa Cdc14
(Bardin et al., 2000; Xu et al., 2000; Lee et al., 2001; Mah et al., 2001; Visintin
and Amon, 2001; Asakawa and Toh-e, 2002). Una vez liberada al nucleo,
Cdc14 permite la defosforilacion de Cdh1, con la subsecuente activacion del
APC®y el bloqueo de la citocinesis (Figura 10) (Visintin et al., 1998).

Un estudio realizado por Yeong y colaboradores demostré que la
degradacion de la ciclina mitética CIb2 requiere no solo de Cdh1 sino también
de Cdc20. Estos investigadores sostienen que en S. cerevisiae la disminucién
de la actividad de Cdc28 es pre-requisito para la activacion del APC*"". E|
APC®" marca posteriormente el pool remanente de ciclinas de tipo B para su
degradacion. La degradacién de CIb2, dependiente de Cdc20, es necesaria
para disminuir los niveles de Cdc28 y para que la fosfatasa Cdc14 (mediante
defosfosforilacion) permita la activacion de Cdh1 y la posterior salida de la
mitosis (Yeong et al., 2000).

Recientemente, Visintin y colaboradores propusieron que la liberaciéon
de Cdc14 al nucleo se produce solo cuando Cdc14 y Net1 son fosforilados y
que dicha liberacion es inducida por la actividad de Cdc5. La liberacién de
Cdc14 por Cdc5 se realiza de dos maneras: 1) fosforilando directamente a
Cdc14 (lo cual provoca una liberacion transitoria), y 2) activando la via MEN,
que induce la fosforilacion de Net1. Estos dos mecanismos son necesarios
para mantener a Cdc14 en el nucleo durante la transicidon anafase-telofase
(Visintin et al., 2003).
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Transicion metafase-anafase Transicion M-G1

APCedn / MEN

APCcdc20

FEAR

Escision de 5ccl

|

Separacién de cromatidas hermanas Degradacion de Clb2 ——Salida de mitosis

/ Ubiquitinacion

Figura 10. Control de la mitosis en S. cerevisiae. La progresion de la mitosis es dirigida
por el APC. El APC asociado a los co-activadores Cdc20 o Cdh1 activa y facilita la degradacion
de sustratos presentes en la fase temprana y tardia de la mitosis. Durante la transicion
metafase-anafase los niveles elevados de Pds1 y de las ciclinas mitoticas mantienen en un
estado inactivo a Cdh1. La fase temprana de la mitosis es regulada por el APC®? Durante la
transicion metafase-anafase el APC**? degrada a la segurina Pds1 y a la ciclina de fase S
Clb5. La degradacion de Pds1 promueve la liberacion de la proteasa Esp1, que a su vez,
permite la separacién de las cromatidas hermanas por escision de la cohesina Scc1 y la
subsecuente entrada en anafase. La degradacién de CIb2, dependiente de Cdc20, disminuye
los niveles de Cdc28 y promueve la activacion de Cdh1 por la fosfatasa Cdc14, cuya actividad
es regulada por la via MEN y FEAR. El APC*" marca posteriormente el pool remanente de
ciclinas de tipo B para su degradacion, promoviendo la salida de la mitosis (imagen adaptada
de Wassmann and Benezra, 2001).

2.5.3. Vias de senalizacion que regulan el ciclo celular. Sistemas de
vigilancia o checkpoints

La integridad del genoma es clave en el mantenimiento de la viabilidad
celular. Para asegurar el mantenimiento de la estabilidad gendmica, las células
eucariotas poseen mecanismos moleculares de control que se encargan de
detectar lesiones y defectos estructurales asi como de coordinar una respuesta
global de reparaciéon y parada transitoria del ciclo de division. Estos
mecanismos, comunmente conocidos como sistemas de vigilancia o

checkpoints, se encuentran presentes en todas las fases del ciclo celular y se

46



INTRODUCCION

encargan de controlar los pasos criticos de cada una de ellas, asegurandose
que el ciclo no progrese a la siguiente fase sin haber completado
correctamente la fase anterior (Hartwell and Weinert, 1989). Los checkpoints,
por tanto, garantizan el mantenimiento de la estabilidad gendmica y la
viabilidad celular.

Los checkpoints se encuentran conservados evolutivamente desde
levaduras hasta humanos y siguen la tipica estructura de las cascadas de
transduccion de senales (Elledge, 1996b). Estan conformados por elementos
sensores que detectan la lesidn y transfieren la sefal a elementos
transductores que, a su vez, transmiten y amplifican la sefal a moléculas
adaptadoras que, finalmente, activan a diferentes elementos efectores que son
los responsables de desencadenar la respuesta global de reparacién y parada
transitoria del ciclo celular.

Durante la progresion del ciclo celular existen diferentes puntos criticos
de control o checkpoints que regulan, de una manera estrictamente
programada y coordinada, las transiciones de cada uno de los eventos que se
realizan en las diferentes fases del ciclo cromosémico (G1-S-G2-M).

El primer punto de control se encuentra situado en el START de la fase
G1 y es el encargado de: 1) controlar que la célula tenga el tamafio adecuado
para iniciar un nuevo ciclo de sintesis del DNA, 2) que los posibles dafios en el
DNA que se hayan podido originar en la anterior duplicacién hayan sido
correctamente reparados, y 3) que las condiciones externas sean las mas
optimas para iniciar un nuevo ciclo de division (Elledge, 1996a). Para las
levaduras, las condiciones externas favorables son la presencia de ciertos
nutrientes en el medio y la ausencia de feromonas sexuales que inician los
procesos de conjugacion y division meidtica.

El segundo punto de control es el checkpoint que opera en fase S y es
el encargado de promover la induccion de la transcripcion de genes implicados
en la reparacion del DNA afectado por una lesion o por un estrés replicativo
(Lisby et al., 2004), estabilizaciéon de las horquillas de replicacién dafiadas y

supresion de su poder hiper-recombinogénico (Lopes et al., 2001), y finalmente,
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inhibicion de la progresion del ciclo celular para evitar que la célula se divida
sin tener todo el DNA correctamente replicado (Hartwell and Kastan, 1994).

El tercer punto de control opera en fase G2 y es el responsable de
controlar: 1) que el DNA haya sido completamente replicado en fase S, 2) que
cualquier dano en el DNA haya sido reparado, y 3) que la célula tenga el
tamano suficiente para dividirse (Chen et al., 2000; Tyson et al., 2002).

El cuarto punto de control que opera durante la mitosis es el
responsable de monitorizar el ensamblaje y posicionamiento del spindle y el
alineamiento de los cromosomas (Kops et al., 2005). Si existen problemas en
estos dos mecanismos, el checkpoint de la mitosis bloquea la activacion de la
via MEN (Tyson et al., 2002).

Recientemente, han sido identificados adicionales checkpoints entre los
que se encuentran el checkpoint de la morfologia de la pared celular y el
checkpoint de la morfogénesis, que monitorizan la sintesis de la pared celular,
la formacion de la gema, el tamafio celular, perturbaciones en el esqueleto de
actina y posible organizacién de las septinas (Barral et al., 1999; Harvey and
Kellogg, 2003; Lew, 2003; Suzuki et al., 2004).

2.5.4. Activacion de los checkpoints que regulan la mitosis en S.
cerevisiae

Como hemos mencionado anteriormente, S. cerevisiae inicia la
replicacion del DNA y la formacion del spindle mitético de manera simultanea.
Para evitar la generacidén de aneuploidias en las células hijas, es esencial que
el spindle mitético no se elongue antes de que la replicacion del DNA haya
sido completada. El orden de estos eventos es controlado por los checkpoints
que operan en las transiciones metafase-anafase y mitosis-G1 del ciclo celular
(ver figura 10) e incluyen a los checkpoints de fase S, del spindle y de la
morfogénesis. Estos checkpoints son los encargados de coordinar que la
completa formacion de la gema y el comienzo de la mitosis mantengan una
relacion de dependencia con la repolarizacion del esqueleto de actina y la
culminacién de la replicacion del DNA (Lew and Reed, 1995; Elledge, 1996a),

asi como que la separacion de las cromatidas hermanas no se realice hasta
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que todos los cinetocoros se hayan unido correctamente a los microtubulos del

spindle mitético (Amon, 1999; Musacchio and Salmon, 2007).

2.5.4.1. Checkpoint de fase S

En respuesta a un estrés genotoxico, el checkpoint de fase S impide la
progresion de la transicion metafase-anafase (Agarwal et al., 2003) y la salida
de la mitosis (Sanchez et al., 1999).

La senal de activacion del checkpoint de fase S es provocada por la
separacion de la doble cadena de DNA (ssDNA). El ssDNA, generado como
consecuencia de una exposicion a un estrés replicativo o a dafio en el DNA, es
recubierto rapidamente por la proteina de union al DNA de cadena sencilla,
Replication Proteina A (RPA) (Zhou and Elledge, 2000). En el lugar de la lesion
la formacién del complejo ssDNA-RPA permite el reclutamiento del complejo
sensor Rad17-Mec3-Ddc1 (comunmente denominado complejo 17-3-1) (Kondo
et al., 1999; Majka and Burgers, 2003) y del complejo formado por la quinasa
transductora de sefal Mec1 y Ddc2 (proteina que se asocia fisicamente con el
dominio amino-terminal de Mec1 en respuesta a estrés del DNA) (Rouse and
Jackson, 2000). El complejo 17-3-1 es reclutado al lugar de la lesién gracias a
su interaccion con un complejo proteico formado por Rad24 y el factor de
transcripcion RFC (complejo Rad24-RCF) (Green et al., 2000). Una vez
localizado en el lugar de la lesion, el complejo 17-3-1 actua como una
plataforma de reclutamiento de proteinas adaptadoras y estimula la actividad
de Mec1 (Majka et al, 2006). EI complejo Mec1-Ddc2 es reclutado
directamente por la union de Ddc2 con el complejo ssDNA-RPA (Kim and Brill,
2003). Mec1, a la vez, fosforila a los adaptadores Rad9 (adaptador en
respuesta a dafio en el DNA) o Mrc1 (adaptador en respuesta a estrés
replicativo), segun sea el caso. Finalmente, estos adaptadores actuan como un
andamiaje que permite incrementar la concentracion de Rad53 en el lugar de
la lesién, facilitando su posterior activacion mediante fosforilacion por Mec1
(Lee et al., 2003). La fosforilacion de Rad53 por Mec1 promueve la
homodimerizacion de Rad53 (Lee et al, 2003) permitiendo su

autohiperfosforilacién en trans, que correlaciona con la forma activa de la
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quinasa efectora (Lopes et al., 2001). Una vez activada, Rad53 difunde la
senal mediante la fosforilacion de proteinas sustratos, a través de las cuales el
checkpoint ejerce su respuesta (Figura 11) (Gilbert et al., 2001; Smolka et al.,
2005; Sweeney et al., 2005).

Estrés replicativo

Proteinas diana

Figura 11. Modelo de activacion del checkpoint de la fase S en respuesta a estrés
replicativo. El desacoplamiento de la helicasa debido a una parada en la actividad de las
DNA polimerasas genera ssDNA, que es protegido por la proteina RPA. El complejo ssDNA-
RPA recluta a la quinasa transductora central Mec1 a través de Ddc2. Ademas, el complejo
Rad24-Rfc2-5 recluta en el lugar de la lesion al trimero formado por Rad17-Mec3-Ddc1,
necesario para la activacion de Mec1 y para el reclutamiento de la proteina adaptadora de
sefal Mrc1. A través de Mrc1, Mec1 interacciona y pre-activa a Rad53 mediante fosforilacion.
La fosforilacion de Rad53 por Mec1 induce su completa activacion mediante auto-
hiperfosforilacion en frans. Rad53 activada difunde la sefial a diferentes proteinas sustratos.

Ante un estrés replicativo, el complejo Mec1-Rad53 induce la activacion
del checkpoint de fase S mediante la activacion de Dun1, una Ser/Thr quinasa
que controla la respuesta transcripcional de Rad53 (Zhou and Elledge, 1993).
Dun1 fosforila y estabiliza al complejo Bfa1-Bub2 y como consecuencia de ello,
se inhibe la via MEN vy la salida de la mitosis (Pereira et al., 2000; Wang et al.,

2000). Estudios adicionales indican que Rad53 también es capaz de bloquear
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la salida de la mitosis mediante la inhibicion de Cdc5, una polo-like quinasa
que promueve la activacion de la via MEN (Sanchez et al., 1999; Hu et al.,
2001).

Otra via de respuesta ante un estrés replicativo es el bloqueo en la
progresion del ciclo celular en la transicion metafase-anafase. Este mecanismo
de respuesta se realiza también via Mec1 pero de manera independiente de
Rad53. Cuando la replicacion del DNA es afectada, Mec1 induce tanto la
parada del ciclo celular mediante la inhibicion de la degradacion de la segurina
Pds1, por el APC®%?° (Yamamoto et al., 1996; Sanchez et al., 1999; Agarwal
et al., 2003; Andrews et al., 2005), como la expresion de genes encargados de
la maquinaria de reparacion del DNA dafiado (Smith et al., 2002).

Dado el rol central de las Ser/Thr quinasas en la activacion de la
respuesta ante un estrés replicativo, deben existir proteinas fosfatasas que
estén involucradas en el mecanismo de recuperacion y/o adaptacion. Estudios
recientes indican que este mecanismo de recuperacion va siempre
acompanado de la inactivacion de Rad53 y es llevado a cabo por las Ser/Thr
fosfatasas Ptc2 y Ptc3 en S. cerevisiae, (Leroy et al., 2003) y las Ser/Thr
fosfatasas: PP1, PP2A, PP2C y PP5 en otros organismos eucariotas (den
Elzen and O'Connell, 2004; Dozier et al., 2004; Lu et al., 2005; Leung-Pineda
et al., 2006; Lavin and Kozlov, 2007; Oliva-Trastoy et al., 2007; Yong et al.,
2007).

2.5.4.2. Checkpoint del spindle mitético

En S. cerevisiae, la transicion metafase-anafase esta regulada por la
bifurcacién de dos checkpoints que controlan de una manera coordenada y
secuencial el ensamblaje y posicionamiento del spindle mit6tico. Estos
checkpoints vigilan que la célula no realice la segregacion cromosdmica hasta
que todos los cromosomas hayan sido correctamente bi-orientados y unidos a
los microtubulos (MTs) del spindle mitético. Los principales componentes del
checkpoint del spindle mitético, Mad1 y Bub2, son activados por la proteina
quinasa Mps1 e inducen una parada del ciclo celular en diferentes fases de la

mitosis. La via controlada por Mad2 (spindle assembly checkpoint) inhibe la
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transicion metafase-anafase mediante el bloqueo de la degradacion de Pds1-

dependiente del APC®¥?°

; mientras que la via controlada por Bub2 (spindle
position checkpoint) inhibe la salida de la mitosis mediante el bloqueo de la
, y el

mantenimiento de la actividad CDK. Ambas vias son requeridas para inducir

degradacién de las ciclinas de tipo B dependientes del APC"

una parada en la mitosis (ver figura 12).
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Figura 12. Bifurcacion del checkpoint del spindle mitético. Las proteinas del
checkpoint del spindle mitético Mad1 y Bub2 son activadas por la proteina quinasa Mps1 e
inducen una parada del ciclo celular en diferentes fases de la mitosis. La via controlada por
Mad2 (spindle assembly) inhibe la transicion metafase-anafase mediante el bloqueo de la
degradacion de Pds1, dependiente del APC™?: mientras que la via controlada por Bub2
(spindle position) inhibe la salida de la mitosis mediante el bloqueo de la degradacién de las
ciclinas de tipo B, dependiente del APC™, y el mantenimiento de la actividad CDK. Ambas
vias son requeridas para inducir una parada en la mitosis (imagen adaptada de Smith et al.,
2002)

L
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El spindle assembly checkpoint controla el ensamblaje de los MTs del
spindle mitético y retrasa la entrada en anafase cuando los cromosomas
duplicados no han sido correctamente unidos al spindle mitético. Para activar
esta respuesta, los componentes de este checkpoint deben localizarse de una
manera gerarquica en el cinetocoro (complejo multiproteico formado por la
unién de los microtubulos (MT) del spindle con el centrdmero). La localizacion
de estas proteinas en el cinetocoro parece ser requisito indispensable para su
activacién y funcién. Asi, las quinasas Ipl1, Mps1 y Bub1 localizan en el
cinetocoro cuando se inicia la cascada de sefializacién, mientras que la
quinasa Mad3 y las fosfoproteinas Mad1 y Mad2 una vez iniciada la respuesta
(Vigneron et al., 2004).

Uno de los principales motores de este mecanismo de supervivencia es
la quinasa Aurora B Ipl1 que promueve la unién bipolar de los microtubulos con
el cinetocoro y resulta esencial para la correcta segregacidon cromosomica.
Ante defectos en la correcta union cinetocoro-microtubulos, Ipl1 produce una
sefal de desestabilizacion que puede ser captada por la maquinaria Mad1-
3/Bub1-3, responsable de desencadenar la respuesta de activacion del
checkpoint del spindle mitético (Biggins and Murray, 2001). Ipl1, por tanto,
juega un importante rol como componente sensor de tension del cinetocoro y
constituye uno de los principales motores en la via de transduccion de sefales
que responde ante defectos en la tension del sistema cinetocoro-MTs
mediante la fosforilacion de proteinas del cinetocoro y desestabilizacion de las
interacciones cinetocoro-MTs que no estan bajo tension (Biggins et al., 1999;
Pinsky et al., 2009).

Los complejos DAM1 y NDC80 que se localizan en la capa central del
cinetocoro juegan un rol esencial como mediadores de la conexion cinetocoro-
MT y son regulados por Ipl1 mediante fosforilacion. La interaccion entre Ndc80
y Dam1 es esencial para la union de Dam1 con el cinetocoro. Ante la falta de
tensién, Ipl1 fosforila Dam1 y hace que la interaccion con Ndc80 sea mas laxa,
activando la via del checkpoint del spindle. Aun no ha sido dilucidado el
mecanismo por el cual la fosforilacion de Dam1 activa esta via pero se sabe

que Dam1 interacciona con los principales componentes de este checkpoint
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(Mad1-3, Bub1-3 y Mps1). Probablemente Ipl1 actia modulando la activacion
de la quinasas Mps1 y Bub1 mediante la fosforilacion de Dam1. La activacién
de estas quinasas promueve el reclutamiento del complejo Mad1-Mad2 en el
cinetocoro, mediante la fosforilacion de Mad1, evitando que los microtubulos
se unan a él y desencadenando de esta manera la activacion del checkpoint
(Chen et al., 1998; Chen et al., 1999). Una vez activado este checkpoint,
Cdc20 es reclutado en el cinetocoro por el complejo Mad3-Bub3. Mad2 es
separada del complejo Mad1-Mad2 mediante fosforilacion (aun no se sabe el
mecanismo) y se une al complejo Mad3-Bub3-Cdc20 para formar el complejo
MCC (Mitotic Checkpoint Complex) (Shah and Cleveland, 2000; Sironi et al.,
2001; Luo et al., 2002). Este complejo difunde fuera del cinetocoro para
asociarse con el APC y bloquear su actividad, evitando asi la degradacion de
la securina Pds1 y la progresién del ciclo celular a través de la mitosis
(Zachariae and Nasmyth, 1999; Zachariae, 2004) (ver figura 12).

Entre las posibles proteinas diana de Ipl1 se encuentran: 1) la proteina
especifica del centromero Cse4, que es esencial para la segregacion
cromosomica (Meluh et al., 1998; Cheeseman et al., 2002b), 2) la proteina de
la capa interna del cinetocoro Cbf2/Ndc10, que forma parte del complejo CBF3
y es la responsable, junto con Cse4, de formar un andamiaje que permite la
union del DNA centromérico con el cinetocoro (Hsu et al., 2000; Fraschini et al.,
2001; de Wulf et al., 2003), 3) la proteina que se localiza en la capa central del
cinetocoro Sli15, que forma parte del complejo quinasa Ipl1-Sli15 y es esencial
en la bi-orientacion de los cromosomas (Tanaka et al., 2002; Dewar et al., 2004)
y 4) las proteinas de la capa externa del cinetocoro Dam1 y Ndc80. Dam1
forma parte del complejo DAM1 y es esencial para el mantenimiento de la
unién bipolar de los microtubulos al cinetocoro (Kang et al., 2001). Ndc80
forma parte del complejo NDC80 y es requerido para la correcta localizacion y
union del cinetocoro con el complejo DAM1 (Wigge and Kilmartin, 2001). Sin
embargo, aun no esta clara la importancia de estas proteinas como sustratos
in vitro e in vivo de Ipl1 y su papel en la modulacion de la segregacion
cromosomica. Por ejemplo, en S. cerevisiae, la mutacion del sitio de

fosforilacion de la histona H3 por la quinasa Ipl1 no produce efectos ni en el
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crecimiento ni en la viabilidad celular (Hsu et al., 2000). Ndc10, Sli15, Ndc80 y
Dam1 parecen ser buenas dianas de Ipl1 in vitro, pero los sitios especificos de
fosforilacion de cada una de ellas se desconoce y la importancia funcional de
los sitios de fosforilacion por Ipl1 aun no ha sido demostrada (Shang et al.,
2003).

La Ser/Thr fosfatasa de tipo 1, Glc7 antagoniza la funcion de Ipl1
mediante la desfosforilacion de sus sustratos (Sassoon et al., 1999; Hsu et al.,
2000) y/o la regulacion directa de su actividad (Murnion et al., 2001). Dado que
Ipl1 es importante en la bi-orientacion de los cromosomas, Glc7 podria también
estar involucrada en este proceso. En este sentido, ha sido demostrado que la
falta de funcion de Glc7 provoca una elevada deficiencia en la segregacion
cromosomica y activa el checkpoint que controla el posicionamiento del spindle
y la salida de la mitosis (Bloecher and Tatchell, 1999; Sassoon et al., 1999).

El spindle position checkpoint bloquea la salida de la mitosis
retrasando la activacion de la via MEN hasta que los spindles mitéticos hayan
sido completamente alineados a través de su interaccion con los MTs astrales,
los cables polarizados de actina y las proteinas corticales, a lo largo del eje
central que se forma entre la célula madre e hija. MEN es una via de
transduccion de senales que promueve la salida de la mitosis mediante la
liberacion al nucleo y posterior activacion de la fosfatasa Cdc14 durante la
anafase. La activacion de Cdc14 permite la degradacion de las ciclinas
mitdticas de tipo B por el complejo APC®y la estabilizacién del inhibidor de
Clb-Cdc28 Sic1 (Visintin et al., 1998; Jaspersen et al., 1999). Los componentes
de la via MEN son restringidos al SPB de la célula hija o al cértex de la gema e
impiden el inicio de la cascada de sefializacion de la salida de la mitosis hasta
que el nucleo haya entrado en la gema (Bardin et al., 2000). Otro sistema de
regulacion de la via MEN es el complejo con actividad GTPasa formado por las
quinasas Bub2 y Bfa1l. Este complejo se localiza en los SPBs durante la
progresion del ciclo celular (Fraschini et al., 1999) e inhibe a la via MEN en
respuesta a defectos en el alineamiento de los spindles mitéticos (Alexandru et
al., 1999). Por tanto, esta via estabiliza a los complejos ciclinas-Cdc28 y evita

su inhibicién por Sic1 hasta que los spindles mitéticos sean correctamente
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alineados a lo largo del eje central que se forma entre la célula madre e hija

(ver figura 12).

2.5.4.3. Checkpoint de la morfogénesis

S. cerevisiae se divide por gemacion, un proceso critico que requiere la
coordinacion de la morfogénesis celular con la progresion del ciclo celular. Esta
coordinacion es llevada a cabo por la quinasa dependiente de ciclinas, Cdc28
(Lew, 2003). La actividad de Cdc28 se encuentra determinada por diferentes
proteinas reguladoras, incluyendo la proteina quinasa Swe1 que inhibe su
actividad mediante fosforilacién en el residuo conservado Tyr'® (Booher et al.,
1993). Esta fosforilacion es revertida por la fosfatasa Mih1 (Russell et al., 1989).
Los niveles de Swe1 son controlados por la via del checkpoint de la
morfogénesis (Lew, 2003), que responde a perturbaciones en la organizacion
del citoesqueleto, formacion de la gema y tamano de la célula, resultando en la
acumulacion de Swe1 y, por ende, retraso en la entrada de la mitosis (Kellogg,
2003; Lew, 2003). La actividad de Swe1 depende de varios factores, incluidas
las septinas. Las septinas sirven como andamiaje para reclutar a Swe1 y a las
quinasas que la regulan por fosforilacion (Barral et al., 1999). Una vez
fosforilada, Swe1 es ubiquitinada para su posterior degradacion por el
complejo SCF y posiblemente también por el APC. (McMillan et al., 2002;
Thornton and Toczyski, 2003). Por tanto, la fosforilacién de Swe1, evento
normal en células con morfogénesis no alterada, es critica en la regulacién de
Swe1 y constituye un importante mecanismo de control del ciclo celular que
permite prevenir la divisidon nuclear en ausencia de un correcto ensamblaje del

esqueleto de actina y septinas en el cuello de la gema (Figura 13).

2.5.5. Papel de Glc7 en mitosis

La importancia de la fosforilacion de proteinas en la regulacién de los
eventos mitéticos ha sido ampliamente estudiada y reconocida. Sin embargo,
muchos de los trabajos se han centrado en el estudio del papel que
desempenan las proteinas quinasas, antes que en el que realizan las proteinas

fosfatasas (Trinkle-Mulcahy and Lamond, 2006). Una de las mas reconocidas y
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Figura 13. Modelo que ilustra el checkpoint de la morfogénesis regulado por
Swe1l. El checkpoint de la morfogénesis monitoriza defectos en el crecimiento y/o la
emergencia de la gema. Alteraciones en la organizacion del esqueleto de septinas en el cuello
de la gema evita la degradacion de Swe1 mediada por las proteinas quinasas Hsl1y Hsl7. Swe1
inhibe la actividad de Cdc28 mediante fosforilacion de su sitio activo, bloqueando el ciclo celular
en G2/M (imagen adaptada de Hoyt, 2004).

conservadas funciones de PP1 es la defosforilacidon de sustratos mitéticos, un
mecanismo esencial en la progresion del ciclo celular. Ello ha sido demostrado
mediante: a) el uso de mutaciones realizadas en PP1 de Drosophila, levaduras
y otros hongos, que indicaban que la falta de funcion de PP1 inducia un
bloqueo en la mitosis (Doonan and Morris, 1989; Dombradi et al., 1990;
Hisamoto et al., 1994; MacKelvie et al., 1995; Andrews and Stark, 2000), y b)
mediante la inyeccion de anticuerpos anti-PP1 en células de mamifero, los
cuales inducian una parada en metafase (Fernandez et al., 1992).

El mutante termosensible glc7-10 genera un fenotipo de parada en
mitosis y activa la via del checkpoint del spindle, a la temperatura restrictiva de

crecimiento. Estas células exhiben bajos niveles en la dinamica del
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acoplamiento cinetocoro-microtubulos y una alta frecuencia de alteraciones en
la segregacion cromosomica (Bloecher and Tatchell, 1999; Sassoon et al.,
1999; Pinsky et al., 2009). Ademas, mutaciones en GLC7 que implican una
funcion parcial de la fosfatasa pueden suprimir parcialmente defectos en el
crecimiento de mutantes ip/1 y/o restaurar los niveles normales de fosforilaciéon
de algunos sustratos de Ipl1, en estos mutantes (Francisco et al., 1994; Hsu et
al., 2000; Pinsky et al., 2009).

Durante la progresion del ciclo celular, la actividad de GIc7 es regulada
a través de cambios dinamicos en su localizacién. Estudios de localizacion,
utilizando la proteina de fusion GFP, demostraron que Glc7 localiza en el
nucleo, predominantemente en el nucleolo, y en el cuello de la gema en forma
de anillo (Bloecher and Tatchell, 1999; Sassoon et al., 1999). Ello refuerza el
rol de GIc7 en la seleccion del sitio de emergencia de la gema, tal como lo
demuestra el estudio realizado en el mutante glc7-129, que exhibe un fenotipo
de patron de gemacion al azar a la temperatura restrictiva de crecimiento
(Bloecher and Tatchell, 2000). Al inicio de la anafase, Glc7 se acumula en los
SPBs y permanece alli hasta la citocinesis, momento en el cual se concentra
en forma de anillo co-localizado con el anillo de actomiosina que separa la
célula madre de la hija (Bloecher and Tatchell, 2000).

Las isoformas de PP1 de mamifero también muestran un patron
dindamico de localizacion durante la progresion del ciclo celular. Estudios de
localizacion, utilizando la proteina de fusion EYFP, indican que la isoforma
PP1a se encuentra asociada al centrosoma (SPBs en levaduras) (Andreassen
et al., 1998) asi como a los cinetocoros durante la transicion metafase-anafase.
La isoforma PP1y también se acumula en los centrosomas y el cinetocoro pero,
a diferencia de PP1a, es reclutada dentro de la cromatina durante la transicion
metafase-anafase (Trinkle-Mulcahy and Lamond, 2006). El patrén de
localizacion de la isoforma PP1B aun no ha sido estudiado en detalle pero los
primeros datos apuntan a que se encuentra predominantemente en los
cromosomas (Andreassen et al., 1998).

Finalmente, a pesar de la abundancia de Glc7 en el nucleo y su

vinculacion en el mecanismo de la bi-orientacidn de los cromosomas en el
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spindle mitético (Bloecher and Tatchell, 1999; Sassoon et al., 1999), aun no ha
sido demostrado si Glc7 forma parte de los complejos del cinetocoro. Ademas,
poco se sabe a cerca de las subunidades que modulan su localizacion nuclear
o su actividad durante la progresion del ciclo celular, aunque estudios recientes

apuntan como principales candidatos a Sds22 (Peggie et al., 2002) e Ypi1
(Bharucha et al., 2008a).
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3. OBJETIVOS

Ypi1 y Sds22 son las dos unicas subunidades reguladoras esenciales de la
proteina fosfatasa de tipo1 de S. cerevisiae (Glc7). Dado el escaso
conocimiento acerca de su implicacion en la regulacion de la actividad de Glc7
en la fisiologia celular de la levadura, en este trabajo nos hemos planteado
como objetivo principal estudiar el papel funcional y los mecanismos de
regulacion de Ypi1 y Sds22 como subunidades reguladoras esenciales de la
fosfatasa Glc7, mediante:

1- El estudio fenotipico de la sobreexpresiéon de Ypi1.

2- La creacion de mutantes condicionales basados en la expresion

regulable del gen YPI1.

3- La busqueda de genes supresores en multicopia de la letalidad

provocada por la falta de YPI1.

4- El estudio de los cambios a nivel transcripcional causados por la

ausencia de YPI1.

5- El estudio del papel funcional de Ypi1 y Sds22 mediante ensayos

fenotipicos e interacciones genéticas.
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4. MATERIALES Y METODOS

41. CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizé la cepa DH5a de Escherichia coli como huésped para la
clonacién de DNA y su crecimiento se realiz6 en medio LB (suplementado,
cuando era necesario, con 50 ug/ml de ampicilina para la seleccién de los
plasmidos), en agitacion y a una temperatura constante de 37 °C.

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo estan citadas en la
tabla 4. Para el crecimiento de las cepas se utiliz6 medio YPD (yeast extract-
peptone-dextrose), YPD-G418 (YPD conteniendo 200 pg/ml de G418), YPD-
NAT (YPD conteniendo 200 pg/ml nourseothricina) YPD-Dox (YPD conteniendo
diferentes concentraciones de doxiciclina a partir de una solucién stock de 5
mg/ml de doxiciclina, diluida en etanol al 50 %), SC (synthetic medium) o CM
(complete medium) (Adams et al., 1997), segun los casos. Las levaduras
crecieron en medio liquido a una temperatura constante de 28 °C (si no se

indica otra cosa) y con una agitacién de 230 rpm.

4.2. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:
- pTS842, plasmido centromérico utilizado como vector del sistema de
expresion basado en el uso de un degrén (Bachmair and Varshavsky, 1989).
- pCM182, plasmido centromérico utilizado como vector de expresion del
sistema tetO, regulable por doxiciclina (Gari et al., 1997).
- pCM224, utilizado para amplificar el promotor tetO, regulable por doxiciclina
(Belli et al., 1998).
- pCM325, utilizado para amplificar el promotor tetO; regulable por doxiciclina
(Yen et al., 2003).
- pAG25, utilizado para amplificar el casete nat1 (Goldstein and McCusker,
1999)
- pWS93 plasmido multicopia con un promotor ADH1, utilizado como control en

los estudios de sobreexpresion (Garcia-Gimeno et al., 2003).
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- pWS93-Ypi1, pWS93-Ypi1W53A, plasmidos multicopia donde Ypi1 y la
variante de Ypi1 en el sitio de unién a Glc7 son expresados desde un promotor
ADH1. Fueron utilizados para los estudios de sobreexpresion (Garcia-Gimeno
et al., 2003).

- pWS93-Sds22, utilizado para los estudios de sobreexpresion (Pedelini et al.,
2007).

- pWS93-CDC26, un fragmento de 0,39 kpb que comprende el ORF completo
de CDC26 fue amplificado por PCR utilizando los oligos CDC26-EcoRI.Up vy
CDC26-BamHI.Do (ver tabla 6), que contienen una diana artificial de restriccion
EcoRI y BamHI, respectivamente. El producto obtenido por PCR fue digerido
con las enzimas EcoRI/BamHI y clonado in frame con la region que codifica las
tres copias del epitopo HA, en los mismas dianas de restriccion del plasmido
pWS93.

- pWS93-CDC11, un fragmento de 1,25 kpb que comprende el ORF completo
de CDC11 fue amplificado por PCR utilizando los oligos Smal-Up-CDC11 vy
Sall.Do-CDC11 (ver tabla 6), que contienen un sitio artificial de restriccion Smal
y Sall, respectivamente. El producto obtenido por PCR fue digerido con las
enzimas Smal/Sall y clonado in frame en los mismos sitios de restriccion del
plasmido pWS93.

- YEpLac195, plasmido episomal utilizado como control en los estudios de
sobreexpresion (Gietz and Sugino, 1988).

- YEpLac195-YPI1, un fragmento de 1,88 kbp que comprende la secuencia
desde 0,84 kpb upstream del codon de inicio hasta 0,49 kpb downstream del
coddon de terminacion deYPI1 fue digerido con las enzimas EcoRI/Kpnl vy
clonado con las mismas enzimas en el plasmido YEpLac195.

- YEpLac195-CDC26, un fragmento de 1,2 kpb que comprende la secuencia
desde 0,38 kpb upstream del codon de inicio hasta 0,39 kpb downstream del
codon de terminacion de CDC26 fue amplificado por PCR utilizando los oligos
CDC26-Hindlll.Up y CDC26-EcoRI.Do (ver tabla 6), que contienen una diana
artificial de restriccion Hindlll y EcoRI, respectivamente. El producto obtenido
por PCR fue digerido con las enzimas Hindlll/EcoRI y clonado en las mismas

dianas de restriccion del plasmido YEpLac195.
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- YEpLac195-GLC7, un fragmento de 3,7 kpb que comprende la secuencia
desde 2,07 kpb upstream del codon de inicio hasta 0,15 kpb downstream del
codon de terminacion de GLC7 fue amplificado por PCR utilizando los oligos
Glc7-BamHI.Up y Glc7-Pstl.Do (ver tabla 6), que contienen una diana artificial
de restriccion BamHI y Ptsl, respectivamente. El producto obtenido por PCR
fue digerido con las enzimas BamHI/Ptsl y clonado en las mismas dianas de
restriccion del plasmido YEpLac195.

- YEpLac195-GLC7F256A, utilizado para fenotipos de sobreexpresion (ver
apartado de mutagénesis dirigida).

- YCpLac33, plasmido centromérico utilizado como control (Myers et al., 1986;
Gietz and Sugino, 1988).

- YCpLac33-CDC26, fue construido de la misma manera que el plasmido
YEpLac195-CDC26.

- pAC115, plasmido centromérico utilizado como vector de expresion de la
proteina de fusion Cdc11-GFP desde el promotor enddgeno del plasmido
(Casamayor and Snyder, 2003).

- YEp356, plasmido reporter utilizado para la clonacion del promotor de CDC26
(Myers et al., 1986).

- pCDC26-LacZ, la construccion de este plasmido se realiz6 como sigue: la
region -209 a -1 up-stream respecto al coddén de inicio del gen CDC26 se
amplificé por PCR usando los oligos prom-CDC26-Sall.Up.2 y prom-CDC26-
Hindlll.Do (ver tabla 6) que contienen una diana artificial de restriccién Sall y
Hindlll, respectivamente. El producto obtenido por PCR fue digerido con las
enzimas Sall/Hindlll y clonado en las mismas dianas de restriccion del
plasmido YEp356 (Myers et al., 1986).

4.3. TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE

Las reacciones de restriccidon, ligaciones de DNA y otras técnicas de
DNA recombinante fueron llevadas a cabo tal y como se ha descrito en
(Sambrook et al., 1989).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de reaccion de 50

pl que contenian: 0.5 U de Expand High Fidelity DNA polimerasa (Roche), 1x
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de tampodn, 0.2 mM de cada ANTP y 10 ng de DNA molde. Las condiciones de
reaccion fueron de un ciclo inicial de 2 min a 92 °C para desnaturalizar el DNA
molde, seguido de 25 ciclos, en los cuales la desnaturalizacion se realizo
durante 1 min a 92 °C y las condiciones de hibridacion y elongacion se
realizaron segun el tamano del fragmento a amplificar. Para el degron,
utilizando el plasmido pTS842 como molde: 1 min a 57 °C y 1 min a 72 °C,
respectivamente. Para el casete KanMX-tetO,, utilizando el plasmido pCM224
como molde: 30 s a 50 °C y 4 min a 72 °C. Para el casete KanMX-tetO7,
utilizando el plasmido pCM325 como molde: 30 s a 50 °C de hibridacion

seguido de 2,5 min a 72 °C para la elongacion.

4.3.1. Transformaciones de células de E. coliy S. cerevisiae

Las células de E. coli fueron transformadas mediante el tratamiento
estandar con cloruro calcico (Sambrook et al., 1989).

Las células de S. cerevisiae fueron transformadas siguiendo el método
del acetato de litio modificado (lto et al., 1983). Para las transformaciones
heterélogas empleando los casetes KanMX-tetO, después de Ia
transformacion, las células fueron resuspendidas en 0.5 ml de medio liquido
fresco (YPD) e incubadas a 28 °C durante 3 horas, para permitir asi que las
células adquieran resistencia al antibidético G418. Posteriormente, las células
fueron sembradas en placas de YPD-G418, recientemente preparadas, para la
seleccién de los transformantes resistentes a G418 (Webster and Dickson,
1983).

4.3.2. Verificacion de transformantes resistentes a G418

La correcta recombinacion del casete KanMX4-tetO fue verificada por
PCR a partir de colonias (Huxley et al., 1990). Para el casete KanMX4-tetO se
utilizaron como cebadores: uno externo (5’) al casete (tetO-Ypi1 comp. 5’) y
uno interno al mismo (K2 3’), correspondiente al marcador KanMX4. Las
células se tomaron con una punta estéril y se depositaron en la base de un
tubo Eppendorf que se incubd por 90 segundos en el microondas a maxima

potencia, manteniendo la tapa del tubo abierta. Inmediatamente, las células
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fueron colocadas a -20 °C durante 5 minutos y una vez en hielo, se
resuspendieron en 25 pl de reaccion de PCR. Finalmente, el DNA amplificado

fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa.

4.3.3. Esporulacion de diploides

Los transformantes positivos a la PCR de colonias se seleccionaron en
placas de YPD-G418 y se inocularon en 5 ml de medio CM. Se incubaron
durante 48 horas a 28 °C. A las 48 horas de incubacion, los cultivos se
centrifugaron a 1600 xg, se lavaron 2 veces con agua destilada estéril y se
resuspendieron en 5 ml de medio de esporulacion (Adams et al., 1997),
incubandose a 28 °C hasta que mas del 50 % de células habian esporulado (4 -
7 dias). Posteriormente, las células fueron sometidas a un analisis de Random
Spore (Adams et al., 1997), con la siguiente modificacién: 1 ml de cultivo
esporulado se resuspendio en 5 ml de agua estéril y se incubd, a temperatura
ambiente y durante toda la noche, con 10 unidades de Zymoliasa-20T (MP
Biomedicals, Inc.) y 10 pyl de B-mercaptoetanol. Los cultivos asi tratados se
centrifugaron y las células fueron resuspendidas en 0,2 ml de agua estéril.

Desde este paso, se siguid el método descrito (Adams et al., 1997).

4.3.4. Seleccion de haploides

Una vez realizado el analisis por Random Spore las células fueron
plagueadas en medio YPD-G418 e incubadas a 28 °C durante 48-72 horas. De
las colonias crecidas se hicieron réplicas en medio CM carente del marcador de
seleccion del plasmido respectivo. Después de 48 horas de crecimiento se
seleccionaron las colonias mas pequefas, como indicativo de haploidia y se
sembraron en medio YPD para su posterior analisis de mating test segun

protocolos descritos (Treco and Winston, 1998).

4.4. CONSTRUCCION DE MUTANTES CONDICIONALES ypi1

Para ello hemos disefiado tres estrategias alternativas:

A) La creacion de un degrén, donde la proteina Ypi1, bajo el control del

promotor GAL1, es expresada de forma regulable y rapidamente degradable,

71



MATERIALES Y METODOS

gracias a la fusion in frame del gen que codifica la ubiquitina (Ub) con el
extremo N-terminal de Ypi1 (Bachmair and Varshavsky, 1989).

B) La expresion del gen YPI/1 desde un plasmido que contiene elementos del
promotor tetO, regulable por doxiciclina (Gari et al., 1997).

C) La sustitucion del promotor nativo del gen YPI1 por un promotor tetO (Belli
et al., 1998).

4.4.1. Creacion de un degrén

Utilizando el plasmido pWS-Ypi1 (Garcia-Gimeno et al., 2003) como
molde y los cebadores 5’HindllI-Ypi1 degrén y 3'Xbal-Ypi1 (ver tabla 5), que
llevan las dianas Hindlll y Xbal, respectivamente; se amplific6 mediante PCR,
un fragmento de 572 pb que contenia el ORF completo del gen YPI1 con 3
epitopos HA en la region N-terminal. El producto de PCR, fue analizado por
electroforesis en gel de agarosa y purificado siguiendo el protocolo comercial
del Kit Agarose Gel Extraction (Roche). Una vez purificado, tanto el fragmento
de PCR como el plasmido pTS842 (Bachmair and Varshavsky, 1989) fueron
digeridos con las enzimas Hindlll y Xbal y posteriormente ligados, dando lugar
al plasmido pTS-Ypi1, con el que se transformaron células de E.coli. EI DNA
plasmidico obtenido utilizando el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche) fue
verificado mediante la presencia de las dianas de restriccion Hindlll y Xbal y
por secuenciacion del DNA a partir del oligonucleétido 3' Xbal-Ypi1 degrén, en
un secuenciador Applied Biosystems 3100.

La construccidn asi obtenida, fue introducida en la cepa diploide M5
ypi1::KAN/YPI1 (Garcia-Gimeno et al., 2003), la cual fue posteriormente
sometida a esporulacion y a analisis de Random Spore para obtener la cepa
haploide MMRO02-1c (ver tabla 4). En la figura 14 se muestra la estrategia de

expresion basada en la utilizacion de un degron.

4.4.2. Construccion de un mutante condicional ypi1 regulable por
doxiciclina usando el promotor tetO presente en el plasmido pCM182

A partir del plasmido pWS-Ypi1 un fragmento de 603 pb, conteniendo el
ORF completo del gen YPI1 unido a 3 epitopos HA, fue digerido con las

72



MATERIALES Y METODOS

3HA] YPI1

GAL1p UB R _Lacl “.MCSs ACT1t

I HTTTITTITIITIT e RN

m!m pTS-Ypi1l
\{

Transformacion de cepa diploide M5 ypi1::KAN/YPI1

\

Esporulacion e identificacion de células haploides

\/

MMR02-1c
L AT IS HAYPIZINSN

S - S
e —

Figura 14. Estrategia de expresion de Ypi1 basada en un degrén

enzimas Hindlll/Sall y subclonado en el plasmido pBluescriptSK+ para obtener
el plasmido pBluescriptSK-Ypi1. Un fragmento de 637 pb que fue liberado
mediante digestion con enzimas Notl/Apal e insertado en el plasmido pCM182
(Gari et al., 1997), fue digerido con las mismas enzimas de restriccion dando
lugar al plasmido pCM182-Ypi1. EI mismo que fue introducido en la cepa
diploide M5 ypi1::KAN/YPI1 (Garcia-Gimeno et al., 2003). Esta cepa fue
sometida a esporulacion y a analisis de Random Spore para obtener la cepa
hapoide MMRO05-5a (ver tabla 4). En la figura 15 se muestra la estrategia de

expresion basada en este sistema.

4.4.3. Construccion del mutante condicional ypi1 por sustitucion
cromosémica de su promotor.
La construccion de este sistema de expresion se realizé bajo dos

aproximaciones:
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Figura 15. Sistema de expresién de Ypi1 regulable desde un plasmido
centromérico que lleva los elementos del promotor tetO.

- La sustituciéon del promotor nativo del gen YPI1 por el promotor KanMX-tTA-
tetO, derivado del plasmido pCM224.
- Creacién del mutante condicional ypi1 mediante una variante del sistema de

expresion tetO basado en el plasmido pCM325.

A) Sustitucion del promotor nativo del gen YPI1 por el promotor KanMX-
tTA-tetO,.

A partir del plasmido pCM224 (Belli et al., 1998) y mediante los
cebadores 5tetO-Ypi1 (A) y 3'tetO-Ypi1 (ver tabla 5), se generd el fragmento
de PCR de 3,8 Kb que contenia el promotor tetO, con el marcador de seleccion

KanMX4 vy el transactivador tTA. Los oligonucledtidos utilizados como
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cebadores contenian en su extremo 3’, 19 y 20 nucled6tidos homdlogas al
plasmido pCM224, respectivamente; precedidos de 43 nucleétidos homodlogos
a la regidon 5’ respecto de la posicion -7 del ORF de YPI1 [oligonucledtido 5'-
tetO-Ypi1 (A)] y 42 nucledtidos homologos al inicio de la region codificante del
gen YPI1 (oligonucledtido 3’tetO-Ypi1). El producto de PCR se analizé por
electroforesis en gel de agarosa y se purificd siguiendo el protocolo comercial
del Kit Agarose Gel Extraction (Roche). El casete de sustitucion asi obtenido se
transformé en la cepa DBY746 y la correcta insercidn del casete fue verificada

mediante PCR a partir de colonias (ver la figura 16).

oligo 5'tetO-Ypi1 (A oligo 3'tetO-Ypi
9 pi1 (A) . o tet0, olig P

Amplificacién por PCR

M

Transformacion de levadura
Cepa DBY746

v

Seleccion (células G418-resistentes)

M

Verificaciéon por PCR

YPI1, -7pb

Figura 16. Sistema de expresion de Ypi1, mediante el reemplazamiento del
promotor nativo del gen YPI1 por el casete de expresion KanMX4-tTA-tetO,
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B) Creacion del mutante condicional ypi17 mediante una variante del
sistema de expresion tetO.

A partir del promotor fetO se desarrollé6 una segunda aproximacion del
sistema de expresion mediante una variante en la que el transactivador tTA se
elimind del casete KanMX4-tetO7 y se integré en el locus TRP1 del genoma de
la levadura, dando lugar a la cepa CML476 (Yen et al., 2003). El nuevo casete
generado fue de menor tamafio y ello incremento la eficiencia de sustitucion del
promotor. El casete KanMX4-tetO; se amplifico por PCR, usando como molde
el plasmido pCM325 y como cebadores los oligonucledtidos: 3'tetO-Ypi1 vy
5'tetO-Ypi1 (B) (ver tabla 5) que contenian en el extremo 3’, 19 nucledtidos
homologos al plasmido pCM325, precedidos de 43 nucledtidos homdlogos a la
region 5’ respecto del coddén de inicio del gen YPI1. El producto de PCR se
analizé segun se ha descrito en el apartado A. El casete de sustitucion se
inserté en la cepa CML476 para obtener la cepa MMR09-4 y su correcta

integracion se verifico mediante PCR (ver figura 17).

4.5. CASETES DE DELECCION E INTERRUPCION DE GENES

La cepa MMR11-1 se construyo de la siguiente manera: el fragmento de
DNA de 2,7 kbp que contiene el casete GLC7-yEmCitrine::SpHisSMX y
regiones flanqueantes entre 206 nucledtidos upstream del coddn de inicio y
209 nucledtidos downstream del coddn de terminacion de GLC7, se amplificd
por PCR a partir de DNA gendmico de la cepa KT2422 y utilizando como
cebadores los oligonucledtidos Glc7-1256-fw y Glc7-1673-rev (ver tabla 5). El
fragmento amplificado se integré en el genoma de la cepa MMRO09-4
(tetO7:YPI1) por recombinacion homéloga para obtener la cepa MMR11-1. El
mismo casete se introdujo en la cepa SAY302 (sds22-5) para generar la cepa
MMR13-4 (ver tabla 4).

La cepa MMR23-4 se construyé como sigue: el fragmento de DNA de
1,5 kbp que contiene el casete mad1::nat1, se amplific6 por PCR utilizando
como molde el plasmido pAG25 (Goldstein and McCusker, 1999) y como
cebadores los oligonucleétidos MAD1-del1-For y MAD1-del2-Rev, que

contienen regiones flanqueantes entre 153 nucledtidos upstream del codon de
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oligo 5'tetO-Ypi1 (B) oligo 3'tetO-Ypi1
] R WA tet0, s
~mes J 7»%3
pCM325

Amplificacion por PCR

Transformacion de levadura
Cepa CML476

\/

Seleccion (células G418-resistentes)

v

Verificacién por PCR

MMRO09-4

Figura 17. Estrategia de expresion por reemplazamiento del promotor de Ypi1

por el promotor KanMX4-tetO; La cepa CML476, donde el transactivador (tTA) ha sido
integrado en el locus del marcador TRP1, fue transformada con el casete KanMX4-TetO;

amplificado desde el plasmido pCM325.

inicio y 50 nucledtidos downstream del codon de terminacion de MAD1 (ver
tabla 5). El fragmento amplificado se integré por recombinacion homaéloga en el
genoma de la cepa CML476 (WT). Los clones que contienen el casete
mad1::nat1 fueron seleccionados por su resistencia al antibidtico
nourseothricina (clonNAT, Werner Bioagents). La integracion del casete dentro

del genoma se verifico por PCR de colonias, usando los oligonucleétidos
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MAD1-For-Comp y 3’-NAT que amplifican, en caso de una correcta integracion,
un fragmento de DNA de 0,67 kbp. El mismo casete se introdujo en las cepas
MMROQ09-4 (tetO7:YPI1), SAY306 (WT) y SAY302 (sds22-5) para generar las
cepas MMR25-7, MMR19-3 y MMR21-1, respectivamente (ver tabla 4).

La cepa MMR24-3 se obtuvo como sigue: el fragmento de DNA de 1,35
kbp que contiene el casete mad2::nat1, se amplifico por PCR utilizando como
molde el plasmido pAG25 (Goldstein and McCusker, 1999) y como cebadores
los oligonucledétidos MAD2-del1-For y MADZ2-del2-Rev, que contienen regiones
flanqueantes entre 100 nucledtidos upstream del coddén de inicio y 44
nucledtidos downstream del codon de terminacion de MADZ2 (ver tabla 5). El
fragmento amplificado se integré por recombinacion homéloga en el genoma
de la cepa CML476. La seleccién de los clones positivos se realizé tal y como
se describe en el parrafo anterior. La integraciéon del casete dentro del genoma
se verifico por PCR de colonias, usando los oligonuclet6tidos MAD2-For-Comp
y 3-NAT que amplifican, en el caso de una correcta integracion, un fragmento
de DNA de 0,62 kbp. El mismo casete se introdujo en las cepas MMR09-4
(tetO7:YPI1), SAY306 (WT) y SAY302 (sds22-5) para generar la cepas
MMR26-2, MMR20-2 y MMR22-2, respectivamente (ver tabla 4).

Las cepas MMR29-4 y MMR33-3 se construyeron como sigue: los
fragmentos de DNA de 1,06 kbp y 1,07 kbp que contienen los casetes
swe1::HIS3 y swe1::TRP1, con regiones flanqueantes entre 500 nucleétidos
upstream del codon de inicio y 500 nucleétidos downstream del codon de
terminaciéon de SWE1, se amplificaron por PCR a partir de DNA gendmico de
las cepas YAC551 y YAC580, utilizando como cebadores los oligonucledtidos
For-SWE1 y Rev-SWET1 (ver tabla 5). El fragmento amplificado se integré por
recombinacién homéloga en el genoma de la cepa CML476. La integracion de
los casetes dentro del genoma se verific6 por PCR de colonias, usando los
oligonucleétidos 5° SWE1-Comp1, 3’ HIS3-Comp, y 5 SWE7-Comp, TRP1_3-
Comp, respectivamente, que amplifican fragmentos de DNA de 0,66 kbp y 0,76
kbp. Los mismos casetes se introdujo en la cepa MMR09-4 (tetO7:YPI1) para
generar la cepas MMR30-2 y MMR34-6, respectivamente (ver tabla 4).
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La cepa MMR27-10 se construyé de la siguiente manera: el fragmento
de DNA de 3,7 kbp que contiene el casete PDS7-13Myc:SpHis5 y regiones
flanqueantes entre 319 nucledtidos upstream y 246 nucledtidos downstream
del codén de terminacién de PDS1, se amplific6 por PCR a partir de DNA
gendémico de la cepa 6211 (Longtine et al., 1998) y utilizando como cebadores
los oligonucledtidos Up-PDS71 y Do-PDS1 (ver tabla 5). ElI fragmento
amplificado se integré en el genoma de la cepa CML476 por recombinacion
homologa para generar la cepa MMR27-10. La integracion del casete dentro
del genoma se verificé por PCR de colonias, usando los oligonucledtidos Up-
PDS1-Comp y Do-PDS1, que amplifican un fragmento de DNA de 0,97 kbp. El
mismo casete se introdujo en las cepas MMR09-4 (tetO7:YPI1), MMR29-4 y
MMR30-2 para generar las cepas MMR28-3, MMR35-7 y MMR36-1,
respectivamente (ver tabla 4).

La cepa MMR31-1 se obtuvo como sigue: el fragmento de DNA de 1,35
kbp que contiene el casete rad9::nat1, se amplificé por PCR a partir del
plasmido pAG25 (Goldstein and McCusker, 1999) y utilizando como cebadores
los oligonucledtidos Up-Del-RAD9a y Dwn-Del-RAD9a, que contienen regiones
flanqueantes entre 1 nucledtido downstream del coddon de inicio y 80
nucledtidos downstream del coddn de terminacion de RAD9 (ver tabla 5). El
fragmento amplificado se integré por recombinacion homdéloga en el genoma
de la cepa CML476. La integracion del casete dentro del genoma se verificd
por PCR de colonias, usando los oligonucleétidos Up.Comp.RAD9 y 3’-NAT,
que amplifican un fragmento de DNA de 0,69 kbp. El mismo casete se introdujo
en la cepa MMR09-4 (tetO7:YPI1) para generar la cepa MMR32-12 (ver tabla
4).

4.6. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para los ensayos de sobreexpresion de GLC7 se generd una version
mutada de la proteina en el motivo de unién (RVxF) a sus subunidades
reguladoras. Para ello, el codon que sintetiza la fenilalanina en la posicion 256
de GLCY7 se sustituyo por el codon que sintetiza alanina mediante mutagénesis
dirigida y utilizando como cebadores los oligos GLC7F256A-for y GLC7F256A-
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Do (ver tabla 6). Las reacciones de PCR se realizaron en 50 ul de volumen de
reaccion, afiadiendo: 0.5 U de Pfu DNA polimerasa (Roche), 1x de tampén, 0,2
mM de cada dNTP y 10 ng de DNA plasmidico (YEp-GLC7) como molde. Las
condiciones de reaccion fueron de un ciclo inicial de 0,5 min a 95 °C para
desnaturalizar el DNA molde, seguido de 16 ciclos, en los cuales la
desnaturalizacion se realiz6 durante 0,5 min a 95 °C y las condiciones de
hibridaciéon y elongacion durante 1 min a 50 °C y 18 min a 72 °C,
respectivamente. Para eliminar el DNA metilado, el producto de PCR se
sometié a una restriccién con la enzima Dpnl durante 4 horas a 37 °C, seguido
de una transformacién en células de E.coli. Una vez recuperado de la bacteria,
el plasmido se analiz6 en gel de agarosa, se purificé y secuencié en un
secuenciador Applied Biosystems 3100, en dos reacciones independientes de
PCR vy utilizando los oligos GLC7F256A.Comp-Rev 552 y GLC7F256A.Comp-
Rev 1100 (ver tabla 6).

4.7. BUSQUEDA DE GENES EN MULTICOPIA SUPRESORES DE LA
LETALIDAD PROVOCADA POR LA FALTA DE YPI1
4.7.1. Aislamiento de clones que muestran capacidad para suprimir el
fenotipo de letalidad provocado por la falta de Ypi1

La busqueda de genes supresores se realizé utilizando dos estrategias
diferentes basadas en la represion de la expresion de Ypi1.
- Cepa MMRO08-1b:

El plasmido YEpLac195-YPI1, conteniendo el ORF completo del gen
YPI1, se introdujo en la cepa diploide M5ypi1::KAN/YPI1 (Garcia-Gimeno et al.,
2003). Esta cepa se sometié a esporulaciéon y a analisis de Random Spore para
obtener la cepa haploide MMRO08-1b, que expresa Ypi1 desde el plasmido
YEpLac195-YPI1 (ver tabla 4).
- Cepa MMR09-4:

Cepa donde el promotor nativo del gen YPI1 fue reemplazado por el
sistema de expresion tetO; (Yen et al., 2003) y la expresion de YPI1 es

fuertemente reprimida por adicion de doxiciclina (ver figura 17).
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Las cepas MMRO08-1b y MMR09-4 se transformaron con bibliotecas
gendmicas en multicopia construidas en los plasmidos YEp13 (ATCC n° 37415)
y YEp24 (facilitada por el Dr. Ramon Serrano), respectivamente. Ambas
genotecas habian sido construidas realizando una restriccién parcial con la
enzima Sau3A, teniendo en cuenta que el tamafio de los fragmentos
gendémicos obtenidos fuese de unos 6 a 7 kpb. Por tanto, para tener
representado, con una probabilidad del 99%, todo el genoma de S. cerevisiae
(12 x 10° pb) se necesitarian del orden de 8,000 clones (Treco and Winston,
1998). Como controles se utilizaron las mismas cepas transformadas con el
plasmido correspondiente sin inserto. Las células transformadas con estos
plasmidos fueron seleccionadas por su capacidad de crecer en el medio
sintético carente de leucina en el caso de YEp13 y carente de uracilo en el
caso de YEp24, en presencia de 100 ug/ml de doxiciclina.

En el caso de las células portadoras del plasmido YEp13, las células que
crecieron entre las 72 horas se replicaron en medio sintético carente de leucina
y suplementado con 0,1 % de 5-FOA (Burke et al., 2000). El 5-FOA impide el
crecimiento de células que expresan el gen URAS3. Los transformantes MMRO08-
1b-YEp13, expresan el gen URA3 desde el plasmido YEpLac195-YPI1. Por
tanto, la exposicion de estas células a medios que contienen 5-FOA provocaria
la pérdida del plasmido YEpLac-YPI1. De esta manera seria posible la
seleccion de los clones capaces de suprimir el fenotipo de letalidad provocado
por la falta de YPI1. Las colonias macroscépicas observadas entre las 48 y 120
horas de incubacion se consideraron como positivas, ya que la cepa control,
portando un plasmido vacio, dejaba de crecer en ese mismo intervalo de
tiempo. Para comprobar la pérdida del plasmido YEpLac-YPI1, las colonias
consideradas positivas se recogieron en 5 ml de medio carente de leucina
(para garantizar el mantenimiento del plasmido YEp13), se incubaron durante
24 horas y se sembraron en placas carentes de uracilo.

En el caso de las células transformadas con el plasmido YEp24, las
colonias macroscopicas que aparecieron entre las 72 de incubacion, se

replicaron en placas carentes de uracilo conteniendo 100 pg/ml de doxiciclina y
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se crecieron durante 72 - 96 horas ya que la cepa control, portando un

plasmido vacio, dejaba de crecer en ese mismo intervalo de tiempo.

4.7.2. Identificacion de los ORFs responsables de suprimir el fenotipo de

letalidad provocado por la falta de Ypi1

Del total de clones seleccionados como posibles supresores de la
letalidad provocado por la falta de Ypi1, los clones que contenian el gen YPI1
se descartaron mediante PCR de colonias (Huxley et al., 1990) empleando
oligonucledtidos &' ypi1-fw y 3' ypi1-rev, que amplifican la region codificante del
gen YPI1 (ver tabla 5). De los clones negativos para YPI/1 se aislo el DNA
plasmidico, que se amplificé en bacteria, se purifico y se realizé un analisis de
restriccion con la enzima EcoRI, a fin de identificar insertos idénticos. Los
clones que evidenciaron una estructura fisica diferente fueron secuenciados
parcialmente, empleando oligonucledtidos especificos de la region cercana a la
diana de clonacién del vector. La identificacion de la region cromosdmica
correspondiente al inserto se realiz6 mediante analisis BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) empleando los recursos
habilitados por la base de datos Saccharomyces Genome Database (Cherry et
al., 1997).

Los clones seleccionados fueron transformados nuevamente en las
respectivas cepas para corroborar la supresion de la letalidad de YPI1 bajo las

condiciones ensayadas.

4.8. ESTUDIO DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL RESULTANTE DE LA
MUTACION CONDICIONAL DE YPI1
4.8.1. Obtencidén de muestras para extraer RNA

El RNA se obtuvo a partir de las cepas CML476 (wt) y MMRO09-4
(tetO7:YPIT). Cultivos creciendo en fase exponencial se diluyeron a una ODggo
de 0,1, en ausencia y presencia de 100 ug/ml, y se tomaron muestras a las 0,
2,4 y 6 horas en un volumen equivalente a 15 ODs, que se conservaron a - 80

°C hasta su posterior tratamiento.

82



MATERIALES Y METODOS

4.8.2. Extraccion de RNA total

El RNA total fue extraido usando el kit de RiboPure™-Yeast (Ambion) y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La integridad y calidad de los
RNAs se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en
condiciones desnaturalizantes. La cuantificacion de los RNAs se realiz6 en un

BioPhotometer (Eppendorf) mediante espectrofotometria a 260 nm.

4.8.3. Sintesis de cDNA y microchips de DNA

El andlisis transcripcional se realiz6 usando microarrays de DNA que
contienen fragmentos de 6014 Open Reading Frames de S.cerevisiae
amplificados por PCR (Alberola et al., 2004; Viladevall et al., 2004). EI DNA
amplificado fue resuspendido en 50% de DMSO y depositado en una superficie
de vidrio cubierta de aminosilano (UltraGAPS™: Corning Glass) usando un
robot Micro Grid Il Spotter (BioRobotics). EI cDNA marcado con los fluoréforos
Cy3 y Cy5 fue preparado a partir de 8 pg de RNA total, utilizando oligo (dT)
como cebador de la transcriptasa inversa mediante el método de marcaje
indirecto usando el kit CyScribe post-labeling (GE Healthcare Life). La pre-
hibridacion, hibridacién y lavados de los microchips se realizaron siguiendo las
recomendaciones del Institute for Genomic Research, con pequeias
modificaciones. La pre-hibridacion de los microarrays se hizo en una solucion
que contiene 5x SSC, 0,1 % de SDS y 1 % de BSA (Sigma A3803) durante 1
hora a 42 °C. Para la hibridacion, cada cDNAs marcado con los fluoréforos Cy3
y Cy5 se resuspendié en 35 pl de solucién de hibridacion (50% de formamida,
5x SSC, 0,1% SDS). Se mezclaron y se anadieron 5 uyg de DNA de esperma
de salmon antes de proceder a la desnaturalizacién durante 3 minutos a 95 °C.
La hibridacion del DNA microarray se realizd en un equipo ArrayBooster
hybridization station (Sunergia Group) durante 14 horas a 42 °C.

Los lavados de los microarrays se realizaron en tres pasos utilizando
cubetas de tincidon y agitadores magnéticos. El primer lavado se realizé en una
solucién de 1x SSC y 0,2 % de SDS a 42 °C.El segundo lavado en una
solucion de 1x SSC y 0,2 % de SDS y el tercer lavado en una solucion de 0,1x

de SSC, ambos a temperatura ambiente. Finalmente los microchips se lavaron
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dos veces en agua MilliQ y se secaron mediante centrifugacion durante 1
minuto a 1500 rpm (Centrifuga 5810, Eppendorf)

Para detectar la fluorescencia, los microchips secos se introdujeron en
un escaner de fluorescencia, ScanArray 4000 (Packard Instrument Co.), donde
las imagenes Cy3 y Cy5 fueron obtenidas con una resolucion de 10 um. Este
escaner esta dotado de un laser y dos filtros, que permiten detectar la emision
de fluorescencia y genera una imagen virtual indicando la intensidad de
fluorescencia en cada punto del microchip, que se midié y procesé usando el
programa GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices). Los spots con un diametro
inferior a 120 ym o con una intensidad de fluorescencia para Cy3 y Cy5 por

debajo de 150 unidades no fueron considerados para el analisis posterior.

4.8.4. Analisis global de los cambios en el perfil transcripcional causados
como respuesta a la falta de YPI1

Para eliminar los efectos de las posibles diferencias de incorporacion
entre los fluorocromos se hicieron réplicas técnicas en las que se realizaba el
marcaje reciproco. Puesto que cada gen puede estar mas de una vez
representado en los microchips, el valor asignado a cada uno de los genes se
obtuvo promediando los valores de todos sus spots dentro del mismo
microchip. El valor definitivo asignado a cada gen se obtuvo promediando los
valores procedentes de las dos réplicas técnicas. Soélo fueron tenidos en
cuenta aquellos genes para los cuales se disponia de datos en los dos
microchips.

Un gen fue considerado inducido o reprimido cuando la razon de
mutante condicional tetO;:YPI1 versus la cepa salvaje fue superior a 2,0 o
inferior a 0,5, respectivamente. Los genes que presentaron cambios de
expresion en el mutante tetO;: YPI1 se seleccionaron para su posterior analisis.
El programa GEPAS v3.1 (Montaner et al., 2006) se utilizd para realizar el
procesamiento inicial de los datos Los genes también fueron ordenados por
categorias funcionales mediante los clasificadores interactivos FunCat del
MIPS (Ruepp et al., 2004) y GO Saccharomyces Genome Database (Dwight et

al., 2002). El analisis del perfil de expresién de los genes seleccionados se
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determind utilizando los programas Gene Cluster v3.0 y TreeView v.1.1.3,
(Eisen et al., 1998)

4.9. REVERSE TRANSCRIPTASE- PCR (RT-PCR SEMICUANTITATIVA)

Las cepas CML476 y MMR09-4 (ver tabla 4) se crecieron en YPD
durante 24 horas, se diluyeron a una ODeggo de 0,1 y se crecieron durante 6
horas en presencia de 100 ug/ml de doxiciciclina. Las células se recogieron a
las 0, 1, 2, 4 y 6 horas, en un volumen equivalente a 10 ODsggp (por ejemplo
100 ml a ODggp de 0,1), se centrifugaron 2 minutos a 4 °C y 1800 xg, se lavaron
una vez con agua MilliQ fria y se centrifugaron nuevamente para obtener un
pellet de células secas que se congelaron a - 80 °C hasta la extraccion del RNA,
que se realizo segun se detalla en el apartado 4.8.2.

Se uso6 un ug de RNA para generar el cDNA utilizando el kit de OneStep
RT-PCR (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. La
amplificacion de YPI1 y CDC11 se realiz6 utilizando los oligos RT_YPI1_UP,
RT_YPI1_DO y RT_CDC11_For, RT_CDC11_Rev, respectivamente (ver tabla
7). La reaccion de la transcripcion reversa fue de 30 min a 50 °C, seguidos de
una incubacioén a 95 °C durante 15 min (inactivacion de la transcriptasa reversa
y activacion de la Taq polimerasa). Las condiciones de reaccion de PCR fueron
de 24 ciclos, en los cuales la desnaturalizacion se realizé durante 45 s a 94 °C
y las condiciones de hibridacién y elongacion se realizaron durante 45 s a 50
°C y 60 s a 72 °C, respectivamente. Finalmente, los productos de la PCR se

analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2 %.

4.10. ENSAYO B-GALACTOSIDASA

Las cepas CML476 y MMRO09-4 (ver tabla 4) transformadas con un
plasmido que contiene el promotor de CDC26 y dirige la expresion del gen
reporter B-galactosidasa (YEp356-Prom CDCZ26) se crecieron en un medio
sintético carente de uracilo durante 24 horas, se diluyeron en 3 ml de YPD
hasta una ODggo de 0,4; 0,2; 0,1 y 0,05, en ausencia y presencia de 100 ug/mi

de doxiciclina y se crecieron durante 3, 6, 9 y 12 horas, respectivamente.
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Para realizar el ensayo (3-galactosidasa las células fueron sedimentadas
durante 5 minutos a 1800 xg y resuspendidas en 300 ul de buffer Z (60 mM
Na;HPO4, 40 mM NaH;PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSO4 35 mM 2-
mercaptoetanol). Cien ul de la suspension de células se diluyeron en tubos de
ensayo conteniendo 900 ul de buffer Z, donde las células se permeabilizaron
por adicion de 40 pl de cloroformo, 20 yl de SDS al 10 %, y agitacién durante
15 segundos. Los restantes 200 pl de la suspension de células en buffer Z
fueron almacenados a 4 °C. Los 100 ul de la suspension de células se
equilibraron colocando los tubos de ensayo a 30 °C en un bafio de agua.
Transcurridos 15 minutos, se afiadi6 como sustrato 0,2 ml de ONPG para
comenzar la reaccion enzimatica (Reynolds et al., 1997), la cual se evidencio
por aparicion de un color amarillento en la mezcla, tipico del producto formado.
La parada de la reaccion enzimatica se realizé cambiando el pH de la reaccion
mediante la adicion de 500 yl de 1 M NayCOs;. La formaciéon del producto se
evalué mediante espectrofotometria a 405 nm, en placas de 96 pocillos y
usando el lector de placas iGems Reader MF (Labsystems). La cantidad de
células de la suspension fue monitorizada mediante absorbancia a 620 nm. La
actividad B-galactosidasa se expresd en unidades Miller usando la siguiente

férmula: [(1000 x A4ps) / (tiempo de reaccion x Aezo)].

4.11. ANALISIS FENOTIPICO Y OTRAS TECNICAS
4.11.1. Efecto de la disminucion condicional de Ypi1 en el crecimiento
celular

Para evaluar el efecto de la disminucion de Ypi1 en el crecimiento
celular se utilizaron 3 tipos de mutantes condicionales:
- MMRO02-1c: Cepa basada en un degron, donde la proteina Ypi1, bajo el
control del promotor GAL, es expresada de forma regulable y rapidamente
degradable, mediante la fusién in frame del gen que codifica la ubiquitina (Ub)
(Bachmair and Varshavsky, 1989).
- MMRO05-5a: Cepa basada en el sistema tet-off, donde el gen YPI1 es
expresado desde un plasmido que contiene elementos del promotor tetO

regulable por doxiciclina (Gari et al., 1997).
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- MMRO09-4: Cepa basada en el sistema tet-off, construida por sustitucién del
promotor nativo del gen YPI1 por un promotor tetO regulable por doxiciclina
(Belli et al., 1998).

A) La cepa MMRO02-1c (ver tabla 4) se creci6 en medio CM
suplementado con galactosa (CMGal) durante 24 horas. Se diluyd a ODeggo de
0,01 en medio CMGal y medio CM suplementado de glucosa (CMGlu), y se
incubd durante 56 horas. Para evitar el efecto de la disminucion de nutrientes
los cultivos fueron alimentados con medio fresco cada 24 horas. El crecimiento
fue monitorizado midiendo la densidad oOptica de los cultivos a diferentes
intervalos de tiempo.

B) La cepa MMRO05-5a creciendo en fase exponencial fue diluida a una
ODegsp de 0,05 y sembrada en placas de CM, en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de doxiciclina. Los mismos cultivos en fase
exponencial fueron diluidos a ODgsp de 0,01 en medio CM en ausencia y
presencia de 50 ug/ml de doxiciclina e incubados durante 80 horas, afiadiendo
la misma cantidad del antibidtico cada 12 horas para remediar su degradacion.
El crecimiento en placa fue monitorizado a las 48 horas por drop tests y el
crecimiento en liquido mediante espectrofotometria.

Para verificar la disminucion de los niveles de la proteina Ypi1 en las
cepas MMRO02-1c y MMRO05-5a, se realizdé un analisis de inmunoblot.

C) La cepa MMR09-4 y su correspondiente cepa isogénica salvaje
CMLA476, creciendo en fase exponencial fueron diluidas a una ODegg de 0,05 y
sembrada en placas de YPD en ausencia y presencia de 100 pg/ml de
doxiciclina. Los mismos cultivos fueron diluidos a una ODego de 0,01 en YPD en
ausencia y presencia de 100 ug/ml de doxiciclina y se incubaron durante 40
horas. La monitorizacién del crecimiento se realizé de la misma manera que la
cepa MMRO05-5a. Para verificar la disminucién transcripcional de YPI1,
muestras de los cultivos, a los intervalos de tiempo indicados, fueron
procesadas para un analisis de RT-PCR.

Para evaluar si la disminucion de Ypi1 provoca una alteracién en el ciclo
celular los cultivos, creciendo en exponencial, fueron diluidos a ODggp de 0,01

en YPD conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina e incubados durante 12 horas;
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momento en que se sincronizaron en fase G1 mediante adicion de 10 pg/ml de
a-factor mas 100 ug/ml de doxiciclina. Después de 2 horas de incubacién, las
células se lavaron 3 veces y se resuspendieron en YPD fresco conteniendo 100
pg/ml de doxiciclina y 0,2 M de hidroxiurea, para sincronizar a las células en
fase S. Se incubaron a 28 °C durante 30 minutos, se volvieron a lavar 3 veces,
se resuspendieron en YPD fresco conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina y se
crecieron durante 4 horas. EI mismo protocolo fue usado para las células no
tratadas con doxiciclina y para la cepa salvaje CML476. En todos los casos,
alicuotas de los cultivos a diferentes tiempos y después de la eliminacion de la
hidroxiurea se fijaron con 3,7 % de formaldehido durante 60 minutos y se
conservarona a 4 °C hasta su posterior tratamiento para inmunocitoquimica

(alicuotas de cultivos creciendo 2 horas) y tincion con DAPI.

4.11.2. Efecto de la disminucion funcional de Sds22 en el crecimiento
celular

Las cepas SAY306 (WT) y SAY302 (sds22-5) fueron sincronizadas en
fase G1 como se indica en el parrafo anterior, excepto que el crecimiento se
realizd a 24 °C y sin adicion de doxiciclina. Después de los lavados las células
se resuspendieron en YPD fresco y los cultivos se dividieron en dos alicuotas,
que se incubaron a 24 °C y 37 °C (previo precalentamiento del medio durante
10 minutos), durante 4 horas. Las células recolectadas a diferentes intervalos

de tiempo fueron procesadas como se indica en el parrafo anterior.

4.11.3. Ensayos de sobreexpresion

Los ensayos de sobreexpresion fueron monitorizados en placas por
“drop tests”. Para ello, cultivos saturados, creciendo 48 horas en medio CM se
diluyeron a una ODeggo de 0.05. Se realizaron diluciones seriadas (1:5) y 3 ul de
cada dilucién se depositaron en el medio de cultivo indicado y se incubaron a

28 °C (excepto si se indica otra cosa).

4.11.4. Ensayos de sensibilidad

Los ensayos de sensibilidad a agentes quimicos vy fisicos que dafian la

pared celular como el blanco de calcofluor, rojo congo, cafeina y sonicacion,
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respectivamente, se realizaron siguiendo protocolos descritos previamente en
(Ruiz et al., 1999).

Para evaluar la sensibilidad a agentes quimicos y fisicos que danan el
DNA se utilizé MMS (Sigma M-4016) a una concentracion de 0,025 y 0,035 %
(V/V), hidroxiurea (Sigma H8627) a una concentracion de 0,050 y 0,075M, y la
radiacién ultravioleta a una potencia de 60 y 80 pJulios/m?, mediante el uso de
un equipo Stratalinker (Statagene).

Para los ensayos de sensibilidad a compuestos que despolimerizan los
microtubulos se utilizé benomil (Sigma 381586), diluido en DMSO y a una
concentracion de 25y 30 ug/ml.

El analisis de muerte celular se realizé mediante el método de exclusion
de azul de Tripano. Las células se expusieron al azul de Tripano (0,2% de
concentracion final en PBS) y el porcentaje de células muertas, positivas para
esta tincion, se determind por recuento de aproximadamente 500 células
(Kucsera et al., 2000).

4.12. CITOMETRIA DE FLUJO (FLUORESCENCE ACTIVATED CELL
SORTING, FACS)
A) Obtencién de las muestras

Las diversas cepas que contienen el casete de expresiéon condicional
del gen YPI1 (MMR09-4, MMR29-4, MMR30-1), incluida la cepa isogénica
salvaje CML476 (ver tabla 4) se crecieron en YPD hasta la saturacion. Los
cultivos se diluyeron hasta una ODggy de 0,01 en YPD conteniendo 100 pg/ml
de doxiciclina y se incubaron durante 12 horas. Los cultivos se volvieron a diluir
hasta una ODgs de 0,25, en 15 ml de YPD conteniendo 100 ug/ml de
doxiciclina y se sincronizaron en G1 por adicion de 5 ug/ml de a-factor durante
75 minutos. Se centrifugaron a 1800 xg durante 2 minutos y se lavaron 3 veces
con YPD. Se resuspendieron en 15 ml de YPD conteniendo 100 ug/ml de
doxiciclina y se incubaron durante 4 horas. Las muestras se recogieron cada
25 minutos a partir del momento de la aparicion de la gema, que se evidencid

por observacion al microscopio.
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B) Fijacion

Aproximadamente, 107 células por muestra se fijaron por resuspension
en 1 ml de etanol al 70 % (v/v) y se conservaron, en esta misma solucion, a 4
°C hasta su posterior analisis. Posteriormente, para facilitar la hidrdlisis del
RNA, las células fijadas se centrifugaron a 1800 xg durante 2 minutos, se
lavaron dos veces con 1 ml de 50 mM de Tris-HCI pH 7,8, se resuspendieron
en el mismo tampdén conteniendo 200 ug/ml de RNasa A y se incubaron

durante 2 horas a 37 °C o durante toda la noche a 24 °C.

C) Tincién con ioduro de propidio

Para permeabilizar las células al ioduro de propidio se realiz6 una
digestion parcial durante 30 minutos a 37 °C, en 5 mg/ml de pepsina diluida en
50 mM de HCI. Las células se lavaron en 1 ml de solucién tampon de FACS
(200 mM Tris-HCI pH 7,8; 211 mM NaCl; 78 mM MgCl,) y se resuspendieron
en 0,5 ml de tampon de FACS suplementado con 20 pg/ml de ioduro de
propidio. En este estado y protegidas de la luz, las células se conservaron a 4

°C hasta su analisis.

D) Anadlisis en el citémetro de flujo

Antes de iniciar el andlisis en el citdmetro de flujo, se transfirieron 50 pl
de la suspensién de células teiidas con ioduro de propicio en tubos de ensayo
conteniendo 1 ml de 50 mM Tris-HCI pH 7,8. La suspensién se sonicd en un
Digital Sonifier (Branson) durante 20 segundos y a una intensidad constante de
30W. La sonicacion es de vital importancia en esta técnica porque nos asegura
que cada lectura corresponda a una unica célula, evitando asi que 2 células
agrupadas con contenido de DNA 1n sean contadas como una sola particula
con contenido de DNA 2n.

Las muestras conteniendo aproximadamente 20,000 células, se
analizaron en un FACScan (Becton-Dickinson), donde la lectura de la emisién
de fluorescencia del ioduro de propidio se realizd6 en el canal FL2-H. El
contenido relativo de DNA, que indica la proporcion de células en G1

(contenido 1n), G2/M (contenido 2n) y S (contenido intermedio), se representd
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graficamente como un histograma del numero de eventos (Y) versus el canal

de emision de fluorescencia FL2-H (X).

4.13. EXTRACCION DE PROTEINAS Y ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA SDS-PAGE
4.13.1. Ypi1

Cultivos de las cepas MMR02-1c y MMRO05-5a fueron procesados como
se detalla en el apartado 4.11.1 (A y B) y los extractos crudos de levaduras
fueron preparados como se ha descrito previamente en (Garcia-Gimeno et al.,
2003). Los extractos conteniendo 50 pg de proteina se sometieron a
electroforesis en geles de poliacriamida al 10 % (P/V) y fueron transferidos a

una membrana de PVDF Hybond-P (Amersham Biosciences).

4.13.2. Pds1

Cultivos de las cepas que expresan la proteina recombinante Pds1-
13Myc (MMR27-10, MMR28-3, MMR35-7 y MMR36-1) se crecieron en YPD
hasta la saturacién, se diluyeron a ODggo de 0,01 en presencia de 100 ug/ml de
doxiciclina y se incubaron durante 12 horas. Las células se sincronizaron en
fase G1 por adicion de 10 ug/ml de a-factor en presencia de la misma cantidad
de doxiciclina fresca y se incubaron durante 2 horas a 30 °C. El a-factor se
eliminé mediante 3 lavados con YPD, resuspendiendo las células sincronizadas
en 30 ml de YPD conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina e incubandolas durante
110 minutos. Muestras de cultivos, en volumenes equivalentes a 2,5 ODs, se
recolectaron a los 0, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 y 110 minutos, los mismos
que se centrifugaron a 1800 xg y se congelaron a - 80 °C. Los extractos crudos
de los respectivos cultivos se obtuvieron por resuspension de las células en
150 yl de 2 M de NaOH y 80 ul de B-mercaptoetanol, seguido de una
incubacion a 4 °C durante 5 minutos. Los células resuspendidas se
centrifugaron a 800 xg por 5 minutos a 4 °C, se volvieron a resuspender en 50
pl de buffer de carga SDS-PAGE (125 mM Tris-HCI pH 6,8; 40% glicerol; 8%
SDS; 0,2% azul de bromofenol) al 2x conteniendo 1 mM de dithiothreitol (DTT),

se hirvieron a 95 °C por 5 minutos y se centrifugaron a 800 xg. Las proteinas
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presentes en 5-10 ul de extractos crudos se separaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10 % (P/V) y se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa (Hybond C-Extra; Amersham Biosciences).

4.13.3. Cdc11

Cultivos de las cepas CML476 y MMRO09-4 se crecieron hasta la
saturacion en YPD, se diluyeron a ODggo de 0,01 en presencia de 100 yg/ml de
doxiciclina y se incubaron durante 48 horas, diluyendo hasta una ODegg 0,01 y
afnadiendo doxiciclina cada 12 horas. Muestras de los cultivos en un volumen
equivalente a una OD se tomaron cada 12 horas, los mismos que se
centrifugaron a 1800 xg y se congelaron a -80 °C. La obtencién de los extractos
crudos y la separacidon electroforética se realizaron como se detalla en el

apartado anterior.

4.13.4. Swe1l

Cultivos de las cepas CML476 y MMRO09-4 se procesaron tal como se
detalla en el apartado 4.13.2 de esta seccion. Los extractos crudos de

levaduras fueron preparados segun se ha descrito en (Shulewitz et al., 1999).

4.13.5. Cdc28™""°

Cultivos de las cepas CML476, MMR09-4 y MMR36-1 se procesaron tal

como se detalla en el apartado 4.13.2 de esta seccion.

Los extractos proteicos de levaduras se obtuvieron siguiendo el método
del acido tricloroacético (TCA). Las células presentes en 5 ml de cultivo se
resuspendieron en 1 ml de TCA al 20%, incubaron a 4 °C durante 30 minutos,
centrifugaron 2 minutos a 5000 xg y se lavaron en 1 ml de Tris-Base 1M (sin
ajustar el pH). Las células lavadas se resuspendieron en 100 ul de buffer de
carga SDS-PAGE 2x conteniendo 1 mM de dithiothreitol (DTT) y se hirvieron a

95 °C durante 2 minutos. Se afiadi6 un volumen igual de bolas de vidrio
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(Sigma), se hirvié a 95 °C durante 2 minutos, se lisé a 4 °C por agitacion
vigorosa (3 sesiones de 30 s cada uno, separadas de un minuto en hielo entre
cada sesion) en un Fast Prep cell breaker (setting 4.5; Bio 101 Inc., Vista, CA) y
se volvid a hervir a 95 °C por 2 minutos. Para recuperar los extractos, se
perfor6 con una pequefia aguja la base de los respectivos microtubos, que se
introdujeron en microtubos limpios y se centrifugaron a 800 xg durante 5
minutos. Los extractos asi obtenidos se volvieron a centrifugar a 800 xg
durante 5 minutos y los respectivos sobrenadantes se transfirieron a
microtubos nuevos. La proteina presente en 10-20 pl de extractos se separd
por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% (P/V) y se transfirié a

membranas de nitrocelulosa (Hybond C-Extra; Amersham Biosciences).

4.14. NMUNOBLOT (WESTERN BLOT) Y ANTICUERPOS EMPLEADOS

Inmunoblot de Ypi1: Las membranas fueron incubadas por 12 horas
con el anticuerpo primario monoclonal anti-HA (Roche Applied Science), a una
dilucion 1:500 y el anticuerpo secundario horseradish peroxidase-conjugated
anti-mouse Ig G (Amersham Biosciences), a una dilucién 1:20000. La proteina
fue visualizada mediante el uso de un Hyperfim™ ECL (Amersham
Biosciences) y reactivos de quimioluminiscencia (ECL, Amersham

Biosciences).

Inmunoblot de Pds1: Las membranas fueron incubadas por 12 horas
con el anticuerpo primario anti-c-myc 9E10 (Covance Inc.), a una dilucién
1:2000, seguido por el anticuerpo secundario horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse o anti-rabbit IgG (Amersham Biosciences), a una
dilucion 1:20000.

Inmunoblot de Cdc11: Las membranas se incubaron durante 2 horas
con el anticuerpo primario anti-Cdc11 (y-415) (sc-7170; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), a una dilucion 1:1000, seguido por el anticuerpo
secundario horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit Ig G (Amersham

Biosciences), a una dilucion 1:20000.
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Inmunoblot de Swe1: Las membranas fueron incubadas por 12 horas
con el anticuerpo primario anti-Swe1 (y-311) (sc-7171; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), a una dilucién 1:500, seguido por el anticuerpo secundario
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit Ig G (Amersham Biosciences), a
una dilucion 1:20000.

Inmunoblot de Cdc28™™: Las membranas fueron incubadas durante
12 horas con el anticuerpo primario anti-phospho-Cdc2 (Tyr'®) (Cell Signaling
Technology), a una dilucion 1:500 y siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial, seguido por el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG (Amersham

Biosciences), a una dilucion 1:20000.

Para realizar el control de carga de las proteinas Pds1, Cdc11, Swe1 vy
Cdc28™" se realiz6 un stripping de las membranas, siguiendo el protocolo de
la casa comercial (Hybond C-Extra; Amersham Biosciences), las mismas que
se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo anti-actin (I-19; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), a una diluciéon 1:2000, seguidos por el anticuerpo
secundario anti-rabbit IgG (Amersham Biosciences), a una diluciéon 1:20000.
Finalmente, las proteinas fueron detectadas usando el kit ECL Western blotting
detection (Amersham Biosciences) y el equipo de quimioluminiscencia LAS-

3000 (Fuji) en combinacion con el programa Multi Gauge, v3.0.

4.15. TECNICAS DE MICROSCOPIA E INMUNOCITOQUIMICA
4.15.1. Técnicas de tincion
4.15.1.1 Tincién con DAPI

Para visualizar la posicion y el numero de nucleos, las células de
levadura, se fijaron con 3,7 % de formaldehido durante 60 minutos, se lavaron
y se resuspendieron en 10 ul de PBS. A continuacion, se tifieron con la sonda
intercalante de fluorescencia DAPI, a una concentracion de 0,1 mg/ml. Para
ello, se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 2
veces con PBS y se resuspendieron en 4 ul de solucién de montaje (0,1 % de
1,4-fenilendiamine en PBS (P/V), 70 % de glicerol) (Pringle et al., 1991). Las
muestras se colocaron en portaobjetos, se cubrieron con cubreobjetos y se
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sellaron con esmalte de ufas incoloro. La visualizacion de las muestras se
realizd con el objetivo 100x y utilizando el microscopio 6ptico de fluorescencia
Nikon Eclipse E-800.

4.15.1.2. Tincién con Faloidina

Para visualizar el esqueleto de actina de las respectivas cepas de
levadura, las células contenidas en 100 ul de cultivo se fijaron en 4 % de
formaldehido durante 10 minutos. Seguidamente, se centrifugaron a 800 xg
durante 5 minutos , se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en 50
ul de PBS. Las células resuspendidas, se tifieron con 5 pl de una solucion de
6,6 M de Rodamina/Faloidina diluida en metanol (77418-Sigma Aldrich) y se
incubaron durante 12 horas en oscuridad. Las células se lavaron 5 veces con
PBS y se resuspendieron en 4 pl de solucion de montaje. La visualizacion de
las muestras se realizé utilizando el mismo sistema detallado en el apartado

anterior.

4.15.2. Localizaciéon subcelular de proteinas de fusiéon con GFP y Glc7-
yEmCitrine

La cepa MMR11-1, que expresa la proteina recombiante Glc7-
yEmCitrine, fue usada para estudiar la localizacion subcelular de GlIc7 en
ausencia de la proteina Ypi1. Las células de levadura se crecieron en YPD
hasta la saturacion, se diluyeron a ODggp 0,01 y se incubaron durante 1 hora.
Se afadio doxiciclina (diluida en etanol al 50 %), a una concentracion final de
100 pg/ml. A los controles se les afadio el mismo volumen del diluyente. Los
cultivos se crecieron durante 24 horas a 28 °C y se afnadio la misma cantidad
de doxiciclina y diluyente cada 12 horas para remediar su posible degradacion.
Las células se recolectaron después de las 24 de incubacion, se centrifugaron
a 800 xg, se resuspendieron en PBS y se fijaron con 2 % de formaldehido
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células asi fijadas, se lavaron 3
veces con PBS y se conservaron a 4 °C hasta su posterior observacion
microscopica. De manera similar, la cepa MMR13-4 fue usada para monitorizar

la localizacion de Glc7 en ausencia de la proteina Sds22 funcional. Las células
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se crecieron en YPD a 26 °C hasta una ODeggo de 0,5, momento en que fueron
mantenidas a la misma temperatura o fueron sometidas a un shift de
temperatura de 26 °C a 37 °C durante 1 hora. Las muestras fueron tomadas y
fijadas como se describio para la cepa MMR11-1. La observacion microscopica
de las muestras se realizé tal como se detalla en el primer apartado de esta

seccion.

4.15.3. Localizacién de Cdc11

Las cepas CML476 y MMRO09-4 se transformaron con el plasmido
centromérico pAC115, que expresa la proteina de fusion Cdc11-GFP
(Casamayor and Snyder, 2003). Los cultivos se crecieron en presencia de 100
pg/ml de doxiciclina durante 35 horas, fijados con 2 % de formaldehido durante
5 minutos, lavados en PBS y conservados a 4 °C. La localizacién de las
septinas se realizé mediante microscopia de fluorescencia utilizando un filtro
GFP.

4.15.4. Inmunocitoquimica
La inmunocitoquimica se realiz0 siguiendo el método de
inmunofluorescencia indirecta. Para ello, las células fueron preparadas tal

como se ha descrito previamente en (Pringle et al., 1991).

4.15.4.1. Tincién de tubulina

Cultivos de las cepas CML476, MMRO09-4 (TetO7:Ypi1), SAY306 y
SAY302 (sds22-5) se procesaron como se detalla en el apartado 4.11.1 (C) y
4.11.2. Las células se prepararon para una inmunofluorescencia indirecta y se
incubaron con el anticuerpo monoclonal de rata YL1/2 contra la a-tubulina de
levadura (Serotech) (proporcionado por el Dr. Jesus Avila, CBM, Madrid), a
una dilucion 1:250 durante 12 horas y, posteriormente, con el anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG, a una diluciéon 1:100 (Invitrogen),
para marcar los microtubulos. La captura de las imagenes se realiz6 mediante

la camara Color View 12 CCD en combinacion con el programa de imagen
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Analyze v3.0 y adaptada al microscopio optico de fluorescencia Nikon Eclipse
E-800.

4.15.4.2. Localizacién de Pds1

Cultivos de las cepas MMR27-10, MMR28-3, MMR35-7 y MMR36-1 se
crecieron tal como se detalla en el apartado 4.5.4.2, con la diferencia que los
muestreos se realizaron a las 0, 45 y 110 minutos. Las células se prepararon
para una inmunocitoquimica indirecta e incubaron con el anticuerpo
monoclonal anti-c-myc 9E10 (Covance) a una dilucién 1:500 durante 12 horas
seguido de una incubacion con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat
anti-mouse IgG (Invitrogen). La captura de las imagenes se realiz6 mediante la
camara digital Orca-ER C4742-80-12AG (Hamamatsu Photonics) en
combinaciéon con el programa de imagen Wasabi v1.5 y adaptada al

microscopio Optico de fluorescencia Nikon Eclipse E-800.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ANALISIS FENOTIPICO DE LA SOBREEXPRESION DE YPI1

Dado que la presencia de la proteina Ypi1 es esencial para la viabilidad
celular, nos planteamos la posibilidad de estudiar los efectos fenotipicos que
podria tener la sobreexpresion de Ypi1 en algunos procesos fisioldgicos
regulados por Glc7. Teniamos evidencias que indicaban que la sobreexpresion
de Ypi1 no afecta de forma significativa la tasa de crecimiento de las células
salvajes en condiciones normales de incubacion. Por el contrario provoca una
disminucién en el acumulo de glucégeno, agrava el fenotipo litico de un
mutante slt2/mpk1, rescata la letalidad sintética de un mutante sit4 tetO:HAL3
en presencia de doxiciclina, y mejora el crecimiento a 37 °C y la salida de un
bloqueo en fase G de una cepa sit4 (Garcia-Gimeno et al., 2003). Sin embargo,
con la unica excepcidon del efecto sobre la acumulacién de glucégeno, estos
fenotipos podrian justificarse asumiendo que Ypi1 actuara también como un
inhibidor de la fosfatasa Ppz1, una posibilidad que no habia sido descartada
por completo (Garcia-Gimeno et al., 2003). Dado que, tanto Ppz1 como Glc7
han sido relacionados con fenotipos de tolerancia salina, nos propusimos como
objetivo elucidar a través de qué fosfatasa ejecutaba Ypi1 su papel en este
aspecto de la biologia de la levadura. Para ello, estudiamos el efecto que
podria tener la sobreexpresion de YPI1 en diversos mutantes involucrados en
tolerancia salina.

Los resultados obtenidos demuestran que la sobreexpresion de YPI1
incrementa la tolerancia a cloruro de litio en una cepa salvaje (figura 18A) y que
este efecto es mas marcado en ausencia de la actividad Ppz (figura 18B). Ello
indica que la tolerancia salina otorgada por la sobreexpresién de YPI1 es
independiente de la fosfatasa Ppz, hecho que deja abierta la posibilidad de que
dicho efecto sea vehiculado a través de GIc7.

Un estudio realizado sobre el mutante glc7-109, indica que su
sensibilidad a sal es debida a cambios en el potencial de membrana e involucra
a los transportadores de potasio Trk1y Trk2 y a la principal bomba de protones

Pma1 (H*ATPasa) como probables candidatos a ser regulados por la fosfatasa

101



RESULTADOS Y DISCUSION

A)

LiCl (mM)
0 15 25 35 50 100
osv74s v [ K Y Y )
1 2
B)

LiCl (mM)
100 150 200

0 300
DBY746 (WT)
ppz1 :
ppz2
ppzl ppz2
1 2

Figura 18. Efecto de la sobrexpresion de YPI71 en tolerancia salina. A) La cepa
salvaje DBY746 portadora de los plasmidos pWS93 vacio (1) y pWS93-YPI1 (2), y se
sembraron a una ODgg, de 0.05 en placas de YPD conteniendo diferentes concentraciones de
cloruro de litio. B) Cultivos de las cepas indicadas, se transformaron con los mismos plasmidos
y se crecieron en placas de YPD conteniendo diferentes concentraciones de cloruro de litio. El
crecimiento fue monitorizado después de 72 horas de incubacion a 28 °C.

500

Glc7 en respuesta a situaciones especificas de stress (Williams-Hart et al.,
2002). En este sentido, podriamos pensar que la tolerancia salina otorgada por
YPI1 seria vehiculada a través de estos transportadores, por lo que realizamos
ensayos fenotipicos sobre mutantes frk. Como podemos ver en la figura 19, la
sobreexpresion de YPI/1 aumenta la tolerancia salina de un mutante trk7 y esta
tolerancia se incrementa en un doble mutante ppz1 trk1 y ppz1 trk2,
respectivamente. Estos resultados nos permiten concluir que el efecto de
halotolerancia de YPI1 es también independiente de estos transportadores de
potasio, quedando abierta la posibilidad de que el papel de Ypi1 en tolerancia
salina esté relacionado con el control de la ATPasa de protones.Pma1.

En S. cerevisiae la principal bomba de sodio vy litio codificada por el gen
ENA1 juega un rol importante en tolerancia salina. Consecuentemente, un
mutante ena? es altamente sensible a bajas concentraciones de Na* y Li". El
gen ENA1 es apenas expresado bajo condiciones normales de crecimiento,

pero resulta fuertemente inducido por exposicion a altas concentraciones de sal
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Figura 19. La sobreexpresion de YPI1 incrementa la tolerancia a cloruro de litio
en mutantes trk1, trk2 y en un doble mutante trk1 ppz1. A y B) Cultivos de las cepas
indicadas, se transformaron con los plasmidos pWS93 vacio (1) y pWS93-YPI1 (2), y se
sembraron a una ODgg de 0.05 en placas de YPD conteniendo diferentes concentraciones de
cloruro de litio. El crecimiento fue monitorizado después de 72 horas de incubacion a 28 °C.

y a pH alcalino (Garciadeblas et al., 1993). La regulacion de la expresién de
ENA1 en respuesta a estrés salino o alcalino es mediada por diferentes vias
(Marquez and Serrano, 1996). que incluye la via de la MAPK Hog1, la via de la
calcineurina, la via TOR, la via Rim101 y la via de represion por glucosa
regulada por la Ser/Thr proteina kinasa Snfl1 (Ruiz and Arino, 2007). La
activacién de la via de la calcineurina induce la defosforilacion y entrada al
nucleo del factor transcripcional Crz1, que se une a secuencias especificas,
conocidas como CDREs, en promotores que responden a la calcineurina
(Matheos et al., 1997; Stathopoulos and Cyert, 1997; Mendizabal et al., 1998).
La mutacion en la Arg260 del mutante glc7-109 provoca, entre otros, un fenotipo
de marcada sensibilidad a sodio y a pH alcalino, fenotipo que es corregido por
adicion de potasio en el medio (Williams-Hart et al., 2002). Por otra parte, la

260 2% un residuo que se localiza en el

Arg~" se encuentra muy cerca de la Phe
canal hidrofébico de Glc7 y hace contacto con el residuo aromatico del

caracteristico motivo de wunién (R/R)(V/)(X(F/W) a sus subunidades
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reguladoras. En base a ello, nosotros hipotetizamos que el defecto del mutante
glc7-109 en homeostasis idnica podria ser debido a una deficiente interaccién
de la proteina mutada con alguna subunidad reguladora relevante para la
tolerancia salina. En este sentido, no descartamos la posibilidad de que la
tolerancia salina otorgada por la sobreexpresion de YPI1 podria ser debida a la
induccion de la expresion de ENA1 mediante alguna de estas vias.

Asi, al realizar un analisis de sobreexpresion de YP/1 en mutantes ena1-
4, cnb1, crz1 y hog1, encontramos que el fenotipo de tolerancia salina
proporcionado por la sobreexpresion de YPI1 se pierde, lo que demuestra que
el papel de Ypi1 en tolerancia salina es dependiente de ENAT (ver figuras 20A
y B). En concordancia, ensayos de expresion empleando un reporter -
galactosidasa, realizados en nuestro laboratorio, indican que la sobreexpresiéon
de YPI1 incrementa los niveles de expresion de ENA1 (datos no mostrados). La
posibilidad de que Glc7 pueda controlar la expresion de ENA71 ha sido
reforzada por el resultado de un reciente analisis para evaluar el efecto en
tolerancia salina de la mutacion de las 18 subunidades reguladoras no
esenciales de Glc7 conocidas, en el que se encontrd que la deleccion de REF2
provoca un fenotipo de sensibilidad a sodio, litio, cationes toxicos y pH alcalino,
y que este fenotipo es debido a un defecto en la induccion de ENA1 (Ferrer-
Dalmau et al., 2010).

5.2. CREACION DE MUTANTES CONDICIONALES ypi1

El estudio de la funcidn de un gen a partir de su sobreexpresion presenta
desventajas evidentes respecto a la deleccidon y no siempre esta exento de
interferencias o artefactos. Asi, el exceso de Ypi1 podria alterar el equilibrio de
la interaccion entre otras subunidades reguladoras de Glc7 y la subunidad
catalitica de la fosfatasa. Por este motivo, optamos por la creacion de mutantes
condicionales como medio para obtener pruebas concluyentes del papel de

esta proteina.
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Figura 20. Fenotipos de sobrexpresion de YP/1 en mutantes ena1-4, hog1, crz1y
cnb1. A y B) Cultivos de las cepas indicadas, se transformaron con los plasmidos pWS93
vacio (1) y pWS93-YPI1 (2), y se sembraron a una ODgs de 0.05 en placas de YPD
conteniendo diferentes concentraciones de cloruro de litio.. El crecimiento fue monitorizado
después de 72 horas de incubacién a 28 °C.

5.2.1. Construccion y expresion de una forma rapidamente degradable de
la proteina Ypi1 (degrén)

Con la intencidn de esclarecer el efecto de la deplecién enddgena de la
proteina Ypi1 sobre el crecimiento y la fisiologia de la levadura disefiamos una
estrategia fundamentada en el sistema de expresién basado en un degrén
(Bachmair and Varshavsky, 1989). Para ello, construimos una cepa haploide
donde la copia cromosémica del gen YPI1 fue inactivada por insercion del
marcador de seleccion KanMX4 y la funcién esencial de la proteina fue
suplementada por el plasmido centromérico pTS-YP/, que lleva un sistema
condicional de expresion, reprimible por glucosa. En este sistema la proteina
recombinante 3xHA-YPI1, en su extremo N-terminal, fue fusionada in frame con
el casete Ub-R-Lacl, donde Ub es la ubiquitina, R un residuo de arginina y Lacl/
representa un segmento de 23 aminoacidos del represor Lacl de Escherichia

coli, la presencia del cual permite una rapida degradacion de la proteina (ver
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figura 14 de materiales y métodos). (Bachmair and Varshavsky, 1989). Esta

forma inestable de la proteina Ypi1 (3xHA-YP|199r

) fue expresada desde un
promotor regulable por galactosa GAL7. Cuando las células son crecidas en
galactosa, 3xHA-YPI199" es expresada y las células son viables; sin embargo,

cuando se afade glucosa la expresién de 3xHA-YP|19e9rn

se termina y la
proteina es rapidamente degradada.

Como esperabamos, cuando los cultivos creciendo en fase exponencial
fueron resembrados desde un medio con galactosa a un medio conteniendo
glucosa, la represidn transcripcional del gen YPI1 desde el promotor GALT se
dejo notar porque la tasa de crecimiento de la cepa MMRO02-1c empezé a
disminuir a partir de las 24 horas (ver figura 21A). Sin embargo, en medio
sélido el fenotipo no fue muy marcado (datos no mostrados). Para determinar si
la disminucion del crecimiento de la cepa MMRO02-1c estaba correlacionada con
la deplecion de la proteina Ypi1, realizamos un inmunoblot de los niveles de la
proteina siguiendo la transicion de galactosa a glucosa. Como mostramos en la
figura 21B, los niveles de la proteina presentaron una disminucion a las 5 horas
de ser tranferidos a medio con glucosa, no llegando a desaparecer del todo. Un
analisis por microscopia no mostré ninguna alteracién morfolégica en las

células asi tratadas.

5.2.2. Expresion de YPI1 desde un plasmido portador del promotor tetO
Controlar la expresion de un gen desde promotores tales como GAL1
involucra cambios en las condiciones de cultivo que pueden generar efectos
pleiotrépicos no deseados en el metabolismo de la célula, eclipsando el efecto
fenotipico provocado por la induccién o represiéon del gen estudiado (Gari et al.,
1997). Por este motivo, y porque en la anterior estrategia no logramos
encontrar ningun fenotipo atribuible a la desaparicion parcial de la proteina,
decidimos indagar en la busqueda de nuevas estrategias orientadas a
conseguir la expresion condicional de YPI1. Para este propésito, el uso de
promotores regulables por doxiciclina resulta una interesante opcidn, puesto
que, la doxiciclina no es metabolizada por las células y, a las concentraciones

empleadas, no presenta ninguna influencia en el crecimiento celular. Por ello,
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Figura 21. Analisis de la deplecion de Ypi1 y su efecto en el crecimiento de S.
cerevisiae. A) Cultivos en fase exponencial de la cepa MMRO02-1¢, creciendo en galactosa,
fueron diluidos a una ODgg de 0,01 en medio CMGal (galactosa) y medio CM (glucosa). El
crecimiento de las células fue monitorizado hasta las 56 horas. Para evitar el efecto de la
deplecion de nutrientes, los cultivos fueron resuspendidos en medio fresco cada 24 horas. B) A
los indicados tiempos y tras el paso de medio CMGal a CM y CMGal, se prepararon extractos
crudos de la cepa MMRO02-1c. Aproximadamente 50 ug de proteina fue sometida a un
inmunoblot con un anticuerpo anti-HA.

construimos una cepa haploide (MMRO05-5a) donde la copia cromosdmica del
gen YPI1 fue inactivada por insercion del marcador KanMX4 y la funcién
esencial de la proteina fue suplementada por el plasmido centromérico pCM-
YPI1, que expresa el ORF del gen YPI1 con 3 epitopos HA. Este sistema
contiene un casete en el que la proteina Ypi1 es expresada desde el promotor
hibrido tetO,-CYC1TATA seguida de un terminador CYC1. Para verificar y
optimizar las condiciones de deplecion de la proteina Ypi1, las células fueron
sembradas en medio CM carente de triptéfano con concentraciones crecientes
de doxiciclina, tanto en medio liquido como solido. De igual manera que en el
caso del degrén, la desaparicion de la proteina Ypi1 fue analizada por la

disminucién de la tasa de crecimiento de las células. Asi, los resultados
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obtenidos indican que una concentracion entre 50 y 100 ug/ml de doxiciclina es
la 6ptima para realizar el ensayo de expresion y que una concentracion de 200
pg/ml perjudica el crecimiento incluso en una cepa salvaje (ver figura 22 Ay B).

Una vez optimizadas las condiciones de expresiéon, realizamos un
inmunoblot para verificar si la disminucion del crecimiento estaba asociada a la
disminuciéon de la expresion de la proteina. Para ello, la cepa MMRO05-5a fue
sembrada en medio CM en ausencia y presencia de 50 ug/ml de doxiciclina e
incubada durante 25 horas. Tal como se observa en la figura 22 C, los niveles
de proteina empiezan a disminuir a partir de las 3 horas, con una desaparicion
total hacia las 9 horas. Finalmente, ensayos realizados por exclusion de azul
tripano, colorante vital que tifie células muertas, confirmaron que la disminucion
en la tasa de crecimiento de los mutantes ypi7 en doxiciclina puede ser
atribuible, al menos en parte, a la muerte celular. Como podemos observar en
la figura 22 D, el incremento de la muerte celular se inicia hacia las 24 horas,
coincidiendo con la disminucién de la curva de crecimiento.

Por todo ello, y teniendo en cuenta que este sistema nos permitid la
desaparicion total de la proteina en células tratadas con doxiciclina, realizamos
diferentes ensayos orientados a asociar la deplecion de la proteina con algun

otro fenotipo relacionado con GIc7.

5.2.2.1 Efecto de la deplecién de Ypi1 en integridad celular.

La via PKC1-MPK1 constituye un elemento clave en el mantenimiento de la
integridad celular y mutantes en esta via presentan fenotipos de lisis ante una
exposicion a altas temperaturas (37 °C), a la cafeina y frente a agentes
quimicos que dafan la pared celular como el rojo congo o el blanco de
calcofluor. Este efecto es corregido por la adicidon de un estabilizante osmético,
como el sorbitol (Levin and Errede, 1995). En este sentido, un estudio realizado
sobre el alelo termosensible glc7-10 indica que su defecto en el crecimiento, a
las condiciones restrictivas de crecimiento, es suprimido en medios de alta
osmolaridad y es aditivo con la deleccién de SLT2 o BCK1 o con la
sobreexpresion de una version no funcional de PKC1 (Andrews and Stark,

2000). En concordancia con ello, la sobreexpresion de YPI1 tiene un efecto
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Figura 22. Regulacion de expresion de Ypi1 a partir de un plasmido portador del
promotor tetO. A) Diluciones seriadas de la cepa MMRO05-5a se sembro en placas de CM en
presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de doxiciclina. Como control se utilizé la
cepa haploide MMRO06-1c transformada con el plasmido vacio. El crecimiento fue monitorizado
después de 48 horas a 28 °C. B) Los cultivos fueron diluidos a una ODgg de 0,01 en 5 ml de
medio CM en ausencia y presencia de 50 ug/ml de doxiciclina durante 80 horas. Se afiadié
doxiciclina cada 12 horas para remediar la degradacion del antibiético. C) 50 ug de proteina
total fueron analizados por inmunoblot. D) cultivos de la cepa MMRO05-5a creciendo en ausencia
y presencia de doxiciclina a los tiempos indicados, fueron expuestas a azul de tripano a una
concentracion final de 0,2 % en PBS y el porcentaje de células muertas (azul de tripano
positivas) fue determinada por contaje de al menos 500 células.

negativo en el crecimiento de una cepa s/t2 (Garcia-Gimeno et al., 2003). Por

tanto, con el fin de investigar el efecto de la deplecion de Ypi1 en el
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mantenimiento de la integridad de la pared celular, realizamos ensayos con el
mutante condicional ypi1 regulable por doxiciclina (cepa MMR05-5a). Para ello,
las células fueron sembradas en medio CM en ausencia o presencia de 50
pg/ml de doxiciclina y/o 1M de sorbitol e incubadas a 28 y 37 °C o sometidas a
un heat shock de 55 °C durante 45 minutos y luego incubadas a 28 °C.
Nuestros resultados muestran fenotipos de termosensibilidad del mutante
condicional ypi1 (cepa MMRO05-5a) y que dicho efecto es ligeramente corregido
por adicién de sorbitol (ver figura 23 A). Asi mismo, el mutante ypi71 muestra
sensibilidad incrementada a la cafeina, compuesto al que son sensibles
muchos mutantes de pared, y a varios agentes que dafan la pared como el
blanco de calcofluor y el rojo congo (Figura 23 B-D). Sorprendentemente, en
este caso, el efecto no es remediado en presencia del estabilizante osmatico.
Sin embargo, la falta de Ypi1 provoca fragilidad de las células ante agresiones
fisicas. Como mostramos en la figura 24, las células tratadas con doxiciclina
son hipersensibles a la sonicacion. EI mismo ensayo realizado con la cepa
salvaje MMRO0G6-1c nos indica que dicho efecto no es debido a la mera
presencia de la doxiciclina.

En resumen, los resultados que presentamos aportan evidencias que
adjudican a Ypi1 un posible papel en la via de mantenimiento de la integridad

celular.

5.2.3. Obtenciéon de un mutante condicional regulable por doxiciclina
mediante el reemplazamiento cromosémico del promotor.

Para este propdsito, intentamos reemplazar el promotor nativo del gen
YPI1 por el promotor tetO,que lleva el marcador de seleccion KanMX4, el cual
confiere resistencia a la geneticina y el transactivador tTA, que actia como un
activador de la expresion de genes bajo el control del tandem de secuencias
tetO, permitiendo el control de la transcripcion del gen mediante la adicion de
doxiciclina en el medio (Belli et al., 1998). Sin embargo, tras multiples intentos,
NnO conseguimos generar ninguna cepa con la sustitucion deseada. Este
fracaso no es demasiado sorprendente, ya que han sido descritos numerosos

casos en los cuales no se logrd la integracion del casete, probablemente
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Figura 23. Sensibilidad del mutante condicional ypi1 a temperatura, cafeina,
blanco de calcofluor y rojo congo. A, las cepas MMR06-1c y MMRO05-5a, fueron crecidas
en medio CM carente de triptéfano y diluciones seriadas fueron sembradas en medio CM en
ausencia o presencia de 50 upg/ml de doxiciclina y/o 1M de sorbitol e incubadas a las
temperaturas indicadas o sometidas a un heat shock a 55°C durante 45 minutos y luego
incubadas a 28 °C. El crecimiento fue monitorizado después de 48 horas. B, C, D, bajo las
mismas condiciones, las mismas cepas, fueron sembradas en medio CM en ausencia o
presencia de 50 ug/ml de doxiciclina con las concentraciones indicadas de cafeina, blanco de
calcofluor, rojo congo y sorbitol.

debido al tamafio relativamente grande (3,9 Kb) del casete de insercion con
respecto a la corta secuencia del promotor a ser reemplazado y/o la ubicacién
cromosomica del gen (Arino and Herrero, 2003), como es el caso del gen YPI1
que se encuentra localizado en la cadena Crick del cromosoma VI y tiene muy

cerca a dos genes esenciales (codificados en la cadena Watson) (ver figura 25)
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Figura 24. Sensibilidad del mutante condicional ypi1 frente a la sonicacion. Las
cepas MMRO06-1c y MMRO05-5a, se sembraron en medio CM hasta alcanzar la fase exponencial
y se diluyeron a una ODgg de 0.01 en 5 ml de YPD, en ausencia o presencia de 50 yg/ml de
doxiciclina, y se incubaron a 28 °C. A los tiempos indicados se realizaron muestreos de las
células y se sonicaron en hielo, durante 30 segundos, se diluyeron y plaquearon en YPD. La
viabilidad de los cultivos se analizd6 después de 24 horas de incubacion por recuento de
colonias.

Figura 25. Esquema de la ubicacién del gen YPI1 en el cromosoma VIl de la
levadura S. cerevisiae

Con la intencion de solventar los problemas causados en la integracion
del promotor KanMX4-tetO clasico, en el ano 2003 fue propuesta una variante
del sistema de reemplazamiento tetO, en el cual la integracion de la secuencia
del transactivador (tTA) dentro del genoma de la levadura permitié la obtencién
de un casete de menor tamano (Yen et al., 2003). Asi, reemplazamos el

promotor nativo en la region cromosémica del gen YPI1 por el nuevo promotor
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tetO construyendo una cepa haploide (MMRO09), donde la proteina Ypi1 fue
expresada desde el promotor KanMX4-tetO;. El efecto en el crecimiento
atribuible a la desaparicion de Ypi1 se verifico inoculando las células en medio
YPD suplementado con 100 pg/ml de doxiciclina. Se analizaron 19 clones, de
los cuales 2 de ellos fueron seleccionados por presentar una disminucion
marcada de su tasa de crecimiento en presencia de doxiciclina, tanto en medio
liguido como en medio sélido, siendo designados como cepas MMRO09-1 y
MMRO09-4. Los demas clones presentaron un defecto de crecimiento en medio
sélido, pero éste era menos marcado en medio liquido (datos no mostrados).
Como podemos observar en la figura 26, la cepa MMR09-4 se caracterizé
mediante ensayos fenotipicos, mostrando una marcada disminucion de su tasa
de crecimiento en medio liquido y en medio sdlido no llegé a formar colonias
macroscopicas (figura 26 A y B). Asi mismo, un andlisis de RT-PCR
claramente mostré una marcada disminucion de los niveles de RNA mensajero
de YPI1 unas horas después de la adicion de doxiciclina (figura 26 C). El
defecto en el crecimiento fue especificamente debido a la falta de YPI1 porque
la introduccion de un plasmido episomal que expresa YPI1, desde su propio
promotor (YEp195-YPI1), rescata completamente el defecto en el crecimiento

de la cepa MMRO09-4, en presencia de doxiciclina en el medio (figura 26 D y E).

5.3. BUSQUEDA DE SUPRESORES EN MULTICOPIA DE LA LETALIDAD
PROVOCADA POR LA FALTA DE YPI1

Con la intencidén de profundizar en el estudio de la funcion esencial de
YPI1, realizamos una busqueda de genes en multicopia que fueran capaces de
suprimir la letalidad provocada por la falta de Ypi1. Para ello, se utilizaron dos
estrategias diferentes basadas en la represion de la expresion de YPI1. 1) un
sistema de expresion donde el plasmido YEpLac195-YPI1, conteniendo el ORF
completo del gen YPI1, se introdujo en la cepa diploide M5 ypi1::KAN/YPI1
(Garcia-Gimeno et al., 2003), la cual se sometié a esporulacion y a un analisis
de random spore para obtener la cepa haploide MMRO08-1b, que expresa el gen
YPI1 desde el plasmido YEpLac195-YPI1. 2). Otro sistema donde el promotor

nativo del gen YPI1 fue reemplazado por el sistema de expresion tetOy
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Figura 26. Caracterizacion del mutante condicional ypi1. A. La cepa salvaje CML476
(WT) y el mutante condicional MMR09-4 (tetO;:YPI1) creciendo en ausencia (circulos y
triangulos blancos, respectivamente) y presencia de 100 pg/ml de doxiciclina (circulos y
triangulos negros, respectivamente). La monitorizacion del crecimiento se realizé6 durante 40
horas. B. Diluciones seriadas de las mismas cepas fueron sembradas en placas de YPD en
presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de doxiciclina e incubadas durante 48
horas. C.Determinacion de los niveles de mRNA del gen YPI/1 en la cepa MMR09-4 mediante la
técnica semicuantitativa de RT-PCR, después del tratamiento con 100 ug/ml doxiciclina durante
los tiempos indicados. D y E. Las cepas CML476 (WT) y MMR09-4 fueron transformadas con el
plasmido episomal YEp195-YPI1 que expresa el gen YP/1 desde su propio promotor o con el
plasmido vacio YEp195. Los transformantes fueron cultivados en medio liquido y sélido en
ausencia (circulos y triangulos blancos) y presencia de 100 pg/ml de doxiciclina (circulos y
triangulos negros).

(Yen et al., 2003) y la expresion de YPI1 es fuertemente reprimida por adicion
de doxiciclina (cepa MMR09-4). Ambas cepas se transformaron con genotecas
plasmidicas basadas en los vectores YEp13 (LEU2) y YEp24 (URA3),
respectivamente.

En el caso de YEp13 se evaluaron aproximadamente 30,000
transformantes, seleccionados por su capacidad de crecer en el medio sintético

carente de leucina (marcador auxotréfico del plasmido YEp13). Las células que
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crecieron a las 72 horas se replicaron en placas carentes de leucina y
suplementadas con 0,1 % de 5-FOA (Burke et al., 2000). El 5-FOA impide el
crecimiento de células que expresan el gen URA3. Los transformantes
expresan el gen URA3 desde el plasmido YEpLac195-YPI1. Por tanto, la
exposicion de estas células a medios que contienen 5-FOA provocaria la
pérdida del plasmido YEpLac195-YP/1. De esta manera seria posible la
seleccion de los clones capaces de suprimir el fenotipo de letalidad provocado
por la falta de Ypi1. Del total de clones replicados se seleccionaron 155 de ellos
por su capacidad de crecer en el medio sintético carente de leucina y
suplementado con 0,1 % de 5-FOA, entre las 48 y 120 horas de incubacion,
que se denominaron, de forma provisional, con el numero correspondiente al
orden en que fueron aislados, precedidos por una V (de Viable). Estos clones
se volvieron a crecer, durante 72 horas, en el mismo medio para corroborar su
capacidad de crecimiento en dicho medio. Para descartar los clones que
contenian el propio gen YPI1 se procedi6, mediante PCR, a comprobar la
presencia de este gen. Del total de clones analizados, 153 fueron descartados
porque contenian el gen YPI1. El DNA plasmidico de los dos clones restantes
(asignados como V6 y V7), que fueron negativos para YPI1 en la PCR de
colonias, se amplificé en la bacteria E. coli, se purifico y se realizé un mapeado
de las dianas EcoRI presente en los insertos. El analisis indicé que estos
clones presentaban las mismas dianas EcoRI. Se escogié uno de los clones
(V6) y se secuenciaron los extremos del inserto. Cuando realizamos un analisis
BLAST, empleando los recursos habilitados por la base de datos
Saccharomyces Genome Database (Cherry et al., 1997), verificamos que la
region cromosémica del inserto analizado contenia el gen GLC7. Sin embargo
cuando realizamos los ensayos orientados a corroborar la supresion de la
letalidad de YPI/1 mediante la transformacion de la cepa MMRO08-1b con el
plasmido YEp13 que contenia el gen GLC7 (fragmento correspondiente a las
coordenadas 42800-436500) y los subsecuentes pases en el medio sintético
carente de leucina y suplementado con 0,1 % de 5-FOA, no obtuvimos el
mismo resultado, o que nos permitié concluir que se trataba de un falso

positivo (figura 27).
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Figura 27. La cepa MMRO08-1b fue transformada con los plasmidos multicopia YEp13 vacio o
portando el gen YPI1 y la regiéon correspondiente a las coordenadas 428000-436500 que
contiene el gen GLC7, aislado del clon gendmico V6. Se crecieron en medio sintético carente
de leucina y suplementado con 0,1 % de 5-FOA en dos pases consecutivos y con periodos de
incubacion de 72 horas cada uno.

En el caso de YEp24 se evaluaron aproximadamente 15,000
transformantes por su capacidad de crecer en placas conteniendo un medio
sintético carente de uracilo (para seleccionar la presencia del plasmido) y
suplementado con 100 ug/ml de doxiciclina. Las colonias macroscopicas que
aparecieron a las 72 horas de incubacion, se replicaron en el mismo medio y un
total de 93 clones se seleccionaron por su capacidad de crecer en este medio
sintético entre las 72 y 96 horas. El analisis por PCR de estos clones nos indicé
que todos contenian el gen YPI1.

En resumen, los resultados obtenidas en la busqueda de genes
supresores de la letalidad provocada por la falta de Ypi1, utilizando dos
aproximaciones diferentes de represién de la expresion de YPI1 y bajo las
condiciones ensayadas, nos indican que Ypi1 desempefia un papel muy
especifico en la fisiologia de la célula de manera que no existe ninguna

proteina capaz de suplir dicha funcién ni siquiera en sobreexpresion.

5.4. Ypi1 FORMA UN COMPLEJO HETEROTRIMERICO CON Sds22 Y
Glc7
Ha sido descrito que, entre otros procesos fisioldgicos, la fosfatasa Glc7

de S. cerevisiae, regula la progresion del ciclo celular (Cohen, 2002;
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Ceulemans and Bollen, 2004). Esta funcion es llevada a cabo gracias a su
unién con Sds22, una subunidad reguladora esencial que dirige la actividad de
de Glc7 hacia sustratos involucrados en la regulacion de la mitosis y la
segregacion cromosoémica (Stone et al., 1993; MacKelvie et al., 1995; Peggie et
al., 2002; Pinsky et al., 2006).

Sds22, es una subunidad reguladora atipica de Glc7, que carece del
caracteristico motivo RVxF presente en muchas subunidades reguladoras de
Glc7. Sin embargo, a pesar de la ausencia de este motivo, Sds22 se une a
Glc7, y lo hace a través de un dominio central formado por 11 secuencias
repetitivas, ricas en leucina (dominio LRR-cap), que interacciona con una
region de Glc7 diferente a la usada por el resto de subunidades. De hecho,
Sds22 se une a PP1 en un dominio compuesto por las hélices a4, a5y a6, que
se encuentra localizado lejos del lugar de union a las demas subunidades
reguladoras, compuesto por el canal hidrofébico, el bucle B12- 13 y el surco
acidico (Ceulemans et al., 2002b). La observacion que la mitad C-terminal de
PP1, incluyendo todos los residuos que contribuyen a la unién de subunidades
en el canal RVxF, no es requerida para la interaccion con Sds22 (Wu and
Tatchell, 2001; Ceulemans et al.,, 2002b) abre la posibilidad de que en la
holoenzima PP1-Sds22, este canal se encuentra libre para su interaccién con
adicionales subunidades que continen el motivo RVxF.

Estudios a gran escala de interaccion proteina-proteina encontraron que
Sds22 interacciona fisicamente con Ypi1 (Hazbun et al., 2003; Krogan et al.,
2006), proteina que fue caracterizada como el primer inhibidor endégeno de la
fosfatasa Glc7 y que contiene el tipico motivo RVxF de unién a la fosfatasa
(Garcia-Gimeno et al., 2003). Un estudio de co-inmunoprecipitacion, realizado
en el laboratorio del Dr. Pascual Sanz, confirmé esta interaccién, ademas de
demostrar que Ypi1 interacciona también con Glc7. En este mismo estudio se
demostré que la sobreexpresion de Ypi1 incrementa la interaccion entre Sds22
y Glc7 y que, a su vez, la sobreexpresion de Sds22 incrementa la interaccion
entre Ypi1 y Glc7. Estos resultados sugirieron la existencia de un trimero
funcional (Sds22-Glc7-Ypi1) y que la sobreexpresion tanto de Ypi1 como de

Sds22 podria estabilizar la interaccion entre los otros dos componentes (Glc7-
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Sds22 o Glc7-Ypi1, respectivamente) y/o desplazar a otras subunidades
reguladoras enddgenas de sus sitios de union con Glc7, facilitando la
disponibilidad de la fosfatasa para interaccionar con el otro componente del
complejo ternario. La existencia de este complejo heterotrimérico fue
confirmado por ensayos de co-inmunoprecipitacién y gel filtracién, hecho que
podria proporcionar una explicacion al aislamiento, en Schizosaccharomyces
pombe, de un complejo trimerico de 105 kDa conformado por Sds22, Sds21
(PP1) y una fosfoproteina no identificada de 25 kDa (Stone et al., 1993). En
este caso, la fosfoproteina no identificada podria ser el ortélogo de Ypi1 en S.
pombe (GenBank™. Numero de acceso CAB11073). En concordancia con ello,
en un estudio reciente, realizado mediante ensayos de doble hibrido y pull-
down, se identificd un complejo heterotrimérico en mamiferos formado por PP1,
el inhibidor-3 (ortélogo de Ypi1) y Sds22 (Lesage et al., 2007), que es similar, al
complejo formado por GlIc7, Ypi1 y Sds22 de S. cerevisiae.

Un mapeo de los dominios involucrados en la interacciéon entre Glc7-
Sdss22-Ypi1, realizado en colaboracion con el laboratorio del Dr Pascual Sanz
indicd que el dominio C-terminal de Ypi1 es el responsable de la interaccion
con Sds22, mientras que el dominio N-terminal, que contiene el motivo
(R/K)(V/)x(F/W) es necesario para la union con Glc7. Asi mismo sugirid que la
unién de Sds22 a Ypi1 puede ser independiente de la presencia de Glc7 en el
complejo. Esta nocion se sustenta en el hallazgo de que el mutante Ypi1W53A,
el cual se une pobremente a Glc7 porque tiene alterado el motivo RVxF
(Garcia-Gimeno et al., 2003), interacciona con Sds22 con la misma intensidad
que la cepa salvaje. Ademas, se demostré que ambos dominios de interaccién
de Ypi1 con las otras dos proteinas del complejo son necesarios para su
actividad porque la expresion de las formas truncadas en cualquiera de estos
dos dominios no rescata el fenotipo de letalidad del mutante ypi7. En este
mismo estudio se demostr6 que el dominio N-terminal de Sds22 (1-40) es
prescindible para la interaccion con Glc7 e Ypi1l, en concordancia con
resultados previos (Ceulemans et al., 2002b) y que el dominio C-terminal,

formado en gran parte por el dominio LRR-cap, es necesario, pero no suficiente,
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para la interaccion con ambas proteinas (Ypi1 y Glc7), probablemente porque
el dominio LRR-cap es requerido para el correcto plegamiento de Sds22.

Otro ejemplo donde tres proteinas forman un complejo heterotrimérico
de interaccién es el formado por el Inhibidor-1, la proteina GADD34 (implicada
en el control de la apoptosis, la proliferaciéon y la sintesis de proteinas) y PP1,
en el cual GADD34 se une al inhibidor a través de su motivo N-terminal y a PP1
via el motivo RVxF, localizado en su extremo C-terminal (Connor et al., 2001).

Al igual que Sds22 (Peggie et al., 2002), Ypi1 se localiza en el nucleo y
por tanto podria también modular la funcién de GlIc7 en esta region de la
célula. El transporte de macromoléculas dentro y fuera del nucleo ocurre a
través de los complejos del poro nuclear (NPC). Estos complejos permiten una
difusién pasiva de iones y pequefas proteinas (<40 kDa), pero restringen el
pasaje de grandes moléculas, facilitando unicamente el paso de aquellas que
contienen una apropiada senal orientadora de localizacién nuclear (NLS)
(Lange et al., 2007). El transporte activo de estas moléculas es facilitado por
las carioferinas, las cuales estan involucradas en la identificacion de sefales
de localizacion nuclear (NLS). Cualquier proteina que exponga esta sefal de
reconocimiento, es transportada inmediatamente a través del poro nuclear
(Lange et al., 2007). La clasica secuencia NLS de importacion nuclear esta
conformada por una (monopartita) o dos (bipartita) secuencias de aminoacidos
basicos (Lange et al., 2007). Un analisis de la secuencia de aminoacidos de
Ypi1 mediante el programa PSORT Il (Nakai and Horton, 1999), predice que el
dominio C-terminal (residuos 114 a 131) de Ypi1 presenta una secuencia
candidata a ser un probable motivo NLS bipartito. Por tanto, nosotros creemos
que Ypi1 podria ser la proteina que provee la sefal de orientacion para la
entrada tanto de Sds22 como de GlIc7 en el nucleo, ya que ha sido descrito
que Sds22 carece de una secuencia definida NLS mono o bipartita (Kalderon
et al., 1984; Robbins et al., 1991) y la probable secuencia NLS monopartita de
Glc7, localizada en su dominio C-terminal no es esencial ni para su localizacion

ni para su funcion nuclear (Hong et al., 2000).
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5.5. LAS PROTEINAS Ypi1 Y Sds22 REGULAN LA LOCALIZACION Y LA
FUNCION NUCLEAR DE LA FOSFATASA Glc7

Esta parte del trabajo experimental forma parte de una colaboracion
desarrollada entre nuestro grupo y el del Dr. Pascual Sanz, del Instituto de
Biomedicina de Valencia. El equipo de investigacion de este laboratorio estaba
interesado en investigar proteinas similares a los inhibidores de PP1c de
mamiferos que pudiesen actuar sobre Glc7 (homdlogo de PP1 en levaduras).
Una de estas posibles subunidades reguladoras fue Ypi1, proteina que habia
sido aislada en diferentes screens de doble hibrido por su capacidad de
interaccionar con Glc7 (Tu et al., 1996; Uetz et al., 2000; Ito et al., 2001),
ademas de haber sido descrita como un posible homdlogo estructural del
inhibidor-3 de humanos y caracterizada como el primer inhibidor endégeno de
la fosfatasa Glc7 (Garcia-Gimeno et al., 2003).

En este estudio se demostré que Ypil y Sds22 inhiben, in vitro, la
actividad de GlIc7 y que la combinacion de cantidades equimolares de ambas
proteinas permiten una completa inhibicion de la actividad de Glc7. La
capacidad inhibitoria, in vivo, de Ypi1 sobre la fosfatasa Glc7 ha sido
previamente documentada en un estudio realizado por Garcia-Gimeno y
colaboradores, donde se demuestra que la sobreexpresion de Ypi1 reduce los
niveles de glucogeno (Garcia-Gimeno et al., 2003).

El papel inhibitorio de Sds22 sobre la actividad de Glc7 ha sido descrito
en eucariotas superiores tales como hepatocitos de rata (Dinischiotu et al.,
1997) y Schistosoma mansoni (Daher et al., 2006). Ademas, se conoce que en
espermatozoides de bovino, Sds22 inhibe la actividad de la isoforma PP1y2.
En estas células, el papel inhibitorio de Sds22 es controlado por su unién a una
proteina desconocida de 17 kDa, con quién forma un complejo inactivo que es
incapaz de unirse a PP1. Sdélo cuando Sds22 es liberado de este complejo
puede unirse e inhibir la actividad de PP1 (Huang et al., 2002; Mishra et al.,
2003). Nosotros pensamos que la situacidn en levaduras es diferente, porque
los resultados obtenidos de un ensayo de triple hibrido sugieren que la
expresion tanto de Ypi1 como de Sds22 mejora la interaccidn entre los otros

dos componentes de un probable complejo ternario. Ademas, si la funcién de
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Ypi1 fuese mantener en un estado inactivo a Sds22, en células carentes de
Ypi1, Sds22 podria quedar libre para interaccionar con PP1 e inhibir su
funcion. Sin embargo, los resultados de ensayos fenotipicos detallados a
continuacion muestran que la deplecion de Ypi1 provoca fenotipos similares a
la falta de funcion de Sds22, indicando que el complejo trimérico formado no es

compatible con dicho modelo.

5.5.1. Mutaciones en YPI1y SDS22 producen fenotipos similares

Segun los antecedentes mencionados, parece ser que las funciones de
Ypi1 y Sds22 podrian estar relacionadas. Para poder estudiar esta posibilidad,
decidimos evaluar si la funcidn de Sds22 podria ser reemplazada por la
sobreexpresioén de YPI1 y viceversa. Sin embargo, éste no fue el caso, porque
la sobreexpresion de YPI1 no permite rescatar el fenotipo letal de un mutante
termosensible sds22-5 (cepa SAY302), a la temperatura restrictiva, mientras
que rescata la letalidad del mutante condicional tetO7:YPI1 en presencia de
doxiciclina. Asi mismo, la sobreexpresiéon de SDS22 no rescata el fenotipo de
letalidad de un mutante condicional tetO7:YPI1 (cepa MMR09-4) en presencia
de doxiciclina, pero rescata el fenotipo de termosensibilidad del mutante sd22-
5 a la temperatura restrictiva de 34 °C (figura 28 A y B, respectivamente). Por
lo tanto, las funciones de Ypi1 y Sds22 no son completamente intercambiables.

Ha sido descrito que Sds22 es esencial para la progresion del ciclo
celular durante la transicion metafase-anafase y que células deficientes en
Sds22 presentan un bloqueo en la mitad de la mitosis, con cromosomas
condensados en el cuello de la gema y spindles mitéticos cortos (Stone et al.,
1993). Si las funciones de Ypi1 y Sds22 estan relacionadas, podriamos pensar
que la inactivacién de las dos proteinas podria resultar en fenotipos similares.
Con la finalidad de probar si la pérdida de funcion de Ypi1 podria provocar el
mismo fenotipo realizamos un test de crecimiento del mutante tetO7:Ypi1, en
medio liquido conteniendo 100 pg/ml de doxiciclina, durante 12 horas. Las
células fueron sincronizadas en fase S, en presencia de doxiciclina y la
posicidon y numero de nucleos fue monitorizada después de la liberacion del

bloqueo en fase S. Como se aprecia en la figura 29 el mutante condicional
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Figura 28. Las funciones de YPI1 y SDS22 no son intercambiables. A) Cultivos de las
cepas SAY306 y sds22-5, expresando las proteinas Ypi1 y Sds22 desde un plasmido
centromérico, se sembraron en medio CM carente de uracilo. Se diluyeron a una ODgg 0,05, se
sembraron en placas CM carentes de uracilo y se incubaron a 26 y 34 °C. B) Las cepas
CML476 y tetO7:YPI1 expresando las proteinas Ypi1 y Sds22 se sembraron bajo las mismas
condiciones utilizadas para el apartado A, con la diferencia que el crecimiento se realizé en
ausencia y presencia de 50 ug/ml de doxiciclina y la incubacion se realiz6 a 28 °C. El
crecimiento fue monitorizado después de 72 horas de incubacion. Como controles, se utilizaron
las mismas cepas transformadas con el plasmido vacio pWS93.

tetO7:Ypi1 (cepa MMRO09-4) sufre un severo bloqueo durante la transicion
metafase-anafase, similar al observado en el alelo termosensible sds22-5
(cepa SAY302) después de un shift a la temperatura no permisiva (de 24 a 37
°C). Ademas, cuando evaluamos la longitud de los spindles mitoticos en
células carentes de ypi1, usando un anticuerpo anti tubulina, observamos que,
mientras éstos presentan una longitud entre 12-14 pym en las células de tipo
salvaje (indicativo de una segregaciéon cromosdmica normal), las células
carentes de ypi1 presentan spindles mitéticos anormalmente cortos (2-3 um),
similares a los observados en el alelo termosensible sds22-5, creciendo a la

temperatura restrictiva de 37 °C (Figura 30). Las células de tipo salvaje
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Figura 29. Tinciéon con DAPI de los mutantes condicionales tetO;:YPI1y sds22-5.
A) Las cepas CML476 y MMR09-4 se sincronizaron con a-factor e hidroxiurea (ver materiales y métodos)
se resupendieron en YPD conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina y se crecieron durante 4 horas a 28 °C. B)
Las cepas SAY306 y SAY302 fueron sincronizadas como se describe en el apartado A (excepto que el
crecimiento se realizé a 24 °C). Las células fueron resuspendidas en YPD fresco y crecidas a 37 °C
durante 4 horas. En ambos casos los cultivos fueron crecidos a diferentes intervalos de tiempo, fijados con
formaldehido al 3,7 % durante 60 minutos y tefiidos con DAPI para visualizar el posicionamiento del
nucleo. Después de la liberaciéon de la hidroxiurea, en presencia de doxiciclina (A) o del shift de
temperatura a 37 °C (B), se contaron un total de 300 células en cada intervalo de tiempo y se clasificaron
en cuatro grupos de acuerdo a la posicién y nimero de nucleos (ver leyenda). Los experimentos se
realizaron por duplicado con resultados similares. En ambos casos, las micrografias mostradas son
ejemplos de los cultivos después de 180 minutos de liberacién de la hidroxiurea.
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Figura 30. Tinciéon de tubulina. A) Las cepas MMR09-4 (tetO,:YPI1) y SAY302 (sds22-5)
se sincronizaron tal como se detalla en la leyenda de la figura 29. Después de 120 minutos de
liberar a las células del bloqueo en fase S, alicuotas de los respectivos cultivos se procesaron
para inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo anti-tubulina. B) Datos obtenidos del
promedio de la longitud de los spindles mitéticos de 300 células en mitad de la mitosis para
cada condicion.

Tratadas con doxiciclina o incubadas a la temperatura restrictiva de 37 °C
presentaban spindles mitéticos normales (dato no mostrado).
Un estudio realizado por Peggie y colaboradores sugiere que Sds22

juega un papel importante en la localizacién nuclear de Glc7 (Peggie et al.,
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2002). Por tanto, decidimos también evaluar el posible rol de Ypi1 en la
regulacion de este proceso. Para ello, introducimos la proteina de fusion GLC7-
yEmCitrine en el mutante condicional tetO7:YPI1 (cepa MMR11-1) vy
examinamos la localizacion de Glc7 en células creciendo en ausencia y
presencia de doxiciclina. Como mostramos en la figura 31, en células que
expresan Ypi1, la proteina de fusién Glc7-yEmCitrine presenta una localizacién
estrictamente nuclear. Sin embargo, en células carentes de ypi1, la
fluorescencia de Glc7 fue mas difusa, no presentaba una localizacion nuclear y
ocasionalmente se observaba un patrén punteado. Estos datos sugieren que la
localizacion de Glc7 se encuentra alterada en ausencia de Ypi1. Este fenotipo
fue muy similar al observado en la cepa MMR13-4, que expresa el casete
GLC7-yEmCitrine en el mutante termosensible sds22-5, creciendo a la
temperatura no permisiva (Figura 31). Estos resultados apoyan un estudio
previo donde se muestra que el alelo termosensible sds22-5 presenta defectos
en la localizacion de GIc7 y que la interaccion in vitro entre Sds22 y Glc7 es
reducida a altas temperaturas (Peggie et al., 2002). Todas estas evidencias
indican que las funciones de Ypi1 y Sds22 estan relacionadas y que ambas
proteinas son necesarias para la correcta localizacion nuclear de Glc7.

Como hemos mencionado anteriormente, ha sido descrito que Glc7
regula la progresién del ciclo celular (Hisamoto et al., 1994; Chang et al., 2002,
Ceulemans and Bollen, 2004). Por tanto, la deslocalizacion de la fosfatasa
podria resultar en una inhibicion del ciclo de division. Estudios previos han
demostrado que la kinasa Ipl1/Aurora B y la fosfatasa Glc7/PP1 regulan los
niveles de fosforilacién de sustratos nucleares como la histona H3 y la proteina
del cinetocoro Ndc10 (Sassoon et al., 1999; Hsu et al., 2000). Ipl1 es una
proteina quinasa que se encuentra localizada en el cinetocoro y es esencial
para la correcta segregacion cromosomica. Su actividad es antagonizada por la
fosfatasa Glc7, mediante el control de los niveles de fosforilacion de sustratos
en comun (Francisco et al., 1994; Cheeseman et al., 2002a; Zhang et al., 2005;
Pinsky et al., 2006). En este sentido, la pérdida de funcién del alelo glc7-10
(defectivo en defosforilar a Ndc10) (Sassoon et al., 1999) y el alelo

termosensible ip/7-132 (mutante que carece de la actividad quinasa requerida
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Figura 31. La ausencia de Ypi1 y Sds22 afecta la localizaciéon nuclear de Gic7. La
cepa MMR11-1 (tetO;:YPI1), que contiene el casete GLC7-yEmCitrine, se crecid en ausencia y
presencia de 100 pg/ml de doxiciclina tal como se detalla en materiales y métodos. Las células
se tomaron después de 25 horas de crecimiento, previa adicién de doxiciclina cada 12 horas
para remediar una posible degradacién de la misma, y se fijaron para su posterior observacion
con microscopia de fluorescencia. De manera similar, la cepa MMR13-4 (sds22-5), conteniendo
el mismo casete se crecié a 26 °C hasta una ODgg de 0,5, momento en que se mantuvo a 26
°C o se realizé un shift de temperatura a 37 °C durante una hora. La fluorescencia de la
proteina recombinante Glc7-yEmCitrine fue detectada mediante el uso de un filtro de
isotiocianato de fluoresceina. Las muestras también fueron procesadas para una tincién con
DAPI

para la inactivacion de la funcién del cinetocoro in vitro) (Biggins et al., 1999),
presentan una supresion mutua de ambos fenotipos (Peggie et al., 2002). Por
otro lado, Ipl1 no fosforila in vitro a Glc7 y la disminucion en la actividad de Glc7
no afecta la actividad de Ipl1 (Pinsky et al., 2006). Ademas, en S. cerevisiae,
Glc7 no se encuentra fosforilada in vivo (Stuart et al., 1994). Estos resultados
sugieren que, en S. cerevisiae, Ipl1 y Glc7 podrian actiar en comun para
promover la correcta segregacion cromosomica.

Sds22 también ha sido encontrado como un supresor en multicopia del

fenotipo de termosensibilidad del mutante ip/7-327 (Pinsky et al., 2006). Una
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probable explicacion a estos resultados podria ser que Sds22 actua como una
chaperona cuyo papel consistiria en mantener a Glc7 fuera de las dianas
esenciales de Ipl1 (Pinsky et al., 2006). Consistente con ello, en el estudio
realizado en colaboracion con el laboratorio del Dr. Pascual Sanz hemos
encontrado que la sobreexpresidon de YPI1 suprime el fenotipo de
termosensibilidad del mutante ip/7-321. Estos resultados ratifican el papel
inhibitorio de Ypi1 y Sds22 sobre la actividad de la fosfatasa GIc7 y sugieren
que la sobreexpresion de ambas proteinas provoca una disminucion en la
especificidad de la actividad de Glc7 hacia sustratos relacionados con la via
regulada por la quinasa Ipl1.

Si Ypi1 co-transporta Glc7 al nucleo, la ausencia de Ypi1 podria
provocar una re-distribucion de la fosfatasa en el citoplasma, reduciendo su
acceso hacia sustratos nucleares necesarios en la correcta segregacion de los
cromosomas. Consistente con esta posibilidad, un estudio realizado por
Bharucha y colaboradores demostré que la ausencia de ypi1 provoca una
pérdida en la segregacion cromosémica (Bharucha et al., 2008a), similar al
observado en células carentes de sds22 (Peggie et al., 2002). Estos autores
argumentan que la falta de Ypi1 podria alterar el balance Ipl1/Glc7, puesto que,
la ausencia de inhibicion de Glc7 podria reforzar la defosforilacién de sustratos
mitoticos.

La importancia de la inhibicién de Glc7 se destaca por la demostracion
de que la fosforilacién inhibitoria de PP1 en S. pombe y en humanos es
dependiente de las proteinas Cdk (Kwon et al., 1997). La fosforilacion de PP1
en la Thr¥'® (Yamano et al, 1994) y Thr'®® (Dohadwala et al., 1994),
respectivamente, permite una entrada en fase S y puede ser requerida para
reforzar la fosforilacion de multiples proteinas que usualmente son necesarias
para la mitosis. Dado que Glc7 carece de un sitio de fosforilacion por Cdk
(Kwon et al., 1997), la inhibicion de la fosfatasa por proteinas reguladoras
podria jugar un papel relevante durante el ciclo celular, basicamente durante la
transicion G2/M, donde la regulaciéon de la actividad de Glc7 podria ser
dependiente de proteinas que inhiben su actividad mas que de la fosforilacién

de la subunidad catalitica.
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A pesar del conjunto de evidencias que sustentan un papel inhibidor de
Ypi1, ha sido recientemente propuesto que Ypi1 actua como regulador positivo
de la actividad de Glc7 (Bharucha et al., 2008a). En este estudio se demostro
que una mutacién de Ypi1 en el motivo RVxF de unién a Glc7 (ypi1W53A)
corrige el defecto en el crecimiento de un mutante ip/7-2 (mutante que presenta
una reducida actividad quinasa sobre la histona H3 in vivo) (Peggie et al., 2002).
Dado que esta mutacion reduce la capacidad de union entre Ypi1l y GIc7 y/o
bloquea la habilidad de Ypi1 de inhibir la actividad de GlIc7 in vitro, estos
autores argumentan que Ypi1 podria actuar como un activador o regulador
positivo de la actividad de Glc7. Otra linea de evidencias presentadas por los
mencionados autores es que la combinacién de mutaciones recesivas entre
GLC7e YPI1y GLC7y SDS22 es incompatible y, en algunos casos, los dobles
mutantes son inviables. En relacion a estos resultados nosotros planteamos
una hipétesis relacionada con la funcion de orientacion que Ypi1 ejerce sobre
Glc7. Si ypiTW53A se une pobremente a Glc7, menos Glc7 podria ser
traslocada al nucleo. Por tanto, una funcion nuclear de Glc7 disminuida podria

ser suficiente para compensar la reducida actividad quinasa de ip/71-2.

5.6. ESTUDIO DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL RESULTANTE DE LA
MUTACION CONDICIONAL DE YPI1

Hace algunos afios, Garcia-Gimeno y colaboradores caracterizaron a la
proteina Ypi1 como el primer inhibidor endégeno de la fosfatasa Glc7,
demostrando que realiza una funcién esencial. Homologos estructurales de
Ypi1 se encuentran en levaduras, plantas y animales, sugiriendo una funcién
muy conservada de la proteina (Garcia-Gimeno et al., 2003). Con la finalidad
de obtener informacion acerca de otras posibles funciones de Ypi1 recurrimos a
la tecnologia de microarrays de DNA para identificar las alteraciones en el
patrén de expresion génica causadas por la ausencia de esta proteina. Para
ello, se comparo el perfil de expresion del mutante condicional tetO7: YPI1 (cepa
MMROQ09-4), tratado durante diferentes tiempos con doxiciclina, con el de la
correspondiente cepa salvaje también tratada con el antibidtico. Asi, se

obtuvieron muestras de RNA a partir de cultivos de células tetO7:YPI1 vy
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CML476 (wt) tratados durante 2, 4 y 6 horas con 100 pg/ml de doxiciclina. A
través de este disefio experimental obtuvimos un valor de expresion para cada
uno de los genes en cada tiempo.

Segun nuestros datos, la represion de YPI1 provoca cambios en el
patrén transcripcional de 745 genes. De ellos, 337 genes fueron reprimidos
mientras que 408 fueron inducidos en al menos uno de los puntos del timing de
prueba (Tabla 8 y 9 de anexos). Es importante remarcar que los cambios en el
patrén de expresion provocados por el silenciamiento progresivo de ypi1 son
graduales, no detectandose variaciones relevantes hasta las 6 horas de
tratamiento con doxiciclina, momento en que la expresiéon de YPI1 disminuye
aproximadamente unas 100 veces.

Entre los genes, cuya expresidn se encuentra inducida aparecen 133
implicados en el metabolismo, entre los que destacan 5 genes involucrados en
la transferencia de grupos de 1 carbono dependiente de tetrahidrofolato (SHM1,
ADE3, MET12, ADE16 y ADET). Asi mismo, encontramos también 51 genes
relacionadados con la respuesta a estrés, pero sin que sean especificos de
ningun estrés en concreto (ver cluster 1 de la figura 32). Por tanto podemos
concluir que la falta de Ypi1 podria provocar, directa o indirectamente, un
estado general de estrés, concomitante con un incremento en la expresion de
genes implicados en la reprogramacién metabdlica.

Entre los 335 genes, cuya expresion se ve disminuida ante la falta de
Ypi1 a las 6 horas de exposicion a la doxiciclina, destacan aquellos que han
sido involucrados en la sintesis de proteinas ribosomales como son los genes
RPS y RPL (cluster 2 de la figura 32). En S. cerevisiae la sintesis de los
ribosomas consume una cantidad muy importante de los recursos de la célula vy,
por consiguiente, estd muy regulada. Diversas condiciones nutricionalmente
desfavorables asi como algunos estreses provocan una disminucion en la
sintesis de los ribosomas (Mizuta et al., 1991; Rowley et al., 1993; Li et al.,
1999; Belli et al., 2001; Viladevall et al., 2004). Por tanto, la falta de Ypi1 podria
imitar una situacion de crecimiento adversa, frente a la que la célula responde
reduciendo la maquinaria biosintética de los ribosomas. Este hecho podria

explicar la tasa de crecimiento muy baja observada en el mutante condicional
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A) Tiempo (horas) en
100 pgiml de doxiciclina
2 4 6) B)
3 Clasificacién segun FunCat
CLUSTER 1 {408 genes inducidos)
Categoria funcional Namero de genes P-value
Metaholismo 133 3,26 e05
Respuesta a estrés 51 2,23 e0%
CLUSTER 2 {340 genes reprimidos)
Categoria funcional NUmero de genes | P-value
Sintesis de proteinas 95 3,67 e-35
Biogénesis de los ribosomas 89 7,00 ed7
Proteinas ribosomales 88 1,88 e-55
CLUSTER 3
P cbC26
3 o _YPH

Figura 32. Andlisis del perfil de expresion del mutante condicional tetO,:Ypi1. A)
Clasificacién y visualizacién jerarquica del conjunto de genes agrupados en clusters utilizando
los programas Gene Cluster v3.0 y TreeView V1.1.3. B) Categorias funcionales de los genes
agrupados en cada cluster mediante el clasificador FunCat del MIPS.

ypi1 en presencia de doxiciclina.

En nuestros experimentos hemos identificado 2 genes cuya expresion se
encuentra ya disminuida a las 2 horas de adicion de doxiciclina, y sigue
decreciendo paulatinamente, al menos, hasta las 6 horas (cluster 3 de la figura
32). Uno de ellos, como era de esperar, es el propio gen YPI1, lo que nos
indica que el sistema de represibn de su expresion ha funcionado
correctamente. El otro gen, cuyo patron de expresidon es semejante al de YPI1,
es CDC26 (Zachariae et al., 1996; Zachariae et al., 1998b), una ubiquitin ligasa
E3 que es importante para el ensamblaje del APC/C, un complejo proteico que
regula la progresién del ciclo celular (Thornton et al., 2006). Los mutantes

cdc26 son sensibles a altas temperaturas y presentan un bloqueo en el ciclo
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celular en la transicion metafase/anafase, spindles mitéticos cortos y DNA
condensado en el cuello de la gema (Zachariae et al., 1996), fenotipos similares
a los provocados por la ausencia de Ypi1. Nuestros resultados parecen indicar
que el papel de Ypi1 en ciclo celular podria estar vinculado con la regulacién
transcripcional de CDC26; sin embargo, al realizar una RT-PCR y una Q-RT-
PCR del mutante condicional tetO7:Ypi1, creciendo en doxiciclina a diferentes
tiempos, no logramos observar cambios en la expresion de CDC26 (dato no
mostrado).

Como alternativa para verificar si YPI1 podria regular la transcripcion de
CDC26 optamos por hacer un analisis del promotor de este gen. Para ello,
disefiamos un plasmido en el que el promotor de CDC26 esta fusionado con el
reporter B-galactosidasa (pCDC26-LacZ). Este sistema se transformé en una
cepa salvaje y en el mutante condicional tetO7-Ypi1. La actividad B-
galactosidasa se determiné en células creciendo en presencia de 100 ug/ml de
doxiciclina, a los tiempos indicados (Figura 33). Los resultados obtenidos
muestran un bajo nivel de expresion del gen reporter en ambas cepas. No
obstante, la expresion del gen reporter en la cepa tetO;:YPI1 es siempre
inferior a la observada en la correspondiente cepa salvaje, aunque esta
disminucidén no llega a ser tan marcada como los valores obtenidos en los
ensayos de microarrays de DNA.

Para demostrar que los niveles de la proteina Cdc26 también podrian
estar afectados realizamos un inmunoblot a partir de extractos totales de
células tetO7:YPI1, en presencia y ausencia de doxiciclina, utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-Cdc26 (yC-20) (sc-6727; Santa Cruz Biotechnology,
Inc.); sin embargo, bajo las condiciones ensayadas, no se logré detectar la
proteina, probablemente debido a que sus niveles de expresién son muy bajos

(dato no mostrado).

5.6.1. Analisis de complementacién de YPI1y CDC26
Para dilucidar si la funcién de Ypi1 y Cdc26 podrian estar relacionadas
decidimos clonar el ORF completo de CDC26 en un plasmido episomal pWS93,

donde la expresion de CDC26 es regulada por el promotor constitutivo del
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Figura 33. Ensayo B-galactosidasa del promotor de CDC26. Las cepas salvaje
(barras grises) y tetO,-Ypi1 (barras blancas) fueron transformadas con el plasmido reporter
pCDC26-LacZ. La actividad 3-galactosidasa se determiné en células creciendo en presencia de
100pg/ml de doxiciclina a los tiempos indicados.

plasmido (ADH1), para obtener el plasmido pWS93-CDC26, que fue
transformado en una cepa salvaje y en el mutante condicional tetO7:YPI1.
Nuestros resultados, obtenidos de los ensayos fenotipicos en placa, indican
que la expresion de CDC26 no rescata el fenotipo de letalidad del mutante
condicional tetO7:YPI1, en presencia de doxiciclina (Figura 34), aunque si
complementa el fenotipo de termosensibilidad del mutante cdc26, y, por tanto
es funcional. Ademas, la sobreexpresion de YPI/1 tampoco rescata el fenotipo
de sensibilidad del mutante cdc26 a la temperatura no permisiva (Figura 35),
indicando que Ypi1 ejerce otras funciones esenciales.

5.7. PAPEL DE YPI1 EN LA PROGRESION DE LA MITOSIS

5.7.1. La ausencia de Ypi1 provoca un bloqueo en la transicion G2/M

caracterizado por una estabilizacion de los niveles de la segurina Pds1
Los resultados previamente mostrados indican que células carentes de

Ypi1 sufren un bloqueo en la transicion G2/M con un acumulo de nucleos no

divididos localizados entre la célula madre e hija, spindles mitéticos

anormalmente cortos y pérdida en la segregacién cromosémica. Con la
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Figura 34. La sobreexpresion de CDC26 no complementa el fenotipo de letalidad del
mutante condicional ypi1. Cultivos de las cepas wt, tetO;:Ypi1 y cdc26, a una ODgg 0,05
fueron sembrados en placas CM conteniendo 50 pg/ml de doxiciclina e incubados a 28 y 32,5
°C. El crecimiento fue monitorizado después de 72 horas de incubaciéon. Como controles, se
utilizaron las mismas cepas transformadas con el plasmido vacio pWS93.
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Figura 35. La sobreexpresion de YPI1 no suprime el fenotipo de termosensibilidad del
mutante termosensible cdc26. Cultivos de las cepas WT y cdc26, a una ODgg 0,05 fueron
sembrados en placas CM e incubados a 28 y 32,5 °C. El crecimiento fue monitorizado después
de 72 horas de incubacién. Como controles, se utilizaron las mismas cepas transformadas con
el plasmido vacio pWS93.
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finalidad de determinar si el bloqueo del ciclo celular ocurre antes o después
del inicio de la anafase realizamos ensayos orientados a analizar los niveles de
la securina Pds1 en células carentes de Ypi1 y en una cepa salvaje (Figura
36A). Para ello, las células se crecieron en presencia de 100 pg/ml de
doxiciclina y se sincronizaron con alfa-factor. Después de la liberacion del
bloqueo con alfa-factor, en células salvajes, observamos cambios ciclicos en
los niveles de la securina Pds1, que, como esperabamos se degrada al inicio
de la anafase. Por el contrario, en células carentes de Ypi1, la securina
empieza a acumularse al igual que la cepa salvaje pero no se degrada. Este
resultado fue confirmado por un ensayo de inmunocitoquimica realizado tanto
en una cepa salvaje como en el mutante condicional tetO7:YPI1 (Figura 36B);
ya que, mientras en la cepa salvaje, Pds1 es indetectable después de 110
minutos de liberacion del alfa-factor, en células carentes de Ypi1 la presencia
nuclear de la securina es bastante evidente. Nuestros resultados indican que el
bloqueo provocado por la ausencia de Ypi1 se realiza antes del inicio de la
anafase, ya que dicho bloqueo involucra una estabilizacion de la securina Pds1,

sugiriendo una posible activacion de uno de los checkpoints de G2/M.

5.7.2. El bloqueo en mitosis del mutante condicional tetO;:YPI1 no es
debido a la activacion de los checkpoints del spindle y de dafio en el DNA

Han sido descritos tres diferentes checkpoints como los responsables de
monitorizar la progresion de la fase G2/M: El checkpoint del spindle que
monitoriza la correcta unién microtubulos-cinetocoro (Wassmann and Benezra,
2001; De Antoni et al., 2005), el checkpoint de dafio en DNA, que responde a
lesiones en el DNA (Weinert et al., 1994; Toh and Lowndes, 2003) y el
checkpoint de la morfogénesis que retrasa la progresion de la mitosis ante
perturbaciones en la formacién de la gema (Lew, 2003). La activacion del
checkpoint del spindle provoca un bloqueo en la mitosis. Mad2 es el regulador
central de la maquinaria responsable de activar este checkpoint y su presencia
es requerida para bloquear a las células en la fase G2 del ciclo celular. Para
determinar si el bloqueo del ciclo celular provocado por la ausencia de Ypi1

podria ser debido a la activacién de este ckeckpoint, deleccionamos MAD1 y
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Figura 36. La ausencia de Ypi1 provoca un bloqueo en la transicion G2/M con
estabilizacion de los niveles de la segurina Pds1. A) Inmunoblot de de Pds1 durante el
ciclo celular. Las cepas MMR27-10 (YPI1 PDS1-13Myc) MMR28-3 (tetO;:YPI1 PDS1-13Myc) se
diluyeron en YPD (ODeggo 0,01) conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina durante 16 horas y luego se
sincronizaron con alfa-factor durante 3 horas. Después de la liberacion del alfa-factor, las células
fueron procesadas como se detalla en Materiales y Métodos. Para la deteccion de Pds1 se utilizd
un anticuerpo anti-Myc. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo anti-
actina como control. B) Para identificar la localizacién de Pds1, cultivos de las mismas cepas se
trataron como se detalla anteriormente y se procesaron para inmunofluorescencia, usando un
anticuerpo anti-Myc. La posicicon del nudcleo se verific6 mediante tincion con DAPI. Las
imagenes representan unicamente dos puntos del timing ensayado.
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MAD?2 en la cepa MMR09-4 (tetO;:YPI1). Como observamos en la figura 37A,
la delecciéon de MAD2 no mejora el crecimiento de la cepa MMRO09-4 en
presencia de doxiciclina, ni corrige el fenotipo de bloqueo en G2/M (Figura 37B).
De una manera similar, la deleccion de MAD17, un componente menos
importante de la maquinaria de este checkpoint, no altera el comportamiento de
la cepa MMRO09-4. Por lo tanto, nuestros resultados no apoyan la hipotesis de
que la pérdida de Ypi1 induce la activacion del checkpoint del spindle.

Dado que el bloqueo del ciclo celular, provocado por la falta de Ypi1, no
es debido a la activacién del checkpoint del spindle, decidimos investigar si es
debido a la activacion del checkpoint que responde a dafios en el DNA. La
proteina adaptadora Rad9 es la responsable de amplificar la sefal inicial de
este checkpoint, mediante la fosforilacion de importantes quinasas efectoras y
es requerida para el bloqueo de algunas fases del ciclo celular, incluyendo la
transicion G2/M (Toh and Lowndes, 2003). Nosotros deleccionamos RAD9 en
el mutante condicional tetO7;:YPI1 y observamos que la pérdida de RAD9 no
corrige el defecto en el crecimiento (Figura 38A) ni el bloqueo de la transicién
G2/M (Figura 38B) provocado por la falta de Ypi1. Por lo tanto, la parada en
mitosis, observada en células carentes de Ypi1, no requiere de Rad9 y parece

no ser provocada por la activacion del checkpoint de dafio en el DNA.

5.7.3. El bloqueo en mitosis provocado por la ausencia de Ypi1 es debido
a la activacion del checkpoint de la morfogénesis

El checkpoint de la morfogénesis es otro de los tres mecanismos de
supervivencia que controlan la transicién G2/M. La proteina quinasa Swe1,
constituye el principal regulador de este checkpoint. Para evaluar el posible
papel de la activacion de Swe1 en el bloqueo mitético de la cepa MMR09-4
(tetO7:YPI1), deleccionamos el gen SWE1 en este fondo genético y
monitorizamos el efecto de esta mutacion en el crecimiento celular y la
progresion del ciclo celular. Como mostramos en la figura 39A, la falta de Swe1
no recupera el defecto en el crecimiento provocado por la ausencia de Ypi1.
Sin embargo, un analisis de microscopia indica que la distribucion de los

nucleos de la cepa MMR34-6 (tetO7:YPI1 swe1) son muy similares a los
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Figura 37. La deleccion de MAD1 o MAD2 no rescata el defecto de parada en la
mitosis provocado por la ausencia de YPI/1. A) Panel izquierdo. Las cepas CML476
(WT), MMR23-4 (mad1:nat1), MMR24-3 (mad2::nat1), MMR09-4 (tetO;:YPI1), MMR25-7
(tetO7:YPI1 mad1:.nat1) y MMR26-2 (tetO,:YPI1 mad2::nat1) se crecieron en medio liquido en
presencia 100 pg/ml de doxiciclina. Muestras de los diferentes cultivos se tomaron a diferentes
tiempos y el crecimiento se monitorizd6 mediante medicién a 660 nm de las densidades opticas
de los respectivos cultivos. Panel derecho. Mediante el método del drop test, las cepas
indicadas se sembraron en YPD conteniendo las indicadas concentraciones de doxiciclina. B)
Panel izquierdo. Células de los respectivos cultivos se trataron con 100 ug/ml de doxiciclina y
se sincronizaron con 5 pg/ml de alfa-factor. Las células fueron procesadas para microscopia
mediante tincion con DAPI después de 3 horas de liberacion del alfa-factor. Panel derecho.
Alrededor de 300 células de cada condicidn se clasificaron de acuerdo a la posicion y nimero
de nucleos (tal como se muestra en la parte inferior de la grafica).

observados en una cepa salvaje (Figura 39B). Para corroborar este resultado
monitorizamos el contenido de DNA mediante un analisis de citometria de flujo.
Como observamos en la figura 39C, mientras que la mayoria de células
tetO7:YPI1 presentan un contenido de DNA de 2n, aun después de 240 minutos

tras la liberacion del bloqueo en G1, consistente con un bloque en G2/M; las
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Figura 38. La ausencia de rad9 no corrige el defecto de parada en la mitosis
provocado por la ausencia de YPI1. A) Las cepas CML476 (WT), MMR31-1 (rad9::nat1),
MMRO09-4 (tetO;:YPI1) y MMR32-12 (tetO7:YPI1 rad9::nat1) se trataron como se indica en la
leyenda de los diferentes paneles de la figura 39. B) Las cepas indicadas se trataron tal como
se detalla en la leyenda de la figura 37.

células salvajes y swe1 han completado un ciclo y han regresado a la fase G1.
Sorprendentemente, la deleccion de SWET permite que las células tetO7:YPI1
progresen a través de la mitosis, tal y como lo indica el perfil de la citometria de
flujo. Estos resultados indican que el bloqueo mitético observado en células
carentes de Ypi1 es atribuible a la activacién del checkpoint de la morfogénesis.

Ante una activacién del checkpoint de la morfogénesis, Swe1 inhibe la
progresion de la mitosis por inactivacion del principal componente regulador del
ciclo celular, la quinasa dependiente de ciclinas Cdc28, mediante la

fosforilacion de una tirosina conservada (Y19). Para confirmar la posible
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Figura 39. La ausencia de SWE1T recupera el defecto de parada en la mitosis
provocado por la ausencia de YPI1. A) Las cepas CML476 (WT), MMR33-3
(swe1::TRP1), MMR09-4 (tetO;:YPI1) y MMR34-6 (tetO;.YPI1 swe1::TRP1) se trataron como
se indica en la leyenda de la figura 39. B) Las cepas indicadas se trataron tal como se detalla
en la leyenda de la figura 37. C) Cultivos de las cepas indicadas, previamente tratadas con
doxiciclina y sincronizadas con alfa-factor se lavaron y resuspendieron en 15 ml de YPD
conteniendo 100 ug/ml de doxiciclina. Se tifieron con ioduro de propidio y se procesaron para

un analisis de citometria de flujo.
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activacion del checkpoint de la morfogénesis en células carentes de Ypi1,
realizamos un inmunoblot orientado a monitorizar el estado de fosforilacion de
Cdc28 en la Tyr19, a través del ciclo celular. Como observamos en la figura
40A, en células salvajes, Cdc28 es fosforilada en la Tyr19 después de la
liberacién del bloqueo en G1 (80-100 minutos), coincidente con una entrada en
G2, y se defosforila al inicio de la anafase (desde los 110 minutos hacia
delante). Por el contrario, la fosforilacion de la Tyr19 de Cdc28, resulta
ligeramente retrasada en la cepa MMRO09-4 y no retorna a su estado de
defosforilacion después de 140 minutos. Como es de esperar, la deleccién de
SWE1 en la cepa MMR09-4 (cepa MMR34-6) bloquea cualquier forma de
fosforilacién de Cdc28 en la Try19.

Nosostros consideramos la posibilidad de que la acumulacion de la
forma hiperfosforilada de Cdc28 en la cepa tetO;:YPI1, podria ser debido a una
expresion anormal de Swe1, ya que esta quinasa ejerce una regulacion
negativa de Cdc28 mediante fosforilacion. Para poder confirmar esta hipétesis,
monitorizamos los niveles de Swe1 después de la liberacion del bloqueo en G1.
Como mostramos en la figura 40B, en una cepa salvaje, Swe1 se acumula
poco después de la liberacion del bloqueo en G1 (40-50 minutos), alcanzando
su maximo pico en G2 (70-90 minutos) y declina cuando las células entran en
mitosis (110-115 minutos). Por el contrario, en células tetO7:YPI1, los niveles
de Swe1 se mantienen elevados aun después de 130 minutos de liberacion del
bloqueo en G1. Vale la pena senalar que, en este caso, Swe1 permanece
fosforilado, como se deduce por la migracion mas lenta de esta forma de la
proteina. La persistencia de Swe1 en la célula podria explicar la deteccion de la
forma hiperfosforilada de Cdc28 incluso mucho tiempo después de la
liberaciondel bloqueo en G1, ya que se acepta que la estabilidad de Swe1 es
critica para regular su actividad sobre Cdc28 (Sia et al., 1996; Sia et al., 1998).
El mantenimiento anormalmente elevado de los niveles de Swe1 en células
carentes de Ypi1 explica la observacion de que Cdc28 permanezca fosforilada
en la Tyr19. La persistente fosforilacion de Cdc28 mantiene inactiva a la

quinasa y detiene la progresion del ciclo celular. Esta secuencia de eventos son
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Figura 40. Estados de fosforilacion de Swe1 y Cdc28 en ausencia de YPI1. A) Las
cepas CML476 (WT) y MMRQ09-4 (tetO;:YPI1) se trataron con doxiciclina y se sincronizaron con
5 pg/ml de alfa-factor durante 75 minutos. Las células se liberaron del bloqueo en G1 por
resuspension en 100 ug/ml de doxiciclina. Las muestras se tomaron a los tiempos indicados y
se procesaron para inmunoblot. Para detectar los diferentes estados de fosforilacién de Cdc28,
las membranas se incubaron con el anticuerpo anti Tyr19-Cdc28, que posteriormente se
incubaron con el anticuerpo anti-actina. “Nocodazol” indica una muestra de células bloqueadas
en G2/M con nocodazol, como control positivo. B) Cultivos de las cepas indicadas, se
procesaron como se detalla en el apartado A. Las membranas se incubaron con el anticuerpo
anti-Swe1 y se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-actina. Los extractos proteicos de
swe1y de un cultivo asincrénico de la cpa salvaje se incluyeron como controles. Notese que la
acumulacion de la forma mas lenta de migraciéon de Swe1 en la cepa tetO;:YPI1 corresponde a
la forma hiperfosforilada de la proteina.
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los responsables de inducir una activaciéon del checkpoint de la morfogénesis
(Keaton and Lew, 2006). En concordancia con ello la deplecién de Ypi1 induce
alteraciones morfoldgicas, con elongaciones de las gemas, defecto que es
aliviado por la ausencia de Swe1. La ausencia de Swe1 podria impedir la
activacion de la via de senalizacion de Cdc28 sobre el checkpoint de la
morfogénesis. Ademas, nosotros observamos que la deleccion de SWET
permite que células deficientes de Ypi1 superen el bloqueo en G2/M (ver figura
39B). Sin embargo, estas células no pueden proliferar porque todavia padecen
de los problemas originales que activaron el checkpoint de la morfogénesis.
Este fenotipo es reminiscente de Ila situacién descrita por Barral y
colaboradores (Barral et al, 1999), quienes observaron que, aunque la
deleccion de SWET1 recupera el defecto morfolégico de un mutante temperatura
sensible de la septina Cdc12 (cdc12-1), el doble mutante cdc712-1 swel no

prolifera incluso a la temperatura semi-restrictiva.

5.7.4. La ausencia de YPI1 altera la normal acumulacién y localizaciéon de
las septinas

La activacion del checkpoint de la morfogénesis puede ser debido a
defectos en el esqueleto de actina o en la formacién del anillo de septinas.
Puesto que el esqueleto de actina no se ve alterado (dato no mostrado),
realizamos ensayos de monitorizacion del estado del anillo de septinas, que
nos permitan dilucidar si las anomalias observadas en la fosforilacién de la
Tyr19 de Cdc28 y la estabilizacion de Swe1 podrian ser debidas a defectos en
su correcto ensamblaje y/o localizacién. La septina Cdc11 es comunmente
usada para este propdsito, ya que juega un papel critico durante la formacion
del anillo de septinas (Bertin et al., 2008). Por lo tanto, transformamos las
cepas salvaje y tetO7:YPI1 con un plasmido centromérico que expresa una
version de la septina Cdc11 unida a la proteina de fusién GFP.
Sorprendentemente, la observacion microscoépica de células tetO7:YPI1
tratadas con doxiciclina durante 35 horas (Figura 41A), muestra que, en
ausencia de Ypi1, Cdc11 es casi indetectable. Esto podria ser debido a

diversas razones, tales como un ensamblaje defectuoso, disminucién en sus
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Figura 41. Ypi1 es necesario para asegurar unos niveles normales y una correcta
localizacion de las septinas. A) Las cepas CML476 (WT) y MMR09-4 (tetO;:YPI1) se
transformaron con un plasmido centromérico que expresa una versiéon de la septina Cdc11
unida a la proteina de GFP. Los cultivos se crecieron durante 35 horas en presencia de 100
pg/ml de doxiciclina y la localizacion de Cdc11 se realizd mediante microscopia de
fluorescencia (x1000). B) Cultivos de las cepas indicadas, se crecieron en YPD conteniendo
100 pg/ml de doxiciclina. Muestras de los cultivos, a los indicados tiempos, se procesaron para
inmunoblot como se describe en Materiales y Métodos. Para el inmunoblot de Cdc11 se utilizé
un anticuerpo anti-Cdc11, y las membranas se incubaron posteriormente con el anticuerpo anti-
actina como control. C) La determinacion del RNA total de las cepas indicadas y de la cantidad
de mRNA de CDC11 se realizé tal como se detalla en Materiales y Métodos.
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niveles de expresion o incremento de su tasa de degradacion. Por lo tanto,
para distinguir entre estas tres posibilidades, monitorizamos la cantidad de
Cdc11 mediante inmunoblot usando anticuerpos especificos para detectar la
proteina. Como observamos en la figura 41B, los niveles de Cdc11, en células
tetO7:YPI1, sufren un drastico descenso después de ser tratadas con
doxiciclina. Esta pérdida no puede ser atribuible a la diferencia en la expresién
del gen, ya que, los niveles de mRNA de CDC71 no cambian a lo largo del
experimento (Figura 41C). Estos resultados refuerzan la nocion de que la
pérdida de Ypi1 provoca un ensamblaje defectuoso de las septinas y como
consecuencia de ello induce su degradacion, pudiendo ser ésta la causa del
caracteristico bloqueo en G2/M descrito en estas células. El hecho de que la
deplecién de Cdc11 en células carentes de Ypi1, no sea debida a defectos en
la transcripcion, sugiere que podria derivar de un problema en la traduccién o la
estabilidad de la proteina. En este ultimo caso, el defecto podria ser debido a la
disrupcion del proceso normal de reciclaje o, alternativamente, a la incapacidad
en el ensamblaje de estructuras de nivel superior, ya que ha sido demostrado
que cualquier defecto en el ensamblaje de las septinas provoca una
desestabilizacion de Cdc11 (Casamayor and Snyder, 2003). Nuestros
resultados no son del todo sorprendentes, puesto que ha sido ampliamente
documentado que los eventos de fosfo-defosforilacion son relevantes en la
estabilidad y dinamica de las septinas. Ejemplos de ello lo constituyen la ligasa
Siz1, involucrada en la sumoilacién de septinas, la cual es fosforilada antes de
la anafase, coincidente con la sumoilacidn y posterior degradacion de las
septinas (Takahashi et al., 2001; Makhnevych et al., 2007) y Shs1/Set7, una
septina cuya dinamica se encuentra bajo el control del complejo formado por
Rts1 y la fosfatasa PP2A (Rts1/PP2A) (Dobbelaere et al., 2003).

Finalmente, no se descarta la posibilidad de que la falta de Ypi1 podria
involucrar la activacion de checkpoints adicionales, ya que, la estabilizacion de
la securina Pds1 aun se observa en células tetO7;:YPI1 swe, a pesar de que
éstas progresan a través de la mitosis (Figura 42). Esta observacion podria ser
compatible con la activacién de otros checkpoints como resultado de la pérdida

de Ypi1. Ademas, la existencia de checkpoints adicionales en los cuales GIc7

144



RESULTADOS Y DISCUSION

Tiempo (minutos) después de liberar del a-factor

0 30 40 50 60 70O 80 90 100 110

Pds1-Myc =i

- - L e - —

» WT

ACtiNg m | —— —— — — e P W

Pds1-Myc

A

0 el s Gl Ged Oud o G0 0D

L tet0,:Ypit

Actina — e . e S S S D @D G S—

Pds1-Myc ——— G e G SES D S S

tet0,:Ypit swef

LR N

Actina — e o e e — T SR |

Figura 42. Inmunoblot de Pds1 durante el ciclo celular. Las cepas MMR27-10 (YPI1 PDS1-
13Myc), MMR28-3 (tetO;:YPI1 PDS1-13Myc) y MMR36-1 (tetO7:Ypi1 swe1-PDS1-13Myc) se
diluyeron en YPD (ODggo 0,01), conteniendo 100 pg/ml de doxiciclina durante 16 horas y luego
se sincronizaron con alfa-factor durante 3 horas. Después de la liberacién del alfa-factor, las
células fueron tomadas y procesadas como se detalla en Materiales y Métodos. Para el
inmunoblot de Pds1 se utilizé un anticuerpo anti-Myc, y las membranas se incubaron
posteriormente con el anticuerpo anti-actina como control.

estaria participando, podrian explicar las discrepancias observadas con
respecto al papel que Ypi1 ejerce sobre la funcion de Glc7. Un estudio
realizado por Bharucha y colaboradores sustenta que el bloqueo en G2/M,
provocado por la ausencia de Ypi1, induce una activacion del chekpoint del
spindle, ya que, dicho fenotipo es revertido por la deleccibn de MAD1
(Bharucha et al., 2008a). Aunque, aparentemente contradictorio con nuestros
resultados, es importante enfatizar que estos autores usan un sistema de
expresion diferente, en el cual la proteina Ypi1 unida al epitopo HA es
expresada desde un promotor GAL7. Ademas de las diferencias en la potencia
de expresién de los promotores, este sistema involucra cambios en la fuente de
carbono, factores que no estan presentes en nuestros experimentos. De hecho,

nuestros datos no excluyen la activacién de checkpoints adicionales.
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5.7.5. La sobreexpresion de CDC26 recupera el fenotipo de bloqueo en
G2/M del mutante ypi1

En S. cerevisiae, Cdc26 es una ubiquitina ligasa E3, no esencial que es
importante para mantener el correcto ensamblaje del APC/C (Zachariae et al.,
1996; Zachariae et al., 1998b). Como hemos mostrado anteriormente, los
niveles de expresidon de este gen se ven drasticamente disminuidos en
ausencia de YPI1 (ver figura 32). A pesar de que nuestros datos indican que su
sobreexpresion no es capaz de evitar el defecto en el crecimiento del mutante
ypi1 (ver figura 34), consideramos la posibilidad de que fuera capaz de suprimir
el fenotipo de bloqueo en G2/M que experimenta este mutante (de manera
similar a lo que ocurre con la deleccion de SWET).

Para evaluar esta posibilidad transformamos el mutante condicional
tetO7:YPI1 y la cepa salvaje con los plasmidos pWS93 y pWS93-CDC26 y
realizamos un test de crecimiento en medio liquido, conteniendo 100 ug/ml de
doxiciclina, durante 12 horas. Las células fueron sincronizadas en fase G1, en
presencia de doxiciclina y la posicion y numero de nucleos fue monitorizada a
las 3 horas después de la liberacion del bloqueo en G1. Como se aprecia en la
figura 43 A y B, mientras el mutante condicional tetO;:Ypi1 portando el
plasmido vacio sufre un severo bloqueo durante la transicidon metafase-anafase,
la sobreexpresiéon de CDC26 permite que las células progresen a través de la
mitosis. Estos resultados refuerzan la nocion que Ypi1 podria estar participando
en otros checkpoints y CDC26 se convertiria en el primer supresor en
multicopia del fenotipo de bloqueo en G2/M del mutante ypi1.

En S. cerevisiae, el APC constituye un gran complejo proteico que puede
ser dividido en dos subcomplejos, unidos por las proteinas Apc1, Apc4 y Apcb.
El primero, esta formado por las proteinas Apc2, Apc11 y Doc1, y es el
responsable de reclutar a la enzima conjugadora de ubiquitina E2. Mientras que,
el segundo, esta formado por las subunidades no esenciales Swm1, Cdc26 y
Apc9 (que forman el subcomplejo TRP) y desempefia un papel importante en el
reclutamiento de los adaptadores Cdc20 y Cdh1 (Thornton and Toczyski, 2006).
Los complejos APC®*® y APCC™ regulan la transicion metafase-anafase vy

permiten la salida de la mitosis mediante la ubiquitinacion de las ciclinas
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mitéticas y la securina Pds1 (Zachariae and Nasmyth, 1999). EI complejo
APCC es regulado negativamente por Cdc28, mediante la fosforilacion de
Cdh1 (Jaspersen et al., 1999). En cambio, el complejo APC®*?, es regulado
mediante fosforilacion de las subunidades que forman parte del subcomplejo
TRP (APC) (Rudner and Murray, 2000). Finalmente, ha sido reportado que el
APCC%? g5 regulado negativamente mediante la fosforilacién de Cdc20, en
respuesta a dafo en el DNA y perturbaciones en el spindle (Searle et al., 2004;
Tang et al., 2004).

Dado que, los mutantes cdc26 presentan un fenotipo de bloqueo en el
ciclo celular en la transicion G2/M, a la temperatura restrictiva, similar al
observado en el mutante ypi1, nosotros hipotetizamos que Ypi1 podria modular
la funciéon de Glc7 sobre el APC. En concordancia con ello, en un estudio
realizado por Akiyoshi y colaboradores identificaron a la proteina Fin1 como
regulador clave de Glc7 en el silenciamiento del checkpoint del spindle y
sustentan que el complejo formado por Fin1-GIc7 ejerce una funcién opuesta a
la Aurora quinasa Ipl1, involucrada en regulacion de la unién cinetocoro-
microtubulos y ayuda a mantener los cromosomas condensados durante la
anafase (Cheeseman et al., 2002a). Sin embargo, los estados de fosforilacion
de Dam1, una proteina del cinetocoro que es sustrato de Ipl1, no se ven
afectados por el complejo Fin1-Glc7, sugiriendo que Fin1 unicamente estimula
la actividad de Glc7 hacia sustratos especificos del cinetocoro (Akiyoshi et al.,
2009). Ello podria explicar porqué Fin1 no es esencial para la viabilidad de la
célula y abre la posibilidad de que otras subunidades reguladoras esenciales
de Glc7 podrian dirigir la funcion de la fosfatasa sobre diferentes sustratos de
Ipl1.
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Figura 45. La sobreexpresion de CDC26 rescata el defecto de bloqueo en G2/M
provocado por la ausencia de YPI1. A) Las cepas CML476 (WT) y MMR09-4 (tetO;:YPI1)
se transformaron con los plasmidos pWS93 y pWS93-CDC26, se crecieron en medio liquido en
presencia 100 pg/ml de doxiciclina durante 12 horas y se sincronizaron con 5 pg/ml de alfa-
factor. Las células fueron procesadas para microscopia mediante tincion con DAPI después de
3 horas de liberacion del alfa-factor. B) Alrededor de 400 células de cada condicién se
clasificaron de acuerdo a la posicion y nimero de nucleos (tal como se muestra en la parte
inferior de la grafica).
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Los resultados obtenidos durante el curso de esta tesis doctoral nos han

permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1. El efecto de halotolerancia producido por la sobreexpresién de YPI1 es
independiente de las fosfatasas Ppz y de los transportadores de potasio Trk1 y
Trk2, y podria ser mediado por la ATPasa de sodio ENAT.

2, Se han disefiado y puesto a punto diversas estrategias orientadas a la
creacion de mutantes condicionales de YPI1 basados tanto en el uso de un
Degréon como en sistemas de expresién del promotor tetO regulable por
doxiciclina. Los mejores resultados se han obtenido mediante el
reemplazamiento cromosomico del promotor de YP/1 por un promotor tetO;.

3. La disponibilidad de mutantes condicionales ypi1 ha permitido demostrar
que la funcién que esta subunidad reguladora desempefa sobre la fosfatasa
Glc7 esta vinculada con el mantenimiento de la integridad de la pared celular y
la regulacién del ciclo celular.

4. Ypi1 desempefia un papel muy especifico en la fisiologia de la célula, ya
que, segun los resultados obtenidos en la busqueda de genes supresores de la
letalidad provocada por la falta de Ypi1, no existe ninguna proteina capaz de
suplir dicha funcion.

5. Ypi1 y Sds22 son importantes para la progresion del ciclo celular.
Células carentes de Ypi1 o de Sds22 sufren un retraso en el ciclo celular entre
la metafase y la anafase, con un acumulo de nucleos no divididos localizados
entre las células madre e hija y spindles mitéticos anormalmente cortos.
Ademas, las funciones de Ypi1 y Sds22 no son redundantes porque la
sobreexpresién de una de las subunidades reguladoras no suprime el fenotipo
provocado por la ausencia de la otra.

6. La correcta localizacion de Glc7 en el nucleo, requiere la presencia de
sus subunidades reguladoras esenciales Ypi1 y Sds22.

7. La falta de Ypi1 provoca diversos cambios transcripcionales entre los

cuales destaca una inhibicion rapida y sostenida de los niveles de CDC26.
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8. El bloqueo provocado por la ausencia de Ypi1 se realiza antes del inicio
de la anafase, ya que dicho bloqueo involucra una estabilizacion de la securina
Pds1, sugiriendo una posible activacion de uno de los checkpoints de G2/M.

9. El bloqueo del ciclo celular, provocado por la falta de Ypi1, no es debido
a la activacion de los checkpoints del spindle y de dafio en el DNA. En cambio,
el bloqueo mitotico observado en células carentes de Ypi1 es atribuible a la
activacién del checkpoint de la morfogénesis.

10. La persistente fosforilacion de Cdc28 en células carentes de Ypil es
debida al mantenimiento anormalmente elevado de los niveles de Swe1.

11. Las anomalias observadas en la fosforilacion de la Tyr19 de Cdc28 y la
estabilizacién de Swe1, provocadas por la falta de Ypi1, podrian ser atribuidas
a defectos en el correcto ensamblaje y localizacion de las septinas.

12. La sobreexpresion de CDC26 recupera el fenotipo de bloqueo en G2/M

del mutante ypi1, pero no rescata el fenotipo de letalidad.
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Tabla 4- Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

ANEXOS

Nombre Genotipo Fuente o Referencia
M5 MATa/MATa his4/+ leu2/leu? trp1/trp1 ura3/ura3 Van Heusden et al., 1993
MMR18 | M5ypi1::KanMX4/YPI1 Garcia-Gimeno et al., 2003
MMRO6-1c | MATa his4 leu2 trp1 ura3
MMRO02-1c | MMRO06-1c ypi1::KanMX4 (pTS-YPIT1) Este trabajo
MMRO05-5a | MMRO06-1c ypi1::KanMX4 (pCM-YPI1) Este trabajo
MMRO08-1b | MMRO06-1c ypi1::KanMX4 (YEp-YPI1) Este trabajo
CML476 | MATa ura3-52 leuA1 his3A200 GAL2 CMVp(tetR*-SSN6)::LEU2 trp1::tTA Yen et al., 2003
MMRO09-4 | CML476 tetO;:YPI1 Este trabajo
MMR11-2 | tetO7:YPI1 GLC7-yEmCitrine::SpHis5MX Este trabajo
MMR23-4 | CML476 mad1::nat1 Este trabajo
MMR24-3 | CML476 mad2::nat1 Este trabajo
MMR25-7 | tetO7:Ypi1 mad1::nat1 Este trabajo
MMR26-2 | teO7:Ypi1 mad2::nat1 Este trabajo
6211 MATa bar1::hisg ade2-1, trp1-1, can1-100, leu2-3,112, his3-11,15, ura3, GAL+, | Longtine et al., 1998
psi+, ssd1-d2 PDS1-13Myc:SpHis5
MMR27-10 | CML476 PDS1-13Myc:SpHis5 Este trabajo
MMR28-3 | tetO7:YPI1 PDS1-13Myc:SpHis5 Este trabajo
YAC551 MAT a ura3, leu2,his3, lys2, ade2, trp1swe1::HIS3 Barral et al., 1999
YACS580 | MAT a ura3, leu2,his3, lys2, ade2, trp1swe1::TRP1 Barral et al., 1999
MMR29-4 | CML476 swe1::HIS3 Este trabajo
MMR30-2 | tetO7:YPI1 swe1::HIS3 Este trabajo
MMR31-1 | CML476 rad9::nat1 Este trabajo
MMR32-12 | tetO7:YPI1 rad9::nat1 Este trabajo
MMR33-3 | CML476 swel::TRP1 Este trabajo
MMR34-6 | tetO7:YPI1 swe1::TRP1 Este trabajo
MMR35-7 | CML476 swe1::HIS3 PDS1-13Myc:SpHis5 Este trabajo
MMR36-1 | tetO7:YPI1 swe1::HIS3 PDS1-13Myc:SpHis5 Este trabajo
SAY302 | W303 sds22::TRP1 leu2,3 112::(YIpSds22-5) Peggie et al., 2001
SAY304 | W303 sds22::TRP1 leu2,3 112::(YIpSds22-6) Peggie et al., 2001
SAY306 | W303 sds22::-TRP1 leu2,3 112::(YIpLMY) Peggie et al., 2001
*W303 MAT a ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 can1-100 ssd1-d2
MMR13-4 | SAY302 GLC7-yEmCitrine::SpHis5MX Este trabajo
MMR19-3 | SAY306 mad1::nat1 Este trabajo
MMR20-2 | SAY306 mad2::nat1 Este trabajo
MMR21-1 | SAY302 mad1::nat1 Este trabajo
MMR22-2 | SAY302 mad2::nat1 Este trabajo
DBY746 | MATa ura3-52 leu2-3, 112 trp1-A239 his3-A1 D.Botstein
EDN2 DBY746 ppz1::TRP1 Ruiz et al., 2003
EDN85 DBY746 ppz1::TRP1 ppz2::KanMX4 Ruiz et al., 2003
mar-55 DBY746 ppz2 ::TRP1 Ruiz et al., 2003
ESV210 | DBY746 trk1::LEU2
ESV212 | DBY746 trk1::LEU2 trk2::HIS3 Ruiz et al., 2003
mar-58 DBY746 trk1::LEU2 ppz1::TRP1
mar-36 DBY746 trk2 ::HIS3 ppz1::TRP1
mar-37 DBY746 trk1::LEU2 trk2::HIS3 ppz1:: TRP1 Ruiz et al., 2003
mar-15 DBY746 cnb1::KanMX4 Serrano et al., 2002
EDN92 DBY746 crz1::KanMX4 Serrano et al., 2002
mar-18 DBY746 crz1::KanMX4 ppz1::URA3 Ruiz et al., 2003
mar-19 DBY746 cnb1::KanMX4 ppz1::URA3 Ruiz et al., 2003
RH16.6 | DBY746 ena1-4 ::LEU2 Haro et al., 1991
RSC1 DBY746 hog ::KanMX4 Serrano et al., 2002
BY4741 MATa his3-1 leu2 met1-5 ura3 Winzeler et al., 1999

BY4741 cdc26::KanMX4

Winzeler et al., 1999
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Tabla 5- Oligonucleétidos usados para la interrupcion de genes

Oligonucleétido Secuencia
5' tetO-Ypi1 (A) CTTATAACTGCCAGGAGTTGCGAGCTAAGTCTTCAATTAAGTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
5' tetO-Ypi1 (B) CTGCCAGGAGTTGCGAGCTAAGTCTTCAATTAAGTCTATAAGGCAGCTGAAGCTTCGTACGC
3' tetO-Ypi1 CTGTTGTTGTTCTGATCCCATAGCCATTTGATTTCCACTCATATAGGCCACTAGTGGATCTG
tetO-Ypi1 comp. 5' AGGTCCGAAATCATCAGCG
K2 3' TCCTTGACAGTCTTGACGTG
5' ypit1-fw GAGTGGAAATCAAATGGCTATG
3' ypit-rev TCAGTCCTTCTTTTCCTGCTG
5' HindllI-Ypi1 degrén CCCAAGCTTGTACCCATACGATGTTCCTGAC
3' Xbal-Ypi1 degron GCTCTAGAGACCAAAGCCTCAGTCCTTC
Glc7-1256-fw GCAGGGCCCATCAAGTTGTGG
Glc7-1673-rev CGCGGTTTGTTGCACTAAAGGG
MAD1-del-1-For CCATTTTTTCCATCTTAAAATCGAGAGGTAATAGTAAATAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
MAD1-del-2-Rev CATATTATAAAACCGATTACTATTATCTATTAGAAATGTATATACACTTAATCGATGAATTCG
MAD2-del-1-For GTATTGAAAACCACTTCAAAGGGGCCCAATAGCACATTTAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
MAD2-del-2-Rev GAATTCTATTAATATTTATAGCTGACCTGCGCACCAACTTTATGATCGATGAATTCG
MAD1-For-Comp. GCAGAGATTGTGTAGGAAG
MADZ2-For-Comp. CAAGAATAGAAATCGCCCCG
3-NAT GCACTGGATGGGTCCTTCAC
Up-PDS1 CCGTTACCGTATGTACCAG
Do-PDS1 CATCAGCCCGCAGCACATT
Up-PDS1-Comp. CAGTCGTAGTAGGGCCAACC
For-SWE1 CCATCACAATTTGCGACGCG
Rev-SWE1 GGTATTACTACCGGACTGC
5 SWE1-Comp.1 CCACCTCACAGATGCCAAC
3’ HIS3-Comp GCTTGGCCAGAGCATGTATC
TRP1_3 -Comp GCTTGGCCAGAGCATGTATC
Up-Del-RAD9a CAGGCCAGTTAGTTCAATGGAAAAGCTCTCCAGATCGAGTCCGTACGCTGCAGGTCGAC
Dwn-Del-RAD9a CGAACATTAACCACTCCTGGCGTGTGGGAGGATGTTCTTAATCGATGAATTCGAGCTCG
Up.Comp.RAD9 CAGTTCTGATTAAACACGCG

*Las secuencias subrayadas muestran las regiones homologas a los respectivos plasmidos utilizados
para amplificar los casetes.

*|_as secuencias en negrita y cursiva muestran las dianas de restriccién de las enzimas Hindlll y Xbal.
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Tabla 6- Oligonucleétidos usados para la obtencion y verificacion de
vectores de expresiéon

Oligonucleétido

Secuencia

CDC26-EcoR1.Up
CDC26-BamH1.Do
Smal-Up-CDC11
Sall.Do-CDC11
CDC26-HindlIll.Up
CDC26-EcoR1.Do
Glc7-BamHI.Up

Glc7-Pstl.Do

GLC7F256A-for
GLC7F256A-Do
GLC7F256A.Comp-Rev 552
GLC7F256A.Comp-Rev 1100
prom CDC26-Sall.Up.2

prom CDC26-Hindlll.Do
YEp356-1.Up-Comprob.

GGAATTCATGATCAGAAGGGCCCCTAC
CGGGATCCTTATTCCTCGCGGATGTAGAAG
TCCCCCGGGATGTCCGGAATAATTGACGC
TGCGCAGCTGTCATTCTTCCTGTTTGATTTTC

ACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTCACGGAAGGCGGGTGTG
CCAGTCACACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAAGGCGACTCCATTGC

CGGGATCCGATGGTGGTTGTAATACGGTC

AAAACTGCAGACGAGTGATGATTGCATCTTCC

GTGGAAGATGGTTATGAAGCCTTTAGTAAAAGACAA

CACCTTCTACCAATACTTCGGAAATCATTTTCTGTT

CGTCCGACCTTTCTCTCG
CTGTTGGCCTCATCACCC

GAATTCGAGCTCGGTACCGGGGATCCTCTAGAGTCGACAAGGCATTTTAATCTCTGGC
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCGGGATCCATCAAGTGCGATGTTATTG

CGTTGGCCGATTCATTCCCG

*Las secuencias en negrita y cursiva muestran las dianas de restriccion de las respectivas enzimas.

*Las secuencias en rojo indica el sitio de cambio de codén (fenilalanina a alanina).

Tabla 7- Oligonucledétidos usados para RT-PCR

Oligonucleétido

Secuencia

RT-Ypi1-Up
RT-Ypi1-Do
RT-CDC26-Up
RT-CDC26-Do
RT_CDC11_For
RT_CDC11_Rev
RT_ACT1_up2
RT_ACT1_do2

GTCCCGAACGGTGAGTGTGG
GCTGTTTTCGCCTGTATTCAG
CCCCTACCACCTTGCAGC
TATTCCTCGCGGATGTAG
TGG GCC AGT CCG GAT CTG
GGT GGC GAA TGT AGT CGG
TGCTGTCTTCCCATCTATCG
ATTGAGCTTCATCACCAAC
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Tabla 8- Conjunto de genes que en ausencia de YPI/1 presentan unos niveles de
expresion disminuidos respecto de la cepa salvaje. Los datos de expresion
corresponden a las 2, 4 y 6 horas de exposicion de la cepa MMR09-4 (tetO;:YPI1) a 100 pg/ml
de doxiciclina. La descripcion de cada uno de los genes ha sido obtenida de las bases de datos
MIPS (Ruepp et al., 2004) y SGD (Dwight et al., 2002).

ORF Nombre | 2h 4h 6h Descripcidn

Subunit of the Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome

YFRO36W CcDC26 027 023 0.12 (APC/C),.which isa ubiqu'itin.-p.roteiq Iigasg rquireq for
degradation of anaphase inhibitors, including mitotic
cyclins, during the metaphase/anaphase transition
Dubious open reading frame, unlikely to encode a protein;
not conserved in closely related Saccharomyces species;

YJL188C 0.96 1.04 0.25 88% of ORF overlaps the verified gene RPL39; diploid
mutant displays a weak budding pattern phenotype in a
systematic assay

YJL189W RPL39 1.01 1.02 0.28 ribosomal protein L39 (L46) (YL40)

YOL127W RPL25 0.94 1.14 0.28 ribosomal protein L25 (rpl6L) (YL25)

YFR032C-A RPL29 1.00 1.16 0.28 ribosomal protein L29 (YL43)

YFLO53W DAK2 1.09 1.19 0.29 dihydroxyacetone kinase

YHRO72W-A NOP10 0.95 1.10 0.29 H/ACA-box snoRNPs component

YOR182C RPS30B 0.93 1.14 0.29 ribosomal protein S30B

YHR141C RPL42B 0.98 1.03 0.30 ribosomal protein L42B (YL27) (L41B) (YP44)

YNL162W RPL42A 1.07 1.15 0.30 ribosomal protein L42A (YL27) (L41A)

YDL184C RPL41A 0.98 1.03 0.30 ribosomal protein L41A (YL41) (L47A)

YDR425W SNX41 0.94 121 0.31 S(_)rt_ing nex@ns Snx4p, Snx41p, and Snx42p mediate
distinct retrieval pathways from endosomes.

YLR167W RPS31 0.97 113 0.32 ribpsqmal protgin S31 (S37) (YS24)|also encodes a
ubiquitin protein

YLR333C RPS25B 0.88 1.06 0.32 ribosomal protein S25B (S31B) (rp45) (YS23)

YDLO81C RPP1A 0.98 1.16 0.33 acidic ribosomal protein P1A (YP1alpha) (A1)

YHR162W 0.93 1.02 0.33 Hypothetical ORF

YMR194W RPL36A 0.95 1.07 0.33 ribosomal protein L36A (L39) (YL39)

YDR382W RPP2B 0.94 1.12 0.33 ribosomal protein P2B (YP2beta) (L45)

YJR085C 1.07 0.96 0.33 Hypothetical ORF

YLR264W RPS28B 1.03 1.10 0.33 ribosomal protein S28B (S33B) (YS27)

YGR050C 0.94 1.03 0.33 Hypothetical ORF

YHR021C RPS27B 0.93 1.02 0.33 ribosomal protein S27B (rp61) (YS20)

YLR124W 1.05 0.34 Hypothetical ORF

YLRO61W RPL22A 0.86 0.98 0.34 ribosomal protein L22A (L1c) (rp4) (YL31)

YGR027C RPS25A 0.92 1.01 0.34 ribosomal protein S25A (S31A) (rp45) (YS23)

YDR500C RPL37B 0.93 1.13 0.34 ribosomal protein L37B (L43) (YL35)

YGL189C RPS26A 0.97 1.08 0.34 ribosomal protein S26A

YLR217W 1.04 0.35 Hypothetical ORF

YOR149C SMP3 1.00 1.08 0.35 alpha 1,2 mannosyltransferase

YOR369C RPS12 0.99 1.13 0.36 ribosomal protein S12

YDL136W RPL35B 0.93 1.16 0.36 ribosomal protein L35B

YPL192C PRM3 0.96 111 0.36 Pher_omone-reg_ulated protein required for karyogamy;
localizes to the inner membrane of the nuclear envelope

YBL087C RPL23A 1.03 1.11 0.36 ribosomal protein L23A (L17aA) (YL32)

YOLO39W RPP2A 0.96 1.00 0.36 60S acidic ribosomal protein P2A (L44) (A2) (YP2alpha)

YER131W RPS26B 1.03 0.98 0.36 ribosomal protein S26B

YORO040W GLO4 1.03 1.01 0.37 | glyoxylase-lI

YCRO011C ADP1 1.00 0.37 Shows homology to ATP-dependent permeases

YDLO75W RPL31A 0.88 1.10 0.37 ribosomal protein L31A (L34A) (YL28)

YPR044C 0.99 1.06 0.37 Hypothetical ORF

YNL259C ATX1 1.28 1.13 0.37 copper chaperone

YPR166C MRP2 110 108 0.37 14 kDa mi_tochondrial ribosomal protein|similar to E. coli
S14 protein

YLR269C 1.05 1.09 0.37 Hypothetical ORF

YLR365W 1.04 1.03 0.37 Hypothetical ORF

YLR311C 1.21 1.14 0.37 Hypothetical ORF

YOR102W 0.92 0.94 0.37 Protein required for cell viability

YOR293W RPS10A 0.94 1.06 0.38 ribosomal protein S10A

YPRO43W RPL43A 0.88 1.10 0.38 ribosomal protein L43A
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S. pombe Nrf1p homolog (97% identical in predicted

YERO72W VTC1 0.79 0.83 0.38 - g
amino acid sequence)

YCLO38C ATG22 0.96 0.96 0.38 Autpphagy gene essential for breakdown of autophagic
vesicles in the vacuole

YOR277C 1.07 1.06 0.38 Hypothetical ORF

YML0O09C MRPL39 1.06 0.38 Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YLR230W 1.07 0.39 Protein required for cell viability

YKRO57W RPS21A 0.84 1.12 0.39 ribosomal protein S21A (S26A) (YS25)
Adenosine 5'-monophosphoramidase; interacts physically
and genetically with Kin28p, a CDK and TFIIK subunit,

YDL125C HNT1 0.91 1.04 0.39 and genetically with CAK1; member of the histidine triad
(HIT) superfamily of nucleotide-binding proteins and
similar to Hint

YOL118C 0.92 0.39 Hypothetical ORF
Dubious open reading frame, unlikely to encode a protein;
not conserved in closely related Saccharomyces species;

YLR062C 0.97 1.09 0.39 98% of ORF overlaps the verified gene RPL22A; diploid
mutant displays a weak budding pattern phenotype in a
systematic assay

YDR450W RPS18A 1.06 1.08 0.39 ribosomal protein S18A

YNLO19C 0.92 1.1 0.39 Hypothetical ORF

YPR196W 1.02 1.1 0.39 nuclear protein (putative)

YGL102C 1.04 0.39 Protein required for cell viability

YGR034W RPL26B 0.95 1.03 0.39 ribosomal protein L26B (L33B) (YL33)

YLR111W 0.87 1.03 0.39 Hypothetical ORF

YLR390W ECM19 1.00 1.01 0.39 Non-essential protein of unknown function

YDR447C RPS17B 0.90 1.13 0.39 ribosomal protein S17B (rp51B)

YGL147C RPLYA 1.10 0.40 ribosomal protein L9A (L8A) (rp24) (YL11)

YNLO67W RPL9B 0.99 1.08 0.40 ribosomal protein L9B (L8B) (rp24) (YL11)

YLR185W RPL37A 0.96 1.08 0.40 ribosomal protein L37A (L43) (YL35)

YNLO70W TOM7 1.05 0.40 translocase of the outer mitochondrial membrane

YJL136C RPS21B 0.92 1.05 0.40 ribosomal protein S21B (S26B) (YS25)

YLR415C 1.05 1.07 0.40 Hypothetical ORF

YGL103W RPL28 0.88 1.07 0.40 ribosomal protein L28 (L29) (rp44) (YL24)

YOR253W NATS5 0.98 1.07 0.40 N-acetyltransferase
Non-essential protein of unknown function, likely exists as

YBLO01C ECM15 0.93 115 0.40 tetramer, may be regulgted by the_binding of small-
molecule ligands (possibly sulfate ions), may have a role
in yeast cell-wall biogenesis

YDL191W RPL35A 0.91 1.13 0.40 ribosomal protein L35A

YDR378C LSM6 0.92 0.98 0.40 | snRNP protein

YFLO17W-A SMX2 0.40 snRNP G protein (human Sm-G homolog)

YML024W RPS17A 0.94 1.07 0.40 ribosomal protein S17A (rp51A)
20 kDa protein|functionally analogous to mammalian 4E-

YOR276W CAF20 0.94 1.06 0.40 BPslfunctional and limited sequence similarity to EAP1

YBR256C RIB5 1.06 0.90 0.40 Riboflavin biosynthesis

YJLO77C ICS3 0.40 Protein of unknown function

YJRO34W PET191 1.01 1.05 0.40 Protein required for assembly of cytochrome c oxidase

YDLO61C RPS29B 0.94 0.99 0.41 ribosomal protein S29B (S36B) (YS29)

YJL191W RPS14B 1.00 1.10 0.41 ribosomal protein S14B (rp59B)

YLR388W RPS29A 0.96 1.07 0.41 ribosomal protein S29A (S36A) (YS29)

YMR294W-A 0.91 1.15 0.41 Hypothetical ORF

YLR232W 1.14 1.13 0.41 Hypothetical ORF

YMR286W MRPL33 1.01 0.41 Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YLLOO7C 0.93 1.09 0.41 Hypothetical ORF

YNL244C Sul1 0.97 1.11 0.41 translation initiation factor elF1

YOR265W RBL2 0.41 tubulin folding cofactor A

YDR100W TVP15 0.93 1.10 0.41 integral membrane protein

YIL027C KRE27 0.92 1.05 0.41 Killer toxin REsistant

YKLOO6W RPL14A 0.94 1.06 0.41 ribosomal protein L14A

YLLO14W 0.94 1.13 0.41 Hypothetical ORF

YMR233W 1.00 1.10 0.41 Interacts with Top1p in 2-hybrid assay.

YBL092W RPL32 0.91 1.08 0.41 ribosomal protein L32

YDR259C YAP6 1.02 1.08 0.41 bZIP protein

YGR243W EMP43 0.83 107 0.42 The authen'tic, non-tagged protein was localized to
mitochondria

YLR159W 1.05 0.42 Note: YLR156W, YLR159W, and YLR161W are identical.

YBR191W RPL21A 0.90 1.01 0.42 ribosomal protein L21A

YJLO45W 1.06 1.08 0.42 | Similar to SDH1
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Like Sm protein; member of the Sm protein family, though

YCRO020C-a MAK31 0.98 0.98 0.42 slightly divergent because Mak31/Lsm9p does not contain
a glycine or cysteine at amino acid 107.

YPLO47W SGF11 0.42 Probable 11kDa subunit of the SAGA histone
acetyltransferase complex

YHLO15W RPS20 1.00 0.42 ribosomal protein S20

YCR090C 0.92 0.42 Hypothetical ORF

YDRO71C PAA7 0.97 1.01 0.42 It acetylate.s polyamines such as putrescine, spermidine
and spermine

YGL258W 0.96 1.01 0.42 Increased in velum formation in flor strain

YLR043C TRX1 1.06 1.09 0.42 thioredoxin|EC 1.8.4.8
Heat shock protein regulator that binds to Hsp90p and
may stimulate ATPase activity; originally identified as a

YNL281W HCH1 1.07 1.00 0.42 high-copy number suppressor of a HSP90 loss-of-function
mutation; GFP-fusion protein localizes to the cytoplasm
and nucleus

YML108W 1.02 0.98 0.42 defineg a new subfamily of the split beta-alpha-beta
sandwiches.

YPLO38W MET31 110 117 0.42 highly homologpus to Met§32p|transpriptional re;gulator of
sulfur amino acid metabolism|zinc finger protein

YMR141C 0.81 1.08 0.42 Hypothetical ORF

YPR102C RPL11A 1.00 1.15 0.42 ribosomal protein L11A (L16A) (rp39A) (YL22)

YGR209C TRX2 0.90 1.03 0.42 thioredoxin|EC 1.8.4.8

YGRO085C RPL11B 1.03 0.42 ribosomal protein L11B (L16B) (rp39B) (YL22)

YLR408C 0.96 1.04 0.42 Hypothetical ORF

YML129C COX14 0.97 1.03 0.42 mitochondrial membrane protein

YBR252W DUT1 0.96 1.06 0.43 dUTP pyrophosphatase

YLR008C PAM18 1.03 1.01 0.43 DnaJ-like protein, cochaperone
Protein of unknown function; has a CUE domain that

YML101C CUE4 1.03 1.12 0.43 binds ubiquitin, which may facilitate intramolecular
monoubiquitination

YGLO30W RPL30 0.99 1.05 0.43 ribosomal protein L30 (L32) (rp73) (YL38) large subunit

YNL178W RPS3 1.04 1.11 0.43 ribosomal protein S3 (rp13) (YS3)

YLR369W SSQ1 1.08 0.43 | HSP70 family chaperone

YDR471W RPL27B 0.94 1.18 0.43 ribosomal protein L27B

YMRO082C 0.90 1.08 0.43 Hypothetical ORF

YJR058C APS2 1.06 1.01 0.43 clathrin associated protein complex small subunit

YIL148W RPL40A 0.96 1.08 0.43 ribosomal protein L40A|also encodes a ubiquitin protein

YMRO057C 0.94 1.02 0.43 Hypothetical ORF
Protein of unknown function, proposed to be involved in

YJL184W GON7 0.87 0.96 0.43 thg transfer qf mgnnosylphosphate groups onto.N-Iinked
oligosaccharides; also proposed to be involved in
responding to osmotic stress

YMR107W SPG4 101 107 0.43 Prot.ein required for survival at high temperature during
stationary phase

YOL146W PSF3 1.00 1.04 043 a subunit.of t'he GINS complex required for chromosomal
DNA replication

YPRO09W SUT2 0.84 0.92 0.43 Involved in sterol uptake; homologous to SUT1

YDR318W MCM21 0.99 1.13 0.43 Involved in minichromosome maintenance
vacuolar ATPase V0 domain subunit ¢' (17 kDa)|vacuolar

YPL234C TFP3 0.99 1.15 0.43 H(+) ATPase 17 kDa subunit C

YLRO37C DAN2 0.95 1.10 0.43 putative cell wall protein

YPLO80C 0.98 1.05 0.43 Hypothetical ORF

YPLO79W RPL21B 0.92 1.13 0.43 ribosomal protein L21B

YMR121C RPL15B 1.03 1.02 0.43 ribosomal protein L15B (YL10) (L13B) (rp15R)

YHRO053C CUP1-1 0.43 copper binding metallothionein

YDL189W RBS1 1.14 0.44 R3H-domain protein

YOL150C .16 1.03 0.44 Hypothetical ORF

YMR137C PSO2 00 1.02 0.44 interstrand crosslink repair protein
Homolog of the Chlamydomonas reinhardtii REX1-S

YDRO79C-a TFB5 0.44 Erotein wh!ch is involved_in DNA repair, also_has _

omologs in other organisms including Arabidopsis,

Drosophila, mouse, and human

YER146W LSM5 1.05 0.44 snRNP protein

YLR029C RPL15A 1.04 0.99 0.44 ribosomal protein L15A (YL10) (rp15R) (L13A)

YDR541C 0.97 1.12 0.44 Hypothetical ORF
bovine NABC complex component homolog|non-native

YLR200W YKE2 0.98 0.44 actin binding complex polypeptide 6|prefoldin complex
subunit

YKR036C CAF4 0.95 1.05 0.44 CCR4 transcriptional complex component
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YLR234W TOP3 0.93 1.09 0.44 DNA topoisomerase lll

YDL130W RPP1B 0.84 1.08 0.44 ribosomal protein P1B (L44") (YP1beta) (Ax)
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YDR367W 0.94 1.20 0.44 (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a
punctate pattern

YIL052C RPL34B 0.92 1.01 0.44 ribosomal protein L34B

YHRO055C CUP1-2 0.44 copper binding metallothionein

YHLOO1W RPL14B 0.93 1.10 0.44 ribosomal protein L14B

YMROO7W 0.97 1.10 0.44 Hypothetical ORF

YDR459C 1.06 1.05 0.44 likely functions in pathway(s) outside Ras

YPR132W RPS23B 1.01 1.12 0.44 ribosomal protein S23B (S28B) (rp37) (YS14)

YMR122C 1.15 0.44 Hypothetical ORF

YBRO47TW EMP23 0.90 0.84 044 Tr_le authen_tic, non-tagged protein was localized to the
mitochondria

YGL135W RPL1B 1.09 0.44 ribosomal protein L1B
Cytoplasmic protein localized to the shmoo tip; required

YMR232W FUS2 0.97 1.13 0.45 | for the alignment of parental nuclei before nuclear fusion
during mating

YDR417C 0.93 1.12 0.45 Hypothetical ORF

YPLO37C EGD1 1.03 1.06 0.45 pol Il transcribed genes regulator

YJL190C RPS22A 0.92 1.13 0.45 ribosomal protein S22A (S24A) (rp50) (YS22)

YJL206C-A 0.45

YBR262C EMP51 0.98 1.00 045 The authen.tic, non-tagged protein was localized to the
mitochondria

YCRO031C RPS14A 0.94 1.18 0.45 ribosomal protein S14A (rp59A)

YDR400W URH1 1.02 1.02 0.45 uridine nucleosidase (uridine ribohydrolase); EC 3.2.2.3

YLR255C 0.99 1.08 0.45 Hypothetical ORF
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YDR357C 0.96 1.09 0.45 (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a
punctate pattern

YELOO3W GIM4 0.88 0.45 bovine prefoldin subunit 2 homolog (putative)
17 kDa|VO sector subunit|dicyclohexylcarbodiimide
binding subunit|proteolipid|vacuolar ATP synthase

YELO2TW CuPs 1.07 1.07 0.45 proteo?ipid C|va|cuolar ATF!ase VO domain);ubunit c
(dicyclohexylcarbodiimide binding subunit) (17 kDa)

YOR377W ATF1 0.97 1.15 0.45 alcohol acetyltransferase

YLR282C 0.98 1.09 0.45 Hypothetical ORF

YPLO18W CTF19 0.92 1.11 0.45 kinetochore protein

YDL121C 0.96 1.11 0.45 Hypothetical ORF

YKR032W 1.03 0.45 Hypothetical ORF

YOR020C HSP10 0.99 1.11 0.45 heat shock protein 10
Dubious open reading frame that overlaps YCLOO5W-A

YCLOO7C 1.00 045 (87%.).; mutations in YCLOQ?C were.thought to confer
sensitivity to calcofluor white, but this phenotype was later
shown to be due to the defect in YCLOO5W-A

YLR346C 105 105 0.45 Egtzin of unknown function; expression regulated by

YOR122C PFY1 1.00 1.06 0.45 profilin

YDR056C 1.00 1.01 0.45 Hypothetical ORF

YLLO50C COF1 0.94 1.15 0.46 actin binding and severing protein|cofilin

YIL062C ARC15 1.00 1.04 0.46 Arp complex subunit
Protein involved in rDNA silencing, contains a C-terminal

YKRO19C IRS4 1.06 1.05 046 E_ps15 homolqu (EH)_ domain and a DNA po_lymerase_ B
signature motif; mutation in IRS4 confers an increase in
rDNA silencing

YGR118W RPS23A 1.00 1.06 0.46 ribosomal protein S23A (S28A) (rp37) (YS14)
Ras guanine nucleotide exchange factor (GEF); in the
S288C strain, there is a stop codon between YLLO17W

YLLO17W 1.01 1.08 0.46 | and YLLO16W, the ORFs that comprise SDC25, while in
other strains the stop codon is absent and the ORFs are
merged into one longer ORF

YGL054C ERV14 0.99 0.46 14 kDa protein found on ER-derived vesicles

YDR493W EMP36 0.46 Tr_le authen_tic, non-tagged protein was localized to the
mitochondria

YLR158C ASP3-3 0.89 0.46 nitrogen catabolite-regulated cell-wall L-asparaginase Il

YOR312C RPL20B 0.90 0.46 ribosomal protein L20B (L18B)

YPL148C PPT2 0.46 phosphopantetheine:protein transferase (PPTase)

YDL244W THI13 1.00 1.01 0.46 Product of gene unknown

YGLO31C RPL24A 0.98 1.00 0.46 ribosomal protein L24A (rp29) (YL21) (L30A)

YJRO63W RPA12 0.92 1.03 0.46 RNA polymerase | A12.2 subunit
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YMR112C MED11 1.09 1.02 0.46 RNA polymerase |l holoenzyme/mediator subunit 14 kDa

YCRO87W 1.03 1.00 0.46 Hypothetical ORF

YDR286C 0.46 Hypothetical ORF

YDLO62W 0.96 1.09 0.46 Hypothetical ORF

YMR123W PKR1 0.81 1.07 0.46 Pichia farinosa Killer toxin Resistance

YGR102C 1.06 0.46 Hypothetical ORF

YELOS1W VMAS8 1.07 1.02 0.46 V1 catalytic sector D subunit|vacuolar H-ATPase

YJRO54W 0.91 1.02 046 Vacuolar protein of unknown function; potential Cdc28p
substrate

YOLO014W 0.46 Hypothetical ORF

YIR022W SEC11 0.98 0.46 signal peptidase subunit

YDR434W GPI17 0.98 1.03 0.46 GPI transamidase component, human PIG-S homologue

YOL040C RPS15 0.86 1.10 0.46 | ribosomal protein S15 (S21) (rp52) (RIG protein)

YBR189W RPS9B 0.96 1.11 0.46 ribosomal protein S9B (S13) (rp21) (YS11)

YDLO76C RXT3 0.87 1.08 0.46 Hypothetical ORF

YLRO66W SPC3 0.94 1.00 0.46 signal peptidase subunit

YDL230W PTP1 1.00 1.12 0.46 phosphotyrosine-specific protein phosphatase

YILO16W SNL1 0.98 0.96 0.46 18.3 kDa integral membrane protein

YLR040C 0.96 1.16 0.46 Hypothetical ORF

YBLO26W LSM2 1.00 0.47 snRNA-associated protein, Sm class
N-myristoylated calcium-binding protein that may have a
role in intracellular signaling through its regulation of the

YDR373W FRQ1 1.05 0.99 0.47 phosphatidylinositol E-kinage Pik1%; memger of the
recoverin/frequenin branch of the EF-hand superfamily
Dubious open reading frame, unlikely to encode a protein;

YLR331C 0.82 1.08 0.47 not conserved in closely related Saccharomyces species;
98% of ORF overlaps the verified gene MID2

YMR278W 0.96 1.02 0.47 Hypothetical ORF

YDL219W DTD1 1.03 0.96 0.47 D-Tyr-tRNA(Tyr) deacylase

YDR339C 0.93 1.05 0.47 Protein required for cell viability

YHR026W PPA1 0.95 0.47 proteolipid|vacuolar ATPase VO domain subunit c"

YAL046C 1.00 0.47 Hypothetical ORF

YMLOO1W YPT7 1.01 1.01 0.47 GTP-binding protein|rab family

YPLO81W RPS9A 0.93 1.14 0.47 ribosomal protein S9A (S13) (rp21) (YS11)

YIL043C CBR1 0.99 1.00 0.47 cytochrome b reductase

YPR060C ARO7 1.00 1.10 0.47 chorismate mutase

YDR454C GUK1 0.93 1.04 0.47 guanylate kinase

YIL069C RPS24B 0.97 1.03 0.47 ribosomal protein S24B

YLLOO4W ORC3 0.95 1.05 0.47 origin recognition complex subunit
Probable membrane protein, involved in phosphate

YBR106W PHOSS 0.95 102 0.47 transport; pho88 p_h086 double_null m_utant exhibits
enhanced synthesis of repressible acid phosphatase at
high inorganic phosphate concentrations

YLR141W RRN5 0.96 110 047 UAF member (upstream a_cti\_/ation factor) along with
Rrn9p and Rrn10p|transcription factor

YLR143W 1.00 1.07 0.47 Hypothetical ORF

YKR041W 1.26 0.47 Hypothetical ORF

YGRO82W TOM20 0.98 047 rZ(AEJ(Z(I;I‘Z)){'zl)rmitochondrial outer membrane protein import

YLR327C 1.01 1.08 0.47 Hypothetical ORF

YLRA61W PAU4 0.93 110 047 member of the seripauperin protein/gene family (see
Gene_class PAU)

YLR260W LCB5 1.01 1.12 0.47 sphingoid long chain base (LCB) kinase

YKL156W RPS27A 1.00 1.06 0.47 ribosomal protein S27A (rp61) (YS20)

YMR236W TAF9 1.01 1.13 0.47 | TFIID subunit

YCLO035C GRX1 1.05 0.48 glutaredoxin|EC 1.20.4.1

YPL218W SAR1 0.95 1.01 0.48 | ARF family|GTP-binding protein

YOL139C CDC33 1.00 1.06 0.48 mRNA cap binding protein elF-4E

YOR285W 0.91 1.1 0.48 Hypothetical ORF

YCL033C 1.19 0.99 0.48 Hypothetical ORF
Predicted membrane protein required for the retention of

YDR414C ERD1 0.96 1.03 0.48 lumenal endoplasmic reticulum proteins; mutants secrete
the endogenous ER protein, BiP (Kar2p)

YDR487C RIB3 0.89 0.94 0.48 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase

YFRO23W PES4 1.12 1.08 0.48 poly(A) binding protein

YLR157C ASP3-2 0.95 1.06 0.48 nitrogen catabolite-regulated cell-wall L-asparaginase ||

YMR264W CUE1 1.02 1.08 0.48 Ubc7p binding and recruitment protein

YNRO037C RSM19 1.11 0.93 0.48 mitochondrial ribosome small subunit component

YHR139C SPS100 1.03 1.11 0.48 sporulation-specific cell wall maturation protein
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YLR252W 0.98 1.10 0.48 Hypothetical ORF

YPLO10OW RET3 1.09 1.05 0.48 vesicle coat component

YPL283C YRF1-7 0.93 1.10 0.48 | Y'-helicase protein 1

YDLOO8W APC11 1.01 1.07 0.48 anaphase promoting complex (APC) subunit

YNL339C YRF1-6 0.99 1.11 0.48 | Y'-helicase protein 1

YOR095C RKI1 0.96 1.08 0.48 ribose-5-phosphate ketol-isomerase

YPL098C 1.00 0.48 Hypothetical ORF

YLR154C RNH203 1.05 0.48 Ribonuclease H2 subunit, required for RNase H2 activity

YGLO72C 1.09 0.48 Hypothetical ORF

YGR148C RPL24B 1.00 0.48 ribosomal protein L24B (rp29) (YL21) (L30B)
Protein of unknown function; transcription is induced in

YMR251W-a HOR7 0.94 1.07 0.48 response to hyperosmotic stress and repressed by alpha
factor

YOR100C CRC1 0.94 1.08 0.48 carnitine transporter

YALO33W POP5 0.91 0.96 0.48 Nuclear RNase P subunitfRNase MRP subunit

YBR109C CMD1 1.00 0.95 0.48 calmodulin

YLR117C CLF1 0.97 0.99 0.48 pre-mRNA splicing factor

YNL301C RPL18B 0.94 1.12 0.48 ribosomal protein L18B (rp28B)

YDR411C DFM1 1.01 1.01 0.48 Hypothetical ORF

YGR215W RSM27 0.92 1.06 0.48 mitochondrial ribosome small subunit component

YLR379W 0.92 1.10 0.48 Protein required for cell viability
Protein of unconfirmed function, involved in pyridoxine
metabolism; expression is induced during stationary

YMR095C SNO1 0.81 0.92 0.48 phase; forms a putative glutamine amidotransferase
complex with Snz1p, with Sno1p serving as the
glutaminase

YDRO025W RPS11A 0.91 1.09 0.48 ribosomal protein S11A (S18A) (rp41A) (YS12)

YKL0O06C-A SFT1 0.92 1.05 0.48 | v-SNARE

YNL157W 1.00 1.02 0.48 Hypothetical ORF

YDR064W RPS13 0.87 1.15 0.48 ribosomal protein S13 (S27a) (YS15)

YDR418W RPL12B 0.97 1.13 0.49 ribosomal protein L12B (L15B) (YL23)

YNLO10W 1.05 1.1 0.49 Hypothetical ORF

YJR025C BNA1 1.00 1.03 0.49 3-hydroxyanthranilic acid dioxygenase
RNA-binding protein that interacts with the C-terminal

YNL251C NRD1 0.95 1.06 049 domgin of the RNA.pc')Iymeras'e II.Iarge sut')unit (Rpo21p),
required for transcription termination and 3' end
maturation of nonpolyadenylated RNAs

YDL083C RPS168B 0.89 1.1 0.49 ribosomal protein S16B (rp61R)

YJL192C SOP4 1.00 4 0.49 suppressor of pma1l-7

YJL022W 0.49 Hypothetical ORF

YLR289W GUF1 0.99 0.49 GTPase

YMRO35W IMP2 1.04 0.49 protease

YHR029C 0.93 0.88 0.49 Hypothetical ORF

YKLOO9W MRT4 0.96 1.01 0.49 mRna turnover 4

YLR155C ASP3-1 0.96 1.02 0.49 nitrogen catabolite-regulated cell-wall L-asparaginase ||

YLR275W SMD2 0.91 1.08 0.49 U1 snRNP protein of the Sm class

YMRO59W SEN15 1.01 0.98 0.49 tetrameric tRNA splicing endonuclease 15kDa subunit

YGL263W COS12 111 049 Protein of unknown function,.member of a family pf
conserved, often subtelomerically-encoded proteins

YDL098C SNU23 0.79 1.06 0.49 RNA binding zinc finger protein (putative)

YLRO65C 0.90 1.06 0.49 Hypothetical ORF

YNLO75W IMP4 0.99 1.05 0.49 U3 snoRNP protein

YPL220W RPL1A 0.91 113 049 gsgﬁg?al protein L1A, forms part of the 60S ribosomal

YLR160C ASP3-4 0.98 1.03 0.49 nitrogen catabolite-regulated cell-wall L-asparaginase II

YJR030C 1.00 1.02 0.49 Hypothetical ORF

YGR137W 0.96 0.49 Hypothetical ORF

YOL159C 0.89 0.97 0.49 Hypothetical ORF

YER092W IES5 1.00 0.95 0.49 Protein t_hat associates with the INO80 ch_romatin
remodeling complex under low-salt conditions

YLR147C SMD3 1.08 0.49 core snRNP protein

YMR242C RPL20A 1.07 1.16 0.49 ribosomal protein L20A (L18A)
Serine/threonine protein kinase involved in activation of
meiosis, associates with Ime1p and mediates its stabiilty,

YJL106W IME2 1.09 0.49 activates Ndt80p; IME2 expregsion is positively regulatgd
by Ime1p

YJR082C EAF6 0.49 Esa1p-associated factor, subunit of the NuA4
acetyltransferase complex

YLR038C COX12 1.06 1.11 0.49 cytochrome c oxidase subunit VIb
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YDR209C 1.00 1.01 0.49 Hypothetical ORF

YLR053C 0.95 0.49 Hypothetical ORF

YMLO73C RPL6A 0.97 1.10 0.49 ribosomal protein L6A (L17A) (rp18) (YL16)

YOR392W 0.93 1.12 0.49 Hypothetical ORF
bovine NABC complex component homolog|non-native

YGRO078C PAC10 0.96 0.49 actin binding complex polypeptide 3|prefoldin complex
subunit
Protein of unknown function, expression is sensitive to

YIR030C DCG1 0.98 0.49 nitrogen catabolite repression and regulated by Dal80p;
contains transmembrane domain

YKL142W MRP8 0.98 1.09 0.49 ribosomal protein

YBR233W-a DAD3 0.49 ?Gentified by homology. See FEBS Letters [2000] 487:31-
Protein of unknown function, potential Cdc28p substrate;

YGRO35C 0.91 106 0.49 transcription is activated by paralggous trar)scription.
factors Yrm1p and Yrr1p along with genes involved in
multidrug resistance

YDLO32W 1.09 0.94 0.49 Hypothetical ORF

YMLO026C RPS18B 0.92 1.04 0.49 ribosomal protein S18B

YIL155C GUT2 1.07 0.50 glycerol-3-phosphate dehydrogenase

YLR229C CDC42 1.07 1.00 0.50 Rho subfamily of Ras-like proteins

YOR234C RPL33B 0.88 1.10 0.50 ribosomal protein L33B (L37B) (rp47) (YL37)

YPL090C RPS6A 1.03 1.04 0.50 ribosomal protein S6A (S10A) (rp9) (YS4)

YDL157C 0.99 0.50 Hypothetical ORF

YLRO76C 1.08 1.10 0.50 Protein required for cell viability

YPR170C 1.10 1.06 0.50 Hypothetical ORF

YOL007C 0.97 112 0.50 Appears to be a structural component of the chitin
synthase 3 complex

YIRO37W HYR1 1.09 0.97 0.50 glutathione-peroxidase (putative)

YNL302C RPS19B 0.91 1.12 0.50 ribosomal protein S19B (rp55B) (S16aB) (YS16B)

YOLO008W 0.97 1.08 0.50 Hypothetical ORF

YBR268W MRPL37 0.94 1.05 0.50 Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
Conserved zinc-finger domain protein involved in pre-

YFRO05C SAD1 0.98 1.06 0.50 mRNA splicing, required for assembly of U4 snRNA into
the U4/U6 particle

YNL150W 1.02 1.00 0.50 Protein required for cell viability

YLR374C 0.93 1.09 0.50 Hypothetical ORF

YOR338W 0.99 1.12 0.50 Hypothetical ORF
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Tabla 9- Conjunto de genes que en ausencia de YPI/1 presentan unos niveles de
expresion incrementados respecto de la cepa salvaje. Los datos de expresion
corresponden a las 2, 4 y 6 horas de exposicion de la cepa MMR09-4 (tetO;:YPI1) a 100 pyg/ml
de doxiciclina. La descripcion de cada uno de los genes ha sido obtenida de las bases de datos
MIPS (Ruepp et al., 2004) y SGD (Dwight et al., 2002).

ORF Nombre 2h 4h 6h Descripcion
Nucleolar protein, required for pre-25S rRNA processing;

YOL041C NOP12 1.20 0.74 5.43 c_on_tams an RNA recognition motif (RRM) and has _
similarity to Nop13p, Nsr1p, and putative orthologs in
Drosophila and S. pombe

YARO10C 1.99 0.78 4.91 'I_'yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YGL008C PMA1 1.41 0.97 4.75 plasma membrane H+-ATPase

YJR028W 1.18 0.75 4.55 Ty ORF

YHR042W NCP1 1.12 0.85 4.45 NADP-cytochrome P450 reductase

YFLO32W 0.76 4.35 Hypothetical ORF

YMR287C MSU1 1.16 0.81 4.34 3'-5' exonuclease complex component

YGL234W ADE5 7 136 0.87 4.31 aminoimidazole ribotide synthetase|glycinamide ribotide
synthetase

YJRO26W 118 0.78 4.9 'I"yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YDR234W LYS4 1.05 0.88 4.28 homoaconitase

YLLO13C PUF3 1.6 0.87 4.26 memper of the PUF protem family, which is named for the
founding members, PUmilio and Fbf

YNRO044W AGA1 0.95 1.13 4.14 a-agglutinin anchorage subunit

YCRO77C PAT1 0.97 414 Ne;essary for‘ accurate chromosome transmission during
cell; Involved in mRNA turnover

YMR153W NUP53 121 0.78 4.04 karyopherin docking complex component qf the nuclear
pore complex|nuclear pore complex subunit

YCLO20W 115 0.72 4.01 'I_'yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YMRO46C 112 0.82 3.94 'I_'yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YCLO57W PRD1 138 0.80 3.92 Zlnc metalloendopeptldase., found |n.the cytoplasm and
intermembrane space of mitochondria

YER151C UBP3 1.33 0.89 3.92 ubiquitin-specific protease

YIL109C SEC24 0.84 3.86 vesicle coat component
histone deacetylase|shares sequence similarity with

YNLO21W HDA1 1.01 0.91 3.83 Rpd3p, Hos1p. Hos2p, and Hos3p

YOR329C sCD5 111 0.90 3.78 Multicopy suppressor of clathrin deficiency and of ts
mutants of IPL1
Component of a complex containing the Tor2p kinase

YMRO68W AVO2 1.15 0.80 3.74 and other proteins, which may have a role in regulation of
cell growth
TyB Gag-Pol protein; proteolytically processed to make

YMLO45W 1.09 0.80 3.72 the Gag, RT, PR, and IN proteins that are required for
retrotransposition
ATP-dependent DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)-box RNA

YOR204W DED1 1.08 0.87 3.72 helicase, required for translation initiation of all yeast
mRNAs

YMLO4OW 116 0.82 3.71 'I_'yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YER125W RSP5 1.25 0.87 3.69 involved in ubiquitin-mediated protein degradation

YNLOASW 1.04 0.87 368 Similar to r_\uman LTA4 hydrolase but in vivo substrates
not yet defined.

YOR140W SFL1 1.05 1.02 3.67 transcription factor

YGL026C TRP5 1.21 0.80 3.65 tryptophan synthetase
vitamin B12-(cobalamin)-independent isozyme of
methionine synthase (also called N5-

YERO091C MET6 0.78 3.62 methyltetrahydrofolate homocysteine methyltransferase
or 5-methyltetrahydropteroyl triglutamate homocysteine
methyltransferase)

YHR218W 1.33 0.79 3.62 Hypothetical ORF

YER088C DOT6 1.03 115 3.61 P_rotel_n of unkr_]own fun(;tlon, involved in telomeric gene
silencing and filamentation

YER040W GLN3 1.13 0.82 3.60 transcriptional activator of nitrogen-regulated genes

YNL103W MET4 3.59 leucine zipper family|transcriptional activator
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YBR113W 3.59 Hypothetical ORF

YEL060C PRB1 1.25 0.99 3.59 vacuolar protease B

YOR181W LAS17 0.87 0.98 3.58 actin assembly factor

YOR133W EFT1 0.99 0.99 3.53 translation elongation factor 2 (EF-2)

YOR172W YRM1 1.22 0.92 3.51 zinc finger transcription factor

YMRO51C 112 0.81 3.49 'I_'yA Gag protein; the main structural constituent of virus-
like particles (VLPs)

YBR049C REB1 1.30 0.97 3.44 RNA polymerase | enhancer binding protein

YORO014W RTS1 1.18 0.95 3.43 protein phosphatase 2A (PP2A) B-type regulatory subunit

YMR211W DML1 0.97 0.81 3.42 Protein required for cell viability

YIL047C SYG1 1.36 0.85 3.42 plasma membrane protein

YGLO22W STT3 137 0.86 342 integral ER membrane.protein|oIigosaccharyltransferase
complex subunit (putative)

YDR187C 1.17 3.42 Protein required for cell viability

YPR181C SEC23 1.08 0.93 3.40 GTPase activating protein (GAP)

YOL020W TAT2 0.95 0.93 3.37 tryptophan permease, high affinity

YFRO53C HXK1 1.23 1.15 3.36 hexokinase | (P) (also called hexokinase A)

YPR074C TKL1 1.10 0.97 3.32 transketolase 1
contains novel cysteine motif|lintegral membrane protein

YHLO28W | WSC4 127 | 114 1 332 | 0 ative)|similar to SLG1 (WSC1), WSC2 and WSC3

YDR129C SAC6 0.84 3.30 actin filament bundling protein|fimbrin homolog

YMLO27W YOX1 1.12 3.29 homeobox-domain containing protein

YALO21C CCR4 1.08 0.99 3.29 carbon catabolite repression; tra_nscrip_tional regulator for
some glucose-repressed genes including ADH2

YORO027W ST 1.05 0.79 3.04 heat shc?ck protein also induced by canavanine and entry
into stationary phase

YDR166C SEC5 3.23 exocyst complex 107 kDa component

YGR204W ADE3 1.00 0.88 3.23 C1-tetrahydrofolate synthase

YGL023C PIB2 1.21 0.86 3.22 Phosphatidylinositol 3-phosphate binding

YDR385W EFT2 1.01 0.95 3.21 translation elongation factor 2 (EF-2)

YBR169C SSE2 1.18 0.97 3.20 HSP70 family|]SSE1 homolog

YERO70W RNR1 0.95 3.16 ribonucleotide reductase, large (R1) subunit

YHR206W SKN7 1.06 0.79 3.15 Protein with s_im_ilarity to DNA-binding region of heat
shock transcription factors

YAL023C PMT2 116 0.88 313 dolichyl phosphate-D-mannose:protein O-D-
mannosyltransferase

YGL120C PRP43 1.16 0.94 3.12 RNA helicase
Component of the hexameric MCM complex, which is
important for priming origins of DNA replication in G1 and

YBR202W CDC47 1.16 0.81 3.10 becomes an active ATP-dependent helicase that
promotes DNA melting and elongation when activated by
Cdc7p-Dbf4p in S-phase

YNL287W SEC21 126 0.86 310 FI;’rlitse'li'nsequence-containing protein|non-clathrin coat

YALO43C PTA1 113 0.96 3.10 cleavage factor Il (CF Il) component|polyadenylation
factor | (PF 1)

YLR347C KAP95 0.89 3.10 karyopherin beta (importin 90) homolog (95 kDa)

YALO05C SSA1 0.89 3.09 heat shock protein of HSP70 family

YML120C NDI1 1.07 0.92 3.08 NADH dehydrogenase (ubiguinone)
Protein of unknown function, has similarity to Pry1p and

YJLO78C PRY3 0.85 3.07 Pry2p and to the plant PR-1 class of pathogen related
proteins

YER103W SSA4 1.29 0.87 3.07 HSP70 family

YCR065W HCM1 0.99 0.85 3.07 forkhead protein
Phosphorylated vacuolar membrane protein that interacts
with Atg13p, required for the cytoplasm-to-vacuole

YELOT3W VACS 1.19 0.86 3.07 targetingg (Cvt) pathway; intera)éts with Nvj1p to form
nucleus-vacuole junctions

YGL137W SEC27 1.13 0.88 3.07 yeast coatomer beta'-subunit

YDLO95W PMT1 1.09 0.94 3.06 dolichyl phosphate-D-mannose:protein O-D-
mannosyltransferase
serum response factor-like protein that may function

YPLOSC RLM1 1.07 0.95 3.05 downstream of MPK1 (SLT2) MAP-kinase pathway

YMR205C PFK2 1.00 0.93 3.04 phosphofructokinase beta subunit

YDR264C AKR1 1.19 0.84 3.04 ankyrin repeat-containing protein

YNROOSW LRO1 0.67 3.03 gh:;)?prsoéipid:diacylglycerol acyltransferase E.C.

YIL108W 0.91 3.03 Hypothetical ORF

YEL043W 0.96 3.03 Hypothetical ORF

YLR286C CTS1 0.90 1.01 3.02 endochitinase
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YDR172W SUP35 1.22 0.90 3.00 translation termination factor eRF3
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YCR061W 1.13 0.92 2.99 (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a
punctate pattern

YGR200C ELP2 1.23 1.00 2.99 RNA polymerase |l Elongator subunit

YHR219W 1.06 0.91 2.98 Hypothetical ORF

YOR195W SLK19 1.00 0.97 2.95 leucine zipper (putative)

YPL023C MET12 1.15 0.89 2.95 methylenetetrahydrofolate reductase (mthfr) (putative)

YNL243W SLA2 1.22 0.92 2.95 transmembrane protein

YGRO087C PDC6 1.13 0.96 2.95 pyruvate decarboxylase isozyme

YDR238C SEC26 1.17 0.95 2.94 yeast coatomer subunit

YPL190C NAB3 1.02 0.91 293 pplyadenylated RNA bipding prqtein|po|yadenylated
single strand DNA-binding protein

YGR264C MES1 1.22 0.81 2.93 methionine-tRNA ligase

YELO11W GLC3 1.31 1.05 2.92 1,4-glucan-6-(1,4-glucano)-transferase
Microsomal protein of CDC48/PAS1/SEC18 family of

YDL126C CcDC48 1.09 0.79 292 ATPe};es; full Igngth homology to.mammalian protein
VCP; involved in secretion, peroxisome formation and
gene expression

YBR108W 1.30 1.01 2.92 Hypothetical ORF
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YHR182W 0.90 291 (GFP)-fusion protein localizes to the cell periphery and
cytoplasm
Putative ferric reductase with similarity to Fre2p;

YOL152W FRE7 1.19 1.38 2.89 expression induced by low copper levels but not by low
iron levels
BUL1p is putatively involved in specifying ubiquitination

YMR275C BUL1 1.08 0.84 2.87 substrates by binding ubiquitin ligase RSP5p under
specific conditions
Protein of unknown function, mutant phenotype suggests

YPL032C SVL3 1.04 106 286 a potfential role inlvacuolar.functiqn; green fluorescent
protein (GFP)-fusion protein localizes to the cell
periphery, cytoplasm, bud, and bud neck

YFLOO7W BLM3 1.05 1.02 2.86 involved in protecting the cell against bleomycin damage

YGRO054W 1.05 0.95 2.85 yeast homolog of mammalian elF2A

YALO16W TPD3 0.92 2.84 protein phosphatase 2A regulatory subunit A

YBR238C 1.15 0.78 2.84 Hypothetical ORF

YHR161C YAP1801 0.93 284 Yea_st As_sembly Polypeptide, r_nember of AP180 protein
family, binds Pan1p and clathrin
150 kDa subunit|Tif4632p and mammalian p220

YGR162W TIF4631 1.15 0.93 2.84 homolog|mRNA cap binding protein elF-4F
Plasma membrane Mg(2+) transporter, expression and

YOL130W ALRT 1.07 0.97 283 turnover are_regulated b_y Mg(2+) concentration;
overexpression confers increased tolerance to Al(3+) and
Ga(3+) ions

YBL051C PIN4 0.94 2.82 [PSI+] induction

YILO38C NOT3 1.30 0.82 2.82 CCRA4 transcriptional complex component

YDR144C MKC7 0.99 0.91 2.81 aspartyl protease|related to Yap3p

YJLO41W NSP1 1.07 0.99 2.81 nuclear pore complex subunit

YBR212W NGR1 1.05 0.90 2.80 glucose-repressible RNA binding protein

YPLO93W NOG1 0.87 280 homo!ogs identified in hgman an_d Trypanosoma
brucei|nucleolar G-protein (putative)

YBR177C EHT1 1.09 0.89 2.80 alcohol acyl transferase

YDR505C PSP1 107 0.98 280 mﬁggg% suppressor of cdc17 DNA polymerase alpha

YGR240C PFK1 1.06 1.00 2.80 phosphofructokinase alpha subunit

YHL049C 1.13 0.83 2.79 Hypothetical ORF
Protein of unknown function, has similarity to Pry1p and

YKRO13W PRY?2 1.03 1.15 2.79 Pry3p and to the plant PR-1 class of pathogen related
proteins

YLLO26W HSP104 1.28 0.88 2.79 heat shock protein 104

YMR309C NIP1 1.1 0.94 2.79 translation initiation factor elF3 subunit

YNL268W LYP1 1.03 0.82 2.79 lysine permease

YCRO030C SYP1 1.07 0.88 2.78 Suppressor of Yeast Profilin deletion

YDR422C SIP1 1.12 0.91 2.78 protein kinase complex component

YDR221W 1.23 0.78 2.78 Hypothetical ORF

YJLO83W 0.87 2.78 Hypothetical ORF

YGR265W 1.21 1.02 2.78 Protein required for cell viability

YNRO38W DBP6 0.98 0.87 2.77 RNA helicase (putative)

YLR134W PDC5 1.07 1.01 2.77 pyruvate decarboxylase
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YBRO73W RDH54 1.18 0.91 2.76 helicase (putative)|similar to RAD54

YDR211W GCD6 1.26 0.81 2.75 translation initiation factor elF-2B epsilon subunit

YOR217W RFC1 114 0.96 2.75 replication _factor C subunit 1|similar to human RFC 140
kDa subunit

YPL106C SSE1 1.03 0.82 2.75 HSP70 family|]SSA1 SSE2 homolog

YMR006C PLB2 0.95 0.88 2.75 lysophospholipase|phospholipase B
Nuclear envelope protein that mediates the nuclear

YGL238W CSE1 133 0.83 274 export of importin glpha (Srp1p), homolog of metazoan
CAS protein, required for accurate chromosome
segregation

YHR092C HXT4 1.03 2.74 high affinity glucose transporter

YGL167C PMR1 1.10 0.87 2.73 Ca2+ ATPase

YDR194C MSS116 1.12 0.93 2.73 RNA helicase DEAD box

YBR263W SHM1 1.09 1.07 2.73 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial
Transporter, member of the ARN family of transporters

YHL040C ARNT 131 0.95 273 that spe_cifically recognize_ siderophore-iron_ che_zlates;
responsible for uptake of iron bound to ferrirubin,
ferrirhodin, and related siderophores

YOR322C 0.92 0.84 2.72 Hypothetical ORF
Associates with translating ribosomes; may function in

YCLO37C SRO9 1.03 0.95 2.72 the cytoplasm to modulate mRNA translation; may be
involved in organization of actin filaments

YJR147W HMS2 1.03 0.89 2.71 heat shock transcription factor homolog

YJRO59W PTK2 0.98 1.00 271 Putati\(e serine/threonine protein kinase that enhances
spermine uptake

YMR265C 1.02 0.78 2.71 Hypothetical ORF

YPRO65W ROX1 0.99 0.98 2.71 HMG-domain site-specific DNA binding protein.

YPL169C MEX67 0.98 0.93 2.69 a poly(A)+RNA binding protein

YER017C AFG3 0.94 2.69 ATP dependent metalloprotease

YDL195W SEC31 0.93 107 269 (CF))(1)5P(I)I) coat of secretory pathway vesicles component
Lipase, required for intravacuolar lysis of autophagic

YCROG8W ATG15 1.20 1.00 267 bodies; located ?n the endoplasm_ic reticul_um membrane
and targeted to intravacuolar vesicles during autophagy
via the multivesicular body (MVB) pathway

YFLO67W 0.91 2.66 Hypothetical ORF

YGR199W PMT6 112 1.02 265 dolichyl phosphate-D-mannose:protein O-D-
mannosyltransferase

YER144C UBP5 1.19 0.91 2.65 ubiquitin-specific protease (putative)

YBR133C HSL7 1.09 0.89 2.64 Has homology to arginine methyltransferases

YILO75C RPN2 0.91 263 inv.olv'(-;‘.d in tRNA p!'ocessing and degradation of
ubiquitinated proteins

YIL143C SSL2 0.90 2.62 DNA helicase]lhuman XPBC, ERCC3 homolog

YGR186W TFG1 1.31 0.94 2.61 transcription factor TFIIF large subunit

YKR018C 0.79 2.60 Hypothetical ORF

YOR168W GLN4 1.1 0.90 2.60 glutamine-tRNA ligase

YHR150W PEX28 0.94 2.60 peroxin

YOLO030W GAS5 0.96 1.06 2.60 Protein of unknown function, localizes to the cell wall

YCLO30C HIS4 0.84 2.60 histidinol dehydrogenase

YOL067C RTG1 1.34 0.96 2.59 transcription factor

YBR196C PGI1 1.11 0.97 2.59 glucose-6-phosphate isomerase

YHR205W SCH9 113 0.97 259 Eﬁ(l:gg;gependent protein kinase homolog|suppressor of

YLR094C GIS3 0.88 0.94 2.59 GIG3 suppressor

YDL023C 1.21 0.87 2.58 Small hydrophobic protein

YPR105C CcOG4 1.08 0.90 257 8gg§§wed Oligomeric Golgi complex 4 Complexed with

YALO3AW-A | MTW1 1.05 0.80 257 Mis TWelve like (z_:l Schizosaccharomyces pombe
kinetochore protein)
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YALO53W 117 1.00 2.57 (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a
punctate pattern

YILO56W 0.91 2.56 Hypothetical ORF
Regulator of IME2 (RIM)Rim101p is similar to the

YHLO27W RIM101 126 0.86 255 Asperg?llus Phgnotype-rgsponse .regulato.r EacC anq the
Yarrowia proteinase YIRim1010p; transcriptional activator
required for entry into meiosis

YDR395W SXM1 1.04 0.94 2.55 karyopherin beta family member

YBLO11W SCT1 1.16 0.90 2.55 High copy suppresor of choline-transport mutants

YERO089C PTC2 0.89 2.54 protein phosphatase type 2C
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RNA-binding protein|U1 snRNP protein|involved in

YHR086W NAMS8 0.94 0.94 2.54 meiosis-specific splicing of the REC107 transcripts in
cooperation with the Mer1 protein

YKL157W APE2 0.80 2.53 aminopeptidase yscll

YMR105C PGM2 1.20 2.53 phosphoglucomutase

YKL103C LAP4 1.16 2.52 vacuolar aminopeptidase ysc1

YDR324C UTP4 0.94 0.81 2.52 U3 snoRNP protein

YKLO15W PUT3 111 0.91 252 zi.nc finger transcriptior! factor of the Zn(2)-Cys(6)
binuclear cluster domain type

YPRO29C APL4 113 0.85 251 clathrip associated prqtein complex large
subunitjgamma-adaptin

YJR121W ATP2 0.89 2.51 F(1)F(0)-ATPase complex beta subunit

YMRO016C SOK2 0.95 1.01 2.51 transcription factor (putative)

YDR436W PPZ2 1.14 0.89 2.51 serine-threonine phosphatase Z

YGR189C CRH1 0.98 2.50 cell wall protein

YGRO83C GCD2 1.00 0.96 2.49 71 kD.’_:l subunit_(delta)ltranslation initiation fac_tor elF2B
subunit|translational repressor of GCN4 protein

YER049W 1.23 0.95 2.49 Hypothetical ORF
Protein of unknown function, interacts with Rvs161p and

YNLO94W APP1 0.98 0.93 249 .Rvs167'p; cqmputational analygis of protein-proteiq
interactions in large-scale studies suggests a possible
role in actin filament organization
Protein of unknown function, has similarity to Pry2p and

YJLO79C PRY1 0.88 1.07 2.49 Pry3p and to the plant PR-1 class of pathogen related
proteins
Member of the Sec24p family; forms a complex, with

YHRO098C SFB3 116 0.92 2.49 Sec_23p,. that_ is involved in sorting of ng1.p into C_OPII
vesicles; peripheral ER membrane protein; potential
Cdc28p substrate

YALO41W cDC24 1.04 0.86 248 guanine nucleotide exchange factor (a.k.a. GDP-release
factor) for cdc42

YDR398W UTP5 0.87 2.48 U3 snoRNP protein

YOR165W SEY1 1.28 0.90 2.48 Synthetic Enhancement with YOP1

YCR088W ABP1 1.00 2.48 actin binding protein

YDLO37C BSC1 0.94 0.79 248 Bypass of_Stop Codon transcript encoded by this ORF
shows a high level of stop codon bypass
Protein of unknown function; green fluorescent protein

YGR130C 1.12 0.99 2.48 (GFP)-fusion protein localizes to the cytoplasm in a
punctate pattern

YFLO41W FET5 1.29 0.93 2.47 multicopper oxidase|type 1 integral membrane protein
Epsin-like protein required for endocytosis and actin

YLR206W ENT2 1.25 0.87 2.47 patch assembly and functionally redundant with Ent1p;
contains clathrin-binding motif at C-terminus

YGR138C TPO2 1.36 2.47 Polyamine transport protein

YGR178C PBP1 1.27 0.90 2.46 Poly(A)-binding protein binding protein

YPR161C SGV1 1.04 0.87 2.46 CDC28/cdc2 related protein kinase

YFLO31W HAC1 0.83 2.46 bZIP (basic-leucine zipper) protein
Protein that exhibits physical and genetic interactions
with Rpb8p, which is a subunit of RNA polymerases |, II,

YGRO89W NNF2 1.03 0.86 2.46 and lll; computational analysis of large-scale protein-
protein interaction data suggests a role in chromosome
segregation
trans-acting positive regulator of the enolase and

YPLO75W GCR1 1.12 0.83 2.45 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene
families

YER123W YCK3 1.00 0.86 2.45 casein kinase | homolog

YJR117W STE24 0.98 2.45 zinc metallo-protease

YPL265W DIP5 0.97 0.79 2.44 dicarboxylic amino acid permease
transcription factor homolog; similarity to Drosophila
melanogaster shuttle craft protein; similarity to human

YNLO23C FAP1 1.04 0.83 2.44 NFX1 p?otein; similarity to human DNA-bin)c;ing protein
tenascin

YOR171C LCB4 1.21 1.00 2.44 sphingoid long chain base (LCB) kinase

YERO69W ARG5_6 0.74 2.43 acetylglutamate kinase|N-acetyl-gamma-glutamyl-
phosphate reductase
Protein of unknown function found in the bud tip and bud

YHR149C SKG6 0.91 243 neck, potential Cdc28p substrate

YHR108W GGA2 0.95 2.43 ARF-binding protein

YGLO71W RCS1 1.09 0.92 2.43 binds the consensus site PyPuCACCCPu
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clathrin assembly complex beta adaptin component

YGR261C APL6 1.27 0.80 2.41 -
(putative)

YCL025C AGP1 1.14 0.89 2.41 amino acid permease
Protein of unknown function, has similarity to Afr1p;

YER158C 0.97 1.07 241 potentially phosphorylated by Cdc28p
Subunit of the NatB N-terminal acetyltransferase, which
catalyzes acetylation of the amino-terminal methionine

YOLO76W MDM20 1.08 0.90 2.41 residues of all proteins beginning with Met-Asp or Met-
Glu and of some proteins beginning with Met-Asn or Met-
Met

YDR456W NHX1 0.92 2.40 Na+/H+ exchanger

YILO46W MET30 1.18 0.98 2.40 F-box protein

YLR129W DIP2 1.02 1.11 2.40 U3 snoRNP protein

YDR228C PCF11 0.89 2.40 _cleavage_and polyaden}{lation factor C_)F | component
involved in pre-mRNA 3'-end processing

YILO36W CST6 1.07 0.89 2.39 basic leucine zipper (bZIP) transcription factor

YFLO37W TUB2 1.04 2.39 beta-tubulin
Daughter cell-specific secreted protein with similarity to

YHR143W DSE2 0.88 112 239 glucgnases, degrades cell wall from the defughter si_de _
causing daughter to separate from mother; expression is
repressed by cAMP

YNL278W CAF120 1.21 2.39 CCR4 Associated Factor 120 kDa

YOR275C RIM20 0.88 2.39 Unknown function

YJL212C OPT1 0.84 2.39 peptide transporter|glutathione transporter

YBLO45C COR1 0.99 238 coenzyme QI—_|2 cytochrome c reductase 44 kDa core
protein subunit

YBRO74W 0.92 2.38 Hypothetical ORF

YFROO9W GCN20 1.20 0.94 2.37 ATP-binding cassette (ABC) family

YNLOG1W NOP2 0.88 237 90 kDg protein homologou.s to a human proliferation-
associated nucleolar protein, p120

YDR432W NPL3 0.98 0.96 2.37 contains RNA recognition motiflnuclear shuttling protein

YFR017C 0.96 0.85 2.37 Hypothetical ORF

YJL159W HSP150 1.01 2.36 heat shock protein|secretory glycoprotein

YLLO18C DPS1 1.04 0.93 2.36 aspartyl-tRNA synthetase

YKLO35W UGP1 1.18 1.10 2.35 uridinephosphoglucose pyrophosphorylase

YEL046C GLY1 0.97 0.96 2.35 threonine aldolase

YGL056C SDS23 0.91 2.35 homolog of pombe SDS23; localizes to spindle pole body
8th largest subunit of RSC. Rsc8p mediates multiple RSC
complex interactions, undergoes dimerization via the C-

YFRO37C Rscs 0.92 235 termpcoiled-coil segment, asgsociates with SWI2/SNF2
ATPase Sth1p, forms a complex with RSC6p.
Cytoplasmic alanyl-tRNA synthetase, required for protein

YOR335C ALA1 111 0.92 235 synthesis; point m.utation_ (cdc64-1 aIIeIe_) causes c_eII
cycle arrest at G1; lethality of null mutation is functionally
complemented by human homolog

YBR0O38W CHS2 1.28 0.93 2.35 chitin synthase 2

YCLO40W GLK1 1.14 1.05 2.35 glucokinase

YJLO14W CCT3 1.06 0.86 2.34 gamma chaperonin subunit

YBR222C PCS60 1.13 0.94 2.34 Probable AMP-binding protein
Plasma membrane protein that may be involved in
osmotolerance, localizes to the mother cell in small-

YBRO086C IST2 1.08 1.02 2.34 budded cells and to the bud in medium- and large-
budded cells; mRNA is transported to the bud tip by an
actomysin-driven process

YNL190W 1.08 1.04 2.34 Hypothetical ORF

YNL121C TOM70 114 0.87 233 70 kDa mitochondrial specialized import receptor of the
outer membrane

YDL148C NOP14 1.05 0.97 2.33 U3 snoRNP protein

YKRO93W PTR2 0.97 2.33 peptide transporter

YDLO70W BDF2 1.13 0.96 2.33 BDF1 homolog|bromodomain protein

YMRO54W STV1 113 0.96 232 110 kDa subunit; not in vacuole membrane|vacuolar H-
ATPase
Required for cytoplasm to vacuole targeting of

YFRO21W ATG18 1.02 0.96 2.32 proaminopeptidase | and starvation induced autophagy
(AUT10). Needed for pre-Meiotic Replication (NMR1).

YKLO88W 0.98 2.32 Protein required for cell viability

YMR120C ADE17 136 1.06 239 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR)
transformylase/IMP cyclohydrolase

YOR370C MRS6 1.09 0.89 2.31 rab geranylgeranyltransferase regulatory subunit

YNLO39W BDP1 0.97 2.31 TFI1IB 90 kDa subunit
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YJL141C YAK1 0.91 2.30 Serine-threonine protein kinase

YHL047C ARN2 1.23 0.99 2.30 triacetylfusarinine C transporter

YLR212C TUB4 1.00 2.30 gamma tubulin

YHR197W RIX1 1.05 0.89 2.30 Rlbosome eXport

YNL212W VID27 1.31 0.95 2.30 Vacuole import and degradation

YDR251W PAM1 1.20 0.95 2.30 multicopy suppressor of protein phosphatase 2A
Protein of unknown function; san1 mutations suppress

YDR143C SAN1 0.98 1.1 2.30 sir4 and cdc68 mutations, suggesting a potential role in
chromatin silencing

YOR233W KIN4 1.03 0.88 2.30 protein kinase

YDROO6C SOK1 0.93 1.03 230 gene dosage suppressors of the co_n_ditiona_l growth

efect of several temperature-sensitive A kinase mutants

YGL021W ALK1 1.27 0.87 2.29 haspin

YGL230C 1.01 0.90 2.29 Hypothetical ORF

YPLO84W BRO1 1.14 0.79 2.29 BCK1-like resistance to osmotic shock

YGR124W ASN2 1.02 0.89 2.29 asparagine synthetase

YPLO58C PDR12 1.21 1.48 2.29 multidrug resistance transporter

YBR289W SNF5 0.97 2.29 chromatin remodeling Snf/Swi complex subunit

YOR108W LEU9 1.06 0.88 299 :;r;r:ﬁ;i:.g;)ropylmalate synthase (2-isopropylmalate

YHL050C 1.17 0.85 2.28 Protein of unknown function, potential Cdc28p substrate
TyB Gag-Pol protein; proteolytically processed to make

YJRO27W 1.04 0.91 2.28 the Gag, RT, PR, and IN proteins that are required for
retrotransposition

YDR266C 1.01 1.08 2.27 Hypothetical ORF

YDR303C RSC3 1.00 0.98 2.26 Zinc cluster protein

YHR020W 1.23 0.95 2.25 Protein required for cell viability

YBR132C AGP2 1.04 0.86 2.25 plasma membrane carnitine transporter

YOR254C SEC63 1.18 0.84 2.25 Protein involved in protein import into ER

YCL054W SPB1 1.20 0.93 2.25 methyltransferase (putative)

YBR260C RGD1 1.02 0.97 2.24 GTPase activating protein (GAP) (putative)

YLR044C PDC1 1.03 1.05 2.24 pyruvate decarboxylase

YLR120C YPS1 1.14 0.97 2.24 GPI-anchored aspartic protease

YPL256C CLN2 1.06 1.04 2.23 G1 cyclin

YGL009C LEU1 1.29 0.85 2.23 isopropylmalate isomerase

YNL223W ATG4 1.08 0.92 293 anch_or protein|mediates attachment of autophagosomes
to microtubules
Glutamyl-tRNA synthetase (GIuRS), forms a complex
with methionyl-tRNA synthetase (Mes1p) and Arc1p;

YGL245W GUS1 0.93 2.23 complex formation increases the catalytic efficiency of
both tRNA synthetases and ensures their correct
localization to the cytoplasm

YPRO34W ARP7 113 0.95 293 actin related prgtein|chromatin remodeling Snf/Swi
complex subunit

YKL032C IXR1 1.04 1.05 2.23 intrastrand crosslink recognition protein

YKL043W PHD1 0.96 1.00 2.22 transcription factor (putative)

YKLO39W PTM1 1.17 0.89 2.22 membrane protein (putative)

YML127W RSC9 1.14 1.00 2.22 Remodels the Structure of Chromatin

YBR281C 0.88 2.22 Hypothetical ORF

YALOO4W 1.06 0.84 2.22 Hypothetical ORF

YPL221W BOP1 110 0.92 291 Protein of unknown function, oyerproduction suppresses
a pam1 slv3 double null mutation

YHR064C SSz1 1.02 0.94 2.21 HSP70 family

YBR240C THI2 1.03 2.21 Transcriptional activator of thiamine biosynthetic genes

YOR256C 1.06 0.92 2.21 Protein required for cell viability

YOR361C PRT1 0.99 0.91 2.21 translation initiation factor elF3 subunit

YMLO57W CMP2 1.04 0.90 2.21 calcineurin subunit A

YLROO5W SSL1 0.99 1.02 2.20 RNA polymerase transcription factor TFIIH component
similar to TPS3 gene product|trehalose-6-phosphate

YML100W TSL1 1.05 1.1 2.20 synthase/phosphatase complex 123 kDa regulatory
subunit

YHR019C DED81 1.10 0.93 2.20 asparaginyl-tRNA synthetase

YJLOB2W LAS21 0.98 0.90 290 Egijtc;;il‘laec;ilitator superfamily (putative))membrane protein

YKL054C DEF1 0.95 2.20 Rad26-interacting protein

YNL209W SSB2 1.03 0.97 2.19 SSB1 homologl|heat shock protein of HSP70 family

YMR250W GAD1 1.20 1.07 2.19 glutamate decarboxylase

YHR188C GPI16 1.34 0.90 2.19 GPI transamidase component, human PIG-T homologue

YBLO99W ATP1 0.99 2.18 F1F0-ATPase alpha subunit
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YDRO89W 1.07 1.01 2.18 Hypothetical ORF
Protein involved in bud-site selection; diploid mutants

YGRO0O41W BUD9 0.88 2.18 display a unipolar budding pattern instead of the wild-type
bipolar pattern, and bud at the distal pole

YKR042W UTH1 0.88 0.95 2.18 Youth, involved in determining yeast longevity
Pdi1p (protein disulfide isomerase)-related protein

YILOO5W EPS1 1.07 0.97 2.18 involved in endoplasmic reticulum retention of resident
ER proteins

YML126C ERG13 0.98 0.99 2.18 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase

YNLO059C ARP5 1.09 1.03 2.18 actin related protein

YJR016C ILV3 1.01 0.86 2.18 dihydroxyacid dehydratase

YPL126W NAN1 1.09 0.94 2.18 U3 snoRNP protein

YMR307W GAS1 1.07 1.00 2.18 cell surface glycoprotein 115-120 kDa

YOR123C LEO1 1.09 1.01 218 cr:;eﬁr:;)t;:)r( of the RNA polymerase ll-associated Paf1

YDR341C 1.06 0.89 217 Cytoplasmic arginyl-tRNA synthetase

YGLOBEW SGF73 0.93 0.89 217 Probable 73KkDa Subunit of SAGA histone
acetyltransferase complex

YNLO85W MKT1 1.15 0.95 217 retroviral protease signature protein

YNL104C LEU4 0.94 0.86 217 alpha-isopropylmalate synthase (2-isopropylmalate
synthase)

YDL040C NAT1 1.05 0.85 2.16 N-terminal acetyltransferase
Protein of unknown function, mediates sensitivity to salt

YNLO91W NST1 0.91 1.00 2.16 stress; interacts physically with the splicing factor Msl1p
and also displays genetic interaction with MSL1

YILO15W BAR1 1.08 0.92 2.16 protease|synthesized in a-cells; cleaves and inactivates
alpha factor

YDR258C HSP78 1.07 0.80 2.15 heat shock protein 78

YHRO72W ERG7 1.06 0.88 2.15 2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase

YFR034C PHO4 1.09 0.91 2.15 myc-family transcription factor

YGL035C MIGT 0.90 0.83 214 C2H2 zinc.finger protein tha? resembles the mammalian
Egr and Wilms tumour proteins

YIL153W RRD1 0.91 214 Resistant to Rapamycin Deletion

YCLOG1C MRC1 1.08 0.89 213 Me.diat.or of the Repli(;ation Checkpoint; .req.uired for full
activation of Rad53p in response to replication stress.

YFLO04W VTC2 1.20 0.89 2.13 polyphosphate synthetase (putative)

YPL240C HSP82 1.02 0.89 2.13 heat shock protein 90|mammalian Hsp90 homolog

YOR025W HST3 1.16 0.93 2.13 Homolog of SIR2

YFL022C FRS2 0.94 0.96 2.11 phenylalanine-tRNA ligase subunit

YGR157W CHO2 1.24 0.90 211 phosphatidyl-ethanolamine N-methyltransferase

YDR283C GCN2 0.93 1.09 2.11 eukaryotic initiation factor 2 alpha (elF2-alpha) kinase

YPL105C 0.95 0.96 2.10 Hypothetical ORF

YALOG1W 1.02 2.10 putative polyol dehydrogenase

YJL176C SWi3 1.00 2.10 transcription factor

YLR259C HSP60 1.01 0.88 2.10 chaperonin|groEL homolog

YKL163W PIR3 1.18 1.00 2.10 Protein containing tandem internal repeats

YNL233W BNI4 1.04 0.95 2.10 required to link Chs3p and Chs4p to the septins

YOLO59W GPD2 0.91 0.93 2.09 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD+)

YNL289W PCL1 1.11 1.00 2.09 G1 cyclinjassociates with PHO85

YMR199W CLN1 1.06 1.01 2.09 G1 cyclin

YDL182W LYS20 1.07 0.86 2.09 YDL131W (LYS21) homologlhomocitrate synthase

YLLO24C SSA2 1.06 0.94 2.08 HSP70 family

YBR162C TOS1 0.99 0.95 2.08 Target of SBF
periodic tryptophan proteinProtein with periodic trytophan

YLR196W PWP1 0.94 0.97 2.08 residues that resembles members of beta-transducin
superfamily because of presence of WD-40 repeats

YHRO028C DAP2 1.21 0.94 2.08 dipeptidyl aminopeptidase B (DPAP B)

YMR291W 0.97 1.11 2.08 Hypothetical ORF

YBR227C MCX1 1.29 0.76 2.07 ATP-binding protein|similar to ClpX

YBL024W NCL1 1.19 0.94 2.07 tRNA:m5C-methyltransferase

YDRS507C GIN4 0.98 1.06 2.07 serine/threonine kinase (putative)

YOL115W TRF4 0.94 1.00 2.07 DNA polymerase sigma

YKRO072C SIS2 0.91 2.07 Involved in cell cycle control and ion homeostasis

YMRO15C ERG5 0.99 207 cytochrome_P450|ir_1voIved in C-22 denaturation of the
ergosterol side-chain

YELO40W UTR2 0.98 2.06 (alias: Congo Red Hypersensitivity)

YMR305C SCwW10 0.89 1.05 2.06 soluble cell wall protein

YDR293C SSD1 1.01 1.04 2.06 Product of gene unknown

YHRO016C YSC84 1.13 0.95 2.06 SH3 domain in C-terminus
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YMR304W UBP15 1.16 0.94 2.05 deubiquitinating enzyme (putative)

YALO38W CDC19 0.97 0.97 2.05 pyruvate kinase

YERO036C ARB1 1.05 2.05 Hypothetical ORF

YDRO081C PDC2 1.08 0.93 2.05 asparagine and serine-rich protein

YER154W OXA1 0.96 1.05 2.05 Med[ates the.export of proteins from the mitchondrial
matrix to the intermembrane space.

YCL008C STP22 0.92 1.03 2.05 putative ubiquitin receptor

YPR175W DPB2 1.18 0.90 2.04 DNA polymerase epsilon subunit B

YLRO8IC ALT1 0.89 0.90 204 putative _alanine transaminase (glutamyc pyruvic
transaminase)

YPR190C RPC82 1.02 0.94 2.04 82 kDa subunit of RNA polymerase Il (C)

YLR028C ADE16 107 0.95 204 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR)
transformylase/IMP cyclohydrolase

YFR051C RET2 0.94 1.02 2.04 coatomer (COPI) complex delta subunit

YMLO35C AMD1 0.95 0.80 2.03 AMP deaminase

YOR092W ECMS3 0.93 0.93 2.03 Non-essential protein of unknown function

YJR065C ARP3 1.08 1.00 2.03 actin-related gene
Protein of unknown function, involved in proteasome-
dependent catabolite inactivation of fructose-1,6-

YMR135C GIbs 1.08 1.00 2.03 bisr:)hosphatase; contains LisH and CTLH domains, like
Vid30p
Protein of unknown function, component of the Swr1p

YDR485C VPS72 0.97 1.05 2.03 complex that incorporates Htz1p into chromatin; required
for vacuolar protein sorting
Protein of unknown function; has a CUE domain that

YGL110C CUE3 0.95 0.92 2.02 binds ubiquitin, which may facilitate intramolecular
monoubiquitination

YKRO89C sTC1 111 0.97 202 Proteirll of unknown function found in lipid particles;
potential Cdc28p substrate

YKLO73W LHS1 1.16 0.92 2.02 Hsp70 family
Protein involved in vesicular transport, mediates transport
between an endosomal compartment and the Golgi,

YLR309C IMH1 0.94 2.02 contains a Golgi-localization?GRlP) domain that ir?teracts
with activated Arl1p-GTP to localize Imh1p to the Golgi
V0 sector subunit|essential for vacuolar acidification and

YOR270C VPH1 1.08 0.92 2.01 vacuolar H-ATPase activity|vacuolar ATPase VO domain
subunit a (100 kDa)|vacuolar H-ATPase

YGL122C NAB2 0.96 0.87 2.01 polyadenylated RNA binding protein
Member of the Puf family of RNA-binding proteins,
interacts with mMRNAs encoding membrane-associated

YJR091C JSN1 0.81 1.02 2.01 proteins; overexpression suppresses a tub2-150 mutation
and causes increased sensitivity to benomyl in wild-type
cells

YBR275C RIF1 0.88 1.03 2.01 RAP1-interacting factor

YDR342C HXT7 0.98 1.04 2.01 hexose transporter

YNLO16W PUB1 0.93 0.96 2.01 poly(A) binding protein

YARO042W SWH1 1.02 2.01 Similar to mammalian oxysterol-binding protein

YHR117W TOM71 0.99 2.00 protein translocgse 71 kD_a component of the outer
membrane of mitochondria

YKLO05C BYE1 0.99 2.00 Negative regulator of transcription elongation
Putative ATPase of the AAA family, required for export of

YLLO34C RIX7 0.84 200 Ere-ribosomal large subunits from the nucleus; distributed

etween the nucleolus, nucleoplasm, and nuclear

periphery depending on growth conditions

YER064C 0.94 200 mutation leads to red.uction of ERG9, CYC1-LacZ, and
GCN4-LacZ expression

YKL127W PGM1 1.1 0.98 2.00 phosphoglucomutase minor isoform

YGR191W HIP1 1.15 1.00 2.00 histidine permease

YLR390W-A | CCW14 0.90 1.05 2.00 cell wall mannoprotein

YGR259C 0.99 1.06 2.00 Hypothetical ORF
required for amino acid permease transport from the

YKL176C LST4 1.12 0.97 2.00 Golgi to the cell surface. involved in regulated

secretion/recycling of nitrogen regulated permeases.
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