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Introduccion

l.1.

LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO ORGANISMO MODELO

Saccharomyces cerevisiae es un hongo hemiascomiceto unicelular utilizado en la fabricacion

de pan, cerveza y vino. S cerevisae fue descubierta por Franz Meyen (Meyen, 1860) y es

conocida comunmente como “levadura de gemacion”. A partir del afio 1872 esta levadura empez6

a cobrar mayor importancia en el mundo cientifico gracias a los estudios realizados por Pasteur

sobre el proceso de fermentacion empleando S. cerevisiae (Pasteur, 1872).

S cerevisiae es considerado como un organismo modelo eucaridtico para una gran variedad de

estudios genéticos, bioquimicos y biotecnoldgicos debido a una serie de ventajas sobre otros

sistemas modelo:

Se trata de un organismo unicelular no patdégeno y de crecimiento rapido en condiciones
reproducibles, econdmicas y controladas. Las células de S. cerevisiae pueden crecer tanto en
suspension en medio liquido como en medio sélido formando colonias aisladas. Ademas. S.
cerevisiae puede crecer tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas.

S cerevisiae, a diferencia de otros organismos, presenta un ciclo biolégico con dos fases
biologicas estables: haploide y diploide. La fase haploide permite generar, aislar y
caracterizar mutantes con mucha facilidad, mientras que en la fase diploide se pueden realizar
una amplia variedad de andlisis genéticos como, por ejemplo, estudios de haploinsuficiencia.
S cerevisiae ofrece una amplia gama de herramientas moleculares que hacen muy sencilla su
manipulacion genética, destacando la disponibilidad de un sistema de transformacion
eficiente y versatil, asi como la existencia de plasmidos estables en alto o bajo nimero de
copias, con promotores constitutivos o inducibles. La existencia de este tipo de herramientas
hace posible la expresion heter6loga de proteinas bajo unas determinadas condiciones de
cultivo convirtiendo a este organismo en un instrumento muy util en el campo de la Biologia
Molecular y la Biotecnologia.

Otra ventaja que presenta S. cerevisiae es la alta tasa de recombinacion homdloga que
permite la integracion de ADN transformante en una localizacion exacta del cromosoma,
reemplazando por tanto el gen deseado por un marcador de seleccion, por un alelo mutante, o
introduciendo promotores regulables o etiquetas moleculares (GFP, 3HA, Myc, etc). Gracias
al marcaje con etiquetas moleculares se puede examinar facilmente la localizacién
intracelular de las proteinas y detectar sus niveles de expresion.

La mayor parte de los procesos celulares basicos estan altamente conservados desde la
levadura hasta el ser humano, especialmente los relacionados con el metabolismo y la
divisién celular. Por lo tanto, S cerevisiae constituye un sistema adecuado para el estudio de

procesos celulares basicos como las rutas de sefializacion intracelular o la muerte celular
1
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programada (Madeo, F. et al. 2002). De hecho, la expresion heterdloga de proteinas humanas
en S cerevisae ha abierto un amplio campo de investigacion en procesos de
neurodegeneracion, cancer, apoptosis y autofagia (Chua, C. E. y Tang, B. L. 2006; Braun, R.
J. et al. 2010). Ademas, se han descrito hasta un 30% de genes implicados en enfermedades
humanas que estan conservados en la levadura (Foury et al. 1996). Esto ha convertido a la
levadura en un modelo extraordinario para analizar el desarrollo de enfermedades como el
Parkinson o el Alzheimer, asi como para estudiar la respuesta celular frente a diferentes tipos
de estrés o agentes citotoxicos (Stephan, C. et al. 2006; Winderickx, J. et al. 2008;
Bharadwaj, P. et al. 2010; Franssens, V. et al. 2010).

- S cerevisiae es probablemente el organismo eucaritico mejor conocido y del que existen un
mayor nimero de bases de datos disponibles que albergan informacién acerca de su genoma,

transcriptoma, proteoma o interactoma.

|.1.1. Colecciones de mutantes de delecion de S. cerevisiae

La disrupcién génica es una aproximacién muy eficaz para determinar la funcién bioldgica de
un ORF no caracterizado. En S. cerevisiae, gracias a su elevada capacidad recombinogénica, es
posible construir una disrupcion génica precisa (desde el codon de inicio al coddn de parada) y
tratar de inferir la funcién génica a través de la respuesta de la cepa mutada frente a una amplia

variedad de condiciones selectivas (estrés, nutrientes, drogas, etc) (Jacoby, J. J. et al. 1998).

En 1996, después de la publicacion de la secuencia gendmica de S. cerevisiae, se cred un
consorcio internacional de laboratorios europeos y norteamericanos (entre los que se encontraba
nuestro grupo) para desarrollar el proyecto de Delecion del Genoma de S. cerevisiae (SGDP:
Saccharomyces Genome Deletion Project). En este proyecto se delecionaron de forma sistematica
los aproximadamente 6000 ORFs de la levadura. La estrategia empleada consistio en el
reemplazamiento mediante recombinacion homologa de cada ORF por un mddulo de delecién
generado por PCR. El médulo de delecién esta formado por el marcador kanMX4, que aporta
resistencia a G418, flanqueado por secuencias cortas (45 pb) idénticas a la secuencia genémica
del locus diana (Figura 1). Empleando esta estrategia se construyeron y verificaron més de 20.000
cepas “knock-out” isogénicas correspondientes a cuatro formatos: 6.000 cepas diploides
heterocigotas, 4.800 cepas diploides homocigotas, 4.800 cepas haploides MATa y 4800 cepas
haploides MATa. Ademas pudieron identificarse 1.150 genes esenciales, cuya delecion resultaba

letal.
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Un componente innovador de las colecciones de mutantes generadas fue desarrollado por el
grupo del Dr. Ron Davis del Departamento de Bioquimica de la Universidad de Stanford
(California) y supuso la incorporacién sistematica de etiquetas moleculares Unicas y especificas
para cada mutante. Cada mutante contiene a cada lado del médulo kanMX4 una secuencia de 20
nucledtidos Unica y exclusiva de cada locus génico. Estas dos secuencias especificas,
denominadas individualmente UPTAG y DOWNTAG, son conocidas como etiquetas moleculares
0 TAGs que acttian a modo de cddigo de barras identificador de la delecion que porta cada cepa.
Ademas, cada etiqueta molecular esta flanqueada, a su vez, por dos secuencias de 18 pb comunes
a todas las cepas (oligonucle6tidos universales), de manera que es posible en una Unica reaccién
de PCR amplificar todas las etiquetas presentes en una determinada muestra (Figura 1). La
principal ventaja que proporcionan estos codigos de barras es que permiten realizar andlisis
fenotipicos cuantitativos de todas las cepas de delecion de manera simultanea y en paralelo
(Shoemaker, D. D. et al. 1996; Giaever, G. et al. 1999; Winzeler, E. A. et al. 1999).

Oligonucleétido UPTAG

ATG [UINTAGE U2

KanMX4
Oligonucleétido DOWNTAG

o2 rc2 MERITTART
Ronda, PCR

G KanMXx4 Region DOW

Figura 1. Descripcién de la estrategia de reemplazamiento génico empleada en el proyecto de Delecion del
Genoma de S. cerevisiae. El oligonucleétido UPTAG esta formado por: 18 pb de la region upstream de la
ORF del gen que se pretende delecionar (incluyendo el AUG), una region cebadora U1, 20 pb especificos
del gen que se va a delecionar (TAG1) y una region U2 que es una homdloga al extremo 5 del modulo
KanMX4. El oligonucleétido DOWNTAG consta de: 18 pb de la region downstream de la ORF del gen que
se pretende delecionar (incluyendo el codon de parada), una secuencia cebadora D1, 20 pb especificos del
gen que va a ser delecionado (TAG2) y una region D2 que es homologa al extremo 3’ del modulo
KanMX4. Figura adaptada de la web del SGDP (http: /-
sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/PCR_strategy.html).
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Como se ha mencionado anteriormente, existen tres tipos de colecciones de mutantes de delecion
de S cerevisae:
- Las colecciones de mutantes heterocigotos, en las que se ha delecionado una sola copia de
cada gen, se han utilizado para identificar mutaciones que en heterocigosis causan sensibilidad a
un compuesto determinado. Estos estudios se basan en el fendmeno de haplosuficiencia, por el
cual una Unica copia de un gen en un organismo diploide es insuficiente para generar un
fenotipo silvestre.
- Las colecciones de mutantes homocigotos, en las que ambas copias de cada gen no esencial
han sido delecionadas en su correspondiente par de cromosomas, permiten identificar rutas o
procesos que confieren sensibilidad o resistencia a un compuesto.
- Las colecciones de mutantes haploides, en los que cada gen ha sido delecionado, muestran
las mismas caracteristicas que las de mutantes homocigotos y presentan el inconveniente de que
las cepas haploides tienen mas probabilidad de estar afectadas por mutaciones secundarias que
se manifiesten en el fenotipo. Los ensayos de resistencia o sensibilidad a determinadas drogas o
proteinas citotdxicas llevadas a cabo en estas colecciones de mutantes permiten la identificacion

de reguladores de diferentes procesos celulares.

El empleo de las colecciones de mutantes de delecion ofrece una serie de ventajas y permite

abordar nuevas aproximaciones experimentales:

- Permiten analizar de forma sistematica el fenotipo de delecion de todas las ORFs de forma
rapida y exhaustiva.

- La delecion de cada ORF es completa, de forma que se evitan las posibles funciones
alteradas o residuales asociadas a productos truncados.

- La identificacion de la mutacion asociada al fenotipo de interés es directa, sin necesidad
de posteriores clonaciones ni secuenciaciones. Su verificacion es rapida gracias a las
etiquetas moleculares Unicas que la identifican.

- Permiten realizar analisis cuantitativos, ya que es posible detectar fenotipos intermedios
que pasarian desapercibidos en otro tipo de estudios.

No obstante, estas estrategias presentan también algunas limitaciones a tener en cuenta:

- Los fenotipos de ORFs solapantes no se pueden diferenciar facilmente.

- El proceso de recombinacion es mutagénico, de forma que puede producir mutaciones
secundarias, las cuales son dificiles de identificar.

- Algunas cepas deletantes pueden ser aneuploides.
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- Los genes esenciales determinan que haya cepas inviables en las colecciones homocigotas
y en las colecciones haploides.

- La delecién de genes funcionalmente redundantes puede no mostrar un fenotipo
detectable.

- El fenotipo de delecion observado puede variar en funcion del fondo genético.

Las colecciones de mutantes de delecion han sido utilizadas como un buen instrumento para
conocer los mecanismos moleculares en los que participan genes cuya funcién es todavia
desconocida tanto en levadura como en humanos. Por ejemplo, el gen UTH1 de S cerevisae,
implicado en procesos de autofagia, fue identificado en un screening genético considerandose
esencial para la muerte celular inducida por la proteina proapoptotica humana Bax en la levadura
y sugiriéndose la idea de que los miembros de la familia Bcl-2 de mamiferos podrian participar en
las rutas de autofagia (Camougrand, N. et al. 2003). La principal ventaja del uso de colecciones
de cepas mutantes de delecion de S cerevisiae consiste en que permiten identificar de forma
rapida la cepa mutante en estudio mediante la amplificacién y posterior secuenciacion de la
etiqueta molecular que es especifica del gen que tiene delecionado cada cepa. Ademas, se pueden
realizar estudios fenotipicos sistematicos de respuesta a drogas o a la expresion de genes toxicos

analizando las cepas de manera conjunta agrupadas en pools de mutantes.

|.1.2. Aproximaciones genéticas para la identificacion de nuevas funciones génicas

Se pueden distinguir dos tipos de estrategias experimentales generales para identificar nuevas
funciones génicas: aproximaciones directas y aproximaciones inversas, dependiendo si el proceso
de investigacion va desde el fenotipo al gen de interés o viceversa. Estas aproximaciones difieren
en el enfoque empleado durante el desarrollo del método experimental. A continuacién se van a
describir con mayor detalle algunas aproximaciones inversas que se han empleado en el desarrollo

de este trabajo.

1.1.2.1. Aproximaciones Inversas
La Genética inversa es una disciplina de la Genética que trata de descubrir la funcion de un
gen mediante el analisis de los efectos fenotipicos de las secuencias de genes especificos
obtenidos por secuenciacion del ADN. Este tipo de aproximaciones permite identificar nuevas

funciones génicas mediante escrutinios de pérdida o ganancia de funcion.
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Escrutinios de pérdida de funcion
Es un tipo de ensayo perteneciente al campo de la gendmica inversa que permite realizar
estudios in vivo. Su objetivo consiste en identificar mutaciones que rescaten la inhibicién del
crecimiento producida por la expresion o sobreexpresion de proteinas toxicas para la levadura
(Arnoldo, A. et al. 2008). La ventaja de este método es que permite identificar moduladores de
proteinas heterdlogas (Camougrand, N. et al. 2003); sin embargo, este tipo de escrutinios estan

limitados al empleo de proteinas que sean toxicas en la levadura.

Las aproximaciones genéticas que consisten en la busqueda de cepas que supriman la
toxicidad de una determinada proteina o compuesto se han utilizado para identificar genes que
participan en procesos citotoxicos y de muerte celular (Dilda, P. J. et al. 2005). En los ensayos
donde se expresa una proteina citotoxica en la levadura es necesario tener en cuenta una serie de
factores como son el tipo de promotor empleado para la expresion del gen de interés (inducible o
constitutivo) o si el gen esta clonado en un vector de expresion en levaduras episdmico o

centromérico.

Aunque el sistema es extremadamente versatil, la expresion del gen de interés resulta un
instrumento realmente Util si se trata de una proteina toxica en la levadura y el propdsito del
estudio es comparar en diferentes cepas mutantes la existencia o ausencia de crecimiento ya que

estos fenotipos son facilmente observables y analizables.

El procedimiento llevado a cabo en los escrutinios basados en la busqueda de cepas mutantes
capaces de suprimir o revertir el efecto citotdxico de una determinada proteina consiste en clonar
el gen de interés (gen tdxico) en un plasmido de expresion inducible y, posteriormente,
transformar una coleccion de cepas mutantes, ya sea de forma individual o empleando conjuntos
de mutantes agrupados en pools. La expresion del gen de interés se efectlia en el medio apropiado
en funcion del promotor utilizado. Por ejemplo, si la expresion del gen de interés es inducible en
galactosa (promotor GAL1) los transformantes seran seleccionados en un medio con glucosa,
donde la expresion del gen esta reprimida para, posteriormente, ser transferidos a un medio con
galactosa donde se induce la expresion del gen toxico (Giorgini, F. y Muchowski, P. J. 2006). Si
la expresion del gen de interés resulta toxica no habra crecimiento de la cepa silvestre en un
medio donde se induce su expresion. Sin embargo, las cepas mutantes que crezcan en el medio
inducible se consideraran cepas supresoras y, por tanto, los genes que tengan delecionados las

cepas supresoras (genes supresores) seran esenciales en los mecanismos que conducen a la

6
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toxicidad del gen de interés en la levadura (Figura 2). En el caso de que estos genes supresores
estuvieran conservados en humanos podrian constituir una excelente herramienta para identificar
nuevas funciones y posibles dianas terapeuticas en el tratamiento de diferentes patologias
(Bidlingmaier, S. et al. 2009).

Cepasilvestre Cepa mutante

=
2N

glucosa galactosa

OOOO8
%2

El gen téxico estd clonado en un La cepa mutante suprime el efecto
vector de expresion de levaduras citotoxico del gen de interés. Por
bajo el control del promotor Gall tanto, el gen X es esencial en la
(inducible por galactosa). toxicidad del gen de interés.

Figura 2. Esquema de la estrategia experimental empleada en un escrutinio de pérdida de

funcidn en el que se expresa un gen toxico desde un promotor inducible por galactosa.

Escrutinios de ganancia de funcién

Estos analisis se basan en la alteracién de un fenotipo seleccionado mediante el incremento
de la dosis génica. Este tipo de escrutinios han permitido la identificacion de genes implicados en
diversas funciones celulares como por ejemplo en la parada del ciclo celular en fase G1 (Liu, H.
et al. 1992; Espinet, C. et al. 1995). Su objetivo consiste en identificar genes cuya sobreexpresion
rescate la inhibicién del crecimiento producida por una droga o por la expresion o sobreexpresion
de proteinas toxicas para la levadura (Liu, H. et al. 1992). La sobreexpresion de los genes
correspondientes se realiza mediante el empleo de una libreria gendmica de expresion en la que
cada construccién presenta la ORF del gen clonada en un vector de expresion bajo el control de
un promotor inducible. La libreria gendmica de expresion puede ser utilizada para la busqueda de
genes cuya sobreexpresion promueva el crecimiento o suprima el efecto citotoxico desencadenado
por la expresion del gen de interés (gen toxico). EI método desarrollado en este caso consiste en
una doble transformacion del plasmido en el que estd clonado el gen toxico y de la libreria
gendmica en la cepa silvestre de la levadura (Giorgini, F. y Muchowski, P. J. 2006). La expresion
del gen de interés (gen toxico) y de los genes de la libreria gendmica de expresion se efectla en el
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medio apropiado en funcién de los promotores utilizados. La cepa silvestre que Unicamente
expresa el gen toxico no podra crecer. Sin embargo, las cepas en la que se sobreexpresa un
determinado gen (gen X) que suprima el fenotipo citotoxico ocasionado por el gen téxico si
mostraran crecimiento y se considerara que la sobreexpresion del gen X participa en la toxicidad

del gen tdxico en la levadura (Figura 3).

Cepa silvestre Cepasilvestre + Gen X

=
2N

glucosa galactosa glucosa galactosa
00 0.0
o @ @

El gen téxico estd clonado en un
vector de expresion de levaduras
bajo el control del promotor Gall
(inducible por galactosa).

La sobreexpresion del gen X
suprime el efecto citotéxico del
gen de interés. Por tanto, el gen X
es esencial en la toxicidad del gen

de interés.

Figura 3. Esquema de la estrategia experimental empleada en un escrutinio de ganancia de
funcién en el que la expresion del gen toxico se induce con galactosa. La libreria genémica de
expresion puede ser utilizada para identificar genes cuya sobreexpresién suprime el fenotipo

citotoxico.

En nuestro grupo estamos interesados en la identificacion de nuevos circuitos de regulacion
de los procesos de muerte celular mediante el empleo de las aproximaciones descritas en S
cerevisae y que han servido para identificar nuevas funciones génicas en diversos trabajos
previos. A continuacion se describen los aspectos principales de los procesos de muerte celular.

.2. LOSPROCESOSDE MUERTE CELULAR

Los seres vivos estan expuestos a una multitud de agentes nocivos extracelulares e
intracelulares que afectan al correcto funcionamiento de sus células. De hecho, muchas patologias
tienen su origen en limitaciones o anomalias en los procesos de mantenimiento y reparacion del

DNA, o en los mecanismos de detoxificacion de radicales libres (Vicencio, J. M. et al. 2008).

Las células que presentan ciertos dafios irreversibles 0 que se encuentran en ambientes

extremadamente adversos disponen de dos mecanismos que permiten preservar la integridad del
8
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organismo: entrar en un estado de quiescencia permanente e inactividad metabdlica (un proceso
denominado senescencia celular); o bien iniciar procesos de muerte celular programada
(Galluzzi, L. et al. 2007; Vicencio, J. M. et al. 2008).

La amplia variedad de procesos de muerte celular ha propiciado que el Comité de
Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD) haya formulado una clasificacion atendiendo a
diferentes aspectos (Kroemer, G. et al. 2009):

- morfoldgicos: apoptosis, necrosis y autofagia

- enzimoldgicos: con o sin implicacién de diferentes proteasas como caspasas, calpainas o
catepsinas

- funcionales: programada o accidental, fisioldgica o patolégica

- inmunoldgicos: inmunogénica o0 no-inmunogénica

A continuacién, se van a tratar los tipos de muerte cdlular en base a sus aspectos
morfolOgicos: apoptosis, necrosis y autofagia, ya que en este trabajo se han estudiado los
fenotipos en base a este criterio.

1.2.1. Apoptosis

El término apoptosis fue acufiado por primera vez por Kerr et al., en 1972. Se trata de un tipo
de muerte celular programada genéticamente en la que los rasgos caracteristicos son: la
generacion masiva de radicales libres de oxigeno (ROS), la externalizacién de la fosfatidilserina
hacia la cara externa de la membrana plasmatica, la aparicion de cuerpos apoptoticos (células
cuyo contenido ha sido degradado), la fragmentacion nuclear, la condensacién de la cromatina y
la degradacion del ADN (Kerr, J. F. et al. 1972).

Este proceso es de vital importancia para el desarrollo y la supervivencia de los organismos y
se basa principalmente en la activacion controlada de proteasas (caspasas) e hidrolasas que
degradan ciertos componentes celulares (Vicencio, J. M. et al. 2008). La apoptosis es una
respuesta extrema al estrés celular que acaba en la muerte de las células dafiadas y representa un
importante mecanismo de supresion tumoral. De hecho, fallos en los mecanismos celulares de
apoptosis son responsables de la aparicion y progresion de algunos tipos de cancer (Roth, W.
2009; Zivny, J. et al. 2010).
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Para llevar a cabo la ejecucién del programa apoptético en mamiferos existen dos vias: la via
intrinseca y la via extrinseca, que confluyen en la activacion de las caspasas iniciadoras y
efectoras capaces de transmitir la sefial apoptotica a través de una cascada de transduccion de

sefiales.

- Viaintrinseca o mitocondrial:

El estimulo responsable de esta via de muerte procede del propio interior celular (por ejemplo,
debido a estrés genotdxico). El evento crucial para que se desencadenen los mecanismos
moleculares de activacion de esta ruta es la permeabilizacién de la membrana mitocondrial
externa (MOMP) (Chipuk, J. E. et al. 2006). Este suceso va a permitir la liberacion al citosol de
numerosas proteinas residentes en el espacio intermembranal de la mitocondria (citocromo c,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF1 y endonucleasa G).

Una vez en el citosol, el citocromo ¢ se asocia con Apaf-1 (Apoptosis Protease Activating
Factor-1) y con la procaspasa-9 para formar el apoptosoma (Shi, Y. 2008). Este complejo
proteico va a permitir la oligomerizacion y posterior activacion de la caspasa-9 que, como caspasa
iniciadora, se encarga de activar mediante protedlisis a las caspasas efectoras (caspasa-3)
(Bratton, S. B. et al. 2001; Chu, C. Y. et al. 2001). Las caspasas efectoras son realmente los
ejecutores del programa apoptético ya que son las encargadas de proteolizar los sustratos
correspondientes como enzimas de reparacion del ADN (PARP) y endonucleasas (Cohen, G. M.
1997; Widlak, P. y Garrard, W. T. 2005; Yoshida, A. et al. 2006).

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial también permite la salida de
SMAC/DIABLO que bloquea la actividad de los inhibidores de caspasas (IAPS) y, por tanto,

facilita la actividad proteolitica de las caspasas efectoras (Chai, J. et al. 2000).

Papel delafamilia Bcl-2 en la regulaciéon de la apoptosis a través de la via mitocondrial

Esta familia debe su nombre al primer miembro que se descubrid: el proto-oncogén Bcl-2. Se
observé que su expresion no promovia la proliferacién celular como otros oncogenes, sino que
bloqueaba la muerte celular ante multiples estimulos fisiologicos y patolégicos (McDonell, K. M.
1989). En mamiferos, la familia Bcl-2 consta de 25 miembros y todos y cada uno de ellos
conservan al menos uno de los cuatro dominios homologos de Bcl-2 denominados dominios BH
(Bcl-2 homology). A través de estos dominios BH los diferentes miembros de la familia Bcl-2
pueden interaccionar entre si formando homodimeros (Bax/Bax, Bcl-2/Bcl-2) o heterodimeros
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(Bcl-2/Bax), siendo estas interacciones determinantes para la supervivencia o muerte celular
(Oltvai, Z. N. et al. 1993).

La familia Bcl-2 se compone de tres subfamilias (Fig. 4):

1)

2)

3)

La subfamilia de proteinas antiapoptoticas, que incluye Bcl-2, Bel-x., Mcl-1, A-1 y Bcl-
w. Todo este grupo de proteinas conserva los cuatro dominios homologos de Bcl-2 (BH1-
BH4) y poseen una cola hidrofébica en el extremo C-terminal que es responsable de su
localizacion en la membrana externa de la mitocondria. Son proteinas antiapoptoticas, es
decir, previenen los procesos de muerte celular apoptotica.

La subfamilia de proteinas proapoptéticas multidominio, Bax, Bak y Bok, no presentan
el dominio BH4. Estas proteinas se localizan en el citosol y frente al estimulo apoptético
migran a la membrana mitocondrial externa promoviendo la liberacion de citocromo c de
la mitocondria.

La subfamilia de proteinas proapoptéticas “sdlo BH3”, que s6lo presentan el dominio
BH3. Esta subfamilia incluye a las proteinas Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Hrk/DP5, Noxa y
Puma (Wang, K. et al. 1996). Son las encargadas de desencadenar la apoptosis durante el
desarrollo embrionario o frente a dafios intracelulares (Huang, D. C. y Strasser, A. 2000).
Sin embargo, aunque la activacién de estas proteinas predispone a la célula a padecer
apoptosis no pueden ejecutarla en ausencia de los efectores Bax y Bak (Zong, W. X. et al.
2001).

ANTIAPOPTOTICAS
ili Bcl-2, Bel-xL,
oo O [T ] At Bolw,
Mcl-1
PROAPOPTOTICAS
Familia Bax BH3 BH1 BH2 Bax, Bak, Bok
| BH3 | Bid
Familias
solo BH3 Bim, Bik, Bad, Bmf,
BH3 ™
Hrk/DP5, Noxa, Puma

Figura 4. Clasificacién de las proteinas de la familia Bcl-2 en base a la presencia de dominios
BH: subfamilia Bcl-2 (antiapoptética), subfamilia Bax (proapoptética) y subfamilia sélo-

BH3 (proapoptdtica).
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-Via extrinseca:

También conocida como via de los receptores de muerte, establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior a través de los receptores
de muerte. Se han descrito dos familias de receptores de muerte: la proteina Fas (CD95) vy el
factor de necrosis tumoral (TNF) (Medema, J. P. et al. 1997).

La transduccion de la sefial apoptotica en la via extrinseca depende de la oligomerizacion
(trimerizacion) y activacion del receptor CD95 tras la union con su ligando FasL que es homo-
trimérico (Scaffidi, C. et al. 1998). Posteriormente, un complejo de proteinas llamado complejo
de sefalizacion inductor de muerte (DISC) se asocia al CD95 activo. EI complejo DISC esta
formado por la proteina adaptadora FADD que se une a cada mondmero de CD95 a través de un
dominio de muerte DD (Death Domain) y a las procaspasas iniciadoras (procaspasa-8 o -10) a
través de los dominios efectores de muerte DED (Death Effector Domain) formando un complejo
tripartito (Bao, Q. y Shi, Y. 2007). Las procaspasas-8 o -10 que se encuentran reclutadas en el
complejo DISC se autoactivan proteoliticamente, promoviéndose su liberacién al citosol
formando un heterotetrdmero cataliticamente activo constituido por dos subunidades grandes y
dos pequerias (Medema, J. P. et al. 1997; Martin, D. A. et al. 1998; Peter, M. E. y Krammer, P. H.
2003). La caspasa-8 (también conocida como FLICE) y la caspasa-10, una vez activas, son
capaces de proteolizar y activar la procaspasa-3 (caspasa efectora) iniciandose la transduccion de
las sefial apoptética (Medema, J. P. et al. 1997).

La inhibicion de esta ruta puede producirse a traves de proteinas FLIP (FLICE-inhibitory
proteins). Dentro de este grupo de proteinas existen dos variantes transcripcionales, una “corta”
conocida como c-FLIPs (short) que consta de dos repeticiones en tandem de dominios DED y
cuyo papel es inhibir la activacion de las procaspasas-8 y -10 en el complejo DISC (Krueger, A.
et al. 2001) y otra variante “larga” llamada c-FLIP_ (long) que muestra una region de alta
homologia con las procaspasas-8 y -10 en el extremo C-terminal (Scaffidi, C. et al. 1999). La
funcién de esta variante transcripcional larga (c-FLIP.) no esta del todo clara y se le atribuye un
doble papel antiapoptético y proapoptotico (Goltsev, Y. V. et al. 1997).

Las vias intrinseca y extrinseca convergen a nivel de la activacién de la procaspasa-3. El

solapamiento e integracion de ambas vias se debe a Bid, una proteina proapoptotica de la familia
Bcl-2 (Wang, K. et al. 1996). La caspasa-8 media la protedlisis de Bid incrementando
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enormemente su actividad proapoptética lo que conlleva su translocacion a la mitocondria, donde

promueve la liberacion de citocromo c (Gross, A. et al. 1999) (Figura 5).

Procaspasa-8/10

crup F |

Bcel-x| x
Bax
Bid Bcl-2

O

Caspasa-8/10 >
O

\ Bid —_—
. Procaspasa-3

a /\\ Citocromo ¢

AlF-1

=33
& Apaf-1
Apoptosoma Procaspasa-9
‘ Caspasa-3
l IAPS I—— Smac/DIABLO

Sustratos

Via Extrinseca Via Intrinseca

Figura 5. Esquema de las vias de apoptosis en mamiferos. La via extrinseca se activa a través de los
receptores de muerte de la membrana plasmatica. En la via intrinseca el estimulo apoptético procede del

interior celular y la mitocondria ocupa un papel central en su activacion.

1.2.1.1. Apoptosis en levaduras
La existencia de muerte celular apoptética no se reduce Unicamente a organismos
pluricelulares puesto que se trata de un proceso fisiolégico conservado que se encuentra también
presente en algunos organismos unicelulares (Madeo, F. et al. 1997; Buttner, S. et al. 2008). La
apoptosis en levaduras ha sido considerada como un mecanismo de adaptacion frente a las
condiciones ambientales adversas (Skulachev, V. P. 2002) y fue descrita por primera vez en un
mutante cdc48 (Madeo, F. et al. 1997). Los fenotipos observados en la cepa cdc48 eran
caracteristicas propias de la apoptosis en mamiferos como la fragmentacion del ADN, la
externalizacion de la fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana plasmatica y la
liberacion de citocromo ¢ por parte de la mitocondria. La produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) como papel central en el proceso de apoptosis en levaduras confirmd que la
13
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similitud de este proceso con la apoptosis en mamiferos no se reducia Gnicamente a caracteristicas
morfoldgicas (Madeo, F. et al. 1999).

Los elevados niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen en respuesta a
diferentes tipos de estimulos externos perjudiciales para la célula como elevadas dosis de
peroxido de hidrogeno, acido acético, cloruro sodico u otros tipos de estrés como el
envejecimiento cronologico y replicativo que desencadenan la migracion de la metacaspasa
(Mcal) desde el citosol hasta el nicleo donde interviene en la fragmentacion del ADN (Madeo, F.
et al. 2002). Ademas, el estrés térmico también promueve la translocacion de la metacaspasa al

nacleo a través de la proteina Nmalll (Fahrenkrog, B. et al. 2004) (Figura 6).

En la Gltima década, se han identificado en S. cerevisiae varios genes ortdlogos de mamiferos
implicados en apoptosis como la metacaspasa (MCAL), el factor inductor de apoptosis (AlIF1),
Omi (NMA111) y EndoG (NUCL1) (Fahrenkrog, B. et al. 2004; Wissing, S. et al. 2004; Guscetti,
F. et al. 2005; Buttner, S. et al. 2007).

La mitocondria es también el organulo principal en el proceso de apoptosis de levaduras. Tras
recibir el estimulo apoptdtico se produce la liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria y se
promueve la migracion del factor inductor de apoptosis (Aifl) desde la mitocondria al nicleo
donde participa en la degradacion del ADN (Wissing, S. et al. 2004). EI gen NUC1, ort6logo de la
endonuclesa G de mamiferos, participa en el proceso de muerte celular mediante su migracién al
nacleo tras la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa contribuyendo a la

degradacion del ADN en células apoptéticas (Buttner, Eisenberg et al. 2007).

S cerevisiae es probablemente el organismo eucariotico mejor conocido y, por lo tanto, un
modelo experimental muy valioso para el estudio de procesos y rutas de sefializacion que estan
conservados en eucariotas superiores (Braun, R. J. et al. ; Lum, J. J. et al. 2004; Stephan, C. et al.
2006). Mediante la expresion heter6loga de proteinas antiapopto6ticas humanas como Bcl-2 o Bcl-
XL en la levadura se ha comprobado que estas proteinas también ejercen un efecto antiapoptotico
en este organismo unicelular. Por el contrario la expresion de la proteina proapoptética Bax en S
cerevisiae causa un fenotipo citotoxico similar al que tiene lugar en células humanas (Tao, X. J. et
al. 1997). El empleo de este organismo unicelular como modelo de estudio ha permitido
identificar un inhibidor de la apoptosis en células de mamifero conocido como Bax Inhibitor-1
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(BI-1) (Chae, H. J. et al. 2003). Por tanto, este trabajo respalda la validez y la utilidad del uso de

la levadura como organismo modelo en el estudio de los procesos de muerte celular.

o _ Figura 6. Representacion esquemdtica de la
Acido acético
o Estrés replicativo apoptosis en S cerevisiae. Adaptado de
2
Nacl Bel-2 Estrés cronoldgico (Madeo, F. et al. 2002). La célula responde
al
% a los diferentes tipos de estrés (estrés
Bg: 5 Bcl-2 replicativo, cronoldgico etc.) y estimulos
ROS . - -
z ; toxicos (acido acético, NaCl, H,O,, calor)
= l mediante una produccion masiva de
s Z Bax humano ) _
g = (7 MCA1 % especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos
© £
g g / / Bl elevados niveles de estrés oxidativo
Q| & / / L
NMAILL promueven la activacion de la metacaspasa
//Y °o°o (Mcal) vy del factor inductor de la
H,0. Cit . . ..
e roeromo e apoptosis (Aif-1) que participan en la
Estrés cronoldgico degradacion de ADN.

|.2.2. Las caspasas como principales reguladores del proceso de apoptosis

Las caspasas son un grupo de cisteinil-aspartato proteasas caracterizadas por poseer un
residuo de cisteina reponsable de la protedlisis de otras proteinas en residuos de aspartato. Las
caspasas son reguladores esenciales en los procesos de apoptosis y tienen especial relevancia en
los procesos morfogenéticos durante el desarrollo embrionario. Algunas caspasas también estan
implicadas en procesos de maduracion proteica como en el caso de mediadores del sistema
inmune del tipo de la interleuquinas (Cerretti, D. P. et al. 1992). Por estos motivos, fallos en los
procesos controlados por caspasas son responsables del desarrollo de algunos tumores y
enfermedades autoinmunes (Kremer, Rust et al. 2009). Asimismo, una excesiva activacion de las
caspasas se ha relacionado con ciertas enfermedades como el Alzheimer o corea de Huntington
(Pattison, L. R. et al. 2006; Kremer, A. E. et al. 2009; Rohn, T. T. et al. 2009).

|.2.2.1. Clasificacion y estructura de las caspasas

Las caspasas pueden agruparse en varias categorias atendiendo a diferentes criterios como su
estructura y su funcion. Estas proteasas que son esenciales en la apoptosis también participan en
procesos inflamatorios relacionados con la maduracion de las citoquinas (Ho, P. K. y Hawkins, C.
J. 2005). Por lo tanto, en base a la funcién que realizan en las células se puede distinguir el grupo
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inflamatorio que esta formado por las caspasas-1, 4, 5y 11 y el grupo apoptético que incluye
las caspasas-2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 14.

Como se ha mencionado anteriormente, las caspasas que actlan en los procesos de apoptosis
pueden ser caspasas iniciadoras (caspasa-2, 8, 9, 10 y 12) o caspasas efectoras (caspasa-3, 6, 7
y 14) (Figura 7A). Las caspasas iniciadoras son aquellas que se activan inicialmente en respuesta
al estimulo apoptotico procesando las formas inactivas de las caspasas efectoras; las caspasas
efectoras, una vez activadas, se encargan de proteolizar los sustratos especificos en las distintas
vias de apoptosis (Ho, P. K. y Hawkins, C. J. 2005; Festjens, N. et al. 2006). Las caspasas constan
de tres dominios: un prodominio de longitud variable situado en el extremo N-terminal, un
dominio grande (p20) que contiene el centro activo con la cisteina catalitica dentro de un motivo
conservado Q-A-C-Q-G, y un dominio pequeiio (p10) en el extremo C-terminal. Los tres
dominios estan separados por sitios de corte de &cido aspartico que permiten su procesamiento
proteolitico (Riedl, S. J. y Shi, Y. 2004). Las caspasas iniciadoras poseen un prodominio mas
largo que el de las caspasas efectoras. De hecho la longitud del prodominio N-terminal constituye
otro criterio de clasificacién de las caspasas. Ademas, entre las caspasas iniciadoras encontramos
aquellas que contienen prodominios CARD (* Caspase Activation and Recruitment Domain”) y
aquellas que poseen prodominios DED (“ Death Effector Domain”) que son esenciales para la
interaccién con las proteinas adaptadoras asociadas a los receptores de muerte (Figura 7B).

Las caspasas son inicialmente sintetizadas como zimdgenos inactivos (procaspasas) que
deben activarse mediante protedlisis. La activacion de las caspasas elimina el prodominio N-
terminal y los dominios grande (p20) y pequefio (p10) pueden interaccionar entre si formando una
caspasa madura y activa (Stennicke, H. R. y Salvesen, G. S. 1998). La presencia de acido
aspartico en los motivos de corte es consistente con la habilidad de las caspasas de autoactivarse,
como es el caso de las caspasas iniciadoras, o de ser activadas por otras caspasas como parte de

una cascada de amplificacion de la sefial de muerte (Cohen, G. M. 1997).
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Figura 7. Clasificacion y estructura de las caspasas. A) Clasificacion de las caspasas atendiendo a
su funcion (inflamacidn y apoptosis; iniciadoras y efectoras) y a la estructura del prodominio N-
terminal (dominio DED, CARD o prodominio corto). B) Representacién de los dominios
estructurales de las caspasas iniciadoras con dominios DED (caspasas-8 y -10), con dominios
CARD (caspasas-2 y -9) y con prodominio corto (caspasa-3). Las caspasas presentan dos motivos
de corte de &cido aspartico (Asp) y un dominio catalitico de cisteina (Cys).

Las caspasas maduras son un heterotetramero constituido por dos dominios grandes y otras
dos dominios pequefios (p20, y p10;) (heterodimeros de homodimeros). Las caspasas iniciadoras,
una vez procesadas en sus formas maduras, activaran a las caspasas efectoras mediante protedlisis

promoviendo, de este modo, la sefial apoptotica (Donepudi, M. y Grutter, M. G. 2002).

|.2.2.2. M etacaspasasy paracaspasas

La identificaciéon de las caspasas como reguladores de procesos de muerte celular en
metazoos ha promovido el interés por la basqueda de homdlogos de estas proteasas en otros
reinos. De este modo, se han identificado dos familias de proteinas similares a las caspasas desde
el punto de vista estructural: las metacaspasas (presentes en plantas, hongos y protozoos) y las
paracaspasas (que se encuentran en metazoos y algunos hongos como Dictyostelium
discoideum).
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Las metacaspasas son similares a las caspasas en la presencia del dominio p20 y del centro
catalitico de cisteina (Uren, A. G. et al. 2000). La secuencia de aminoacidos de las metacaspasas
ha permitido clasificarlas en dos grupos principales: las metacaspasas tipo I, que tienen
prodominios con repeticiones de prolina y dedos de zinc y las metacaspasas tipo |1, que carecen
de prodominios y presentan una insercion de 200 aminoéacidos en el extremo C-terminal de la
subunidad p20 (Vercammen, D. et al. 2007). De forma similar a las caspasas, algunas
metacaspasas de plantas, levaduras y parasitos del género Leishmania, requieren de su
autoprocesamiento para ser activas enzimaticamente (Madeo, F. et al. 2002; Gonzalez, 1. J. et al.
2007). Sin embargo, a diferencia de las caspasas, las metacaspasas presentan en los sitios de corte

residuos de arginina o lisina (Lee, N. et al. 2007) (Figura 8).

Las paracaspasas contienen un prodominio formado por un dominio de muerte DD y uno o
dos dominios de inmunoglobulinas (lIg), ademas de presentar un centro catalitico conservado en
un residuo de cisteina al igual que en el caso de las caspasas y metacaspasas (Aravind, L. y
Koonin, E. V. 2002).

El descubrimiento de metacaspasas y paracaspasas en organismos en los cuales no hay genes
que codifiquen caspasas ha motivado su estudio con el fin de dilucidar su posible vinculacion con
procesos apoptoticos en organismos menos evolucionados. En el caso de S. cerevisiae, la proteina
codificada por el Unico gen de metacaspasa presente en su genoma, YCA1 o MCAL, ha sido
implicada en la muerte programada de células envejecidas (Herker, E. et al. 2004) y de células
defectuosas en algunas funciones biolégicas como la deubiquitinacion (Bettiga, M. et al. 2004), el
recambio de ARN, (Mazzoni, C. et al. 2005), la replicacién de ADN (Weinberger, M. et al. 2005)
y la regulacién de la expresion génica (Mitsui, K. et al. 2005). La metacaspasa de S. cerevisae
también se ha asociado con la muerte celular programada de células expuestas a diferentes tipos
de estrés ambiental como elevadas concentraciones de H,O,, acido acético y cloruro sédico
(Wadskog, I. et al. 2004; Khan, M. A. et al. 2005), choque térmico (Flower, T. R. et al. 2005),
estrés osmético (Silva, R. D. et al. 2005) y toxinas virales (Ivanovska, I. y Hardwick, J. M. 2005).
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Figura 8. Esquema de la organizacion estructural de las caspasas, paracaspasas y
metacaspasas. Todas ellas presentan un residuo de cisteina (Cys) en el centro

catalitico.

1.2.3. Necrosis

La necrosis es un tipo de muerte celular caracterizado morfolégicamente por la vacuolizacion
del citoplasma, la ruptura de la membrana plasmatica y la induccién de una respuesta inflamatoria
alrededor de la célula que estd muriendo (Proskuryakov, S. Y. et al. 2002). Se han identificado
células necroticas en un amplio rango de estados patoldgicos tales como la isquemia o la hipoxia
(Cuenca-Lopez, M. D. et al. 2010), durante el desarrollo de algunas enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson, la corea de Huntington o la esclerosis
lateral amiotréfica (Martin, E. R. et al. 2001).

Tradicionalmente se ha considerado la necrosis como un proceso pasivo e independiente del
consumo de energia. Sin embargo, en la Gltima década se han realizado estudios que demuestran
que la muerte necrética también estd regulada (Leist, M. y Jaattela, M. 2001). La sefal
intracelular desencadenada por la union de la proteina adaptadora FADD al receptor de muerte
Fas es capaz de inducir el proceso necrotico (Okada, Y. et al. 2004). El receptor de muerte Fas
presenta en su extremo C-terminal un dominio DD (“Death Domain”) que le permite unirse a la
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proteina adaptadora FADD facilitando el reclutamiento de la proteina RIP (“Receptor-Interacting
Protein”), especifica de la via de sefializacion de necrosis (Holler, N. et al. 2000). Este complejo
de sefializacion de muerte se asemeja al complejo DISC formado durante el proceso apoptético
pero a diferencia de éste, no participan las caspasas (Leist, M. y Jaattela, M. 2001).

Ademas, el calcio y la ceramida, asi como la activacion de diferentes rutas de estrés como la
de JNK o p38 también juegan un papel importante como mediadores de la respuesta necrética
(Proskuryakov, S. Y. et al. 2002).

En las ultimas fases del proceso necrotico tiene lugar una activacién de diferentes tipos de
proteasas. En algunos modelos, esta fase es ejecutada por caspasas, mientras que en otros la
inhibicién de caspasas no solo no detiene la necrosis sino que favorece su ejecucion (Hirsch, T. et
al. 1997). Otras proteasas también implicadas en este proceso son las calpainas (Lankiewicz, S. et
al. 2000) y las catepsinas (Foghsgaard, L. et al. 2001).

Existen varias diferencias significativas entre los procesos de apoptosis y necrosis si se
consideran diversos rasgos fisiol6gicos y morfoldgicos (Tabla 1).

Tabla 1. Principales diferencias existentes entre los procesos de muerte celular por apoptosis y necrosis.

APOPTOSIS NECROSIS

¢ Pérdida de la integridad de la membrana plasmaética
e Deformacion de la membrana plasmaética
« NO condensacion de la cromatina
e Condensacion de la cromatina
* NO formacion de vesiculas
e Formacion de vesiculas limitadas por membrana
) ¢ Desintegracion de organulos
¢ Organulos permanecen intactos
e Proceso pasivo y/o activo dependiente de energia

¢ Proceso activo dependiente de energia (ATP)
(ATP)

|.2.4. Autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico en el cual porciones del citoplasma u organulos
deteriorados son secuestrados en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas
(macroautofagia) o directamente invaginados por la membrana de la vacuola (microautofagia)
para su degradacion y eventual reciclado de las macromoléculas resultantes.

La autofagia es un proceso muy conservado evolutivamente que ocurre en todas las células
eucariotas (Levine, B. y Klionsky, D. J. 2004). Las caracteristicas morfoldgicas vinculadas a este

proceso fueron identificadas por primera vez en células de mamiferos gracias a un extensivo
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estudio tanto morfolégico como farmacolégico (Marzella, L. et al. 1982). La autofagia en
levaduras se describié por primera vez en 1992 (Takeshige, K. et al. 1992) y desde entonces se
han identificado 34 componentes moleculares que participan en este proceso: los llamados genes
ATG (“ AuTophaGy-related genes’) (Klionsky, D. J. et al. 2003; Huang, J. y Klionsky, D. J.
2007; Yuga, M. et al. 2011). Las proteinas Atg pueden clasificarse en funcion del proceso de
autofagia en el que participan (Tabla 2). Muchos ort6logos de los genes ATG de S. cerevisiae han
sido identificados y estudiados en algunos eucariotas superiores como en nematodos, insectos,
plantas y mamiferos, y parecen tener funciones similares a las que desempefian en la levadura
(Xie, Z. y Klionsky, D. J. 2007).

Los estudios en levaduras reflejan la importancia del proceso de autofagia como un
mecanismo empleado por la célula para sobrevivir frente a condiciones de baja disponibilidad de
nutrientes en el medio (Levine, B. y Klionsky, D. J. 2004). En mamiferos la autofagia también
parece funcionar como un mecanismo protector y cobra un papel especialmente importante en el
sistema nervioso adulto, protegiendo a las neuronas del dafio oxidativo, de la sintesis de proteinas

defectuosas y de otros estimulos toxicos (Brunk, U. T. y Terman, A. 2002).

El concepto de autofagia como mecanismo de defensa contrasta con las evidencias de que la
autofagia puede actuar como un mecanismo de muerte en determinadas circunstancias. En este
sentido, diferentes estudios morfoldgicos han descrito un tipo de muerte programada de neuronas
durante el desarrollo que cursa con una gran proliferacion de vacuolas autofagicas y la progresiva
desaparicién de organulos (Schweichel, J. U. y Merker, H. J. 1973). El proceso de autofagia
consistente en la eliminacion de proteinas dafiadas es especialmente importante en las células
nerviosas, que son capaces de generar moléculas dafiadas mucho mas rapidamente que la mayor
parte de otros tipos celulares. Actualmente la muerte celular producida por una actividad
autofagica ineficiente est4d tomando relevancia en el contexto de las enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Nixon, R. A. et al. 2005), el Parkinson (Anglade, P. et al.
1997) o la corea de Huntington (Ravikumar, B. et al. 2005).

1.2.4.1. Concepto de macroautofagia y fases en lasque se divide & proceso

El término macroautofagia hace referencia a un proceso de autofagia de tipo no selectivo en
el que los componentes citopldsmicos son englobados en unas vesiculas de doble membrana
Ilamadas autofagosomas que se fusionan con la membrana de la vacuola para su posterior

degradacion y reciclaje de las macromoléculas resultantes de este proceso. La activacion de la
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maquinaria molecular asociada a la macroautofagia (en adelante autofagia) se produce en
situaciones de estrés nutricional y puede desencadenar un proceso de muerte celular si la situacion
de estrés persiste (Inoue, Y.y Klionsky, D. J. 2010). La autofagia es un proceso secuencial que se
desarrolla a través de una serie de fases: induccidn, reconocimiento y seleccién de sustratos,
formacion del autofagosoma y liberacién del autofagosoma en la vacuola/lisosoma (Figura 9). A
continuacion se describen las fases de la autofagia en S. cerevisiae, asi como los mecanismos de
regulacién que gobiernan su desarrollo, haciendo también referencia a algunos efectores

homdlogos de mamiferos.

1.- Induccién:

La induccién del proceso de autofagia depende del estado de fosforilacion de las proteinas
Atgl y Atgl3 que determina la formacion del complejo Atgl-Atgl3-Atgl7 y, posteriormente, el
reclutamiento de otras proteinas Atg al sitio de ensamblaje del fagéforo o estructura
preautofagosomal (PAS) para iniciar la expansion del autofagosoma. En la levadura, Tor inhibe la
formacion de este complejo mediante la fosforilacion directa de Atgl3. Cuando la disponibilidad
de nutrientes en el medio es alta, Atgl3 es hiperfosforilada por Tor, lo que disminuye
significativamente su afinidad por Atgl y Atgl7 (Kamada, Y. et al. 2010). Por el contrario,
cuando la actividad de Tor se inhibe con rapamicina o debido a la ausencia de nutrientes en el
medio, Atgl3 no se hiperfosforila y, por tanto, aumenta su afinidad por Atgl y Atgl7. La
interaccion de Atgl con Atgl3 hipofosforilada y Atgl7 permite la activacion de la actividad
quinasa de Atgl (Kamada, Y. et al. 2000; Cheong, H. et al. 2008). La hipofosforilacion de Atgl3
puede ser debida a la ausencia de fosforilacion o a la desfosforilacién de esta proteina; es decir,
causada por la inhibicion de quinasas o por la activaciéon de fosfatasas mediante mecanismos que
podrian estar interregulados. No obstante, por el momento no se ha descrito ninguna proteina
capaz de desfosforilar a Atgl3.

En mamiferos la induccion de la autofagia se desarrolla de forma analoga a la levadura,
mediante la activacion de las proteinas Ulk1, mAtg13 y Fip200 que son ortologos de Atgl, Atgl3
y Atgl7 respectivamente (Hara, T. y Mizushima, N. 2009).

En S cerevisiae Torl también participa en la induccién de la autofagia a través de una
cascada de sefializacion regulada por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y la fosfatasa Sit4 (De
Virgilio et al., 2006). En condiciones ricas en nutrientes, Tap42 (proteina asociada a la fosfatasa
2A) es fosforilada y se une a PP2A y Sit4. El tratamiento con rapamicina o la ausencia de
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nutrientes causan la desfosforilacion y disociacion de Tap42, produciéndose la activacion de Sit4.
Torl podria directamente fosforilar Tap42 o indirectamente regular el estado de fosforilacion de
Tap42 via Tap4l. Ante la inactivacion de Torl, Tap42 es inhibido, lo cual podria indicar un papel
de Tap42 como regulador negativo de este proceso (Yorimitsu, T. et al. 2009). La disociacion del
complejo Tap42-Sit4 provoca la activacion de Sit4 que promueve la activacion transcripcional de
GIn3 (Beck, T. y Hall, M. N. 1999). Por otro lado, en respuesta a la baja disponibilidad de
nutrientes en el medio o al tratamiento con rapamicina Tap42 se disocia de la proteina PP2A. Las
subunidades cataliticas de la PP2A, Pph21 y Pph22, tras su liberacion del complejo, se encargan
de activar los factores de transcripcion Msn2/4 (Vinod, P. K. et al. 2008).

Otro mecanismo de regulacion de la induccion del proceso de autofagia tanto en levaduras
como en mamiferos recae en la ruta de sefializacion Ras/PKA (Yorimitsu, T. et al. 2007). Cuando
hay suficiente disponibilidad de nutrientes en el medio las proteinas GTPasas Rasl y Ras2 se
activan y estimulan la produccion de AMPc. EI AMPc se une a la subunidad reguladora de la
PKA (Bcyl) permitiendo la disociacion de las subunidades cataliticas de la PKA (Tpk1, 2 y 3) lo
que conduce a la activacion de la PKA (Thevelein, J. M. y de Winde, J. H. 1999). La activacion
de la ruta PKA mediante un alelo hiperactivo de RAS2, RAS2°', o la delecién de BCY1 evita la
induccion de la autofagia a pesar del tratamiento de las células con rapamicina mientras que la
inactivacion de la ruta PKA por un alelo dominante negativo de RAS2, RAS2°**A, promueve la
autofagia en condiciones de disponibilidad suficiente de nutrientes en el medio (Budovskaya, Y.
V. et al. 2004). La PKA se encarga directamente de fosforilar la proteina Atgl3 actuando, por
tanto, como un regulador negativo de la autofagia (Stephan, J. S. et al. 2009).

Torl y PKA se encuentran interrelacionados a través de la proteina Sch9 (Yorimitsu, T. et al.
2007). Existen dos modelos de interrelacion entre las rutas de Torl y PKA: en el primer modelo
las proteinas Torl, Sch9 y PKA actian de forma paralela inhibiendo el proceso de autofagia
(Zurita-Martinez, S. A. y Cardenas, M. E. 2005) y en el segundo modelo la PKA seria una posible
diana de Torl y, por tanto, participarian en una misma ruta (Schmelzle, T. et al. 2004). Sin
embargo, se desconoce todavia cual de estas dos modelos es el auténtico mecanismo de conexién

entre Torl y PKA en la induccion de la autofagia.

2. - Reconocimiento y seleccion de sustratos:
La seleccion de los sustratos que seran incluidos en el autofagosoma es un proceso muy

importante que depende del reconocimiento y la interaccion de los sustratos con proteinas
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receptoras de la maquinaria autofagica. Una caracteristica significativa de esta fase de la autofagia
es la alta especificidad de receptores en funcién de la ruta de autofagia (Stromhaug, P. E. et al.
2004) (Ver punto 2.4.2). Por ejemplo, la proteina Atg32 es un receptor especifico del proceso de
mitofagia y por tanto, s6lo reconoce y selecciona las mitocondrias como sustrato para ser
degradado (Kanki, T. y Klionsky, D. J. 2009; Kanki, T. et al. 2009).

3.- Formacién dd autofagosoma:

Durante la formacion del autofagosoma la mayoria de las proteinas Atg se localizan en la
estructura preautofagosomal (PAS). Por lo tanto, se considera que el PAS puede actuar como un
centro de nucleacion de material membranoso para la formacion y expansion del autofagosoma
(Xie, Z. y Klionsky, D. J. 2007).

La formacion y ensamblaje del PAS requiere de la participacion de un complejo
fosfatidilinositol 3-quinasa (PtdIns3K) formado por las proteinas Vps34 (PtdIns3K), la quinasa
Vpsl5, Vps30/Atg6 y Atgld (Kihara, A. et al. 2001). Este complejo es responsable de la
formacién en la membrana del PAS de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) que es esencial para el
reclutamiento de las demas proteinas Atg (Kawamata, T. et al. 2008).

Atg9 es una proteina integral de membrana que interviene durante el proceso de ensamblaje
del material membranoso (He, C. et al. 2006). Esta proteina sufre un transporte ciclico entre la
estructura preautofagosomal (PAS) y los sitios periféricos de donde proviene el material
membranoso (principalmente del reticulo endoplasmico, aparato de Golgi o mitocondria)
(Reggiori, F. et al. 2005; Mari, M. y Reggiori, F. 2010; van der Vaart, A. y Reggiori, F. 2010). El
movimiento anterogrado de Atg9 hacia el PAS requiere de la actuacion de otras proteinas como
Atg23 y Atg27 que forman parte de un complejo heterotrimérico junto con Atg9 (Legakis, J. E. et
al. 2007). La recuperacion de Atg9 desde el PAS hacia los sitios periféricos depende del complejo
quinasa Atgl-Atgl3, Atg2-Atgl8, resultando la ausencia de alguna de estas proteinas en una
acumulacion de Atg9 en el PAS (Reggiori, F. et al. 2004).

La mayor parte de las proteinas identificadas en los procesos de autofagia participan en la
formacion de vesiculas. En este grupo se encuentran dos proteinas de tipo Ubl (“Ubiquitin-like
protein”) que participan en reacciones de conjugacion: Atg8 y Atgl2 (Ohsumi, Y. 2001). Atg8
sufre un procesamiento proteolitico anterior a su conjugacion con el lipido fosfatidiletanolamina y

una vez unido a éste se ancla en la membrana del autofagosoma participando en la expansion del
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fagdéforo (Nakatogawa, H. et al. 2007). Atg8 es utilizada como marcador de autofagia mediante su
union a GFP, de tal forma que en los casos donde tenga lugar el proceso de autofagia la proteina
verde fluorescente o GFP es proteolizada y liberada siendo la cantidad de GFP libre proporcional
a los niveles celulares de autofagia. La otra proteina de tipo Ubl, Atgl2, participa en diferentes
reacciones de conjugacién (Mizushima, N. et al. 1998) que conducen a la formacion de la
estructura multimérica Atgl2-Atg5-Atg6-Atgl6. Este complejo funcional es esencial para el
proceso de autofagia y se ha sugerido que podria participar en la curvatura de la membrana del
autofagosoma (Kuma, A. et al. 2002). No obstante, la funcién especifica de estas reacciones de

conjugacién constituye otro de los puntos todavia desconocidos del proceso de autofagia.

4.- Fusion del autofagosoma con la vacuola:

Los componentes necesarios para la fusion del autofagosoma con la vacuola son comunes
para todas las rutas de autofagia. Entre la maquinaria implicada en esta etapa se encuentran
diferentes proteinas SNARE “ Soluble NSF Attachment protein REceptor” como Vam3, Vam?7,
Vtil y Ykt6; homdlogos GDI “ Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor” como Secl7, Secl8 y
Secl19; la proteina Ypt7 y algunos miembros de la clase C de las proteinas Vps (“ Vacuolar
protein sorting” ) (Wang, C. W. et al. 2003).

Para llevar a cabo con éxito el reciclaje de los componentes citoplasmicos es necesaria la
ruptura de la membrana del cuerpo autofagico resultante de la fusién del autofagosoma con la
vacuola. La lisis de la vesicula depende del pH acidico del lumen de la vacuola y de la proteinasa
B, ademas de las hidrolasas vacuolares y de la lipasa Atgl5 (Teter, S. A. et al. 2001). Las
macromoléculas resultantes de este proceso han de ser liberadas al citosol para su reutilizacion.
Atg22 es una proteina integral de la membrana vacuolar encargada de mediar el flujo de
aminodcidos resultantes del proceso de degradacion autofagica desde el interior vacuolar hacia el
citosol (Yang, Z. et al. 2006).

En otros organismos como D. discoideum (Otto et al., 2004), Drosophila melanogaster
(Scott, R. C. et al. 2004), Caenorhabditis elegans (Melendez, A. et al. 2003), Arabidopsis
thaliana (Hanaoka, H. et al. 2002) o mamiferos (Yan, W. et al. 1998) el mecanismo de activacion

y desarrollo del proceso de autofagia es analogo al que tiene lugar en S. cerevisiae.
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Figura 9. Representacion esquematica de las diferentes etapas de los procesos de autofagia
en la levadura: induccién del proceso autofagico, reconocimiento y seleccion del sustrato,
formacién del autofagosoma y fusion del autofagosoma con la vacuola. Figura adaptada de
(Yang, Z. y Klionsky, D. J. 2009).

1.2.4.2. Procesos de autofagia de tipo selectivo
La autofagia consiste en la eliminacion de los diferentes organulos celulares dafiados

mediante un proceso de muerte celular de tipo selectivo.

Los procesos de autofagia de tipo selectivo se pueden clasificar en funcién de los
componentes celulares que van a ser degradados: ruta Cvt, mitofagia, pexofagia, reticulofagia y
ribofagia (Figura 10). Todos estos procesos comparten unas proteinas (Atg) comunes y otras
especificas encargadas del reconocimiento y seleccion del sustrato que va a ser degradado (Tabla
2).
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Tabla 2. Cuadro resumen del proceso de autofagia en el que participan las 34 proteinas Atg identificadas. En el
grupo de la izquierda (comunes) estan representadas las proteinas Atg que intervienen en todos los procesos de
autofagia, a continuacion las especificas de macroautofagia, ruta Cwvt, pexofagia, mitofagia, ribofagia y
reticulofagia. Figura adaptada de (Inoue, Y.y Klionsky, D. J. 2010).

Comunes Macroautofagia| Ruta Cvt| Pexofagia| Mitofagia| Ribofagia| Reticulofagia
Atgl,Atg2,Atg3 Atgl7 Atg19 Atg25 Atg32 Atgl1l Atg20
Atg4,Atg5,Atg6 Atg29 Atg21 Atg26 Atg33 Atg20
Atg7,Atg8,Atg9 Atg21 Atg23 Atg28 Atg24
Atg10, Atg12 Atg34
Atgl13, Atgl4
Atg15, Atg16
Atg18, Atg22 Atgll, Atg20, Atg24

- Ruta Cvt (Cytoplasm to Vacuole Targeting): se trata de un proceso biosintético, a diferencia de
la macroautofagia que es un proceso degradativo. Comparte con el resto de procesos de autofagia
parte de la maquinaria autofagica (genes Atg) ademas de presentar factores adicionales que son
especificos del material celular que va a ser reclutado durante este proceso (Figura 10). La ruta
Cwvt es la responsable del transporte de las hidrolasas aminopeptidasa 1 (Apel) y a- manosidasa 1
(Amsl) directamente desde el citoplasma a la vacuola donde son procesadas enzimaticamente
convirtiéndose en las formas maduras (Hutchins, M. U. y Klionsky, D. J. 2001). La ruta Cvt esta
activa cuando hay suficiente disponibilidad de nutrientes en el medio, por tanto, las proteinas
Atgl y Atgl3 se encuentran hiperfosforiladas y no se induce la macroautofagia (Yang, Z. y
Klionsky, D. J. 2009). Durante este proceso las proteinas Atgll y Atgl9 participan en el
reconocimiento especifico de los precursores de las hidrolasas (PrApel o PrAmsl) que son
empaquetados en una vesicula de doble membrana denominada “ vesicula cvt” (Lynch-Day, M.
A. y Klionsky, D. J. 2010).

- Mitofagia: Es un tipo selectivo de autofagia en el que el organulo que se va a degradar es la
mitocondria (Priault, M. et al. 2005). Se trata de un proceso catabdlico que implica la formacién
de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas. Las dos proteinas esenciales para el
proceso de mitofagia son Atg32 y Atg33. En S. cerevisiae la mitofagia esta asociada a procesos
de muerte celular (Priault, M. et al. 2005).

- Pexofagia: es un proceso catabolico que implica la degradacién de los peroxisomas. Se trata de
un tipo selectivo de autofagia en el que el peroxisoma es englobado en un vesicula llamada

pexofagosoma (autofagosoma especifico de peroxisomas) antes de su fusion con la vacuola
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donde rapidamente es degradado. Las proteinas especificas del reconocimiento de los
peroxisomas son Atg25, Atg26, Atg28 y Atg 30 (Schell-Steven, A. et al. 2005).

- Reticulofagia: es el mecanismo de regulacion por el cual fragmentos del reticulo endoplasmico
son englobados en autofagosomas para posteriormente ser degradados en la vacuola. La
maquinaria autofagica necesaria para que se lleve a cabo este proceso son los genes ATG8, ATG5,
ATGL, ATG12y ATG20 (Bernales, S. et al. 2006).

- Ribofagia: consiste en la degradacion de los ribosomas mediante la activacion de la maquinaria
autofagica. Comparte con el resto de procesos de autofagia algunas proteinas Atg (Tabla 2),
ademas de presentar una proteina especifica del reconocimiento de los ribosomas, Atg20
(Kucharczyk, R. et al. 2000).

Mitofagia
Vacuola Pexofagia
> Peroxisoma
Q —>
Mitocondria Autofagosoma

PrApel

@
— —>

D
>
Ruta Cvt Reticulofagia
Vesicula Cvt
Reticulo

endoplasmico

Ribosoma

Figura 10. Procesos de autofagia de tipo selectivo en S cerevisiae. La ruta biosintética Cvt empaqueta y
transporta selectivamente el precursor de la hidrolasa Apel (prApel). Las rutas catabdlicas se encargan de la
degradacion de los diferentes organulos celulares: mitofagia (mitocondria), reticulofagia (reticulo endoplasmico),

ribofagia (ribosomas) y pexofagia (peroxisomas).

1.2.5. Relacién entre apoptosisy autofagia
Los procesos de apoptosis y autofagia presentan diferentes mecanismos de interconexion que
se describen a continuacion:
a) La autofagia puede actuar como mecanismo basico e indispensable para la ejecucion de la
apoptosis (Figura 11A). El proceso de autofagia puede ser considerado como un

mecanismo citoprotector, con la finalidad de eliminar organulos dafiados para asegurar la
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b)

supervivencia celular. Sin embargo, en determinadas ocasiones en las que se acumula gran
cantidad de estrés oxidativo la maquinaria autofagica no es capaz de hacer frente al dafio
ocasionado y la célula acaba iniciando procesos de apoptosis (Saiki, S. et al. 2011).

A diferencia del caso anterior, la autofagia también puede actuar como inhibidor de la
apoptosis, eliminando los organulos dafiados, como por ejemplo las mitocondrias,
evitando asi la emision al citosol de factores apoptogénicos procedentes de este organulo.
Esta via supone, por tanto, un mecanismo de supervivencia celular (Bova, M. P. et al.
2005) (Figura 11B).

La apoptosis y la autofagia constituyen mecanismos de muerte celular independientes y
bien definidos en funcion de agente citotoxico y del tipo celular de que se trate. Por
ejemplo, sobre distintas lineas celulares el mismo agente citotoxico puede inducir
diferentes tipos de muerte, (Kanzawa, T. et al. 2005). También frente a un mismo tipo
celular la respuesta varia en funcidn del agente citotoxico empleado (Kanzawa, T. et al.
2004). En muchos casos, la inhibicidn de la muerte celular por autofagia induce apoptosis
y la inhibicion de la apoptosis induce muerte por autofagia (Figura 11C). Es decir, ambos
procesos pueden actuar como mecanismos independientes, pero alternativos que intentan
suplir las deficiencias en alguno de ellos. Por ejemplo, la inhibicién de los genes
proapoptdticos Bax y Bak o el uso de inhibidores de caspasas, desencadena un proceso de
muerte celular autofagica dependientes de los genes ATG7 y BECLINA-1 en células de
médula 6sea (Lum, J. J. et al. 2005). Por el contrario, el uso de inhibidores de autofagia
como la 3-metil adenina (3-MA, inhibidor de las PI3K) y bafilomicina (inhibidor de la H*-
ATPasa vacuolar que inhibe la autofagia mediante la acidificacion de vesiculas
autofagicas) induce apoptosis en células neuronales (Xue, L. et al. 2001). Ademas,
determinadas sefiales proapoptéticas como la activacion de TNF, TRAIL y FADD inducen
autofagia (Jia, L. et al. 1997; Mills, K. R. et al. 2004; Pyo, J. O. et al. 2005).

La mitocondria genera sefiales proapoptéticas que intentan ser eliminadas por autofagia
mediante la destruccion de las mitocondrias dafiadas, por tanto la mitocondria podria
representar un nexo de union entre ambas vias. Ademas miembros de la familia Bcl-2
pueden regular la autofagia. Se ha propuesto que Bcl-2 actia como inhibidor de la
autofagia mediante su capacidad de interaccion con la proteina Beclina-1 (Pattingre, S. et
al. 2005). Recientemente se ha identificado una proteina llamada Naf-1 que interacciona
con Bcl-2 en el reticulo endoplasmico inhibiendo el proceso de autofagia (Chang, N. C. &
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al. 2010). La proteina de la familia Bcl-2, Bik, compite junto con Naf-1 por su unién con
Bcl-2, y cuando se produce la interaccion Bik-Bcl-2 se desencadena un proceso de muerte
celular por apoptosis (Leber, B. y Andrews, D. W. 2010). Sin embargo, el mecanismo
molecular por el cual se favorece un tipo de interaccion u otro todavia se desconoce. Otro
nexo de unidn entre las rutas de apoptosis y autofagia es la proteina Atg5 (Yousefi, S. et
al. 2006). Atg5 interviene en la formacion del autofagosoma durante el proceso de
autofagia (Suzuki, K. y Ohsumi, Y. 2007). Ademas, cuando se desencadena el programa
apoptdtico en la célula Atg5 es proteolizada dando lugar a una forma truncada de esta
proteina que es capaz de unirse a Bcl-2 o Bel-xI promoviendo la liberacion de citocromo ¢
de la mitocondria (Yousefi, S. et al. 2006). Por tanto, en el proceso de interconexion entre
ambas vias de muerte celular (apoptosis y autofagia) cobran especial importancia los
miembros de la Familia Bcl-2 (Zhou, F. et al. 2011). Sin embargo, todavia existen muchas
incdgnitas sobre los nexos de unidn entre ambos procesos de muerte celular, lo que abre
un nuevo campo de investigacion para descubrir los mecanismos moleculares

responsables de la eleccidn de un tipo de muerte celular u otro.
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Figura 11. Esquema de la relacién entre los procesos de muerte celular por

Apoptosis

apoptosis y autofagia. A) Proceso en el que la autofagia conduce a un
mecanismo de muerte celular apoptética. B) El proceso de autofagia actla
como mecanismo citoprotector bloqueando la apoptosis. C) Ambos procesos

de muerte celular (autofagia y apoptosis) se encuentran interconectados.
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|.3. CHECKPOINT DE FASE-S

Algunos procesos de muerte celular pueden desencadenarse como consecuencia de dafos
irreversibles en el ADN. Por consiguiente, los procesos de muerte y la activacion de checkpoints
que regulan la progresion del ciclo celular estan relacionados y comparten puntos de
interregulacion (Burhans, W. C. et al. 2003; Weinberger, M. et al. 2005).

La correcta coordinacion de todos los procesos celulares es necesaria para que tenga un lugar
un progreso adecuado del ciclo celular. Ante determinados tipos de estrés, como el estrés
genotoxico, la célula activa los checkpoints especificos de cada fase del ciclo celular y detiene la
progresion del ciclo para poder reparar los dafios ocasionados (Hartwell, L. H. y Weinert, T. A.
1989).

En respuesta a diferentes tipos de estrés fisiolégico ocasionados durante la fase-S del ciclo
celular como dafio en el genoma mediante la alquilacion del ADN por metil metanosulfonato
(MMS), radiacion ionizante o ultravioleta, la célula intenta reparar el dafio mediante la activacion
del checkpoint de fase-S que induce la parada de la replicacién del ADN y detiene el ciclo celular
en la fase-S (Paulovitch et al., 1997). El checkpoint de fase-S consiste en una cascada de
transduccion de sefiales donde las proteinas sensoras (Rad24, Ddcl, Mec3, Rad17, Mecl y Ddc2)
son capaces de detectar lesiones especificas en el ADN y transmitir esa sefial hasta las proteinas
efectoras (Rad53 y Chk1). Mecl, proteina perteneciente a la familia fosfatidilinositol-3 quinasa,
es reclutada a los sitios de dafio donde se une especificamente al ADN (Melo, J. A. et al. 2001).
Mec1l junto con otra proteina quinasa denominada Tell se encargan de fosforilar Rad9 (Vialard, J.
E. et al. 1998). Rad9 actlla como proteina adaptadora amplificando la sefial de dafio aunque
también se cree que podria intervenir en el proceso como proteina sensora uniéndose directamente
a los sitios de rotura de ADN (Naiki, T. et al. 2004). Rad9, una vez activada, es capaz de
fosforilar a las proteinas efectoras Rad53 y Chk1 (Sweeney, F. D. et al. 2005). La fosforilacion de
Rad53 y Chkl conduce a la parada del ciclo celular en fase S. En este momento se activan los
procesos asociados a la activacion del checkpoint como la regulacion transcripcional de los genes
encargados de reparar el dafio del ADN, la activacion transcripcional de ciclinas y la
estabilizacion de las horquillas de replicacién (Chen, Y. y Sanchez, Y. 2004). Cuando la sefial de
dafio en el ADN es debida a un estrés replicativo la proteina adaptadora que participa en este
proceso es Mrcl (Alcasabas, A. A. et al. 2001). Mrcl fosforila a Rad53 pomoviendo la parada del
ciclo celular en fase-S (Figura 12). La proteina Rad53 permanece desfosforilada cuando el

checkpoint de fase-S no se activa y la desfosforilacibn de Rad53 depende de las proteinas
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fosfatasas de tipo 2C Ptc2 y Ptc3 ademas de la proteina fosfatasa de tipo 2A Pph3 (O'Neill, B. M.
et al. 2007; Travesa, A. et al. 2008).

El checkpoint de fase-S del ciclo celular esta bastante conservado en organismos eucariotas
superiores. Por lo tanto, las proteinas sensoras, adaptadoras y efectoras de S. cerevisiae presentan
homdlogos en mamiferos con funciones anélogas (Bartek, J. y Lukas, J. 2001) (Figura 12). En el
caso del ser humano, la existencia de algin fallo en la reparacién del ADN o defectos en el
mecanismo de regulacion del ciclo celular puede ocasionar diferentes enfermedades como

Xeroderma pigmentosum o Ataxia telangiectasia (Kerzendorfer, C. y O'Driscoll, M. 2009).

Cuando el dafio en el ADN es irreparable, las células pueden iniciar procesos de senescencia
0 muerte por apoptosis (Branzei, D. y Foiani, M. 2008). Frente al dafio extremo en el ADN se
activa la ruta intrinseca de la apoptosis conduciendo a la liberacion de citocromo ¢ por parte de la
mitocondria. El citocromo c liberado se une a la molécula adaptadora Apaf-1 dando lugar a la
formacion del apoptosoma (Wang, X. 2001). Este complejo promueve la activacion de la
Caspasa-9 desencadenando el programa apoptético. La proteina supresora tumoral p53 tiene un
papel importante en la regulacion de la apoptosis en respuesta al dafio en el ADN en células
diferenciadas (Schuler, M. y Green, D. R. 2005). P53 regula directamente la liberacién de
citocromo ¢ y la activacion transcripcional de proteinas de la familia Bcl-2 como Bax, Puma y
Noxa (Vaughn, A. E. y Deshmukh, M. 2007). P53 también puede participar en procesos de
autofagia desarrollando una doble funcion: por una parte, como regulador negativo del proceso de
autofagia, ya que en ausencia de estrés fisiologico los niveles basales de p53 inhiben la autofagia;
y como regulador positivo de autofagia, ya que mediante el estrés genotoxico en la célula p53
promueve la inactivacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) 'y la inhibicion de
TOR1 (Meijer, A. J. y Codogno, P. 2009).
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Figura 12. Esquema del checkpoint de fase-S en S cerevisae y en mamiferos.
Existen cuatro componentes fundamentales en estas rutas: la sefial del dafio, las
proteinas sensoras, adaptadoras y efectoras. Figura adaptada de (Melo, J. y
Toczyski, D. 2002).

|.4. RUTAS DE SENALIZACION Y CASCADAS DE FOSFORILACION

La transduccion de sefiales es el mecanismo por el cual los estimulos intracelulares y los
extracelulares que llegan a la membrana plasmética de la célula se convierten en respuestas
celulares especificas que permiten la adaptacion a cambios en el medio externo, asi como el
mantenimiento de la homeostasis. La supervivencia y la muerte celular estan controladas por
diversas rutas de sefializacion celular. La transduccion de una sefial desde la membrana
plasmética y su propagacion en el interior celular se realiza mediante la activacion secuencial de
distintas proteinas, entre las que se encuentran proteinas quinasas y fosfatasas, organizadas en lo
que se conoce como “cascadas de sefializacion”. Estas cascadas pueden ser activadas por una gran
variedad de estimulos entre los que se incluyen hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y
agentes citotdxicos (Zheng, W. H. y Quirion, R. 2006; Weber, A. et al. 2010; Deb, 1. y Das, S.
2011).

La fosforilacion reversible de las proteinas se produce en casi todos los aspectos de la vida
celular y juega un papel importante en la regulacion de muchos procesos como el metabolismo, la
proliferacion, la diferenciacion y la respuesta inmune. La importancia de la fosforilacion y de su
correcta regulacion se ha puesto de manifiesto tras el conocimiento de que fallos en la
fosforilacion de las proteinas puede ser la causa de diferentes enfermedades como la diabetes, el

33



Introduccion
.

cancer, las enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas o cardiovasculares (Cohen, C. et al.
2002).

Las rutas MAP quinasa (MAPK) son unas vias de transduccion de sefiales de células
eucariotas que estan muy conservadas desde levaduras hasta mamiferos, presentando todas ellas
el llamado médulo MAPK que esta formado por diferentes proteinas quinasas encargadas
desencadenar una cascada de fosforilacion secuencial promoviendo la transduccion de sefiales. El
mddulo MAPK consta de una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), una MAPK quinasa
(MAPKK) y por ultimo una MAPK. La ultima MAPK es activada mediante fosforilacion en
residuos conservados de tirosina y treonina pertenecientes a un motivo Thr-X-Tyr por la
MAPKK. Esta MAPKK, a su vez, es fosforilada en residuos de serina y treonina por la
MAPKKK. La cascada MAPK es activada, principalmente, por quinasas del tipo STE20/PAK y
por proteinas de union a GTP (Gutkind, J. S. 2000), llevando a cabo su funcién mediante la
fosforilacion y activacion de diferentes sustratos como factores de transcripcion, proteinas
quinasas y otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto (Roux, P. P. y Blenis, J. 2004).

1.4.1. Rutasde MAPK s en levaduras

En levaduras, existen cinco rutas MAPK que integran informacién biolégica del medio
extracelular (Figura 13):

- Ruta de respuesta a la feromona o factor-a

- Ruta de integridad o de estrés de pared celular

- Ruta de estrés osmotico

- Ruta de crecimiento filamentoso

- Ruta de esporulacion

Una de las funciones principales de estas rutas MAPK es detectar determinados tipos de estrés
que pueden poner en peligro la viabilidad celular permitiendo la activacion de la maquinaria
celular adecuada para hacer frente al estrés especifico. Los diferentes estimulos que desencadenan
la activacion de estas rutas MAPK son: la feromona, la baja disponibilidad de nutrientes en el
medio, los elevados niveles de osmolaridad o el estrés de la pared celular (Figura 13), aunque
también las sefiales transmitidas a través de una misma ruta pueden activar otra mediante la
activacion de componentes comunes, por tanto, estableciendo una interconexion entre ellas
(McClean, M. N. et al. 2007).
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En la membrana plasmatica se localizan los receptores transmembrana encargados de detectar
especificamente cada uno de los estimulos externos. En la ruta de respuesta a la feromona, los
receptores de membrana plasmatica a los que se van a unir el factor-a o el factor-a son
respectivamente Ste2 y Ste3; ante elevados niveles de osmolaridad se activan las proteinas Shol y
Msb2 y las proteinas Mid2, Mtl1, Wscl, Wsc2 y Wsc3 son los sensores de estrés de pared celular.
Los receptores de membrana estan asociados a proteinas G heterotriméricas (formadas por
subunidades a., B yy) que se encargan de trasladar la sefial desde el receptor hasta el médulo
MAPK. Por ejemplo, en la ruta de respuesta a la feromona, la activacion del receptor induce la
disociacion de la subunidad o (Gpal) de las subunidades 3 (Ste4) y y (Stel18) promoviendo la
activacion de Cdc42 que es una GTPasa de la familia rho (Klein, S. et al. 2000). Cdc42-GTP es
capaz de activar a Ste20 que actia como una MAPKKK activando el médulo MAPK mediante
fosforilacién. En las rutas MAPK de respuesta a estrés nutricional u osmético la activacion del
mddulo MAPK se produce mediante la asociacion de Cdc42 a Ste20 y Steb0 (Tatebayashi, K. et
al. 2006). En el caso de la ruta de estrés de pared celular la GTPasa Rhol, a través de su regulador

Rom2, promueve la activacion del médulo MAPK correspondiente (Ozaki, K. et al. 1996).

En las rutas MAPKS de respuesta a la feromona y de estrés de pared celular existen proteinas
adaptadoras (Ste5 y Spa2, respectivamente) encargadas de reclutar espacialmente las diferentes
proteinas quinasas del médulo MAPK (Choi, Y. J. et al. 2000).

Las proteinas MAPK se encargan de fosforilar una gran variedad de sustratos incluyendo
factores de transcripcion y otras proteinas (Elion, E. A. et al. 1993; Jung, U. S. et al. 2002; de
Nadal, E. et al. 2003), regulando la progresion del ciclo celular (Gartner, A. et al. 1998; Escote,
X. et al. 2004), la morfologia celular (Nolan, S. et al. 2006) y la expresion de genes en respuesta a
diferentes tipos de estrés extracelular (Elion, E. A. et al. 1993; Madhani, H. D. et al. 1999).
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Figura 13. Esquema de las diferentes rutas de sefializacion MAPK en S cerevisiae: ruta en respuesta a la
feromona, de crecimiento filamentoso, de estrés osmatico, de integridad celular y de esporulacion. Figura
adaptada de (Chen, R. E. y Thorner, J. 2007).

La duracion y magnitud de la activacion de las rutas MAPK constituye un punto critico para
la célula puesto que la hiperactivacion de estas rutas puede producir efectos letales (Maddodi, N.
et al. 2010). En la regulacién de estas rutas de sefializacién participan diferentes proteinas
fosfatasas: proteinas tirosina fosfatasa (PTPs), proteinas serina/treonina fosfatasas y proteinas
fosfatasas de doble funcion (DSPs) encargadas de modular el estado de fosforilacién de los

componentes de estas rutas MAPK (Saxena, M. y Mustelin, T. 2000).

Diferentes proteinas serina/treonina fosfatasas de tipo 2C (PP2C) han sido identificadas
como reguladores negativos de la ruta de estrés osmético, entre ellas Ptcl, 2, y 3 (Maeda, T. et al.
1994). La conexidn de estas fosfatasas con la ruta de hiperosmolaridad se produce a través de la
MAPK Hogl. Ptcl regula los niveles basales de Hogl, mientras que Ptc2 y Ptc3, que también
participan en la regulacién del estado de fosforilacion de Rad53, se encargan de limitar la
activacion maxima de Hogl mediante su desfosforilacion (Young, C. et al. 2002).

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) Ptp2 y Ptp3 regulan las rutas de sefializacion en
levaduras a través Hogl, Fus3 y Slt2. En este caso la participacion de una fosfatasa u otra
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depende de la capacidad de union al sustrato y de su localizacién celular (Mattison, C. P. et al.
1999).

En el grupo de las fosfatasas DSPs se sitGan Msg5 y Sdpl. Msg5 desfosforila Fus3,
promoviendo la inactivacion de la ruta de respuesta a la feromona ademéas de modular la ruta de
integridad mediante la desfosforilacion de Slt2 (Martin, H. et al. 2000). Sdp1 controla los niveles
de fosforilacion de Slt2 después de inducirse el dafio en la pared celular pero no en condiciones
basales (Hahn, J. S. y Thiele, D. J. 2002).

Las proteinas fosfatasas ademas de regular los niveles de fosforilacion de sus sustratos,
participan en la interrelacién de las diferentes rutas de sefializacion integrando las sefiales

pertenecientes a cada una de ellas (Junttila, M. R. et al. 2008).

|.4.2. Familia de proteinas Far

En S cerevisiae la ruta de respuesta a la feromona produce una parada del ciclo celular en
fase G1 para permitir la conjugacion de las células de tipo sexual opuesto. El establecimiento y
mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona depende de la actividad
de los miembros de la familia de proteinas Far. Esta familia de proteinas se puede dividir en dos
grupos en relacion con la funcion celular que desempefia cada uno de sus miembros: por una parte
Farl encargada de inducir la parada del ciclo celular en fase G1 (Mendenhall, M. D. 1998) y por
otra parte las proteinas Far3, 7, 8, 9, 10 y 11 que participan en el mantenimiento de la parada del
ciclo celular en fase G1 tras la activacion de la cascada de sefializacion especifica de la
conjugaciéon (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003).

Farl es un inhibidor de las proteinas quinasas dependientes de ciclina. Esta encargado de
inactivar el complejo Cdc28/CIn2, y por tanto, participa en la parada del ciclo celular en fase G1
(Peter, M. y Herskowitz, 1. 1994; Mendenhall, M. D. 1998). Farl es fosforilado por Fus3 a través
de la cascada de sefializacion de respuesta a la feromona. El sentido bioldgico de esta parada del
ciclo celular es permitir que tenga lugar la conjugacion cuando las células hayan alcanzado el
tamarfio correspondiente (Chang, F. y Herskowitz, I. 1990). Farl también puede formar parte de
un complejo proteico junto con Cdc24 y las subunidades B y y de la proteina G (Cdc24-Farl-
Gg,) implicado en el establecimiento del crecimiento polarizado durante la conjugacion (Nern, A.
y Arkowitz, R. A. 1999).
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El grupo de proteinas Far3, Far7, Far8, Far9, Farl0 y Farll participan en la ruta de
sefializacién de respuesta a la feromona a través de una via independiente de Farl que asegura el
mantenimiento de la parada del ciclo celular en fase G1, necesaria para que tenga lugar la
conjugaciéon (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003). Far3 es el miembro de este grupo que ha
sido mejor caracterizado. Fue descubierto en un escrutinio en busca de cepas deletantes que
presentaban defectos en la parada del ciclo celular en fase G1 (Horecka, J. y Sprague, G. F., Jr.
1996). Aunque la participacion de Far3 en el mantenimiento de la parada del ciclo celular en
respuesta a la feromona se produce a través de un mecanismo todavia desconocido, se ha descrito
que Far3 no regula los niveles de ciclinas de la fase G1, ni estd implicado en la ruta de
sefializacién de Farl (Horecka, J. y Sprague, G. F., Jr. 1996). Ademas, se ha determinado que las
proteinas Far7, 8, 9, 10 y 11 pueden interaccionar con Far3 formando un complejo multiproteico
que es esencial para mantener a las células en G1 durante el proceso de conjugacion (Kemp, H. A.
y Sprague, G. F., Jr. 2003) (Figura 14). Se ha comprobado que tras el tratamiento prolongado con
factor-a, las células de la cepa mutante Afar3 y del séxtuple mutante
Afar3Afar7Afar8Afar9Afar10Afar11l experimentan una parada inicial del ciclo celular, pero
reanudan la progresion del ciclo después de 10 horas; sin embargo, la cepa Afarl continua
dividiéndose pese a la exposicion continuada con factor-o. (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr.
2003). Estos datos indican que Farl esta implicado en la induccién de la parada del ciclo celular
de fase G1, mientras que el resto de miembros de la familia Far aseguran el mantenimiento de esa
parada evitando la reanudacion prematura del ciclo celular durante el proceso de conjugacion.
Entre los miembros de la familia FAR destaca el gen FARL1, ya que se han identificado dos
ortélogos en humanos, FAM40A y FAM40B, de funcion desconocida (Kemp, H. A. y Sprague, G.
F., Jr. 2003), aunque se ha sugerido que las proteinas Fam40A y Fam40B (también llamadas
Strip-1 y Strip-2) forman parte de un complejo multiproteico con actividad fosfatasa-quinasa
denominado STRIPAK (Goudreault, M. et al. 2009). Este complejo proteico esta formado por la
subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 2A (PP2A-C), una proteina adaptadora (PP2A-A),
las estriatinas (subunidades reguladoras de la proteina fosfatasa 2A), una proteina asociada a
estriatinas (Mob3), Fam40A y Fam40B (ort6logos de Farll en humanos), la proteina CCM3 y
proteinas quinasas de la familia Ste20 (Goudreault, M. et al. 2009).
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Figura 14. Interacciones proteicas de la familia FAR. Tomado
de (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003). Las lineas
discontinuas muestran interacciones proteicas comprobadas por
andlisis de dos hibridos. En lineas discontinuas aparecen las
interacciones  proteicas  verificadas por ensayos de

coinmunoprecipitacion.

e *OFarl0

Farll parece que puede estar regulado mediante la fosforilacion de alguno de sus restos de
serina, como pone de manifiesto la identificacion de un fosfopéptido de Farll en un ensayo de
fosfoprotedmica en células de S cerevisiae tratadas con factor-a (Gruhler, A. et al. 2005). Se
abre, por tanto, un nuevo campo de investigacion para determinar las posibles conexiones entre la
regulacion de la actividad del complejo Far y la cascada de sefializacion en respuesta a la
feromona, asi como para descifrar la funcion molecular de los ortélogos de los genes FAR en

mamiferos.
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Objetivos

Los objetivos gque se plantean en este trabajo son los siguientes:

1. Caracterizacion de los fenotipos derivados de la expresion heterdloga de la Caspasa-8 y la
Caspasa-10 humanas en S. cerevisiae.

2. Busqueda sistematica de cepas mutantes de S cerevisiae que muestran una actividad
supresora de la toxicidad inducida por la Caspasa-10 humana.

3. Caracterizacion de nuevos mecanismos de regulacion de los procesos de muerte celular en

S cerevisae.
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Resultados

I11.1. CARACTERIZACION DE LOS FENOTIPOS DERIVADOS DE LA EXPRESION
DE LA CASPASA-8Y LA CASPASA-10HUMANASEN S. CEREVISIAE

[11.1.1. La Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas son toxicasen S. cerevisiae

Los genes CASP8 y CASP10 humanos estan localizados en la misma regién del cromosoma
2 y podrian haberse originado como consecuencia de una duplicacion génica en el transcurso de
la evolucion (Ho, P. K. y Hawkins, C. J. 2005). La organizacion gendmica de estos genes indica
que pueden sufrir diferentes modificaciones post-transcripcionales mediante procesos de splicing
alternativo dando lugar a varias isoformas de las proteinas Caspasa-8 y Caspasa-10. La isoforma
C de la Caspasa-8 (también Illamada MACH-alpha2 o MCH5) y la isoforma D de la Caspasa-10
son las formas mayoritarias en los tejidos humanos (Scaffidi, C. et al. 1997; Ng, P. W. et al.
1999).

Con el propdsito de determinar si estas isoformas de la Caspasa-8 y -10 humanas son toxicas
en la levadura de gemacion, se amplificaron las ORFs codificantes de las isoformas C y D de la
Caspasa-8 y Caspasa-10 humanas, respectivamente. Se empleo una libreria de cDNA obtenida a
partir de RNA total de células humanas Jurkat utilizando los oligonucleétidos correspondientes
descritos en la Tabla 6. Las variantes transcripcionales de la Caspasa-8 (CASP8_C) y Caspasa-10
(CASP10 D) fueron verificadas mediante la secuenciacion completa de los productos de PCR.
Durante el proceso de amplificacion se aislé una nueva variante transcripcional del gen CASP8
que fue denominada como CASP8 Sy depositada en la base de datos GenBank (EU168332).
Esta variante transcripcional CASP8_S codifica una nueva isoforma de la Caspasa-8 que es mas
corta que la isoforma C, pero que mantiene los dos dominios DED y el dominio catalitico (Figura
15A).

Las tres ORFs obtenidas CASP8 C, CASP8 Sy CASP10 D fueron clonadas en los vectores
de expresion en levadura pESC-URA (en el caso de CASP10 D) y pESC-LEU (en el caso de
CASP8 C y CASP8 S). Los plasmidos pESC-URA_CASP10 D, pESC-LEU CASP8 C y
pPESC-LEU_CASP8 S fueron empleados para transformar la cepa haploide BY4741 de S
cerevisiae. La induccion de la expresion de las variantes transcripcionales de CASP8 y CASP10
se llevd a cabo en un medio selectivo con galactosa como fuente de carbono comprobandose que
la expresion de ambas caspasas inhibia el crecimiento en S. cerevisiae (Figura 15B-C). Como
control negativo se empled la cepa BY4741 transformada con el vector pESC-URA vacio.

Ademaés, se utiliz6 como control positivo de toxicidad en S cerevisiae la cepa BY4741
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transformada con un plasmido de expresion del gen BAX de ratdn cuya expresion es toxica en S.
cerevisiae. Se comprobd que la expresion de las isoformas C y D de la Caspasa-8 y Caspasa-10,
respectivamente, causan un efecto tdxico comparable al de la expresion de Bax en S. cerevisiae.
Sin embargo, la expresion de la isoforma S de la Caspasa-8 resultd significativamente menos
toxica que las otras isoformas analizadas. Por consiguiente, se decidié continuar trabajando con
las variantes transcripcionales CASP8 vC y CASP10 vD porque causan un fenotipo citotdxico
mas evidente que la variante CASP8 vS En adelante nos referiremos a las CASP8 vC y

CASP10_vD como Caspasa-8 y Caspasa-10, respectivamente.
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Figura 15. La expresion heterdloga de la Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas inhibe el crecimiento en S. cerevisiae.
A) Dominios estructurales de las isoformas codificadas por los genes CASP8 C, CASP8 Sy CASP10 D. B)
Diluciones seriadas de cepas BY4741 transformada con los plasmidos de expresion de los genes CASP8 y CASP10.
La induccion de la expresion se realiza en medios con galactosa como fuente de carbono. Se emplean como
controles negativos la cepa BY4741 transformada con los plasmidos vacios y como control positivo del efecto
citotoxico la cepa BY4741/BAX. C) Curvas de crecimiento de cepas BY4741 que expresan CASP8 vC, CASP8 vSo
CASP10_vD. Como control negativo se utilizo la cepa BY4741 transformada con el plasmido pESC-URA vacio.
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[11.1.2. La Caspasa-10 humanainduce la muerte celular en S. cerevisiae

En estudios previos se ha demostrado que la toxicidad asociada a la expresién de la
Caspasa-8 humana en S cerevisiae se debe a la induccion de muerte celular (Kang, J. J. et al.
1999; Puryer, M. A. y Hawkins, C. J. 2006). En este trabajo se llevd a cabo un analisis de
clonogenicidad para determinar si la expresion de la Caspasa-10 en S. cerevisiae inhibe el

crecimiento o causa la muerte celular.

Las células de la cepa BY4741 de S cerevisae transformada con los plasmidos
pESC-URA_CASP10 (en adelante solo CASP10) o pESC-URA vacio se cultivaron en un medio
selectivo con glucosa como fuente de carbono hasta alcanzar la fase logaritmica. Entonces las
células fueron transferidas a un medio selectivo con galactosa como fuente de carbono para
inducir la expresion de la Caspasa-10 durante 2h, 4h y 8h. Se tomaron alicuotas de cada cultivo a
los tiempos indicados y se analizd la capacidad de estas células para formar colonias
(clonogenicidad) en medio selectivo con glucosa como fuente de carbono. Como se muestra en la
Figura 16, la expresion de la Caspasa-10 es responsable de un descenso paulatino de la
clonogenicidad. A partir de las 4h de induccidn de la expresion de la Caspasa-10 la capacidad de
formacion de colonias se reduce significativamente, siendo practicamente nula tras 8h de
induccion. Sin embargo, en la cepa BY4741/pESC-URA utilizada como control negativo, se
produce un aumento en el numero de colonias formadas a lo largo del tiempo. Por tanto, este

resultado indica que la expresion de la Caspasa-10 en S. cerevisiae provoca la muerte celular.

El resultado obtenido en el ensayo de clonogenicidad fue corroborado mediante el uso de los
tintes vitales FUN-1 y Resazurina que permiten distinguir entre células vivas (metabdlicamente
activas) y células muertas. En este caso las células de las cepas BY4741/pESC-URA vy
BY4741/pESC-URA_CASP10 se mantuvieron durante 6h en medio de induccion (con galactosa
como fuente de carbono). Transcurrido ese tiempo se recogieron alicuotas de cada cultivo y se
trataron con los compuestos fluorescentes FUN-1 y Resazurina. La tincion FUN-1 revel6 que
unicamente las células transformadas con el vector vacio presentaban estructuras rojas
intravacuolares indicativas de que se trataba de células metabdlicamente activas (células vivas).
Asimismo, la tincidon con Resazurina mostré que soélo en las células de la cepa
BY4741/pESC-URA se observaba la fluorescencia correspondiente a células vivas (Figura 16B-
C). Por consiguiente, se confirmé la muerte celular masiva a partir de las 6h desde la induccion
de la expresion del gen CASP10 (Figura 16B-C). Estos resultados ponen de manifiesto que la
Caspasa-10 humana induce la muerte celular en S cerevisiae.
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Figura 16. La Caspasa-10 humana induce muerte celular en S. cerevisiae. A) Analisis
de clonogenicidad de las cepas BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-URA_CASP10.
Las gréficas representan el porcentaje de colonias que se forman tras la incubacién en
un medio con galactosa a lo largo del tiempo. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes. B) Tincion FUN-1 de células BY4741/pESC-URA y
BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenidas durante 6h en un medio con galactosa. Las
células vivas presentan estructuras rojas intravacuolares. C) Tincién con Resazurina de
células BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenidas durante 6h en

un medio con galactosa. La fluorescencia roja es indicativa de células vivas.

[11.1.3. La muerte celular inducida por la expresion de la Caspasa-8 y la Caspasa-10
humanas esindependiente de la maquinaria apoptética de la levadura

Las proteinas Aifl o factor inductor de apoptosis y Mcal o metacaspasa, asi como la
mitocondria, son importantes efectores en los procesos de muerte celular en S cerevisiae
(Eisenberg, T. et al. 2007). Por lo tanto, se quiso investigar si estas proteinas son también
indispensables en la muerte celular dependiente de la expresion de la Caspasa-8 y -10 en S
cerevisiae. Con este objetivo la Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas fueron expresadas, desde los
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vectores descritos con anterioridad, en las cepas mutantes Aaifl, Amcal y en una cepa rho que
carece de mitocondrias funcionales. Los resultados obtenidos mostraron que la expresion de las
caspasas también promueve una clara inhibicion del crecimiento en las cepas mutantes Aaifl y
Amcal, asi como en la cepa rho, indicando que ninguna de estas proteinas (Aifl y Mcal) ni
tampoco la mitocondria, son esenciales para que se produzca la muerte celular inducida por la
expresion de CASP8 y CASP10 (Figura 17).

glucosa galactosa

Aaifl/ vector vacio

Aaifl/ CASP10_vD Figura 17. Diluciones seriadas en medios con glucosa

. _ Aaifl/ CASP8_vC o galactosa de las cepas Aaifl, Amcal y rho

Amcal/ vector vacio transformadas con los plasmidos pESC-LEU_CASP8 o

4mcal/ CASP10_vD pESC-URA_CASP10. Las mismas cepas Aaifl, Amcal

4mcal/ CASP8_vC y rho transformadas con el vector vacio pESC-URA

rho/ vector vacio - .
fueron utilizadas como controles negativos.

rho/ CASP10_vD

rho-/ CASP8_vC

[11.1.4. La activacion proteolitica de la Caspasa-10 es esencial para su efecto citotdxico en S.
cerevisiae

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas (zimdgenos) inactivas y para poder
desencadenar el programa apoptético han de ser activadas mediante proteolisis (Donepudi, M. y
Grutter, M. G. 2002). La Caspasa-10 es proteolizada en dos residuos de &cido aspartico,
liberandose el dominio grande (p20) y el dominio pequefio (p10) para formar una enzima activa
(Figura 18A). Con el fin de comprobar si la Caspasa-10 es eficientemente activada en S
cerevisiae, se llevd a cabo un andlisis western-blot de la cepa BY4741 que expresa el gen
CASP10 para detectar el dominio pl0 que se genera tras la activacion proteolitica de la
procaspasa-10. Se utiliz6 un anticuerpo anti-caspasal0 que reconoce un epitopo en el extremo C-
terminal de esta caspasa. En este experimento el anticuerpo fue capaz de detectar un péptido de
aproximadamente 12 KDa correspondiente al dominio p10 de la Caspasa-10 que es resultado de
la protedlisis de la proenzima (Figura 18A), indicando que la Caspasa-10 es eficazmente activada

en S cerevisiae.

A continuacion se quiso comprobar si la activacion proteolitica de la Caspasa-10 es

necesaria para inducir la muerte celular en S cerevisiae. Se disefiaron alelos mutantes del gen

401

CASP10 portadores de mutaciones que afectaban al centro catalitico (Cys™ ") y a los dos residuos
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416

implicados en la activacion proteolitica (Asp®® y Asp*). Las sustituciones introducidas fueron

183 Ala. La presencia de estas

las siguientes: cambio de Cys*** a Gly, de Asp?®a Ala y de Asp
mutaciones fue verificada mediante la secuenciacion de los alelos mutantes que fueron clonados
en el vector de expresion pESC-URA y los plasmidos resultantes se emplearon para transformar
la cepa BY4741 de S cerevisiae. La expresion de los alelos mutantes se realizd6 en medios
selectivos con galactosa como fuente de carbono y se observd que ninguna de las isoformas
mutantes de la Caspasa-10 (Casp10-D219A, Casp10-D416A o Caspl0-C401G) resulta letal en S
cerevisiae (Figura 18C-D), indicando que los residuos reemplazados son esenciales para la

muerte celular inducida por la Caspasa-10 humana en S cerevisiae.
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Figura 18. La activacion de la Caspasa-10 es esencial para su efecto citotéxico en S. cerevisiae. A) Esquema de la
activacion proteolitica de la Caspasa-10. B) Western-blot de extractos proteicos de la cepa
BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenida en medios con glucosa o galactosa durante los tiempos indicados. C)
Analisis de toxicidad de los alelos mutantes de la CASP10. D) Curvas de crecimiento de las cepas que expresan los

alelos mutantes del gen CASP10 en un medio con galactosa como fuente de carbono.
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[11.1.5. La expresion de la Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas promueve un aumento en
los niveles de especiesreactivas de oxigeno (ROS) en S. cerevisiae

La expresion de algunas proteinas proapoptoticas humanas como Bax en S. cerevisiae induce
la produccion masiva de ROS (Madeo, F. et al. 1999). Con el objetivo de determinar si la
expresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-10 humanas en S. cerevisiae esta igualmente asociada a
elevados niveles de estrés oxidativo se analiz6 la produccion de ROS en las cepas que expresan
los genes CASP8 y CASP10 mediante el empleo de los compuestos fluorescentes H,DCF-DA y

DHE, que son capaces de detectar radicales peroxido y superoxido, respectivamente.

Para llevar a cabo este experimento cultivos de células de las cepas
BY4741/pESC-URA_CASP10 y BY4741/pESC-LEU_CASP8 en fase logaritmica fueron
transferidos a un medio con galactosa para inducir la expresion de estas caspasas. Posteriormente
se recogieron muestras de los cultivos a las 2h y 4h después del cambio de la fuente de carbono y
se analiz6 la produccién de ROS mediante microscopia de fluorescencia usando los compuestos
H.DCF-DA y DHE. Como se puede apreciar en la Figura 19, a partir de las 2h de induccion de la
expresion de la Caspasa-8 aparecen niveles altos de ROS, tanto de tipo superdxido como
peréxido. En el caso de la Caspasa-10 este efecto es un poco mas tardio, puesto que no se
observa la produccion de ROS hasta después de 4h de induccion de la expresion del gen
CASP10. Por tanto, estos resultados indican que la expresion de la Caspasa-8 y la Caspasa-10
humanas en S cerevisiae promueve una elevada produccion de ROS de tipo perdxido y

superdxido.

2h 4h 2h 4h
galactosa  glucosa galactosa
2 rrg il

g o

44 A
L

CASP8_vC CASP10_vD
Figura 19. La Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas inducen un aumento en los niveles de estrés oxidativo en S.

cerevisiae.
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Figura 19 (Continuacion). Células de las cepas BY4741/pESC-LEU_CASP8 y BY4741/pESC-URA_CASP10
crecidas en medios con glucosa o galactosa fueron tefiidas con DHE (color naranja) y H,DCF-DA (color verde) y

visualizadas al microscopio de fluorescencia a los tiempos indicados.

[11.1.6. Laexpresion de la Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas induce la exter nalizacion de
lafosfatidilserinaen S. cerevisiae

La organizacion de los fosfolipidos de las membranas se modifica tras la induccion de la
apoptosis en la mayoria de los tipos celulares (Bevers, E. M. et al. 1998). La fosfatidilserina
(PS), localizada en la cara citoplasmica de las células, se relocaliza hacia el exterior celular
cuando se induce la apoptosis quedando expuesta sobre la superficie celular. Por lo tanto, la
externalizacion de la fosfatidilserina es considerada uno de los marcadores tipicos de la apoptosis
(Allen, R. T. et al. 1997).

Para determinar si la expresion de las caspasas iniciadoras (Caspasas-8 y Caspasa-10)
promueve este fenotipo en S. cerevisiae se examind la distribucién de la fosfatidilserina en la
membrana plasmatica mediante tincion con AnexinaV/loduro de Propidio. El uso de
AnexinaV/loduro de Propidio permite distinguir entre necrosis, apoptosis temprana y apoptosis
tardia. La tincion con AnexinaV es un marcador tipico de apoptosis temprana, mientras que la
tincion AnexinaV positiva acompafiada de un alto nimero de células tefiidas con loduro de
Propidio es un marcador tipico de apoptosis tardia. Por otra parte, la sola existencia de células

tefiidas con loduro de Propidio es indicativa de muerte por necrosis.

El experimento se llevd a cabo empleando células de las cepas BY4741/pESC-
URA_CASP10y BY4741/pESC-LEU_CASPS crecidas en medios con glucosa o galactosa como
se ha descrito anteriormente. Se tomaron alicuotas de los cultivos a diferentes tiempos (2h, 4h,
6h) y las células fueron tefiidas con AnexinaV/loduro de Propidio. Mientras que las células de los
cultivos de 2h no se tifieron en ninguno de los casos, tras 4 y 6 horas de induccion de la expresion
de la Caspasa-8 o de la Caspasa-10 se observé que la mayoria de las células estaban tefiidas con
AnexinaV, pero no con loduro de Propidio (Figura 20). Este resultado indica que la expresién de
la Caspasa-8 o de la Caspasa-10 induce un fenotipo propio de apoptosis temprana en S

cerevisiae.
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loduro de Propidio

DIC Anexina V

glucosa

Figura 20. Cultivos de las cepas
BY4741/pESC-LEU_CASP8 y
BY4741/pESC-URA_CASP10

mantenidos durante 4h en medios con

CASP8_vC

glucosa o galactosa fueron tratados con

galactosa

AnexinaV/loduro de Propidio vy
examinados mediante microscopia de
fluorescencia con los filtros de GFP
(AnexinaV) y RFP (ioduro de
propidio).

CASP10_vD
glucosa

galactosa

[11.1.7. La expresion de la Caspasa-10 humana no provoca la fragmentacién del ADN
gendémico en S. cerevisiae

Otro de los fenotipos asociado a los procesos de apoptosis es la fragmentacion del ADN
debido a la activacion de ciertas endonucleasas endogenas como la endonucleasa G (Walker, P.
R. et al. 1999). Previamente se ha descrito que la expresion de la Caspasa-8 causa un efecto
citotoxico asociado a altos niveles de estrés oxidativo, pero no induce la fragmentacion del ADN
(Puryer, M. A. y Hawkins, C. J. 2006). Con el objetivo de determinar si la expresion de la
Caspasa-10 humana provoca la fragmentacion del ADN en S. cerevisiae se analiz0 la integridad
del ADN cromosdmico mediante electroforesis en campo pulsado (CHEF) de las cepas que
expresan los genes CASP8 (que sirviéo como control negativo) y CASP10 tras 8 horas de cultivo
en medio con glucosa o con galactosa. Como control positivo de la fragmentacion de ADN se
incluydé una muestra de ADN cromosomico de células transformadas con el vector pESC-URA
vacio crecidas en presencia de 10 mM de perdxido de hidrégeno. EI ADN cromosémico de las
cepas que expresan la Caspasa-8 o la Caspasa-10 fue separado en 10 bandas discretas
correspondientes a los 16 cromosomas de S cerevisiae, indicando que los cromosomas
permanecian intactos y de que el ADN no estaba degradado. Por el contrario, en las células

tratadas con perdxido de hidrégeno aparecio un claro patron de degradacion del ADN (Figura
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21). Por tanto, estos resultados demuestran que la expresion de la Caspasa-10 humana en S

cerevisiae no causa la fragmentacion del ADN.

Vector vacio CASPS8 CASP10 Figura 21. Electroforesis en campo
pulsado de ADN cromosémico de las

cepas BY4741/pESC-LEU_CASPS,

glu gal H,0, glu gal glu gal

C/u, XII, XV BY4741/pESC-URA_CASP10 y
:II)I();\I/\I/ BY4741/pESC-URA crecidas en medios
X con glucosa o galactosa. ADN de la cepa
Vi BY4741/pESC-URA  crecida  en
IX presencia de 10mM H,0, se incluy6

" como control positivo de degradacién
v del ADN. EI ADN cromosémico fue
resuelto en un gel de agarosa del 1%
durante 25 horas. Se indican los

cromosomas correspondientes en cada

banda obtenida en la electroforesis.

[11.1.8. Inactivacion del checkpoint defase-Strasla expresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-
10 en S. cerevisiae

Los procesos de muerte celular apoptotica estan relacionados con la progresion del ciclo
celular a través de la regulacion de los checkpoints que controlan el ciclo, de modo que frente a
un estrés genotoxico en la célula se activan los checkpoints para reparar el dafio ocasionado y la
inactivacion o los errores en la activacion de estos checkpoints pueden desencadenar procesos de
muerte celular (Weinberger, M. et al. 2005; Matsuura, K. et al. 2008).

Con el proposito de analizar si la expresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-10 humanas
produce alteraciones en el ciclo celular, se realizd un seguimiento en la progresion del ciclo
celular en respuesta a la expresion de estas caspasas mediante el analisis del contenido en ADN.
El experimento se llevé a cabo empleando cultivos asincronicos de las cepas que portan los
plasmidos de expresion de CASP8, CASP10 o los correspondientes vectores vacios (pESC-URA
0 pESC-LEU). Los cultivos de estas cepas se mantuvieron en medios con glucosa o galactosa y
se recogieron alicuotas a las 2h, 4h, 6h y 8h después de la induccion de la expresion de las
caspasas. El contenido en ADN de cada una de las muestras se analizd6 mediante citometria de
flujo (FACS). Como resultado del andlisis, se obtienen unas gréficas en las que cada pico
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representa el contenido de ADN y que es indicativo de cada fase del ciclo celular. En este
experimento correspondiente a cultivos asincrénicos no se observé ninguna alteracion, ni retardo
en la progresion del ciclo celular después de inducir la expresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-10

en S cerevisiae (no se muestra el resultado de los perfiles de FACS).

En respuesta al estrés replicativo las células activan el checkpoint de fase-S y el proceso de
replicacion cesa para poder reparar el dafio ocasionado en la medida de lo posible (Grallert, B. y
Boye, E. 2008). Se quiso comprobar si la expresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-10 causa alguna
alteracion del checkpoint de fase-S frente a un dafio genotoxico. Por lo tanto, se trataron las
células de las cepas que expresan la Caspasa-8 o la Caspasa-10 con el agente genotoxico
hidroxiurea (HU) y se analizé el contenido de ADN de los cultivos. La expresion de los genes
CASP8 0 CASP10 se indujo en un medio con galactosa durante 4 horas y posteriormente se
realizo el tratamiento con 0,2M de hidroxiurea durante 2 horas. Alicuotas de cada cultivo fueron
recogidas y analizadas mediante citometria de flujo (FACS) para determinar el contenido de
ADN. Las cepas que portan vectores vacios sufren una parada del ciclo celular en fase-S, en
respuesta al tratamiento con hidroxiurea, que dura aproximadamente 1lh y transcurrido ese
periodo de tiempo las células reanudan el ciclo celular y duplican su material genético, como
queda representado en la Figura 22 por el pico 2N que aparece 1h después del tratamiento con
hidroxiurea. Sin embargo, las cepas que expresan la Caspasa-8 o la Caspasa-10 no experimentan
la parada del ciclo celular en fase-S después del tratamiento con hidroxiurea ya que, en los
perfiles de contenido en ADN, se observa una poblacion de células con un contenido haploide
(N) y otra poblacion de células que posee un contenido de ADN diploide (2N), lo que es propio
de células en crecimiento activo (Figura 22). Estos resultados indican que tras la expresion de las
Caspasas -8 y -10 humanas en la levadura se produce la inactivacion del checkpoint de fase-S y
que, por tanto, las celulas no responden correctamente al dafio en el ADN producido por el

tratamiento con hidroxiurea.
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Figura 22. Anélisis del contenido de ADN de las cepas que expresan CASP8 y CASP10.
Los cultivos fueron tratados con hidroxiurea (HU) 0,2 M durante 2h y posteriormente
fueron tefiidos con ioduro de propidio y analizados mediante citometria de flujo
(FACS). En el grafico se muestran poblaciones de células con contenido de ADN
haploide (N) y dipoide (2N). Las cepas transformadas con los vectores vacios fueron

utilizadas como controles positivos del experimento.

[11.1.9. La expresion de la Caspasa-10 humana promueve una desorganizacion del
citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina juega un papel fundamental en mdltiples rutas de sefializacion
celular y también esta relacionado con la regulacion de los procesos de muerte celular
(Leadsham, J. E. y Gourlay, C. W. 2008). El citoesqueleto de actina se encuentra organizado en
cables y parches de actina en condiciones fisioldgicas en ausencia de estrés. Unos niveles altos
de estrés oxidativo se correlacionan con una desorganizacion de los filamentos de actina
fundamentalmente en forma de parches o acumulos de gran grosor (Leadsham, J. E. y Gourlay,
C. W. 2008). Puesto que anteriormente se habia comprobado que la expresién de la Caspasa-10
promueve altos niveles de estrés oxidativo se analizd si la organizacion del citoesqueleto de
actina resultaba afectada tras la expresion de esta caspasa. Los cultivos de células
BY4741/pESC-URA_CASP10 fueron crecidos en un medio selectivo con glucosa hasta alcanzar

la fase exponencial y en ese momento fueron trasferidos, por una parte, a un medio selectivo con
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galactosa como fuente de carbono donde se mantuvieron durante 4h desde la induccién de la
expresion de CASP10 y por otra parte, a un nuevo medio con glucosa donde no existe expresion
de CASP10 y que, por tanto, se utiliza como control negativo. Se recogieron alicuotas de cada
uno de los cultivos celulares que fueron tefiidas con el compuesto fluorescente Faloidina para ser
visualizadas al microscopio de fluorescencia. Tras 4h de induccion de la expresion de CASP10 se
observaron grandes acimulos de los parches de actina, a diferencia de lo observado en el control
negativo en el que aparecia el citoesqueleto de actina perfectamente organizado en cables y
parches (Figura 23). Los agregados de actina que aparecen tras la expresion de la Caspasa-10 se
acumulan preferentemente en el cuello de las células que se estan dividiendo (Figura 23F-G).
Estos resultados indican que la expresion de la Caspasa-10 promueve una desorganizacion del

citoesqueleto de actina en S cerevisiae.

Figura 23. Cultivos de la cepa BY4741/pESC-
URA_CASP10 crecidos durante 4h en un medio con
glucosa (A) o con galactosa (B-G) fueron tefiidos con
Faloidina y visualizados por microscopia de
fluorescencia. Las flechas indican los agregados de
actina. Los triangulos blancos sefialan acumulos de
actina en el cuello de las células que se estan

dividiendo.

[11.1.10. Otros fenotipos subcelular es asociados a la expresion de la Caspasa-10

Se ha descrito que las células apoptéticas de S cerevisiae muestran ciertos fenotipos
subcelulares como altos niveles de vacuolizacion, condensacion de la cromatina y alteraciones en
el lumen del reticulo endoplasmico (Madeo, F. et al. 1997). Ademas, la expresion de la Caspasa-
3 0 la Caspasa-8 en S. cerevisiae causa también ciertas alteraciones en la mitocondria (Puryer, M.
A.y Hawkins, C. J. 2006).

Para comprobar si la expresion de la Caspasa-10 humana provoca alteraciones en organulos
como la mitocondria o la vacuola se realiz6 un estudio mediante microscopia de fluorescencia
con marcadores especificos de cada organulo. Con este objetivo, células de la cepa
BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenidas en un medio con galactosa durante 4 horas fueron

teflidas con MDY-64 (marcador vacuolar) y con SYTO18 (marcador mitocondrial) y
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posteriormente visualizadas al microscopio de fluorescencia. Tras la expresion de la Caspasa-10
se produce un aumento en el nimero de vacuolas por célula (Figura 24A), sin embargo no se

manifiestan alteraciones en la mitocondria (Figura 24B).

A glucosa galactosa

Contraste
de fases

Contraste
de fases

Figura 24. Cultivos de la cepa BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenidos en un
medio con glucosa o con galactosa fueron tefiidos con A) MDY-64 (membrana
vacuolar) o B) SYTO18 (mitocondria) y examinadas por microscopia de

fluorescencia.

Con la finalidad de estudiar los fenotipos subcelulares asociados a la expresion heteréloga de
la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae de manera mas exhaustiva se examinaron células de las
cepas BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-URA_CASP10 mantenidas en un medio con
galactosa durante 6 horas mediante microscopia electronica de transmisién. Las imagenes
revelaron que las células que expresan la Caspasa-10 presentan, en efecto, una alta vacuolizacion
confirmando los resultados previos de microscopia de fluorescencia y también muestran una
expansion en el lumen del reticulo endoplasmico, un engrosamiento de la pared celular y una

condensacion de la cromatina (Figura 25).
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Figura 25. Microscopia electronica de células de las cepas A) BY4741/pESC-URA y (B-D)
BY4741/pESC-URA_CASP10. Los cultivos celulares fueron mantenidos durante 6h en un medio
con galactosa y visualizados mediante microscopia electrénica. N, ndcleo; V, vacuola. Las flechas
blancas sefialan el reticulo endoplasmico; las flechas negras indican mitocondrias. Los triangulos
blancos resaltan la condensacion de la cromatina y los triangulos negros sefialan perturbaciones en

la pared celular. Barras: 500nm.
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I11.2. BUSQUEDA SISTEMATICA DE CEPAS MUTANTES DE S. CEREVISIAE QUE
MUESTRAN UNA ACTIVIDAD SUPRESORA DE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR
LA CASPASA-10 HUMANA

[11.2.1. Escrutinio de genes que participan en e proceso de muerte celular inducido por la
expresion dela Caspasa-10 humanaen S. cerevisiae

Después de caracterizar el efecto citotoxico observado tras la expresion de la Caspasa-10
humana en S cerevisiae, los siguientes objetivos que nos propusimos en este trabajo fueron la
identificacion de mutaciones supresoras de la toxicidad asociada a la Caspasa-10 y de nuevos
mecanismos de regulacion génica que controlan los procesos de muerte celular en S cerevisiae.
Para abordar estos objetivos se desarrollé un escrutinio genético de supresion de la toxicidad

inducida por la expresion de la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae.

Para llevar a cabo este escrutinio genético se emple6 una coleccion de mutantes de delecién
de S cerevisiae construida en el fondo genético BY4741 (EUROSCAREF, http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/yeast.html). Se utilizaron 10 pools o conjuntos de unas 450
cepas mutantes en los que cada cepa esta representada en la misma proporcién. EI empleo de
pools de mutantes para la realizacion de escrutinios genéticos de supresion tiene la ventaja de
que se puede rastrear una coleccion completa de mutantes de delecion de S. cerevisiae de forma
rapida; sin embargo, presenta la desventaja de que el proceso no se satura y se pierde

informacion relativa a cepas de crecimiento lento o de fenotipos intermedios.

El procedimiento experimental llevado a cabo consistio en transformar cada uno de los 10
pools de cepas con el plasmido pESC-URA_CASP10. Los transformantes obtenidos fueron
seleccionados en un medio con glucosa, donde la expresion de la Caspasa-10 es reprimida, que
se us6 como control de la eficiencia de transformacion, y en un medio con galactosa donde se
induce la expresion de la Caspasa-10 (Figura 26). La mayor parte de los transformantes fueron
incapaces de crecer en un medio con galactosa debido al efecto citotoxico de la Caspasa-10.
Aquellos transformantes capaces de crecer en el medio con galactosa fueron aislados e
identificados mediante la secuenciacion de las etiquetas moleculares UPTAG y DOWNTAG.
Para verificar los resultados obtenidos cada una de las cepas supresoras obtenidas en el
escrutinio fue transformada de manera independiente con el plasmido pESC-URA_CASP10 para

confirmar la capacidad de supresion de la toxicidad asociada a la expresion de la Caspasa-10.
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Figura 26. Estrategia experimental empleada en el escrutinio genético de busqueda de cepas supresoras de la toxicidad

inducida por la expresion de CASP10 en S. cerevisiae. La ORF de la CASP10 esta clonada en un vector de expresion
en levaduras bajo el control del promotor GAL1 (inducible en galactosa). Los mutantes supresores que son resistentes

a la expresion de la Caspasa-10 se aislan y se identifican mediante secuenciacion de las etiquetas moleculares.

En este analisis se identificaron genes supresores pertenecientes a diferentes categorias
funcionales: la familia de genes FAR, rutas de sefializacion de MAPK, genes codificantes de
proteinas quinasa y fosfatasa y finalmente otros genes relacionados con procesos de autofagia y
respuesta a estrés (Tabla 3). Debido a que este tipo de escrutinios no es saturante, puede haber
cepas supresoras que no sean identificadas. Sin embargo, los resultados obtenidos en el
escrutinio proporcionan una informacién muy valiosa acerca de los procesos celulares que estan
implicados en la letalidad asociada a la expresion del gen toxico. Por lo tanto, con el objetivo de
identificar otros genes esenciales en la toxicidad inducida por la expresion de la Caspasa-10
humana, también se analizaron de forma individual cepas mutantes que tenian delecionados
genes pertenecientes a las categorias funcionales més representadas en los resultados del
escrutinio de supresores. Todas las cepas supresoras identificadas finalmente y verificadas se

describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Cepas mutantes supresoras de la toxicidad asociada a la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae.

Categoria Gen
funcional supresor Funcion
| FAR3 : Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
i FAR7 i Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
Familia  FAR8 . Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
EAR ! FAR9 ! Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
: FAR10 i Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
i FAR11 i Mantenimiento de la parada del ciclo celular en respuesta a la feromona.
i GPAl ! Subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica. Se une a receptores de feromona.
i STE20 i Proteina quinasa de la familia PAK, interviene en distintas rutas MAPKSs.
i+ STE11  MAPKKK implicada en la ruta de respuesta a la feromona y crecimiento invasivo.
Rutas ! STE7 ! MAPKK implicada en la ruta de respuesta a la feromona y crecimiento invasivo.
MAPKs | FUs3 | MAPK implicada en la conjugacion.
i KSSL ; MAPK implicada en la ruta de respuesta a la feromona y crecimiento invasivo.
i  S.T2 i MAPK implicada en el control del mantenimiento de la pared celular.
! PPH21 | Subunidad catalitica de la PP2A, implicado en la regulacion de mitosis.
i PPH22 i Subunidad catalitica de la PP2A, implicado en la regulacion de mitosis.
i PPH3 i Subunidad catalitica de un complejo fosfatasa conservado Psy2-Psy4.
Fosfatasas ! PTC2 ! Proteina fosfatasa de tipo 2 C, participa en la inactivacion del checkpoint de fase-S.
y Quinasas ! PTC3 ! Proteina fosfatasa de tipo 2 C, participa en la inactivacion del checkpoint de fase-S.
i TPK1 i Subunidad catalitica de PKA, participa en la ruta de sefializacion Ras/PKA/AMPc.
i TPK2 i Subunidad catalitica de PKA, participa en la ruta de sefializacién Ras/PKA/AMPc.
! TPK3 ! Subunidad catalitica de PKA, participa en la ruta de sefializacion Ras/PKA/AMPc.
! ATG1 ! Ser/Thr protein necesaria para la formacién de vesiculas durante autofagia y ruta cvt.
i ATG4 i Cistein proteasa implicada en el proceso de autofagia.
i ATG6 Ortologa de la Beclina-1 en humanos. Forma parte del complejo PtdIns-3-quinasa.
! ATGS8 ' Componente del autofagosoma y vesiculas cvt. Participa en la expansion del fagéforo.
! ATG13 ! Subunidad reguladora del complejo formado junto con Atgl. Necesaria en autofagia.
i PMH1 i Implicada en la biosintesis de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI).
Autofagia, i SSv4 Implicada en la degradacién de proteinas asociadas al reticulo endoplasmico.
estrésy ! ITT1 ! Proteina que modula la eficiencia del proceso de terminacién transduccional.
otros ! NTH1 ! Trehalasa, degrada trehalosa y es necesaria para la termotolerancia.
i LDB18 i Componente del complejo de dinactina, necesario para la actividad dineina.
i WHI3 i Proteina de unién a ARN que secuestra ARNm de CLN3.
! RPL21B ! Componente proteico de la subunidad grande (60S) del ribosoma.
! MDM30 ! Proteina F-box, asociada a la mitocondria y tiene un papel en la fusion mitocondrial.
i BFR1 i Componente de complejos RNPm , implicados en la segregacién nuclear.
i ORT1 i Transportador de ornitina de la membrana mitocondrial interna.
! CWP1 Proteina de la pared celular.
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Tabla 3. Continuacién

MBR1 Proteina implicada en funciones mitocondriales y respuesta a estrés.

AIM9 Proteina implicada en la funcién y organizacion de la mitocondria.

CUP9 Represor transcripcional de PTR2, codifica para un transportador de péptidos.
GLNS3 Factor de transcripcion activador de genes en respuesta a estrés nutricional.
MSN2 Factor de transcripcion activado en condiciones de estrés.

ASG1 Regulador transcripcional implicado en respuesta a estrés.

PMT5 Proteina O-Manosiltransferasa, transfiere residuos de manosa.

111.3. CARACTERIZACION DE NUEVOS MECANISMOS DE REGULACION DE LOS
PROCESOS DE MUERTE CELULAR EN S. CEREVISIAE

[11.3.1. Los genes FAR son esenciales en la toxicidad inducida por la expresién de la
Caspasa-10 humana en levadura

La familia de genes FAR participa en el mantenimiento de la parada del ciclo celular en fase
G1 desencadenada tras la activacion de la ruta MAPK de respuesta a la feromona (Kemp, H. A.
y Sprague, G. F., Jr. 2003). En este proceso los genes FAR actlian a través de dos vias: una via
dependiente de FARL y la otra via independiente de FARL en la que participan el resto de
miembros de la familia FAR (FAR3, FAR7, FAR8, FAR9, FAR10 y FAR11) (Horecka, J. y
Sprague, G. F., Jr. 1996). Farl es un inhibidor del complejo Cdc28/ClIn encargado directamente
de la parada del ciclo celular en fase G1, mientras que Far3, Far7, Far8, Far9, Farl0 y Farll
forman parte de un complejo multiproteico implicado en el mantenimiento de la parada del ciclo
celular (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003).

Los resultados obtenidos en el escrutinio de supresion y el posterior andlisis de cepas
individuales mostraron que todos los genes pertenecientes a la familia FAR, excepto FARL, son
indispensables en el proceso de muerte celular inducido tras la expresion de la Caspasa-10 en S
cerevisiae (Figura 29), lo que sugiere que esta familia de genes podria presentar funciones no
descritas hasta el momento. Ademas, el gen FAR11 tiene dos homologos en humanos, FAM40A
y FAM40B (también llamados STRIP-1 y STRIP-2) que forman parte de un complejo
multiproteico denominado STRIPAK con actividad quinasa-fosfatasa cuyas funciones
especificas no han sido determinadas con exactitud (Goudreault, M. et al. 2009). Por lo tanto,
nos decidimos a caracterizar con mayor detalle la implicacion de Farll en los procesos de
muerte celular inducida por la expresion de la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae.
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Figura 27. Toxicidad de la Caspasa-10 humana en las cepas mutantes de la familia FAR. Cultivos celulares de cada
una de las cepas fueron crecidos en un medio con galactosa para inducir la expresién de CASP10. Como controles

de crecimiento se emplearon las cepas mutantes transformadas con el vector pESC-URA vacio.

[11.3.2. Localizacion subcelular delas proteinas dela familia Far

La proteina Farl es fosforilada por la MAPK Fus3 y se localiza en el nicleo tras la
activacion de la ruta de respuesta a la feromona (Chang, F. y Herskowitz, I. 1990). Sin embargo,
no se ha descrito de forma precisa la localizacion subcelular del resto de las proteinas de la
familia Far, aunque se sugiere que su localizacion podria estar asociada a endomembranas
puesto que Far9, Farl0 y Farll presentan secuencias tipicas de dominios transmembrana (Kemp,
H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003). Debido a que nuestro interés se centra en Farll, nos
propusimos determinar la localizacion subcelular precisa de la proteina Farll y ademas, de las
proteinas Far3, Far7 y Far9, ya que se han descrito interacciones fisicas mutuas entre estas
proteinas y Farll. Para llevar a cabo este analisis se construyeron varias cepas diploides (en el
fondo genético BY4743) de S. cerevisiae que expresan proteinas de fusion a RFP (proteina roja
fluorescente), cuya localizacion es conocida, y las diferentes proteinas Far fusionadas con las
proteinas fluorescentes YeVenus, CFP o GFP (Tabla 4). Los cultivos celulares de cada una de
las cepas fueron crecidos en un medio rico hasta alcanzar la fase logaritmica, momento en el que
se recogieron alicuotas para visualizar las células mediante microscopia de fluorescencia. Los
ensayos de colocalizacion de las proteinas de fusion establecieron la localizacion de Far3-CFP
en la region interna del aparato de Golgi por su colocalizacion con Copl-RFP, Far7-GFP y
Farll-YeVenus se localizaron en la region externa del aparato de Golgi, ya que colocalizaron
con Chcl-RFP; y Far9-CFP presentd la misma localizacion que Sec13-RFP que es una proteina
propia de la membrana del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi (Figura 28). Por lo

tanto, todas las proteinas Far analizadas se localizan en los organulos membranosos reticulo
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endoplasmico o aparato de Golgi, indicando que estas proteinas podrian estar participando en la

ruta de secrecion o en procesos relacionados con el transporte de vesiculas.

Overlay,

Overlay
-
-

Overlay

Overlay

Figura 28. Localizacién subcelular de las proteinas Far3-CFP,
Far7-GFP, Far9-CFP y Farll-YeVenus. Se emplearon los
marcadores de localizacion Chc1-RFP (region externa del aparato de
Golgi), Copl-RFP (region interna del aparato de Golgi), Arpl-RFP
(aparato de Golgi) y  Secl3-RFP (membranas del reticulo

endoplasmico y aparato de Golgi).

Puesto que el interés principal de este estudio se centra en la proteina Farll, nos propusimos
comprobar si existe la misma localizacion subcelular entre los miembros de las parejas de
proteinas Farll-Far3 y Farl1l-Far9 mediante ensayos de colocalizacion, ya que se habian descrito
interacciones fisicas de Farll con Far3 y con Far9 (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003). Para
llevar a cabo este estudio se crearon cepas diploides con las parejas de proteinas Farll-Far3 y
Farll-Far9 fusionadas a diferentes proteinas fluorescentes. Las células de estas cepas fueron
crecidas en medio rico hasta alcanzar la fase logaritmica y fueron visualizadas mediante
microscopia de fluorescencia. Este ensayo determind la existencia de una colocalizacion parcial

entre las proteinas Farll- Far3 y Farll- Far9 (Figura 29).
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Figura 29. Ensayos de colocalizacion entre Farll-Far3 y Farll-Far9. Se emplearon cepas diploides
que presentan la proteina Farll fusionada a la proteina amarilla fluorescente (YeVenus) y Far3 o Far9

marcadas con la proteina azul fluorescente (CFP).

Muchas proteinas sufren cambios en su localizacion tras recibir diferentes tipos de
estimulos. Por ejemplo Aifl, proteina localizada en la membrana mitocondrial, migra al ndcleo
después de recibir el estimulo apoptotico (Wissing, S. et al. 2004). Con el objetivo de determinar
si la expresion de la Caspasa-10 promueve la relocalizacion de las proteinas de la familia Far se
realizaron ensayos de colocalizacion antes y después de inducir la expresion de la Caspasa-10.
Para llevar a cabo este analisis las cepas empleadas anteriormente fueron transformadas con el
plasmido pESC-URA_CASP10. Estas celulas fueron crecidas en un medio con glucosa hasta
alcanzar la fase logaritmica y después fueron transferidas a un medio con galactosa para inducir
la expresion de la Caspasa-10. Se recogieron muestras a las 6h tras el cambio de fuente de
carbono y se visualizaron al microscopio de fluorescencia. Se utilizaron como controles
negativos las correspondientes cepas diploides que portan el plasmido pESC-URA vacio. De
todas las cepas analizadas solo se observaron diferencias en la cepa que porta la fusion Far9-CFP
que, tras la expresion de la Caspasa-10, mostré un cambio de localizacion desde el RE-Golgi a la
vacuola, como demuestra la falta de colocalizacion con el marcador Sec13-RFP con el que
colocalizaba perfectamente en ausencia de expresion de CASP10 (Figura 30).
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BY4743/ CASP10 BY4743/pESC-URA

Figura 30. Relocalizacion de la proteina Far9-CFP tras la expresion de la Caspasa-10. Se emplearon cepas diploides
BY4743 que expresan la proteina Far9-CFP y el marcador de localizacion Secl3-RFP transformadas con el

plasmido pESC-URA_CASP10 o con el plasmido pESC-URA vacio que sirvié como control negativo.

[11.3.3. FAR11 participa en € proceso de muerte celular inducido tras la expresion de la
Casgpasa-10 en S. cerevisiae

En el escrutinio descrito previamente se determind que la cepa Afar1ll suprime el efecto
citotoxico causado por la expresion de la Caspasa-10 en S. cerevisiae. Como se ha mencionado
anteriormente, el hecho de que el gen FAR11 presente dos ortélogos en humanos de funcion
desconocida nos condujo a centrar nuestro trabajo en la caracterizacion de los fenotipos

asociados a este gen con el objetivo de identificar nuevas funciones de Farl1.

Con el propésito de verificar si el gen FARL1 es esencial en el proceso de muerte celular
inducido tras la expresion de la Caspasa-10 se realizaron ensayos de complementacion génica.
Para llevar a cabo este estudio se transformd la cepa Afar1ll con un plasmido centromérico
YcpLaclll que tiene clonado el gen FARL1 con su promotor nativo en los sitios de restriccion
BamHI-Kpnl. El crecimiento celular de las cepas BY4741/CASP10, Afarl1/CASP10 y
Afar11/CASP10/FAR11 fue analizado en medio s6lido y liquido (Figura 31A-B). El experimento
se realiz6 en un medio con glucosa y en un medio con galactosa donde se induce la expresion de
CASP10. El resultado mostr6 que la expresion del gen FARL1 en la cepa Afar1l rescata el efecto
citotoxico observado tras la expresion de la Caspasa-10 en la cepa silvestre; es decir, la cepa
Afar11/CASP10/FARL1 muestra el mismo fenotipo que la cepa BY4741/CASP10. Por lo tanto,
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estos ensayos confirman que el gen FAR11 es esencial en el proceso de muerte celular inducido

por la expresion de la Caspasa-10 humana en S cerevisiae.

A glucosa galactosa
[ K- B [ X I R BY4741/vector
B
Glucosa Galactosa
8 8
; || =—BY4741/CASP10 ;|| =——svar4vcaspio
—==—farl1/CASP10 —==—farl11/CASP10
«—far11/CASP10/FAR11 «—far11/CASP10/FAR11 ,,
€ 5 E 5
c c /
o o
3 4 g 4 /
8 s 8 s /
2 / 2 /
L /l) ! /
0 F—— . . . . 0 ——— : : : :
0 2 4 6 8 24 28 32 0 2 4 6 8 24 28 32
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 31. FAR11 es esencial en el proceso de muerte celular inducido por la expresion de CASP10.
A) Diluciones seriadas y B) Curvas de crecimiento de las cepas BY4741/CASP10, Afar11/CASP10 y
Afar11/CASP10/FARLL en un medio con glucosa y con galactosa. Se utilizé como control negativo la

cepa BY4741/CASP10 y como control positivo la cepa Afar11/CASP10.

[11.3.4. La delecion del gen FAR11 suprime todos los fenotipos citotdxicos observados tras
la expresion dela Caspasa-10 en S. cerevisiae

La expresion de la Caspasa-10 en S. cerevisiae induce un proceso de muerte celular asociada
a fenotipos caracteristicos de apoptosis y autofagia (Lisa-Santamaria, P. et al. 2009). Con el
objetivo de investigar si tales fenotipos aparecen en los mutantes Afar11 se estudio la viabilidad
celular, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion del checkpoint de
fase-S tras la expresion de la Caspasa-10 en las cepas Afar11/CASP10 y Afar11/CASP10/FARLI.

El anélisis de la viabilidad celular y los niveles de estrés oxidativo se realizaron en cultivos
mantenidos durante 6 horas en un medio con galactosa. Se recogieron alicuotas de cada cultivo y
las células fueron tefiidas con el tinte vital FUN-1 o con el compuesto fluorescente H,DCF-DA y

examinadas al microscopio de fluorescencia. En la cepa Afar11/CASP10 se observé que las
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células son metabolicamente activas debido a la aparicion de las estructuras rojas intravacuolares
tras la tincion con FUN-1 (Figura 34A). Ademas, tras la tincion con H,DCF-DA no se observo la
fluorescencia producida por la presencia de radicales peroxido (Figura 32B). Sin embargo, la
expresion del gen FAR11 en la cepa Afar11/CASP10 rescata los fenotipos citotoxicos observados
tras la expresion de la Caspasa-10 en la cepa silvestre; es decir, las células muestran altos niveles

de estrés oxidativo y no son metabolicamente activas (células muertas) (Figura 32A-B).

Para analizar la actividad del checkpoint de fase-S en los mutantes farll se determino el
contenido de ADN mediante de citometria de flujo en células de las cepas BY4741/CASP10,
Afar11/CASP10 y Afar11/CASP10/FAR1L tras el tratamiento con hidroxiurea. En este caso los
cultivos celulares se mantuvieron durante 4 horas en medio con galactosa para inducir la
expresion de CASP10. Tras ese periodo de tiempo las células fueron tratadas con el agente
genotoxico hidroxiurea 0,2M durante 2 horas. Se recogieron alicuotas de los cultivos, se tifieron
con ioduro de propidio y se analizaron mediante citometria de flujo. Las células de la cepa
Afar11/CASP10 mostraron un contenido haploide (N) de ADN, indicativo de una parada del
ciclo celular en fase-S (Figura 32C). Por el contrario, cuando se expresa el gen FAR11 en la cepa
Afar11/CASP10 se recupera de nuevo el fenotipo observado tras la expresion de CASP10 en la
cepa silvestre, ya que estas células son capaces de duplicar su material genético (2N) incluso en
presencia de hidroxiurea y, por tanto, no sufren parada del ciclo celular en fase-S en respuesta al
dafio genotdxico. Estos resultados confirman que el gen FAR11 estd implicado en el proceso de
muerte celular inducido por la expresion de la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae y que FAR11

puede participar en la regulacion del checkpoint de fase-S en respuesta al dafio en el ADN.

La proteina Rad53 es una quinasa esencial para la activacion de los checkpoints del ciclo
celular y cuyo estado de fosforilacion determina su actividad (Alvino, G. M. et al. 2007). En los
cultivos celulares tratados con el agente genotoxico hidroxiurea la proteina Rad53 se activa
mediante fosforilacion y se produce la parada del ciclo celular en fase-S (Ma, J. L. et al. 2006;
Heideker, J. et al. 2007). Con el propdsito de determinar si la pérdida de respuesta al tratamiento
con hidoxiurea en la cepa BY4741/CASP10 es debido a alteraciones del estado de fosforilacion
de la proteina Rad53 se analizé su nivel de fosforilacion mediante western-blot usando un
anticuerpo especifico de Rad53. En la cepa BY4741/CASP10 mantenida en medio con galactosa
la proteina Rad53 permanece anormalmente desfosforilada y, por tanto, el checkpoint de fase-S
se mantiene inactivo y las células pueden completar la replicacion del ADN sin responder al
tratamiento con hidroxiurea, confirmando el resultado obtenido en los andlisis previos. Sin
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embargo, en la cepa Afar11/CASP10 mantenida en un medio con galactosa la proteina Rad53 es
eficientemente fosforilada tras el tratamiento con hidroxiurea provocando la parada del ciclo
celular (Figura 32D). Por lo tanto, el gen FAR11 esta implicado en la funcion del checkpoint de

fase-S del ciclo celular participando en la regulacion del estado de fosforilacion de la proteina

Rad53.
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Figura 32. La cepa Afar11 suprime los efectos citotoxicos asociados a la expresion de la Caspasa-10. A)
Tincién con FUN-1 de las cepas BY4741/CASP10, Afar11/CASP10 y Afar11/CASP10/FAR1L. Las
células metab6licamente activas presentan unas estructuras rojas intravacuolares. B) Tincién con
H,DCF-DA de las cepas anteriores. La intensidad de fluorescencia que presentan las células es
proporcional a los niveles de estrés oxidativo. C) Perfiles del contenido de ADN tras el tratamiento con
hidroxiurea. Los picos del grafico representan el contenido de ADN haploide (N) o diploide (2N). D)
Western Blot de extractos totales de las cepas BY4741 y Afar1l portadoras del vector pESC-URA (V)
o0 el plasmido pESC-URA_CASP10 (C10) crecidas en galactosa y tratadas con hidroxiurea. Se emple6
un anticuerpo anti-Rad53 (Santa Cruz Biotech.). La tincion de la membrana con rojo ponceau se emplea

como control de carga.
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[11.3.5. Lafosforilacion de Far11 en € residuo de serina-18 es esencial para su funcion

La induccién de la ruta MAPK en respuesta a la feromona activa una cascada de
transduccion de sefiales que conduce a la fosforilacion de diferentes sustratos y entre ellos se
encuentra el residuo serina-18 de Farll (Li, X. et al. 2007). En otro trabajo reciente, la serina-81
de Farll fue también identificada como un sitio de fosforilacion de las proteinas Mecl/Tell
implicadas en el checkpoint de fase-S (Smolka, M. B. et al. 2007).

Para determinar si los residuos de serina-18 y serina-81 de la proteina Farll, que han sido
descritos como sitios de fosforilacion, son esenciales en el efecto citotoxico desencadenado tras
la expresion de la Caspasa-10 se disefiaron dos alelos mutantes de farll portadores de
sustituciones en los codones que codifican los residuos 18 y 81 de la proteina Farll. El residuo
Serl8 fue sustituido por un residuo de alanina mediante mutagénesis dirigida empleando
oligonucleétidos mutagénicos (Tabla 6). En cambio, la sustitucion del residuo Ser81 por un
residuo de alanina no pudo realizarse empleando el método anterior y se encargo su sintesis a la
empresa GenScript (USA). La presencia de las sustituciones en los alelos mutantes fue verificada
mediante su secuenciacion completa. Los alelos mutantes far11-S18A y far11-S81A fueron
clonados en el vector de expresion en levaduras YcpLaclll bajo el control del promotor
enddgeno de FAR11. Los plasmidos se emplearon para transformar las cepas Afar11/pESC-URA
y Afar11/pESC-URA_CASP10 y se analizo el crecimiento de las cepas transformantes en medio
solido y medio liquido. El resultado que se observo fue que la expresion de la Caspasa-10 en la
cepa mutante que expresa el alelo far11-S81A resulta letal para la célula, al igual que ocurre en la
cepa silvestre. Por lo tanto, el residuo Ser81 parece que no es esencial para desencadenar el
proceso de muerte celular inducido por la expresion de la Caspasa-10 (Figura 33A-B). Sin
embargo, la expresion de la isoforma Far11-S18A suprime claramente el efecto citotoxico de la
Caspasa-10 indicando que el residuo de Serl8 de Farll es esencial en el proceso de muerte

celular inducido por la expresion de la Caspasa-10 (Figura 33A-B).

A continuacién nos propusimos comprobar si alguno de estos residuos de Farll (Serl8 o
Ser81) participa en la funcion asociada a Farll de regulacion del checkpoint de fase-S. Con este
objetivo se examinG mediante western-blot el estado de fosforilacion de Rad53 en respuesta a la
expresion de la Caspasa-10 y al tratamiento con hidroxiurea en las cepas que expresan las
isoformas mutantes Farl1-S18A y Farll-S81A. Los cultivos celulares de estas cepas fueron
mantenidos en un medio selectivo con galactosa como fuente de carbono para inducir la

expresion de CASP10 durante 4 horas. Después, las células fueron tratadas con hidroxiurea

69



Resultados

durante 2 horas y se recogieron alicuotas de los cultivos para su analisis mediante western-blot
empleando un anticuerpo especifico de Rad53. Los resultados obtenidos mostraron que la
proteina Rad53 permanece defosforilada en la cepa que expresa la isoforma mutante Farll-
S81A, como ocurre en la cepa silvestre. Sin embargo, la cepa que expresa la isoforma mutante
Far11-S18A presenta la proteina Rad53 fosforilada, al igual que sucede en la cepa Afar11/pESC-
URA_CASP10 (Figura 33C). Por tanto, este ensayo indica que el residuo Serl8 de Farll es
necesario para la defosforilacion de la proteina Rad53, mientras que el residuo Ser81 no influye,

aparentemente, en los niveles de fosforilacion de esta proteina en las condiciones ensayadas.
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Afar11/pESC-URA /YcpLaclll farl1-S18A
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Figura 33. Mutaciones de FAR11 en los residuos de serina-18 y serina-81. A) Diluciones seriadas de las cepas
Afar11/pESC-URA y Afar11/pESC-URA_CASP10 transformadas con los plasmidos de expresion de FAR11 y de
los alelos mutantes FAR11-S18A y FAR11-SB1A. El ensayo de crecimiento se llevo a cabo en un medio selectivo
con glucosa o con galactosa. B) Curvas de crecimiento de las cepas anteriores. Los cultivos fueron crecidos en un
medio con galactosa para inducir la expresion de CASP10. C) Analisis western-blot de la proteina Rad53 en las
cepas Afarl1l, Afar11/FAR11, Afar11/far11-S18A y Afar11/far11-S81A portadoras del vector pESC-URA (V) o el
plasmido pESC-URA_CASP10 (C10) crecidas en galactosa y tratadas con hidroxiurea. La tincion de la membrana

con rojo ponceau se emplea como control de carga.
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[11.3.6. Laexpresion dela Caspasa-10 promueve la activacion de rutas MAPK

En S cerevisiae existe una amplia variedad de rutas de sefializacion en respuesta a diferentes
tipos de estimulos (Chen, R. E. y Thorner, J. 2007). Muchas de estas rutas de sefializacion
convergen en la activacion de las proteinas MAPK, encargadas de fosforilar otros sustratos
pertenecientes a diferentes vias de transduccion de sefiales (Elion, E. A. et al. 1993; Cook, J. G.
et al. 1996; Tedford, K. et al. 1997). La activacion de la ruta MAPK en respuesta a la feromona
conduce a la fosforilacion, y por tanto, activacion de Kss1 y Fus3, promoviendo la translocacion
de Fus3 al nacleo donde activa el factor de transcripcion Stel2 que promueve la expresion de

genes especificos de la conjugacién como FUSL (Hagen, D. C. et al. 1991).

En nuestro escrutinio fenotipico se identificaron cepas supresoras de la toxicidad inducida
por la Caspasa-10 que tenian delecionados genes implicados en rutas MAPK. Por lo tanto, se
investigd la activacion del médulo MAPK en respuesta a la expresion de la Caspasa-10 mediante
el andlisis del estado de fosforilacion de las proteinas Fus3, Kssl y SIt2 por western-blot
empleando el anticuerpo p44/42 (Cell Signalling) que detecta Unicamente la forma fosforilada de
estas proteinas. El ensayo se realizd0 en las cepas BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-
URA_CASP10 y se emplearon como controles negativos especificos de cada proteina las cepas
Afus3, Akssl y Adlt2 transformadas con el plasmido pESC-URA_CASP10 o con el vector pESC-
URA vacio. La expresion de la Caspasa-10 en la cepa silvestre causa una clara fosforilacion de
las proteinas Fus3, Kssl y SIt2 (Figura 36A), y por tanto, conduce a la activacion de las rutas de

sefializacion en respuesta a la feromona y de estres de pared celular.

El andlisis de la activacién de rutas MAPK en respuesta a la expresion de la Caspasa-10 en
S cerevisiae se complement6 con un ensayo de localizacion de la proteina de fusion Fus3-GFP.
La localizacion de esta proteina se examind mediante microscopia de fluorescencia y se
comprobd que a partir de las 6h de la expresion de la Caspasa-10 se produce una relocalizacion
de la proteina Fus3-GFP en el ndcleo, mientras que en la cepa en la que no se expresa la
Caspasa-10 Fus3-GFP permanece dispersa en el citosol (Figura 34B). Ademas, para confirmar la
activacion de los sustratos de Fus3 en respuesta a la expresion de la Caspasa-10, también se
analizaron los niveles de expresion del gen FUSL en las cepas BY4741/pESC-URA vy
BY4741/pESC-URA_CASP10 mediante gRT-PCR. Como se muestra en la Figura 34C existe
una clara correlacion entre la expresion de CASP10 y de FUSL siendo ésta maxima a las 6h de
induccion de la expresion de la Caspasa-10, momento en el que se produce un aumento de unas 3

veces en los niveles de expresion del gen FUSL Todos estos resultados demuestran que la
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expresion de la Caspasa-10 en S cerevisiae promueve la activacion de rutas de sefializacion
MAPK y, en concreto, de las rutas de respuesta a la feromona y de estrés de pared celular.
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Figura 34. La expresion de la Caspasa-10 provoca activacion de las rutas MAPK. A) Western-blot de extractos
totales de las cepas BY4741, Afus3, Akssly Adt2 transformadas con el plasmido de expresién de CASP10 (C10) o
con el plasmido vacio (V) mantenidas durante 6h en un medio con galactosa. Se empleo el anticuerpo p44/42 (Cell
Signalling). La tincién de la membrana con rojo ponceau fue utilizada como control de carga. B) Localizacion
subcelular de FUS3-GFP en cepas transformadas con.el plasmido pESC-URA_CASP10 o con el vector pESC-URA
vacio.C) PCR cuantitativa de la expresion de FUSL y CASP10 a lo largo del tiempo en un medio con galactosa. Los
valores representan la expresion relativa de FUSL (escala derecha) y CASP10 (escala izquierda) en la cepa
BY4741/pESC-URA_CASP10 con respecto a la cepa BY4741/pESC-URA. Las barras de error indican la

desviacion tipica.

[11.3.7. Laproteina Far 11 participa en € proceso de muerte celular por autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico que conduce finalmente a la degradacion de los
componentes celulares mediante un complejo mecanismo molecular desencadenado por la
asociacion de las proteinas Atgl-Atgl3 (Kamada, Y. et al. 2000). La interaccion entre Atgl y
Atgl13 depende de la hipofosforilacion de estas proteinas, proceso que tiene lugar en condiciones
de baja disponibilidad de nutrientes en el medio o tras el tratamiento de las células con
rapamicina y que conduce finalmente a la muerte celular por autofagia si el estimulo persiste en
el tiempo. Nuestros resultados previos mostraron que la expresion de la Caspasa-10 en S

cerevisiae induce una alta vacuolizacién que es consistente con la activacion de un proceso de
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autofagia (Lisa-Santamaria, P. et al. 2009). Ademas, los resultados del escrutinio fenotipico
revelaron que la delecion de varios genes de la maquinaria autofagica (ATG1, ATG4, ATGS6,
ATG8 y ATG13) suprime la letalidad asociada a la expresion de la Caspasa-10 en S. cerevisiae.
Por lo tanto, decidimos investigar si la expresion de la Caspasa-10 induce efectivamente la
activacion del proceso de autofagia. Con este objetivo se analiz6 el grado de fosforilacién de la
proteina Atgl3 que constituye un marcador principal de la induccion de la autofagia. Para llevar
a cabo este andlisis se construyeron las cepas Aatgl3/pESC-URA y Aatgl3/pESC-URA_CASP10
que fueron transformadas con un plasmido centromérico (pRS315/HA-ATG13) que dirige la
expresion constitutiva del gen ATG13 marcado con el epitopo HA. El estado de fosforilacion de
Atgl3 en las cepas descritas se analizd mediante western-blot de cultivos que fueron mantenidos
en medio con galactosa entre 6-8 horas. Ademas, en el ensayo también se incluyo el tratamiento
con rapamicina como control de induccion de autofagia. Los resultados mostraron que la proteina
HA-Atg13 se mantiene hiperfosforilada en ausencia de expresion de la Caspasa-10; sin embargo,
se promueve una clara hipofosforilacion de HA-Atg13 después de 8 horas de induccion de la
expresion de la Caspasa-10, indicando que el proceso de autofagia se desencadena en respuesta a
la expresion de la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae (Figura 35A). Otro método utilizado para
corroborar la induccion del proceso de autofagia tras la expresion de la Caspasa-10 en S
cerevisiae fue el ensayo mediante western-blot de la proteina Atg8-GFP donde la deteccion de
GFP libre constituye un indicador del grado de autofagia. Cultivos celulares de las cepas
Aatg8/vector/ATG8-GFP y Aatg8/CASP10/ATG8-GFP fueron mantenidos en un medio con
galactosa durante 8h para inducir la expresion de la Caspasa-10, incluyéndose como control
positivo del experimento las células tratadas con rapamicina. El resultado fue que tras 8h de
induccion de la expresion de CASP10 se produce liberacion de GFP (Figura 35B) y, por tanto, se
puede deducir que se ha activado el proceso de autofagia.

Durante la etapa de induccion de la autofagia se produce un aumento en la expresion de
ATG13 (Kamada, Y. et al. 2010) y los niveles de expresion de ATG8 se incrementan durante la
formacion del autofagosoma (Kirisako, T. et al. 1999). Por tanto, para confirmar la activacion del
proceso de autofagia tras la expresion de la Caspasa-10 se analizd la expresion de los genes
ATG13 y ATG8 mediante PCR cuantitativa en las cepas BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-
URA_CASP10. Se comprobo que tras la expresion de la Caspasa-10 se produce un aumento en la
expresion de los genes ATG13 y ATGS, situandose los niveles maximos de expresion a las 8h y

6h, respectivamente (Figura 35C).
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Para determinar si el gen FAR11 participa en la induccién del proceso de autofagia se llevo a
cabo el analisis del estado de fosforilacion de Atgl3, como se ha descrito anteriormente, en un
mutante Afar11, que suprime el efecto citotdxico de la Caspasa-10. El resultado obtenido en este
caso indica que la presencia de Farll es esencial para la induccion del proceso de autofagia,
mediante la regulacion del estado de fosforilacion de Atgl3, ya que ninguno de los estimulos que
provocan la autofagia en nuestro sistema (el tratamiento con rapamicina o la expresion de la

Caspasa-10 humana) causo la hipofosforilacion de HA-Atg13 (Figura 35D).

Estos resultados demuestran que la expresion de la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae
activa los mecanismos moleculares propios del proceso de autofagia y que la proteina Farll
participa en la induccién de este proceso, directa o indirectamente, mediante la regulacién del

estado de fosforilacion de la proteina Atg13.
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Figura 35. La expresion de la Caspasa-10 esta asociada a fenotipos de autofagia. A) Western-blot de la
proteina Atgl3 en las cepas Aatgl3/pRS315 HA-ATG13/pESC-URA (V) y A4atgl3/pRS315 HA-
ATG13/pESC-URA_CASP10 (C10). Se utilizd el anticuerpo Anti-HA (Babco). B) Western-blot de la
proteina Atg8 en la cepa Aatg8/pUG36_ATG8-GFP transformada con el plasmido vacio (V) o con el
plasmido de expresion de la Caspasa-10 (C10). Se utilizo el anticuerpo anti-GFP (Amersham).C) Ensayo de
PCR cuantitativa de los genes ATG8 y ATGI13 en las cepas BY4741/pESC-URA y BY4741/pESC-
URA_CASP10. Los resultados fueron relativizados con respecto al plasmido vacio. En el grafico se
representa la expresion relativa de ATG8 y ATG13 (escala derecha) y la expresion relativa de CASP10

(escala izquierda). Las barras de error indican la desviacion tipica.
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Figura 35 (Continuacion). D) Western-blot de Atgl3 en las cepas Afarll y FAR11 transformadas con el
plasmido vacio (V) o con el plasmido de expresion de CASP10 (C10). Se utiliz6 como control positivo de la
autofagia las células tratadas con rapamicina (+ Rap). La tincion de la membrana con rojo ponceau fue

utilizada como control de carga.

[11.3.8. Farll interacciona con ortélogos de la Proteina Fosfatasa 2A (PP2A) en S.
cerevisiae

La mayor parte de los procesos celulares estan regulados por diferentes redes de proteinas
que interaccionan entre si y la identificacion de estas interacciones es crucial para entender
algunas de las funciones celulares de las proteinas. Se han desarrollado diversos métodos in vivo
para estudiar las interacciones de proteinas asociadas a membrana, como el método de rotura de
la ubiquitina conocido como “ Split Ubiquitin System o SUS’ (Johnsson, N. y Varshavsky, A.
1994) o la Complementacion Bimolecular de Fluorescencia o BiFC (Hu, C. D. et al. 2002).

Las proteinas Fam40A y Fam40B que estan codificadas por los ortdlogos de FARL1 en
humanos forman parte de un complejo multiproteico con actividad quinasa y fosfatasa
(Goudreault, M. et al. 2009). Segun este modelo, las proteinas Fam40A y Fam40B interaccionan
con la proteina fosfatasa 2A (PP2A) a través de otro grupo de proteinas conocidas como
estriatinas. Ademas, Farll también interacciona fisicamente con Tpd3 que es la subunidad
reguladora de la proteina fosfatasa 2A en S. cerevisiae (Uetz, P. et al. 2000). Nuestros resultados
previos indican que Farll participa en procesos regulados a través del estado de fosforilacion de
distintos efectores. Por lo tanto, nos propusimos investigar si Farll puede interaccionar con
proteinas fosfatasas en S. cerevisiae empleando las dos metodologias citadas: el sistema de rotura
de la ubiquitina o “split ubiquitin system” y el ensayo de complementacion bimolecular de
fluorescencia o BiFC. Se analizaron varias fosfatasas: Pph21 y Pph22, subunidades cataliticas de
la proteina fosfatasa 2A y Pph3, subunidad catalitica del complejo Psy2-Psy4. Como controles
positivos se emplearon las proteinas Tpd3 y Far3 cuyas interacciones con Farll han sido
previamente descritas (Uetz, P. et al. 2000; Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003).

El sistema de rotura de la ubiquitina o SUS estd basado en la capacidad que tienen los
dominios N-terminal o “Nub” y C-terminal o “Cub” de la ubiquitina de reconstituir la proteina
funcional. NubG es un mutante que tiene disminuida su afinidad con el dominio Cub, de tal
forma que estos dominios solo pueden reconstituir la ubiquitina funcional cuando se encuentran
préximos e interaccionan fisicamente. Esta propiedad se emplea para determinar in vivo la
interaccion fisica de proteinas asociadas a membrana mediante su fusion a los dominios Nub o
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Cub. La ubiquitina funcional es reconocida por proteasas especificas de ubiquitina (USPs). En el
sistema usado en este estudio las proteasas especificas de ubiquitina liberan un factor de
transcripcion artificial llamado Proteina A-lexA-VP16 (PLV) que esta fusionado en el extremo
C-terminal de la ubiquitina y que induce la activacion transcripcional de los genes reporteros
HIS3, ADE2 y LacZ en el nucleo (Figura 36).
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Figura 36. Representacion esquematica del sistema de rotura de la ubiquitina o “ Split

Ubiquitin System”. A) La ubiquitina esta fusionada al factor de transcripcion artificial
LexA-VP16 y es reconocida por unas proteasas especificas (USPs) que liberan el factor de
transcripcion que se dirige al ndcleo, donde activa la transcripcion de los genes reporteros.
B) La proteina de interés X estd fusionada al Cub. No se produce interaccion entre las
proteinas de interés X e Y, por tanto, no se reconstituye la ubiquitina funcional. C) La
ubiquitina funcional se reconstituye debido a la interaccién fisica entre las proteinas de
interés X e Y, por tanto, es reconocida por las USPs activando transcripcionalmente los

genes reporteros.

En nuestro experimento el extremo C-terminal de la ubiquitina (Cub) se fusioné a la proteina
Farll y las diferentes proteinas que nos propusimos analizar, Pph21, Pph22, Tpd3 y Far3 se
fusionaron al extremo N-terminal de la ubiquitina 0 NubG. Estas fusiones fueron integradas en
unos plasmidos centroméricos y transformadas en cepas de levadura de tipo sexual opuesto
(Mat a: THY.AP4 y Mat oz THY.AP5S) para construir cepas diploides que porten la proteina
Farl11-Cub y las proteinas fosfatasas de interés fusionadas al NubG (Ver Materiales y Métodos).
La cepa THY.AP4 tiene los genes reporteros HIS3, ADE2 y LacZ bajo el control del promotor
dirigido por LexA, formando un factor de transcripcion artificial (proteina A-LexA-VP16). El

cassette LexA-VP16 esta formado por la proteina de unién al ADN LexA y el dominio de
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activacion transcripcional VP16 (Pellett, P. E. et al. 1985). LexA-VP16 puede activar a los genes
reporteros mediante su union a los sitios LexA en la regién del promotor. Gracias al uso de esta
cepa (THY.AP4) es posible detectar interacciones de proteinas mediante i) el analisis de la
capacidad de crecimiento en un medio sin adenina ni histidina 6 ii) midiendo la actividad -
galactosidasa del gen LacZ. Por tanto, Unicamente aquellas cepas que presenten interacciones
entre Farll y la proteina correspondiente seran capaces de crecer en un medio minimo y
mostraran una coloracion azul en el ensayo p-galactosidasa como consecuencia de la activacion

transcripcional del gen LacZ.

Con el proposito de analizar el efecto que tiene la expresion de la Caspasa-10 sobre estas
interacciones proteicas, las cepas diploides fueron transformadas con un plasmido de expresion
derivado del pESC-URA en el que el marcador de seleccion de uracilo (URA3) fue sustituido por
geneticina (G418) y que tiene clonada la ORF de CASP10 en los sititos de restriccion Notl-Sacl.
Se transformaron las correspondientes cepas diploides con el plasmido vacio anterior (derivado
del pESC-URA), para poder realizar el experimento utilizando el mismo medio de seleccién. Por
tanto, las cepas que presenten interacciones entre Farll y la proteina de interés tras la expresion
de CASP10 seran capaces de crecer en un medio minimo que contenga galactosa como fuente de

carbono y suplementado con geneticina.

La interaccion de proteinas con el sistema de rotura de ubiquitina fue analizado tanto
mediante curvas de crecimiento en medio minimo como con el ensayo de la actividad -
galactosidasa; utilizandose en ambos casos como control positivo la cepa diploide que expresa un
Nub de tipo silvestre y que por tanto, interacciona con el Cub espontaneamente reconstituyendo
la ubiquitina funcional. Como control negativo se utilizé una cepa que expresa el plasmido del
NubG vacio (pXN-gate o pXN-gate-3HA) y que, por tanto, no puede interaccionar con la
proteina del Cub. El ensayo de curvas de crecimiento se realiz6 en un medio minimo para
determinar la pareja de proteinas capaz reconstituir la ubiquitina funcional y que, por tanto,
presenta una interaccion fisica. Los resultados de este analisis revelaron que Farll interacciona
con las proteinas Pph21, Pph22, Pph3, Tpd3 y Far3 debido a la capacidad de crecimiento de estas
cepas en medio minimo y que, por tanto, son capaces de reconstituir la ubiquitina funcional
(Figura 37A). El ensayo de la actividad B-galactosidasa constatd las interacciones proteicas de
Farll con Pph21, Pph22, Pph3, Tpd3 o Far3 ya que las cepas en las que se mostraba interaccion
fisica entre estas proteinas presentaban una coloracion azul resultado de la activacion

transcripcional del gen LacZ (Figura 37B). Estas interacciones proteicas se mantienen tras la
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expresion de la Caspasa-10 aunque, en este caso, se pueden distinguir dos tipos de interacciones,
unas mas fuertes constituidas por las proteinas Pph22 y Tpd3 y otras mas débiles como las
formadas por las proteinas Pph21, Pph3 y Far3 representadas por una menor capacidad de

crecimiento en medio minimo (Figura 37A) y una menor intensidad en el color azul resultante

del ensayo de la actividad -galactosidasa (Figura 37B).
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Figura 37. Interacciones proteicas de Farll con Pph21, Pph22, Pph3, Far3 'y Tpd3. A) Curvas de crecimiento de las
cepas de S. cerevisiae que tienen clonadas las distintas proteinas fosfatasas en los vectores pXN-gate o pXN-gate-
3HA y presentan el plasmido de la Caspasa-10 o el plasmido vacio. El crecimiento celular se llevd a cabo en medio
minimo. B) Ensayo B-galactosidasa de las cepas anteriores que fueron plaqueadas en un medio rico (SD-TRP-LEU).
Se utilizéd como control positivo de interaccion la cepa diploide que tiene un Nub silvestre y como control negativo

las cepas diploides que portan el plasmido vacio correspondiente (pXN-gate o pXN-gate-3HA).

El otro método usado fue la Complementacion Bimolecular Fluorescente o BiFC. Esta
basado en la formacién de un complejo fluorescente mediante la interaccion de los dominios N-

terminal y C-terminal de la proteina amarilla fluorescente (YeVenus) que tiene lugar unicamente
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cuando estos dominios estan fusionados a proteinas que interaccionan fisicamente (Cole, K. C. et
al. 2007). Para llevar a cabo este andlisis se fusion6 el gen FAR11 con el extremo C-terminal de
la proteina amarilla fluorescente (YeVenus) y los genes PPH21, PPH22, PPH3, TPD3 y FAR3
con el extremo N-terminal de la YeVenus mediante la técnica de PCR (Figura 38). Estos
fragmentos de PCR fueron transformados en cepas de levadura e integrados en su genoma
mediante recombinacion homologa (Ver Materiales y Métodos).

NO interaccion

o Il — <

FAR11 AR11

) YeVenus

Siinteraccion

Figura 38. Representacion experimental del método de Complementacion
Bimolecular de Fluorescencia (BiFC). La proteina Farll fue fusionada al extremo
C-terminal de la YeVenus (VC) y la proteina de interés X en el extremo N terminal
de la YeVenus (VN). Unicamente en el caso de que haya interaccion entre Far11-X
se reconstituira la YeVenus y, por tanto, las células mostraran fluorescencia

amarilla.

Con el objetivo de analizar las posibles interacciones proteicas entre Farll y las proteinas
Pph21, Pph22, Pph3, Far3 y Tpd3, asi como el efecto que la Caspasa-10 pudiera ejercer sobre
estas interacciones, estas cepas diploides fueron transformadas con el pldsmido pGILDA vacio y
con el plasmido pGILDA_CASP10, en el que la expresion de CASP10 es inducible en un medio
con galactosa como fuente de carbono. Las células de S cerevisiae fueron examinadas mediante
microscopia de fluorescencia utilizdndose como controles negativos las correspondientes cepas
haploides. Los resultados muestran que Farll interacciona con Pph2l, Pph22, Pph3, Tpd3 y
Far3 ya que en estos casos se observa fluorescencia debida a la reconstitucion de la proteina
amarilla fluorescente (Figura 39) y estas interacciones se mantienen tras la expresion de la
Caspasa-10. Sin embargo, en el caso de las parejas de proteinas Farll-Pph21, Farll-Pph3 y
Farll-Far3 estas interacciones parecen ser mas débiles ya que muestran una menor intensidad de
fluorescencia. Estos resultados corroboran los datos obtenidos mediante el ensayo del sistema de
rotura de la ubiquitina o SUS.
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Figura 39. Interacciones de proteinas entre Farll y Pph21, Pph22, Pph3, Tpd3 y Far3 analizadas por el método
de Complementacion Bimolecular de Fluorescencia (BiFC). Las cepas diploides de S cerevisiae fueron
mantenidas en un medio con galactosa para inducir la expresion de CASP10. Se utilizaron como controles

negativos las correspondientes cepas haploides.

[11.3.9. FAM40A y FAM40B (ortologos de FAR11 en humanos) rescatan parcialmente €
fenotipo de muerte celular

Existen dos ortologos del gen FARL11 en humanos que codifican las proteinas Fam40A y
Fam40B (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003). Ademas, se ha descrito que las proteinas
Fam40A y Fam40B, también llamadas Strip-1 y Strip-2, forman parte de un complejo
multiproteico denominado STRIPAK que posee actividad fosfatasa y quinasa (Goudreault, M. et
al. 2009).
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Con la finalidad de comprobar si los genes FAM40A y FAM40B pueden complementar la
delecion del gen FAR11 en S cerevisiae y, por tanto, pueden considerarse homdlogos
funcionales de FAR11, se clonaron las ORFs de FAM40A y FAM40B (GenBank BC121793.1 y
BC019064.2, respectivamente) en el vector centromérico YcpLaclll bajo el control del
promotor FAR11. Estos plasmidos fueron usados para transformar las cepas Afar11/pESC-URA
y Afar11/pESC-URA_CASP10 y asi poder determinar si los genes FAM40A y FAMA40B también
rescatan el fenotipo silvestre tras la expresion de la Caspasa-10 humana. En este ensayo el
experimento consistid en evaluar el crecimiento de estas cepas en medio liquido mediante curvas
de crecimiento a lo largo del tiempo, usando como control positivo la cepa Afar11/pESC-
URA_CASP10 y como control negativo la cepa Afar11/CASP10/FARL1 debido a su efecto
citotoxico. Los cultivos celulares fueron mantenidos a lo largo del tiempo en un medio con
galactosa como fuente de carbono para elaborar las curvas de crecimiento de cada cepa. Como se
muestra en la Figura 40, la expresion de los genes FAM40A y FAM40B es capaz de rescatar
parcialmente el fenotipo citotdxico de la Caspasa-10 en un fondo genético Afarl1, indicando que

los genes FAM40A y FAM40B podrian considerarse homologos funcionales del gen FAR11 de S

cerevisiae.
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IV.1. CARACTERIZACION DE LOS FENOTIPOS DERIVADOS DE LA EXPRESION
HETEROLOGA DE LA CASPASA-8Y CASPASA-10 HUMANA EN S. CEREVISIAE

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que implica una serie de cambios
bioguimicos y morfolégicos en las células como la condensacion de la cromatina y la
fragmentacion nuclear (picnosis y cariorresis), la degradacion del ADN y de otros contenidos
intracelulares, la externalizacion de la fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana
plasmatica y la generacion masiva de ROS (Kerr, J. F. et al. 1972). Entre las principales
proteinas encargadas de ejecutar el programa apoptotico se encuentran las caspasas, las cuales
actuan a través de dos vias de apoptosis: la via intrinseca y la via extrinseca (Ho, P. K. y
Hawkins, C. J. 2005). Sin embargo, estas proteasas también participan en otros procesos como
inflamacion, la diferenciacion celular o el desarrollo (Garrido, C. y Kroemer, G. 2004).

Se han expresado en S. cerevisiae las isoformas mas abundantes en los tejidos humanos de la
Caspasa-8 (isoforma C) y la Caspasa-10 (isoforma D). Ademas, también se ha analizado la
expresion en S. cerevisiae de una nueva isoforma no descrita anteriormente de la Caspasa-8
(isoforma S). Tras la expresion de las Caspasas-8 y -10 humanas en la levadura de gemacion se
observaron fenotipos asociados a procesos de muerte celular, como indican los ensayos de
clonogenicidad y el anélisis de las tinciones vitales FUN-1 y resazurina. El fenotipo letal variaba
considerablemente en el caso de la nueva isoforma de la Caspasa-8 (isoforma S), lo que sugiere
funciones diferentes para cada isoforma. De hecho, en trabajos previos han descrito que la
isoforma A de la Caspasa-10 no induce muerte celular en S cerevisiae (Kang, J. J. et al. 1999)
confirmando que las diferentes isoformas de la Caspasa-10 podrian tener efectos distintos en la

levadura.

La muerte celular inducida por la expresion de estas caspasas iniciadoras humanas (Caspasa-
8 y Caspasa-10) depende de su activacion proteolitica y estad acompafiada de fenotipos tipicos
apoptoticos como son la condensacion de la cromatina, la produccién masiva de ROS vy la
externalizacion de la fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana plasmaética. Sin
embargo, no se ha detectado degradacion del ADN, hecho que ya habia sido previamente
descrito en el caso de la Caspasa-3 y la Caspasa-8 (Puryer, M. A. y Hawkins, C. J. 2006).
Ademas, la mitocondria, que es un organulo esencial en el proceso de apoptosis u otros efectores
de la apoptosis en levaduras como Aifl, EndoG o Mcal (Eisenberg, T. et al. 2007) no son
necesarios para la toxicidad de estas caspasas. Estos resultados sugieren que la expresion de la
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Caspasa-8 y la Caspasa-10 en S cerevisae desencadena otros mecanismos moleculares que

causan la muerte celular, pero que son independientes de la maquinaria apoptética de la levadura.

Los procesos de apoptosis y de regulacién del ciclo celular estan intimamente ligados, ya
que la Caspasa-8 y la Caspasa-10, ademas de la metacaspasa 0 MCAL participan en la
proliferacién y adecuado funcionamiento del ciclo celular (Tibbetts, M. D. et al. 2003; Gilot, D.
et al. 2005; Lee, R. E. et al. 2008). El dafio en el ADN producido por un estrés replicativo activa
los checkpoints 0 “puntos de vigilancia” del ciclo celular para evitar la replicacién del ADN
dafiado y de este modo poder reparar los dafios ocasionados (Bartek, J. et al. 2004). Ademas, ha
sido descrito que los defectos en la replicacion del ADN pueden conducir a un proceso de
muerte celular apoptética en la levadura (Weinberger, M. et al. 2005). La expresion de la
Caspasa-8 y la Caspasa-10 humanas en S. cerevisiae promueve un incremento de estrés oxidativo
y estos altos niveles de especies reactivas de oxigeno podrian provocar la activacion del
checkpoint de fase-S del ciclo celular para evitar o reparar el dafio en el ADN. Sin embargo, los
resultados que se han presentado muestran que las células que expresan la Caspasa-8 y la
Caspasa-10 humanas no experimentan parada del ciclo celular y tampoco responden al
tratamiento con agentes genotoxicos, indicando que la expresion de estas caspasas podria alterar
la funcionalidad del checkpoint de fase-S de dafio en el ADN impidiendo su activacion y, por
tanto, permitiendo la progresion del ciclo celular incluso en condiciones de estrés genotoxico.
Ademas, se ha descrito que la inactivacion del checkpoint de fase-S puede ser debido a un
mecanismo de adaptacion por el cual las células sometidas a un estrés genotoxico persistente
durante un periodo de tiempo prolongado bloquean su respuesta frente a este estimulo
permitiendo la progresion del ciclo celular (Clemenson, C. y Marsolier-Kergoat, M. C. 2009).

La pared celular y diferentes organulos celulares como las vacuolas y el reticulo
endoplasmico sufren alteraciones tras la expresion de la Caspasa-10 en S cerevisae. Se ha
descrito que en respuesta a altos niveles de estrés oxidativo se produce la activacién de la ruta de
integridad celular (Staleva, L. et al. 2004; Vilella, F. et al. 2005), lo cual explicaria algunos de
los fenotipos asociados a la expresién de la Caspasa-10 como la alteracion de la pared celular.

Las vacuolas son unos organulos que estan encargados del almacenamiento de sustancias y
que participan en procesos degradativos cuando se genera algun tipo de estrés celular (Li, S. C. y
Kane, P. M. 2009) mediante la eliminacién de los organulos dafiados a través del proceso de
autofagia (Roberts, P. et al. 2003; Mizushima, N. et al. 2008). La expresion de la Caspasa-10
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produce un incremento en el nimero y tamafio de las vacuolas que es un fenotipo observado en
procesos de autofagia (Kiel, J. A. 2010) y que, por tanto, sugiere que la muerte celular asociada a
la Caspasa-10 humana en S. cerevisiae podria estar relacionada con la induccién de autofagia.
Previamente se ha descrito que la proteina proapoptdtica Bax humana induce fenotipos de
autofagia y mitofagia en la levadura (Kissova, I. et al. 2006; Khoury, C. M. y Greenwood, M. T.
2008). Ademas, se conoce que ambos tipos de muerte celular programada (autofagia y apoptosis)
estan interrelacionados ya que las células que sufren autofagia también muestran fenotipos
tipicos de apoptosis y que las caspasas también pueden actuar en procesos de autofagia
(Gozuacik, D. y Kimchi, A. 2007; Scott, R. C. et al. 2007).

Otro de los fenotipos observados tras la expresion de la Caspasa-10 es la expansion del
lumen del reticulo endoplasmico en algunas células. Este fenotipo fue también descrito en la cepa
cdc48 de S cerevisiae que se considera el paradigma de la apoptosis en un organismo unicelular
como la levadura (Madeo, F. et al. 1997) y se atribuye este fenotipo a una desregulacion en la
ruta de degradacion de proteinas asociadas al reticulo endoplasmico (Braun, R. J. y Zischka, H.
2008). Esta desregulacién causada por mutaciones en el gen CDCA48 estaba, en parte, asociada a
una acumulacién de especies reactivas de oxigeno y a un proceso de muerte celular apoptética

dependiente de la metacaspasa Mcal (Braun, R. J. y Zischka, H. 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos, todos los fenotipos asociados a la expresion de la
Caspasa-10 humana en S cerevisae aparecen inmediatamente después de la expresion y
activacion de la caspasa, que se produce unas 4 horas después de la induccion de la expresién en
un medio con galactosa como fuente de carbono, indicando que la expresion de las caspasas

iniciadoras promueve una respuesta rapida y letal para la célula.

IV.2. PARTICIPACION DE FAR11 EN EL PROCESO DE MUERTE CELULAR
INDUCIDO POR LA EXPRESION DE LA CASPASA-10 HUMANA EN S. CEREVISIAE

Los estudios realizados con organismos modelo como la levadura de gemacién han
permitido identificar funciones de genes hasta ahora desconocidas en organismos superiores
como en humanos (Xu, Q. y Reed, J. C. 1998). El hecho de que el genoma de S. cerevisiae esté
totalmente secuenciado y de que haya colecciones de mutantes de delecién de este organismo
posibilita su uso para realizar aproximaciones genéticas indirectas con el objetivo de detectar
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cepas supresoras capaces de sobrevivir a cualquier efecto citotoxico, como en este caso, a la

expresion de la Caspasa-10.

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos moleculares que dirigen el proceso de muerte
celular desencadenado tras la expresion de la Caspasa-10 en S cerevisiae, se desarrollé un
escrutinio de supresion de toxicidad en el que fueron identificados genes esenciales para la
letalidad asociada a la Caspasa-10 que pertenecen a diferentes grupos funcionales o familias
génicas como la familia FAR (FAR3, FAR7, FAR8, FAR9, FAR10 y FAR1l), genes
pertenecientes a rutas de sefializacion MAPKs (GPAL, STE20, STE1l1, STE7, FUS3, KSSL y
SL.T2), otros genes con actividad quinasa y fosfatasa (TPK1, TPK2, TPK3, PPH21, PPH22,
PPH3, PTC2 y PTC3) y genes relacionados con autofagia (ATG1, ATG4, ATG8, ATG6 y
ATG13), entre otros. La ventaja del empleo de este tipo de aproximacion genética es que permite

identificar moduladores de proteinas heterdlogas (Camougrand, N. et al. 2003); sin embargo,
también presenta algunos inconvenientes ya que este tipo de escrutinios estan limitados al

empleo de proteinas que sean tdxicas en la levadura, como en este caso, la Caspasa-10.

La familia de proteinas Far participa en el establecimiento y mantenimiento de la parada del
ciclo celular en fase G1 en respuesta a la feromona (Kemp, H. A. y Sprague, G. F., Jr. 2003).
Sorprendentemente todos los miembros de esta familia, a excepcion de Farl, estan implicados en
el proceso de muerte celular desencadenada tras la expresion de la Caspasa-10. Se ha descrito
que las proteinas Far actlGan a través de dos mecanismos diferentes: mediante una via
dependiente de Farl, en la que tras la activacion de la ruta MAPK, Fus3 fosforila a Farl
provocando su union al complejo Cdc28-Cln actuando como un inhibidor de CDKs (Chang, F. y
Herskowitz, 1. 1992); y una via independiente de Farl en la que participan el resto de miembros
de esta familia (Far3, Far7, Far8, Far9, Farl0 y Farll). La via independiente de Farl resulta
esencial para asegurar el mantenimiento de la parada del ciclo celular a través de un mecanismo
todavia desconocido, aunque se ha descrito que Farll se fosforila tras la activacion de la ruta,
pero las proteinas Far no parecen regular los niveles de ciclinas de la fase G1 (Kemp, H. A. y
Sprague, G. F., Jr. 2003; Gruhler, A. et al. 2005).

En este trabajo se ha determinado que las proteinas Far3, Far7, Far9 y Farll se localizan en
sistemas de endomembranas de la via de secrecidn, entre el reticulo endoplasmico y el aparato de
Golgi, a diferencia de Farl que tiene una localizacién nuclear (Blondel, M. et al. 1999). La

localizacion subcelular de las proteinas Far podria ser determinante para su funcién como
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posibles sefializadores celulares ya que el sistema de endomembranas se encuentra directamente
implicado en procesos de transporte de vesiculas y procesos de degradacion o autofagia
(Longatti, A. y Tooze, S. A. 2009). Se han identificado proteinas implicadas en autofagia como
Atg20 que sufren un cambio de localizacién a lo largo del proceso de muerte celular pasando de
una localizacion asociada a la membrana del aparato de Golgi y llegando, incluso, a localizarse
en endosomas que finalmente se fusionaran con la vacuola (Yorimitsu, T. y Klionsky, D. J.
2005). El hecho de que la expresion de la Caspasa-10 promueva la relocalizacion de la proteina
Far9-CFP desde el RE-Golgi a la vacuola podria sugerir la participacién de esta proteina en
procesos de muerte celular por autofagia. Ademas, la proteina Far9, también conocida como
Vps64 “vacuolar protein sorting”, esta asociada al transporte de proteinas hasta la vacuola
(Bonangelino, C. J. et al. 2002) y se ha identificado que algunos miembros de la familia de
proteinas Vps estan implicadas en la eficiente sefializacion de Torl (Zurita-Martinez, S. A. et al.
2007).

Uno de los fenotipos asociados a la expresion de la Caspasa-10 es la desorganizacién del
citoesqueleto de actina. La presencia de agregados de actina en las células se debe a la
desestabilizacion del citoesqueleto por una hiperactivacion de la ruta Ras/PKA/AMPc que
conduce finalmente a un proceso de muerte celular por apoptosis (Gourlay, C. W. y Ayscough,
K. R. 2006). En el escrutinio realizado se identificaron los genes TPK1, TPK2 y TPK3, que
codifican las subunidades cataliticas de la PKA, como efectores esenciales en el proceso de
muerte celular inducido por la expresion de la Caspasa-10. Por tanto, se podria pensar que la
expresion de la Caspasa-10 produce una hiperactivacion de la ruta PKA que seria causante de la
aparicion de los agregados de actina y de la desestabilizacion del citoesqueleto que acompafia a
la muerte celular inducida por la Caspasa-10 en S. cerevisiae. Ademas, esta hipdtesis constata el
hecho de que la sobreexpresion de TPK1, TPK2 y TPK3 cause un fenotipo letal para la célula
(Liu, H. et al. 1992; Mazon, M. J. et al. 1993) y explicaria la supervivencia celular
experimentada en las cepas que tienen delecionados los genes TPK1, TPK2 y TPK3 en los que la
ruta PKA estaria bloqueada. También se ha descrito que el citoesqueleto de actina es sensible al
estrés oxidativo y que los puentes disulfuro entre los residuos de cisteina de la actina podrian
funcionar como sensores del estrés oxidativo (Dalle-Donne, |I. et al. 2001; Farah, M. E. y
Amberg, D. C. 2007; Leadsham, J. E. y Gourlay, C. W. 2008). La aparicion de agregados o
acumulos de actina como consecuencia de una disminucion del reciclaje de actina también ha
sido relacionado con la liberacion de especies reactivas de oxigeno o ROS por parte de la
mitocondria (Gourlay, C. W. y Ayscough, K. R. 2005). Por tanto, se podria pensar que la
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produccién masiva de ROS tras la expresion de la Caspasa-10 en las células de S. cerevisae
contribuye a la desestabilizacion del citoesqueleto de actina y, en consecuencia, a la aparicion de
engrosamientos en los cuellos de gemacién. Sin embargo, como ya se indicé anteriormente, la
mitocondria no es esencial para la muerte celular inducida por la Caspasa-8 y la Caspasa-10
humanas en S. cerevisiae. Por tanto, el reticulo endoplasmico podria ser considerado como una
fuente alternativa de estrés oxidativo asociado a la expresion de estas caspasas humanas. Se ha
descrito que en respuesta al estrés oxidativo proveniente del reticulo endoplasmico se produce la
activacion de la MAPK Hogl (Bicknell, A. A. et al. 2010). EI gen HOGL1 no fue identificado
como esencial en el proceso de muerte celular desencadenado tras la expresion de la Caspasa-10
aungue si se comprobo la activacion de las MAPKs Fus3, Kssl y Slt2. Ademas, otros grupos de
investigacion han corroborado la activacion de la ruta de integridad en respuesta a elevados
niveles de estrés oxidativo procedentes del reticulo endoplasmico (Chen, Y. et al. 2005). Por
tanto, se podria deducir que la expresion de la Caspasa-10 conduce a una produccion masiva de
estrés oxidativo proveniente, probablemente, del reticulo endoplasmico dando lugar, finalmente,
a la activacion de distintas rutas MAPK como la ruta de respuesta a la feromona o ruta de
integridad mediante la fosforilacion de Fus3, Kssl y Slt2. Las rutas de sefializacion MAPKs
estan muy conservadas desde levaduras a mamiferos (Widmann, C. et al. 1999) y recientemente
se ha identificado en células humanas una isoforma de la PKC (proteina quinasa C), PKC-0, que
esta implicada en el proceso de autofagia producido en respuesta a los elevados niveles de estrés
oxidativo procedentes del reticulo endoplasmico (Sakaki, K. et al. 2008) estableciendo, por tanto,
un vinculo entre el estrés procedente del reticulo endoplasmico, la activacion de rutas de
sefializacién y los diferentes tipos de muerte celular por autofagia. En contraposicién, algunos
autores han determinado que Unicamente se produce la activacion de la ruta de sefializacion de
MAPK durante el proceso de pexofagia (autofagia del peroxisoma) y no en otros tipos de
autofagia (Manjithaya, R. et al. 2010).

Algunos genes que participan en las rutas de sefializacion MAPK también estan implicados
en la muerte celular inducida por la expresion de la Caspasa-10. En respuesta a la feromona, la
célula activa una ruta MAPK que finalmente conduce a la activacion de genes especificos de la
conjugacién y a la parada del ciclo celular en fase G1 para permitir la conjugacion (Yu, L. et al.
2008). La expresion de la Caspasa-10 en S cerevisiae promueve la activacion de los mddulos
MAPK de respuesta a la feromona y de integridad celular mediante la fosforilacion de Fus3,
Kssl y Slt2, desencadenando finalmente un proceso de muerte celular acompafnado de altos
niveles de estrés oxidativo. Se han identificado tres rutas de sefializacion que regulan el proceso
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de muerte celular en funcion de la dosis de factor-a suministrada en las células (Zhang, N. N. et
al. 2006). Ante una baja concentracion de factor-o la célula puede responder mediante dos
mecanismos distintos: i) con una activacién de los genes FUSL y FUS2 produciéndose la
degradacion de la pared celular que conduce, finalmente, a la activacion de la ruta de estrés de
pared celular o ruta de integridad desencadenando un proceso de muerte celular rapida y ii)
promoviendo la activacion de los genes CCH1 y MID1, implicados en la liberacién del calcio
procedente del reticulo endoplasmico al citosol, y por tanto, activando a la calcineurina y dando
lugar a un proceso de muerte celular lenta. Cuando la dosis de factor-o es elevada tiene lugar un
proceso de muerte celular muy rapida dependiente de FIG1 (Zhang, N. N. et al. 2006). Estos tres
mecanismos moleculares conducen a un proceso de muerte celular precedido de una produccion
elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS) procedente de una fuente de estrés oxidativo
diferente de la mitocondria (Zhang, N. N. et al. 2006). En nuestros resultados se habia
comprobado que tras la expresion de la Caspasa-10 se produce la activacion transcripcional de
FUSL asi como la fosforilacion de Slt2 y por tanto, activacion de la ruta de estrés de pared
celular. Ademas, entre los supresores del efecto citotdxico de la Caspasa-10 se encontro la cepa
que tiene delecionado el gen CWPL, implicado en la organizacion de la pared celular. Por tanto,
uno de los mecanismos moleculares que se desencadenaria en las células tras la expresion de la
Caspasa-10 podria considerarse dependiente de FUSL y FUS2 segin el modelo descrito por
(Zhang, N. N. et al. 2006), estableciéndose una conexién entre la activacion de rutas de

sefializacién y los procesos de muerte celular.

Por otra parte, en un trabajo en el que se analiza el fosfoproteoma de células de S cerevisiae
tratadas con factor-a se ha determinado que la activacion de esta ruta MAPK conduce a la
fosforilacion de la proteina Far1l en el residuo de Serina-18 (Gruhler, A. et al. 2005). En nuestro
trabajo se ha demostrado que el gen FAR11 es esencial en la muerte celular inducida por la
Caspasa-10 y, en concreto, que el residuo Serl8 de Farll es indispensable para que la Caspasa-
10 pueda causar el fenotipo citotoxico en S. cerevisiae. Por consiguiente, la funcién de Farll
podria estar regulada mediante la fosforilacion del residuo Serl18 y probablemente alguna de las
MAPKSs Fus3, Kss1 o Slt2 estarian implicadas en la fosforilacion de Farl11.

La regulacion de los procesos de muerte celular y la progresion del ciclo celular son dos
mecanismos que se encuentran interconectados a través de los puntos de vigilancia o checkpoints
(Burhans, W. C. et al. 2003). Cuando las celulas sufren un dafio genotdxico estos checkpoints se

activan para intentar reparar el dafio ocasionado en la medida de lo posible (Putnam, C. D. et al.
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2009). El tratamiento de las células de S. cerevisiae con el agente genotdxico hidroxiurea induce
la fosforilacion de la proteina Rad53 causando una parada del ciclo celular en fase-S con el
objetivo de reparar el dafio en el ADN (Alvino, G. M. et al. 2007). La expresion de la Caspasa-10
en una cepa silvestre de S cerevisae tratada con hidroxiurea provoca la inactivacion del
checkpoint de fase-S posiblemente debido a la desfosforilacion de la proteina Rad53. Sin
embargo, las células de la cepa Afaril son capaces de responder adecuadamente al tratamiento
con hidroxiurea desencadenando una parada del ciclo celular en fase-S, ya que se produce la
fosforilacion de Rad53. Por tanto, nuestros resultados indican que Farll participa en la
desfosforilacion de Rad53. Ademas se ha determinado que el residuo Serl8, pero no el residuo
Ser81, de Farll es necesario para el mantenimiento del estado de fosforilacion de Rad53 y, por
tanto, para la activacion del checkpoint de fase-S. El residuo Ser81 de Farll ha sido identificado
previamente como un sitio de fosforilacion de las proteinas Mecl/Tell implicadas en el
checkpoint de fase-S (Smolka, M. B. et al. 2007). Este hecho contrasta con el resultado obtenido
en este estudio de que el residuo de Ser81 no participe en la regulacién del estado de
fosforilacién de Rad53 ni, por tanto, en la activacién del checkpoint de fase-S ya que Rad53 es
una proteina efectora de Mec1/Tell. Sin embargo, se han identificado otras proteinas dianas de
Mecl/Tell activadas mediante fosforilacién que no participan en la activacién del checkpoint de
fase-S (Tseng, S. F. et al. 2006).

El efecto de Farl1 sobre la funcién de Rad53 parece estar limitada, directa o indirectamente,
a la regulacion de su estado de fosforilacion. Por lo tanto, cabe pensar que Farll puede bien
inducir la desfosforilacion de Rad53, o bien inhibir su fosforilacion. Se ha descrito que las
fosfatasas Ptc2 y Ptc3, junto con Pph3, participan en la desactivacion mediante desfosforilacion
del checkpoint de Rad53 (Travesa, A. et al. 2008). Ademas, en nuestro escrutinio genético se
identificaron las cepas supresoras Apph3, Aptc2 y Aptc3 lo que indica que la actividad de las
fosfatasas Pph3, Ptc2 y/o Ptc3 es esencial para la letalidad asociada a la Caspasa-10 humana en
S cerevisiae. Farll podria regular el estado de fosforilacion de Rad53, de forma indirecta, a
través de las fosfatasas Pph3, Ptc2 y/o Ptc3. De hecho, se ha descrito que las proteinas Fam40A y
Fam40B humanas, codificadas por los ortdlogos humanos de FAR11, forman parte del complejo
STRIPAK junto con la proteina fosfatasa 2A (Goudreault, M. et al. 2009) y que Farll
interacciona fisicamente con la proteina Tpd3 que es la subunidad reguladora de la proteina
fosfatasa 2A (PP2A) en S cerevisiae (Uetz, P. et al. 2000). Ademas, en este trabajo se ha
demostrado que Farll también presenta interaccién fisica con la subunidad catalitica Pph3. Por
lo tanto, la posible interaccion de Farll con Pph3 tras la expresidn de la Caspasa-10 podria ser
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responsable de la desfosforilacion de Rad53, considerando que Farll se comportase como un
coactivador de esta fosfatasa. No obstante, la existencia de interaccion fisica entre Farll y Pph3
en células en las que no existe expresion de la Caspasa-10 podria descartar que esta fuera la Gnica
causa de la desfosforilacion de Rad53, puesto que en estas células la proteina Rad53 permanece
fosforilada. En relacion a este resultado otra posibilidad seria que independientemente de la
interaccidn fisica existente entre Farll y Pph3, la regulacion de la actividad fosfatasa dependiera
del estado de fosforilacién de Farll, de tal forma que Gnicamente cuando la proteina Farll fuera
fosforilada, probablemente en la Serl8, ya que este residuo es el que participa en los fenotipos
dependientes de la expresion de la Caspasa-10, se produciria la activacion del complejo fosfatasa
(Pph3, Ptc2 y Ptc3), y por tanto la desfosforilacion de Rad53. La participacion de Farll en el
estado de fosforilacion de Rad53 también podria estar regulado a través de Ptc2 y/o Ptc3,
mediante una posible interaccion entre Farll y alguna de estas fosfatasas producida tras la
expresion de la Caspasa-10, lo que supondria una activacion de la actividad fosfatasa de este
complejo (Pph3, Ptc2 y Ptc3) y que explicaria la inactivacion del checkpoint de fase-S. Un dato a
considerar entre las posibles interacciones de Farll con Ptc2 y Ptc3 y la interaccion fisica
descrita en este trabajo de Farll con Pph3 es la localizacion subcelular de cada una de estas
proteinas. Las proteinas fosfatasas Pph3, Ptc2 y Ptc3 encargadas de desfosforilar Rad53 se
pueden localizar en el citosol o en el nacleo (Saito, H. y Tatebayashi, K. 2004; Tate, J. J. et al.
2006) mientras que Farll es una proteina que presenta tres dominios transmembrana (Kemp, H.
A.y Sprague, G. F., Jr. 2003) y se localiza en el aparato de Golgi. Por tanto, la interaccion de
Farll con estas fosfatasas tendria lugar en el dominio de Farll situado hacia la cara citosélica
del aparato de Golgi. Tras la fosforilacion de Farll y/o interaccidn con estas proteinas se
produciria la activacion del complejo fosfatasa (Pph3, Ptc2 y Ptc3) que se dirigiria desde el
citosol al nucleo para participar en la desfosforilacion de Rad53 (Zheng, P. et al. 1993).

Nuestros resultados demuestran que Farll también esta implicada en la regulacion del
estado de fosforilacion de la proteina Atgl3, que es indispensable en la etapa inicial del proceso
de autofagia. EI mecanismo desencadenante del proceso de autofagia es la hipofosforilacion de
las proteinas Atgl y Atgl3, suceso que permite la interaccion entre ambas proteinas (Reggiori, F.
et al. 2004). La hipofosforilacion de Atgl3 en nuestro modelo es patente a partir de las 8 horas
de induccion de la expresion de la Caspasa-10 en S cerevisiae. Este hecho parece indicar que
entre las 2h-8h tras la induccion de la expresion de la Caspasa-10 se producen ciertos fenotipos
apoptoticos como externalizacion de la fosfatidilserina, la condensacion de la cromatina o la

produccién de altos niveles de estrés oxidativo y finalmente, a partir de las 6-8 horas, se
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desencadena un proceso de muerte celular por autofagia. No obstante, las células de la cepa
Afar1l son capaces de sobrevivir al efecto citotoxico de la Caspasa-10 ya que mantienen la
proteina Atgl3 hiperfosforilada, resultando FAR11 esencial en el proceso de muerte celular
Ilevado a cabo por la expresion de la Caspasa-10. La cepa Afar11l mantiene unos niveles elevados
de fosforilacién de la proteina Atgl3, incluso tras el tratamiento de las células con rapamicina
que inhibe Torl y, por tanto, no induce la autofagia, indicando que Farll debe estar implicado en
el proceso de autofagia participando, directa o indirectamente, en la regulacion del estado de
fosforilacion de la proteina Atgl3. En el proceso de induccion de la autofagia participa el
complejo Torl, que permanece bloqueado ante la ausencia de nutrientes en el medio, y también
interviene la PKA, encargada de fosforilar directamente a Atgl y Atgl3 (Stephan, J. S. et al.
2009). La hiperfosforilacion de Atgl3 experimentada en la cepa Afarll puede deberse a la
fosforilacién de esta proteina a través de una proteina quinasa o a la ausencia de desfosforilacion
mediante el bloqueo de una proteina fosfatasa. Las células de la cepa que presenta FAR11
silvestre responden adecuadamente al tratamiento con rapamicina mostrando una
hipofosforilacion de Atgl3 dependiente del bloqueo de Torl, diana especifica de la rapamicina
(Crespo, J. L. y Hall, M. N. 2002). EI mismo resultado de hipofosforilacién de Atgl3 se obtuvo
tras la expresion de la Caspasa-10 en la cepa silvestre, por lo que se podria pensar que la causa de
la hipofosforilacion de Atgl3 y, por tanto, de la induccion del proceso de autofagia fuera la
existencia de una fosfatasa capaz de retirar grupos fosfato de Atgl3 y no la ausencia de
fosforilacion de Atgl3 dependiente del complejo TOR o de la PKA. ElI mecanismo
desencadenante del proceso de autofagia es la hipofosforilaciéon de Atgl3 ya que se ha
demostrado que una forma no fosforilable de Atgl13 es capaz de inducir autofagia (Kamada, Y. et
al. 2010). Por tanto, el hecho de que pueda desencadenarse el proceso de autofagia en células en
las que la PKA pudiera estar sobreactivada sugiere la idea de que pudiera existir una proteina
fosfatasa que en ese contexto fuera capaz de retirar grupos fosfato de Atgl3, dando lugar a una
forma hipofosforilada de Atg13. De hecho, se ha sugerido la posibilidad de que Atgl3 pueda ser
defosforilado de forma selectiva en el PAS a través de mecanismos que se desconocen (Stephan,
J. S. et al. 2010). Otros grupos de investigacion han trabajado intentando identificar proteinas
fosfatasas capaces de desfosforilar a Atgl3 en condiciones de falta de nutrientes sin obtener
ningun resultado significativo (Kamada, Y. et al. 2010). Si la actividad de esta fosfatasa
dependiera de Farll se podria explicar facilmente el hecho de que en la cepa Afar11 se observen
unos niveles elevados de fosforilacion de Atgl3. Ademas esta hipdtesis podria apoyar la funcion

de los ortélogos de Farll en humanos, Fam40A y Fam40B, que forman parte del complejo
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STRIPAK junto con la proteina fosfatasa 2A (Goudreault, M. et al. 2009) y la proteina fosfatasa
2A (PP2A) regula negativamente la autofagia (Yorimitsu, T. et al. 2009).

En este trabajo se ha demostrado que Farll participa en el proceso de muerte celular
inducido por la expresion de la Caspasa-10 asociado, en la ultima etapa, a fenotipos de autofagia
y se ha comprobado que Farll interacciona con la proteina fosfatasa 2A, en concreto, con las
subunidades cataliticas Pph21 y Pph22, y con la subunidad reguladora Tpd3. Los ortélogos de
Farll en humanos, Fam40A y Fam40B, forman parte de un complejo multiproteico donde
también interaccionan con la PP2A a través de las estriatinas (Goudreault, M. et al. 2009).
Ademés se determind que los genes humanos FAM40A y FAM40B rescatan parcialmente la
expresion de FAR11. Por tanto, estos resultados demuestran que la levadura S cerevisae
constituye un buen instrumento de estudio para identificar los mecanismos moleculares en los
que participan genes cuya funcién es todavia desconocida tanto en la levadura como en

organismos superiores.

La inhibicion del complejo Torl con rapamicina promueve la activacion de la ruta de
integridad mediante la fosforilacién de Slt2 (Torres, J. et al. 2002), estableciendo una conexion
entre el proceso de autofagia y la ruta de integridad. Algunos autores sugieren que la relacion
entre la activacion del proceso de autofagia y la ruta de integridad podria deberse a la activacion
de Sit4, lo que provocaria la activacion de la GTPasa de la ruta de integridad Rom2 encargada de
desencadenar la cascada de transduccion de sefiales conduciendo finalmente a la fosforilacion de
Slt2 (Torres, J. et al. 2002). En nuestro trabajo se ha determinado que la expresion de la Caspasa-
10 promueve la fosforilacion de Slt2; sin embargo, no se han identificado otros genes implicados
en la ruta de integridad que sean esenciales en la toxicidad dependiente de la Caspasa-10. Otros
autores proponen que la conexidén entre ambos procesos reside en la proteina Sch9, que en
condiciones fisidlogicas es fosforilada por Torl, bloqueando la fosforilacion y, por tanto, la
activacion de Slt2 (Soulard, A. et al. 2010). En este sentido se podria pensar que la fosforilacion
de Slt2 y activacion dependiente de la expresion de la Caspasa-10 se debe a la desfosforilacion
de Sch9.

La Caspasa-10 es una proteasa encargada de activar mediante protedlisis a las caspasas
efectoras que son las que ejecutan el programa apoptético en células de mamiferos (Wang, J. et
al. 2001). Nuestros resultados demuestran que la toxicidad asociada a la expresion de la Caspasa-
10 depende de la presencia de los residuos implicados en la actividad catalitica de la enzima.
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Esto sugiere que los fenotipos derivados de la expresion de la Caspasa-10 se originan como
consecuencia de la proteolisis de una o varias proteinas diana. Por lo tanto, parece l6gico pensar
que la diana de la Caspasa-10 en S. cerevisiae deberia ser una proteina cuya ausencia causara la
supresion del efecto citotoxico. Los resultados obtenidos muestran que la expresion de la
Caspasa-10 promueve la activacion de rutas MAPK y que un nimero importante de las proteinas
que forman parte de estas rutas (Gpal, Ste20, Stell, Ste7, Fus3, Kssl y Slt2), asi como la
mayoria de los miembros de la familia Far, resultan esenciales para la toxicidad de la Caspasa-
10, poniendo de manifiesto que la activacién simultanea o la sobreactivacion de estas rutas de
sefializacion podria ser el mecanismo molecular desencadenante de los demés fenotipos
observados. La diana o dianas de la Caspasa-10 en S. cerevisae podria ser alguna de las
proteinas responsable de la activacion de estas rutas MAPK. Ademds, se ha descrito que la
Caspasa-3 de mamiferos, una vez activada por la Caspasa-8 o -10 es capaz de proteolizar a Mst1l
que esta codificada por el ortélogo de STE20 en mamiferos (Graves, J. D. et al. 1998). Sin
embargo, en este trabajo se ha comprobado que la Caspasa-10 no es capaz de proteolizar ni a
Ste20, ni tampoco a Gpal (no se muestran los resultados), sugiriendo que el efecto de la
Caspasa-10 sobre estas rutas de sefializacion podria tener lugar de forma indirecta a través de otra
u otras proteinas que podrian formar parte o no de las rutas MAPK.

Los procesos de muerte celular por apoptosis y autofagia se encuentran interrelacionados a
través de diferentes proteinas, entre ellas la Beclina-1, homdloga de Atg6é en mamiferos (Maiuri,
M. C. et al.). Segun el escrutinio llevado a cabo en este estudio el gen ATG6 es también esencial
en el proceso de muerte celular llevado a cabo por la expresion de la Caspasa-10, lo que sugiere
que Atg6 también podria ser considerado como un de nexo de union entre los fenotipos
apoptoticos y autofagicos en S cerevisiae. Se ha descrito que Atg6 puede considerarse como una
diana especifica de las caspasas humanas, ya que tras la expresion de las caspasas Atg6 es
proteolizada y este efecto es rescatado mediante el uso de inhibidores especificos de estas cistein
proteasas (Cho, D. H. et al. 2009). Por otra parte, la activacion de Atg6 en el proceso de
autofagia puede ser debido a: i) la disociacién del complejo formado por Atg6 junto con Vps38
(proteina del complejo fosfatifilinositol 1), como ocurre con Beclina-1/Bcl-2 (Sinha, S. y Levine,
B. 2008) ii) la formacién de una proteina Atg6 truncada como consecuencia de la protedlisis
(Leber, B. y Andrews, D. W. 2010) o iii) modificaciones en el estado de fosforilacion o
ubiquitinacion de esta proteina (Kang, R. et al. 2011). Sin embargo, el auténtico mecanismo
molecular que permite la conexidn entre los procesos de muerte celular por apoptosis y autofagia

se desconoce hasta el momento. Segin nuestro modelo de estudio se podria pensar que la
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expresion de la Caspasa-10 podria promover la protedlisis de Atg6 al igual que ocurre con el
homdlogo de Atg6 (Beclina-1) en mamiferos (Djavaheri-Mergny, M. et al. 2010). A partir de ese
momento se desencadenarian todos los fenotipos asociados a la expresion de esta caspasa
conduciendo, finalmente, a la hipofosforilacion de Atgl3 y, por tanto, a un proceso de muerte
celular por autofagia. Ademas, el hecho de que se hayan encontrado varios genes relacionados
con la autofagia (ATG1, ATG4, ATG8, ATG6 y ATG13) que son esenciales en el proceso de
muerte celular desencadenado tras la expresion de la Caspasa-10 confirma la hipdtesis de que
estas células finalmente sufren un proceso de muerte celular por autofagia. La proteina Atg6
forma parte de los complejos Vps34-fosfatidilinositol-3-quinasa | y Il durante los procesos de
autofagia o ruta cvt, respectivamente (Kihara, A. et al. 2001). Otra posibilidad seria que la
expresion de la Caspasa-10 en la célula actuara como un estimulo inductor de autofagia
provocando la disociacion de la proteina Atgé del complejo Vps34-fosfatidilinositol-3-quinasa Il
pudiendo, por tanto, interaccionar con Atgl4, miembro del complejoVps34-fosfatidilinositol-3-
quinasa |, esencial para la formacion del autofagosoma durante el proceso de autofagia
(Kametaka, S. et al. 1998). De hecho se ha comprobado que en células humanas la disociacion
del complejo Beclinal-Bcl2 desencadena el proceso de muerte celular por autofagia (Sinha, S. y
Levine, B. 2008).

El mecanismo molecular propuesto en relacion con los resultados obtenidos en este trabajo
consistiria en la activacion de las rutas de sefializacion de respuesta a la feromona y de estrés de
pared celular o ruta de integridad tras la expresién de la Caspasa-10 humana en S. cerevisae
conduciendo, por tanto, a la fosforilacion de las MAPKs Fus3, Kssl y Slt2, respectivamente.
Probablemente alguna de estas MAPKs podria fosforilar a Farll, al menos en la Serl8, dando
lugar a los distintos fenotipos asociados a la expresion de la Caspasa-10 como inactivacion del
checkpoint de fase-S, desestabilizacién del citoesqueleto de actina e induccién de procesos de
autofagia. Farll, una vez fosforilado, participaria en la desfosforilacion de Rad53 mediante una
posible interaccion con Pph3, Ptc2 y/o Ptc3, comportandose como un coactivador del complejo
fosfatasa Pph3, Ptc2 y Ptc3 e inactivando el checkpoint de fase-S. Por otra parte Farll estaria
participando en la regulacién del estado de fosforilacion de Atgl3 actuando, segun nuestra
hipdtesis, bien como una posible proteina fosfatasa o bien activando a alguna fosfatasa capaz de
desfosforilar a Atgl3 y, por tanto, contribuyendo a la activacion del proceso de muerte celular
por autofagia. De forma paralela, se produciria una hiperactivacion de la ruta PKA en respuesta a
la expresion de la Caspasa-10, lo que conllevaria a la desestabilizacion del citoesqueleto de
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actina originandose, a lo largo de todo este proceso de muerte celular, una produccién masiva de

estrés oxidativo (ROS) procedente probablemente del reticulo endoplasmico (Figura 41).

S ———

citoesqueleto de actina

-

Autofagia o,
P ATG1 |ATG13 P

ATG1 ATG13
PP PPP
4

s e o e e e e e

. Checkpoint Fase-S
L INACTIVO

Figura 41. Hipdtesis del mecanismo molecular desencadenado tras la expresion de la Caspasa-10 humana en
la cepa silvestre de S cerevisiae. Los recuadros de color rojo indican los genes esenciales en el proceso de

muerte celular inducido por la expresion de la Caspasa-10 obtenidos tras el escrutinio.
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Conclusiones

Los resultados descritos en este trabajo han permitido extraer las siguientes conclusiones:

1. Laexpresion de la Caspasa-8 o la Caspasa-10 humanas en S. cerevisiae induce muerte celular.
Este tipo de muerte celular es dependiente de la actividad caspasa e independiente de la
maquinaria apoptética de la levadura y estd asociada a fenotipos de apoptosis como
externalizacion de la fosfatidilserina, produccion masiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS), condensacidén de la cromatina y de autofagia como incremento en el nimero y tamafio

de las vacuolas.

2. Enun escrutinio genético realizado en S. cerevisiae se han identificado genes supresores de la
letalidad inducida por la Caspasa-10 humana pertenecientes a diferentes categorias
funcionales: familia de genes FAR (FAR3, FAR7, FAR8, FAR9, FAR10 y FAR11),
componentes de rutas de sefializacion de MAPKs (GPAL, STE20, STE11, STE7, FUS3, KSSL
y S.T2), otros genes con actividades fosfatasa-quinasa (PPH21, PPH22, PPH3, PTC2, PTC3,
TPK1, TPK2 y TPK3) y genes implicados en procesos de autofagia (ATG1, ATG4, ATGS,
ATG6y ATG13), entre otros.

3. Las proteinas de la familia Far (Far3, Far7, Far9 y Farll) se localizan en el sistema de
endomembranas, entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.

4. EIl gen FAR11 es esencial en el proceso de muerte celular inducido por la expresion de la
Caspasa-10 y su delecion suprime los fenotipos causados por la expresion de la Caspasa-10

humana en S. cerevisiae.

5. La expresion de la Caspasa-10 promueve la activacion de diferentes rutas MAPK: la ruta de

respuesta a la feromona y ruta de integridad o de estrés de pared celular.

6. La proteina Farll participa en el proceso de muerte celular por autofagia y en la inactivacién
del checkpoint de fase-S mediante la regulacion del estado de fosforilacion de las proteinas

Atg13 y Rad53, respectivamente.

7. Farll interacciona fisicamente con los homdlogos de la proteina fosfatasa 2A (PP2A) en
levaduras: Pph21, Pph22, Pph3 y Tpd3.
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Materiales y métodos

VI.1. MATERIAL BIOLOGICO

V1.1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisae

Tabla 4. CepasdeS. cerevisae

Nombr e de la cepa

Genotipo

Procedencia

BY4741
BY4741/ pESC-URA
BY4741/pESC-URA_CASP10 vD

BY4741/ pESC-LEU
BY4741/ pESC-LEU_CASP8 vC

BY4741/ pESC-LEU_CASP8 vS
Afar1l

Afar1l/ pESC-URA

Afar1l/ peSC-URA_CASP10_vD
Afar1l/ pESC-URA/ YcplLaclll

Afar11/ pESC-URA_CASP10 vD /
YcpLaclll FAR11

Afar11/ peSC-URA_CASP10_vD/
YcpLaclll_FAMA40A

Afar11/ peSC-URA_CASP10_vD/
YcpLaclll_FAM40B

Aste20

Aste?20/ pESC-URA_CASP10 vD
Agpal

Agpall/ pESC-URA_CASP10_vD
Astell

Astell/ pESC-URA_CASP10 vD
Aste’

Aste7/ pESC-URA_CASP10 _vD

Afus3

MAT a, his347, leu2A0, met15A40, ura3A0

MAT a, his3A4/, leu240, metl5A0, ura3A0 + pESC-URA
MAT a, his3A/, leu240, met15A0, ura3A0+ pESC- URA _
CASP10 vD

MAT a, his3A4/, leu240, met1540, ura3A0 + pESC-LEU
MAT a, his3A/, leu240, met15A0, ura3A0 + pESC-LEU _
CASP8 vC

MAT a, his3A/, leu240, met15A0, ura3A0 + pESC-LEU _
CASP8 vS

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YNL127w: :kanM X4

MTAT a, his341; 1eu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA + YcplLaclll

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FAR11

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FAMA40A

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FAM40B

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YHLOO7c: :kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YHLOO7c::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YHROO05c: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YHROO5c: : kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YLR362w: : kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YLR362w. :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YDL159w:: kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDL159w::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO16w: : kanMX4

Euroscarf
Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf
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Tabla 4. Continuacion

Afus3/ pESC-URA
Afus3/ pESC-URA_CASP10_vD

Akssl

Akssl/ pESC-URA

Akssl/ pESC-URA_CASP10 vD
Afarl

Afarl/ pESC-URA_CASP10_vD
Afar3

Afar3/ pESC-URA_CASP10 _vD
Afar7

Afar7/ pESC-URA_CASP10 _vD
Afar8

Afar8/ pESC-URA_CASP10_vD
Afar9

Afar9/ pESC-URA_CASP10_vD
Afar10

Afar10/ peSC-URA_CASP10_vD
Adt2

Adt2 pESC-URA

Adlt2 pESC-URA_CASP10 vD
Amsn2

Amsn2/ pESC-URA_CASP10_vD
Aatgl

Aatgl/ pESC-URA_CASP10_vD
Aatgd

Aatgd/ pESC-URA_CASP10_vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO16w::kanM X4+ pESC-URA

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO16w: :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGRO0O40w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGRO40w: : kanMX4+ pESC-URA

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGRO40w: : kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YJL157c::kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YJL157c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO52w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO52w. : kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YFROO08w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YFROO08w: : kanM X4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO029c: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO029c:: kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDR200c:: kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDR200c:: kanM X4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLR238w: : kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLR238w.: kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YHRO030c: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YHRO30c: : kanM X4+ pESC-URA

MAT a, his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YHRO030c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO37c: : kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YMRO37c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGL180w:: kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGL180w::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL223w: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL223w: : kanM X4+ pESC-URA_CASP10_vD

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio
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Tabla 4. Continuacion

Aatgb

Aatg6/ pESC-URA_CASP10_vD
Aatg8/ pESC-URA_CASP10_vD
Atpkl

Atpkl/ pESC-URA_CASP10 vD
Atpk2

Atpk2/ pESC-URA_CASP10 vD
Atpk3

Atpk3/ pESC-URA_CASP10_vD
Apph21

Apph21/ pESC-URA_CASP10 vD
Apph22

Apph22/ pESC-URA_CASP10 vD
Apph3

Apph3/ pESC-URA_CASP10_vD
AgIn3

Agin3/ pESC-URA_CASP10_vD
Apte2

Aptc2/ pESC-URA_CASP10 vD
Aptc3

Aptc3/ pESC-URA_CASP10_vD
Aatgl3

Aatg13/ pESC-URA/ pRS315_HA-
ATG13

Aatg13/ pESC-URA_CASP10_vD/

pRS315_HA-ATG13

Afar11/ peSC-URA/ pRS315_HA-
ATG13

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPL120w:. : kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPL120w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO78c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGL164c::kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YGL164c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPL203w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPL203w.: kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKL166c: :kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKL166c: :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDL134c::kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDL134c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDL188c:: kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDL188c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDRO75w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDRO75w: : kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YERO40w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YERO040w: : kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YERO089c: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YERO089c: :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO56w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO56w. : kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPR185w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPR185w:: kanMX4+ pESC-URA + pRS315_HA- ATG13
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPR185w: : kanM X4+ pESC-URA_CASP10_vD +
pRS315 HA-ATG13

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4+ pESC-URA + pRS315_HA-ATG13

Euroscarf

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este studio

Este studio

Este studio
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Tabla 4. Continuacion

Afar11/ peSC-URA_CASP10_vD/
pRS315_HA-ATG13

Acup9/ pESC-URA_CASP10 _vD
Aaim9/ peSC-URA_CASP10_vD
Acwpl

Acwpl/ pESC-URA_CASP10_vD
Ambrl

Ambrl/ pESC-URA_CASP10_vD
Aortl

Aortl/ pESC-URA_CASP10_vD
Abfrl

Abfr1/ pESC-URA/ CASP10_vD
Amdm30

Amdm30/ pESC-URA_CASP10_vD
Awhi3

Awhi3/ pESC-URA_CASP10 _vD
Aasgl

Aasgl/ pESC-URA_CASP10_vD
Apmt5

Apmt5/ pESC-URA_CASP10_vD
Arpl21b

Arpl21b/ pESC-URA_CASP10 vD
Aldb18

Aldb18/ pESC-URA_CASP10_vD

BY4741/ FAR11 YeVenus
BY4741/ FAR3 _CFP
BY4741/ FAR7_ GFP
BY4741/ FAR9_CFP
BY4742

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD +
pRS315 HA-ATG13

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPL177c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YERO80w: : kanMX4+ pESC-URA_CASP10_vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKLO96w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKLO96w: : kanM X4+ pESC-URA_CASP10_vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKLO93w: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YKLO93w: : kanMX4+ pESC-URA_CASP10 _vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YOR130c: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YOR130c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YOR198c: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YOR198c::kanM X4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLR368w: :kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLR368w. :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL197c::kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL197c::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YIL130w: :kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YIL130w: :kanMX4+ pESC-URA _CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDLO093w:: kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YDLO93w::kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPLO79w: : kanMX4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YPLO79w. :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLLO49w: : kanM X4

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YLLO49w: : kanM X4+ pESC-URA_CASP10 vD

MAT a, his341, leu2A40, met15A40, ura3A0 ; kanMX4
MAT a, his341, leu2A40, met15A40, ura3A0 ; kanMX4
MAT a, his347, leu240, met1540, ura3A0 ; kanMX4
MAT a, his341, leu2A40, met15A40, ura3A0 ; kanMX4
MAT @, his341, leu240, lys2A40, ura3A0

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Euroscarf

Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Euroscarf
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Tabla 4. Continuacion

BY4743/FAR11_YeVenus/
CHC1_RFP

BY4743/FAR3_CFP/COP1_RFP
BY4743/FAR9_CFP/SEC13 RFP
BY4743/FAR7_GFP/ARP1_RFP
BY4743/FAR7_GFP/CHC1_RFP

BY4743/FAR11_YeVenus/
FAR3_CFP

BY4743/FAR11_YeVenus/
FAR9_CFP

BY4742/ARP1_RFP

BY4742/COP1_RFP
BY4742/CHCL1_RFP
BY4742/SEC13_RFP

BY4743/FAR9_CFP/SEC13 RFP/
PESC-URA

BY4743/FAR9_CFP/SEC13_RFP/
pESC-URA/ CASP10_vD

BY4741/ FAR11_VC/ pGILDA

BY4741/ FAR11_VC/
pGILDA_CASP10 vD

THY.AP5/ PPH21_VN
THY.AP5/ PPH22_VN
THY.AP5/ PPH3_VN
THY.AP5/ FAR3_VN
THY.AP5/ TPD3_VN

BY4741/ FAR11 _VC/ pGILDA//
THY.AP5/ PPH21_VN

BY4741/ FAR11 _VC/ pGILDA//
THY.AP5/ PPH22_VN

BY4741/ FAR11 _VC/ pGILDA//
THY.AP5/ FAR3_VN

BY4741/ FAR11 _VC/ pGILDA//
THY.AP5/ TPD3_VN

BY4741/ FAR11_VC/
pGILDA_CASP10 VD //
THY.AP5/ PPH21_VN

BY4741/ FAR11_VC/
pGILDA_CASP10 VD //
THY.AP5/ PPH22_VN

BY4741/ FAR11_VC/
pGILDA_CASP10 VD //
THY.AP5/ PPH3_VN

MAT a/a, his3A7his341; leu2A0/eu2A0;
MetlSAOMETIS5; LYS2/lys2A0; ura3A0Aira3A0
MAT a/a, his3A41/his341; leu2A01eu2A0;
MetlSAO/METIS5; LYS2/lys2A0, ura3A0ura3A0
MAT a/a, his3A41/his341; leu2A01eu2A0;
mMetlSAO/METIS5; LYS2/lys2A0, ura3A0ura3A0
MAT a/a, his341/his341; leu2A01eu2A0;
mMetlSAO/METIS5; LYS2/lys2A0, ura3A0ura3A0
MAT a/a, his341/his341; leu2A01eu2A0;
mMetlSAO/METIS5; LYS2/lys2A0; ura3A0ura3A0
MAT ala, his341/his341, leu2A0/1eu2A0, met1540/
lys240, ura3A0/ura3A0

MAT ala, his341/his341, leu2A0/1eu2A0, met1540/
lys240, ura3A0/ura3A0

MAT e, his341, leu240, lys2A0, ura3A40 ; kanMX6
MAT e, his341, leu240, lys2A0, ura3A40 ; kanMX6
MAT @, his341, leu240, lys2A0, ura3A40 ; kanMX6
MAT @, his341, leu240, lys2A0, ura340 ; kanMX6
MAT a/a, his3A7his3A41; leu2A0/eu2A0;
MetlSAO/METI15; LYS2/lys2A0, ura3Aolra3A0+
pESC-URA

MAT a/a, his3A7his3A41; leu2A0/eu2A0;

MetlSAO/METI15; LYS2/lys2A0; ura3404ra34A0+
pESC-URA/ CASP10_vD

MAT a, his34/, leu240, met13540, ura340 + pGILDA

MAT a, his347, leu2A0, met1540, ura3A0 + pGILDA _

CASP10 vD

MAT a, his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a, his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a, his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a., his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a., his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a/a., his341/his341, leu2A/

leu240, met1540/ METI15, ura3A0/URA3, trpla0/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA

MAT ala,,his34/1his341, leu2A041eu2A0,

metls5A0/ METI15, ura3A0/URAS, trplad/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA

MATa/a,his34/his341, leu2A04eu2A0, metl5A0/ METIS,
ura340/URA3, trpla0/ TRP1, loxP::ade2 + pGILDA

MAT a/a, his341/his341, leu2A/

leu240, met15A0/ METI15, ura3A0/URA3, trpla0/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA

MAT ala,,his347his341, leu2A0/eu2A0,

metlsA METI15, ura340/URA3, trplad/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA_ CASP10 vD

MAT ala, his347/his3A41, leu2A0/1eu2A0,

metl540/ MET15, ura3A0/URA3, trplad/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA_ CASP10 vD

MAT ala, his347/his3A41, leu2A0/1eu2A0,

metlsA METI15, ura340/URA3, trplad/ TRP1,

loxP::ade2 + pGILDA_ CASP10 vD

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Este estudio

Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio
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Tabla 4. Continuacion

BY4741/ FAR11 V/C/
pGILDA_CASP10 VD //
THY.AP5/ TPD3_VN

THY.AP4
THY.AP5

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11
THY.AP5 + pXN-gate_PPH21

THY.AP5 + pXN-gate_PPH22
THY.AP5 + pXN-gate_PPH3
THY.AP5 + pXN-gate_FAR3
THY.AP5 + pXN-gate_TPD3

THY.AP5 + pXN-gate
3HA_PPH21

THY.AP5 + pXN-gate
3HA_PPH22

THY.AP5 + pXN-gate 3SHA_PPH3
THY.AP5 + pXN-gate 3SHA_FAR3
THY.AP5 + pXN-gate 3SHA_TPD3

THY.AP4 + pMetY Cgate_FAR11//
THY.AP5 + pXN-gate_ PPH21

THY.AP4 + pMetY Cgate_FAR11//
THY.AP5 + pXN-gate_PPH22

THY.AP4 + pMetY Cgate_FAR11//
THY.AP5 + pXN-gate_PPH3

THY.AP4 + pMetY Cgate_FAR11//
THY.AP5 + pXN-gate FAR3

THY.AP4 + pMetY Cgate_FAR11//
THY.AP5 + pXN-gate_TPD3

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD / THY.AP5 + pXN-
gate_PPH21

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD / THY.AP5 + pXN-
gate_PPH22

MAT ala, his347/his341, leu2A0/

leu240, met15A0/ METI15, ura3A0/URA3, trpla0/ TRP1,
loxP::ade2 + pGILDA_ CASP10 vD

MAT a, leu240, ura3A0, lexA::lacZ:trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2

MAT a, his341, leu240, trplA0, loxP::ade?

MAT a, leu240, ura3A0, lexA:lacZ:trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11

MAT a., his3417, leu240, trplA0, loxP::ade? + pXN-
gate_PPH21

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-
gate_PPH22

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade? + pXN-
gate_PPH3

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade? + pXN-
gate_FAR3

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-
gate_TPD3

MAT a., his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-gate
3HA PPH21

MAT a., his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-gate
3HA PPH22

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-gate
3HA PPH3

MAT a, his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-gate
3HA FAR3

MAT a., his3417, leu240, trplA0, loxP::ade2 + pXN-gate
3HA TPD3

MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplAa0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11+ pXN-gate PPH21
MAT ala., his347/HIS3, leu240/1eu2A0, trplA0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11+ pXN-gate PPH22
MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplA0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11+ pXN-gate_PPH3
MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplAa0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11+ pXN-gate_FAR3
MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplAa0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11+ pXN-gate_ TPD3
MAT a, leu240, ura3A0, lexA::lacZ:trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_FAR11 + CASP10 vD

MAT ala., his347/HIS3, leu240/1eu2A0, trplA0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetYCgate_FAR11+ CASP10 vD + pXN-
gate_PPH21

MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplAa0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetYCgate_FAR11+ CASP10 vD + pXN-
gate_PPH22

Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio
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Tabla 4. Continuacion

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD / THY.AP5 + pXN-
gate_PPH3

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD / THY.AP5 + pXN-
gate_FAR3

THY.AP4 + pMetYCgate_FAR11 +
CASP10_vD / THY.AP5 + pXN-
gate_TPD3

Afar1l/ pESC-URA/
YcplLaclll FAR11.S18A

Afar11/ peSC-URA_CASP10 _vD/
YcpLaclll _FAR11.S18A

Afar1l/ pESC-URA/
YcpLaclll FAR11.S81A

Afar11/ peSC-URA_CASP10_vD/
YcpLaclll _FAR11.S81A

Afus3/ pESC-URA/

YcpLaclll FUS3-GFP

Afus3/ pESC-URA_CASP10_vD/
YcpLaclll FUS3-GFP

Aatg8/pUG36_ATGS-
GFP/pGILDA

Aatg8/pUG36_ATG8-GFP/
pGILDA_CASP10 vD

MAT ala., his3A7/HIS3, leu240/1eu2A0, trplAa0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_ FAR11+ CASP10 vD + pXN-
gate_PPH3

MAT ala., his347/HIS3, leu240/1eu2A0, trplA0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_ FAR11+ CASP10 vD + pXN-
gate_FAR3

MAT ala., his347/HIS3, leu240/1eu2A0, trplA0/ TRP1
ura3A0/URA3, loxP::ade?, lexA::lacZ::trpl lexA::HIS3
lexA::ADE2 + pMetY Cgate_ FAR11+ CASP10 vD + pXN-
gate_TPD3

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
NL127w.:kanMX4 + pESC-URA

+YcpLaclll FAR11.S18A

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FAR11.S18A

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4+ pESC-URA + YcpLaclll FAR11.
B1A

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YNL127w::kanMX4 + pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FAR11.SB1A

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO16w:.:kanMX4+ pESC-URA+ YcplLaclll FUS3-GFP
MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;

YBLO16w: :kanMX4+ pESC-URA_CASP10 vD +
YcpLaclll FUS3-GFP

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO78c::kanMX4 + pUG36_ATG8-GFP + pGILDA

MAT a, his341; leu240; met1540; ura340;
YBLO78c::kanMX4 + pUG36_ATG8-GFP +
pGILDA_ CASP10 vD

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

V1.1.2. Cepasde E.cali

La cepa empleada para la transformacion bacteriana fue DH5a.. Su genotipo es fhuA2 A(argF-
lacZ)U169 phoA ginVv44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 (Bethesda
Research Laboratories, Gaithersburg, MD, USA).

V1.2. MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE MICROORGANISMOS

Todos los organismos empleados y obtenidos a lo largo de este trabajo se mantienen en 25%

glicerol a-80°C.
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V1.2.1. Escherichia coli
Las cepas de E. coli se cultivaron habitualmente a 37°C. En los casos en que los cultivos se
realizaron en medios liquidos se sometieron a una agitacion de 200 r.p.m. Los diferentes medios

de crecimiento que se emplearon asi como su composicion se detallan a continuacion:

LB: 0.5% extracto de levadura, 1% bactotriptona y 1% NaCl. Este medio fue el maés

comunmente utilizado para el crecimiento de E. coli.

Los medios s6lidos contenian agar 1,5%. EI medio de LB fue suplementado, cuando fue

necesario, con el antibiotico de ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml.

V1.2.2. Saccharomyces cerevisae

El cultivo de S cerevisae se llevd a cabo a 28°C en los medios que se detallan a
continuacion:
YPD: 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona y 2% glucosa.
YPG: 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% rafinosa (BD Difco™) y 2% galactosa
(Formedium).
SD: 0,67% base nitrogenada de levadura (BD Difco™), 2% glucosa (BD Difco™) vy
suplementado con los requerimientos correspondientes en funcion de la cepa utilizada en cada
caso.
SG: 0,67% base nitrogenada de levadura (BD Difco™), 2% rafinosa (BD Difco™™), 2% galactosa
(Formedium) y suplementado con los requerimientos correspondientes en funcién de la cepa

utilizada en cada caso.

Segun las auxotrofias presentes en cada cepa de levadura, los medios SD y/o SG fueron
suplementados con los siguientes requerimientos:
CSM-URA 0,770 g/l (Formedium)
CSM-LEU 0,69 g/l (Formedium)
CSM-URA-LEU 0,67 g/l (Formedium)
CSM-HIS-URA 0,75 g/l (Formedium)
CSM-TRP-LEU 0,865 g/l (Formedium)
CSM-MET-LYS 0,865 g/l (Formedium)

Todos los medios sélidos contenian 2% agar (Pronadisa).
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VI1.3. VECTORESY OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS

V1.3.1. Vectores

Los vectores utilizados en este trabajo han sido los siguientes:

Tablab. Vectores

Nombr e del plasmido

M ar cador

Procedencia

pPESC-URA
pESC-URA_CASP10 D
pPESC-URA_CASP10 D.219A
pESC-URA_CASP10_D.401G
pPESC-URA_CASP10 D.416A
pESC-LEU
pPESC-LEU_CASP8 _C
pPESC-LEU_CASP8 _S
pKT102

pKT103

pKT127

pKT239

YcpLaclll

YcpLaclll FAR11
YcpLaclll FAR11.S18A
pUC57_FAR11.S81A

YcpLaclll FAR11.S81A
pXN-gate

pXN-gate-3HA
pMetYCgate
YcpLac22_FUS3-GFP
YcpLaclll FUS3-GFP

pUG36_ATG8-GFP
pCRII TOPO_FAM40_A

YcpLaclll FAMA40 A
Ycplaclll FAMA40 B

URA3 episomico

URA3 episomico

URA3 episomico

URA3 episomico

URA3 episomico

LEU2 episdmico

LEU2 episdmico

LEU2 episdmico
pFAGa-link-yECFP_Kan
pFAGa-link-yEVenus_Kan
pFAGa-link-yEGFP_Kan
pFAGa-link-yECitrine_3HA_SpHIS5
LEU2-CEN4-Amp~®
LEU2-CEN4-Amp~
LEU2-CEN4-Amp~®
Vector de clonacion. Resistencia a
ampicilina
LEU2-CEN4-Amp~®
TRP1-CEN/ARS-Amp®
TRP1-CEN/ARS-Amp®
LEU2-CEN/ARS-AmpR
TRP1-CEN4-Amp®
LEU2-CEN4-Amp~

URA3-CEN6-AmpR

Vector de clonacion de fragmentos de
PCR. Resistencia a ampicilina.
LEU2-CEN4-Amp~®
LEU2-CEN4-Amp~

Stratagene

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio
Stratagene

Este estudio

Este estudio

Cedido por MA Sheff
Cedido por MA Sheff
Cedido por MA Sheff
Cedido por MA Sheff
Stratagene

Este estudio

Este estudio
GenScript (USA)

Este estudio
Cedido por P. Orbdlik
Cedido por P. Orbdlik
Cedido por P. Orbdlik
Cedido por DE Stone
Este estudio

Cedido por T. Eisenberg
Cedido por F. Mollinedo

Este estudio
Este estudio

V1.3.2. Oligonucledtidos

Los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo se detallan en la tabla siguiente:

Tabla 6. Oligonucledtidos

. Nombre del )
Proposito ] . Secuencia
oligonucledtido
CASP8 vC-BamHI 5'GCGGATCCATGGACTTCAGCAGAAATCTTTATG 3 (F)
Clonacion CASP8_vC-Sall 5 GCGTCGACATCAGAAGGGAAGACAAGTTTTTTTC3 (R)
caspasas CASP10_vD-Notl 5" GGGCGGCCGCATGAAATCTCAAGGTCAAC 3 (F)
CASP10_vD-Sacl 5" GGGAGCTCCTATAATGAAAGTGCATCC 3" (R)
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Tabla 6. Continuacion

CASP10-D219A-3

ol

"TTCCAAGAATGTCTTAGCAGCTGTTTGGGA 3" (R)

Mutaciones = CASP10-D416A-5 5 TCCGTATCCATCGAAGCAGCTGCTCTGAAC 3 (F)
Caspasa-10 | CASPL0-DA16A-3’ 5 CTGCTCAGGGTTCAGAGCAGCTGCTTCGAT 3 (R)
CASP10-C401G-5" 5 CTCTTTTTCATCCAGGCCGGCCAAGGTGAA 3’ (F)
CASP10-C401G-3’ 5 CTGTATCTCTTCACCTTGGCCGGCCTGGAT 3’ (R)
FWD_FARI1 5 GCGGATCCATGAATGCTAGTGGAAGA 3 (F)
REV_FARI11 5 TAGGGCCCGCAATATTCAAATACTCGGA 3 (R)
FWD_FAR3 5 GCGGATCGATGAATAGCGGTGGTAGT 3’ (F)
Clonacién REV_FAR3 5 GCGTCGACTTTCAGTACCTGGTACGT 3’ (R)
FWD_FAR9 5 TAGCGGCCGCATGGTAGAACTGGAAAAA 3 (F)
FAR1L REV_FAR9 5 GCACTAGTCCTTGTGGCAATTGCTTAAC 3 (R)
FARL1 prom BamHI 5 CGGATCCGTTTATGCATTTCGTCAA 3 (F)
FAR11 rev_Ncol 5 GTTAAGCCATGGAGATTATAAATAG 3 (R)
FAMA40A/Ndel 5 GCATATGGAGCCGGCAGTCGGC 3” (F)
Clonacién Promotor FAR1L/Ndel | 5 GCATATGTTTAGCGAGGCTTATAAA 3 (R)
FAM40A/Sall 5 CGTCGACCTGCAGCAGCTCTTCCCAGG 3’ (R)
FAM40A 'y FWD_FAM40B 5 GAAGGTTAAGTGACAAATTTTCATTTATAAGCCTCGC
FAM 40B TAAACATATGGAGGACCCCGCCGCGCCTGGGAC 3 (F)
REV_FAM40B 5 TTACTCGAGGTCTTCTTCGGAAATCAACTTCTGTTCCA
TGTCGACAGAGCTTTGGGAAGACTCACCATTC 3'(R)
_ UNI 5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3 (F)
Mutaciones  pey 5 CAGGAAACAGCTATGACC 3 (R)
FAR11 FWD S18 A 5 CCATTATAAGGTCTGTGGCTTTAG 3'(F)
REV SI8 A 5 CTTAAGATCTTCTAAAGCCACAGAC 3’ (R)
FAR3 F5 5 AAAAAACAGTTGGAATACCTGCAAGACACGTACCAGG
ACTGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTA 3 (F)
FAR3 R3 5 TTGCTATTTCACGTCTGCTTACACTTTTGTTCGATCCATC
GTAGGTCGATGAATTCGAGCTCG 3’ (R)
FAR7_F5 5 ATATCTCACACTTATAGATTACTACTGAGGTTACATGCA
CAAGATGGTGACGGTGCTGGTTTA 3" (F)
o FAR7 R3 5 GTATATTTGTCATCTTGCTTTCATTGGAAGCAAAAGGGC
L ocalizacion AAAGTTTCGATGAATTCGAGCTCG 3’ (R)
FAR11 FAR9_F5 5 ATTTCATTCGGTTTAGTTGCGACGGCCGTTAAGCAATTG
CCACAAGGTGACGGTGCTGGTTTA 3" (F)
FAR9 R3 5TTTTTGCTTTGTAGATTATGCTTGTAGTATTTTTCTTCTT
TCGAGTCGATGAATTCGAGCTCG 3 (R)
FARLL F5 5 TCCAGCCAAGATCTGTTAAACAAGGAATCCGAGTATTT
GAATATTGGTGACGGTGCTGGTTTA 3 (F)
FARLL R3 5 GACAATAACATCGCGCCCCGAGCCTCGGTATCCGTAAG
TAGAGATTCGATGAATTCGAGCTCG 3 (R)
FWD PPH21-F2 5 TGAACCTAGCGTCAGCAGAAAGACGCCAGATTACTTT
TTAGTCGACGGATCCCCGGGTT 3 (F)
REV PPH21-R1 5 GTGAATATATATCTATATAGATGCATATATGTATACATA
CTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3° (R)
FWD PPH22-F2 5 TGAACCAACCGTCACCAGGAAGACACCGGATTATTTCT
TAGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3’ (F)
REV PPH22-R1 5 TGAAATAGCGTAGTAAGGATAAAGGTGTAATAGATATA
I nter a0ciones TATCGATGAATTCGAGCTCGTT 3’ (R)
FWD PPH3-F2 5 TATAATTCCAACCAAAAAATCTCAAATGGACTATTTCTT
YeVenus AGTCGACGGATCCCCGGGTT 3’ (F)
REV PPH3-R1 5 AAGAAAAATGCACTTGACAATTAGAGTGCCTGTTAAAA
ATTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3 (R)
FWD FAR3-F2 5 ACAGTTGGAATACCTGCAAGACACGTACCAGGTACTGA

AGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3" (F)
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Tabla 6. Continuacion

REV FAR3-R1 5 ATTTCACGTCTGCTTACACTTTTGTTCGATCCATCGTA
GTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3’ (R)
FWD FAR11-F2 5 CCAAGATCTGTTAAACAAGGAATCCGAGTATTTGAAT
ATTGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3" (F)
REV FAR11-R1 5 AACATCGCGCCCCGAGCCTCGGTATCCGTAAGTAGAGA
TTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3" (R)
FWD TPD3-F2 5 TAAGAAAAGTTTGGCAGAATGTCAAGAACTTTTAAA
AAATGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3 (F)
REV TPD3-R1 5 AGTGTACATATGTGTATGTATGTATATATTTGAACTA
GTATCGATGAATTCGAGCTCGTT 3’ (R)
FWD PPH21-B1 5 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCA
TGGATACAGATTTAGATGTG 3" (F)
REV PPH21-B2 5 TCCGCCACCACCAACCACTTTGACAAGAAAGCTGGG
TATAAAAAGTAATCTGGCGTCTT 3’ (R)
FWD PPH22-B1 5 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACC
Inter acciones ATGGATATGGAAATTGATGAC 3" (F)
_ REV PPH22-B2 5 TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
SUS (Split TATAAGAAATAATCCGGTGTCTT 3° (R)
Ubiquitin FWD PPH3-B1 5 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACC
ATGATGGACTTAGATAAGATT 3" (F)
System) REV PPH3-B2 5 TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
TATAAGAAATAGTCCATTTGAGA 3 (R)
FWD FAR3-B1 5 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCT
GAATAGCGGTGGTAGTGAT 3 (F)
REV FAR3-B2 5 TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
TATTTCAGTACCTGGTACGTGTC 3’ (R)
FWD TPD3-B1 5 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCA
TGTCTGGAGCAAGATCAACA 3’ (F)
REV TPD3-B2 5 TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
TAATTTTTTAAAAGTTCTTGACA 3° (R)
FWD UCB9 5 CCACGACAGGATCAATTACAACAT 3" (F)
REV UCB9 5 AAAAAGGCCAACCAAAAACAAAA 3’ (R)
FWD FUSL 5 TGGGCTTTCAATCGGACTTC 3" (F)
REV FUSL 5 GCTGCGGTATTATGGGTTTG 3’ (R)
PCR FWD ATG8 5 GGAAGGCGGAGTCGGAGAGG 3 (F)
o REV ATG8 5 AAACCCGTCCTTATCCTTGTGTTC 3" (R)
Cuantitativa  pwD ATG13 5 CCTTCTCTTCCGTTATTTGTTGAC 3’ (F)
REV ATG13 5 GGCTGGCAGGTTTGATTCGTT 3" (R)
FWD CASP10 5 TGCCAAGGTGAAGAGATACAGC 3 (F)
REV CASP10 5 CCAGGGGCACAGGGAATACTA 3" (R)

Las abreviaturas (F) y (R) hacen referencia a los oligonucleotidos forward 5°-3" y reverso 3°-5".

V1.4. PREPARACION DE ACIDOSNUCLEICOS

V1.4.1. Obtencion de ADN plasmidico de E.coli

Para la obtencion de ADN plasmidico se emplearon los kits “Magic Wizard” (Promega) y

“Pure Yield™ Plasmid Miniprep System” (Amersham Biosciences) de acuerdo a las

especificaciones dadas por el proveedor.

109



Materiales y métodos

V1.4.2. Obtencién de ADN gendmico de S. cerevisiae

Para la obtencion de DNA gendmico, se utilizé el método descrito por Hoffman y Winston
(1987) que consiste en crecer un cultivo de levadura en 5 ml de YPD y recoger las células por
centrifugacion. Las células se lavan con agua y se les afiade 200 pl de tampdn de lisis [NaCl 5M,
10% SDS, 1M Tris-HCI pH 8 y 0,5M EDTA], 300 pl de fenol: cloroformo (1:1) mezclado con
100 pl de tampon de lisis y bolitas de vidrio (425-600 um de dametro, Sigma). Tras romper las
celulas mediante agitacion con el vortex a intervalos de 30 s durante 2 minutos, se centrifuga a
13.000 r.p.m. durante 3 minutos y se recoge la fase acuosa. Los acidos nucleicos se precipitan
por adicion de 1 ml de etanol absoluto frio. Se centrifuga de nuevo a 13.000 r.p.m. durante 3 min
y se resuspende el precipitado en una solucion formada por 3M NaOAc (1:10) y Etanol 100%
(2,5x). Se incuba 5 min a -80°C. Se centrifuga para eliminar el etanol 100% y se lava con etanol

70%. Finalmente se resuspende el pellet en 25 ul de agua estéril.

VI1.5. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

VI1.5.1. Transformacion de cdlulasde E. coli
La preparacion de las células competentes y el proceso de transformacion se realizaron
siguiendo procedimientos estandar (Sambrook y Russell, 2001).

Para la preparacion de células electrocompetentes se empled la cepa DH5a. Un litro de
medio LB se inoculé con 10 ml de un preindculo. El cultivo se crecié a 37°C en agitacion hasta
DO soonm de 0.5. Se enfrié durante 15 minutos en un bafio de hielo y se pasé a botes de
centrifugacién GSA. Las células se recogieron por centrifugacion a 1000 g durante 15 minutos a
4°C. El precipitado se resuspendié en 1 litro de glicerol 15% frio. Se recogieron de nuevo las
células por centrifugacién y se lavaron dos veces con 15% de glicerol frio, un primer lavado con
500 ml y un segundo lavado con 200 ml. Finalmente las células se resuspendieron en 1 ml de
GYT (15% glicerol, 0.125% extracto de levadura, y 0.25% triptona), se repartieron en alicuotas

de 100 ul que fueron mantenidas hasta su uso a -80°C.

La transformacién de células electrocompetentes se realizd previa descongelacion de las
celulas en hielo, mezclando 100 ul de células con el ADN transformante (200 ng - 500 ng). Se
incubd en hielo durante 20 minutos para posteriormente proceder al choque térmico poniendo la

mezcla de transformacion a 42°C durante 2 minutos, seguido de 2 minutos en hielo. Luego se
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incub6 a 37°C durante 1h para finalmente lavar las células y sembrarlas en los medios de

seleccidn apropiados.

V1.5.2. Transformacion de células de Saccharomyces cerevisiae

La transformacion de levaduras se realiz6 mediante el protocolo de AcOLi (Gietz, R. D.y
Woods, R. A. 2002). El método esta basado en la utilizacion de acetato de litio, ADN “carrier” y
polietilenglicol. Las cepas de levadura fueron sembradas posteriormente al choque térmico a 42°
C. En el caso de cepas auxotrofas, las placas de seleccion fueron suplementadas con los
aminoécidos necesarios. En el caso de transformaciones en las que la seleccion sea un
antibiotico, las levaduras fueron recuperadas tras el choque térmico en YPD durante 4 h antes de
ser sembradas en las placas con el antibidtico correspondiente.

V1.6. MANIPULACION DE ADN

V1.6.1. Digestion enzimatica
Los diversos tratamientos enziméticos a los que fue sometido el ADN se realizaron

siguiendo los procedimientos estandar (Sambrook, Fritsch et al. 1989).

Las diferentes enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron suministradas por las
casas comerciales Fermentas, Promega o New England Biolabs y empleadas de acuerdo a las
especificaciones dadas por los proveedores.

La unién entre moléculas de ADN con extremos compatibles se realizd6 mediante el empleo
de la enzima T4 ADN ligasa (Fermentas) y las moléculas de interés se seleccionaron por

transformacion de células competentes de E. coli de las cepas DH5a con la mezcla de ligacion.

V1.6.2. Clonacion

Los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se clonaron en el vector pGEM-T-Easy
(Promega), realizando la reaccion de ligacion durante 1 h a temperatura ambiente. La clonacion
en vectores de expresion de levadura se llevd a cabo mediante digestion enzimética del vector y
del fragmento de ADN a clonar mediante endonucleasas de restriccion (utilizando el tampén y
las indicaciones sobre condiciones Optimas de reaccion proporcionadas por la casa comercial
para cada enzima). En la reaccion de ligacion se mezclan 50 ng del vectdrddl tampn

proporcionado por el proveedor y 1 ul de ADN ligasa (Fermentas) en un volumen final de 10 pl.
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La reaccion se deja 1h a temperatura ambiente. La relacion de plasmidos utilizados se encuentra
en la Tabla 5.

V1.6.3. Electroforessde ADN

La electroforesis de ADN se realiz6 en geles de agarosa de 0.8% (p/v). La electroforesis se
desarrollé a voltaje constante (100V) en tampon TBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM é&cido boérico y
2mM EDTA) con Bromuro de etidio (0.5 png/ml). Como marcadores de tamafio se utilizé el ADN
del fago A (Sigma) digerido con las enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll. Las bandas se
observaron sobre un transiluminador de luz ultravioleta (acoplado a un sistema de fotografia
digital Gel Doc 2000 Bio-Rad).

V1.6.4. Electroforesis en campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis. PFGE)

El PFGE es un sistema basado en el andlisis de ADN cromosémico consistente en un
electroforesis multidireccional con pulsos eléctricos de diferente duracion, que permite (ya que el
tiempo que requieren los fragmentos para reorientarse es proporcional a su tamafo) la separacion
de fragmentos de hasta 10 Mb. El protocolo utilizado fue el descrito por (Gardner, D. C. et al.
1993).

Los cultivos celulares de DO goonm = 2 fueron recogidos, centrifugados y resuspendidos en
1ml de Solucién A (Tris HCI 25 mM pH 7,5, EDTA 25 mM y Sorbitol 1M). Se mezcl6 con
agarosa de bajo punto de fusion 2,5% (Invitrogen). Esta mezcla fue distribuida sobre un soporte
hasta solidificarse formandose los bloques de agarosa, los cuales se incubaron en 10 ml de
Solucién B (Img/ml Proteasa XIV [Sigma], 0,5 M EDTA y 10% SDS) durante 24h a 50°C.
Transcurrido este tiempo, las muestras fueron lavadas con 10 ml de 0,5 M EDTA.

Para la adecuada separacion de los fragmentos de ADN se prepar6 un gel de agarosa del 1%
(p/v) (Bio-Rad) en tampdn TBE 0,5X y se colocaron los bloques de ADN inmersos en él. Antes
de comenzar la electroforesis se vertian 2200 ml de tampon TBE 0,5X en la cubeta de
electroforesis (Bio-Rad) para que recirculara y disminuyera la temperatura hasta 14° C. El gel se
desmoldaba del soporte y se introducia en la cubeta de electroforesis, seleccionandose los
pardmetros para la realizacion de la electroforesis en un aparato de sistema CHEF-DRII System
(Bio-Rad). Se aplicaron pulsos de 70-120 segundos durante 25 horas a 200V y con un angulo de
inclinacién de 120°. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tefila por inmersion en una

solucion de bromuro de etidio (0,5ug/ml). El exceso de bromuro de etidio del gel era eliminado
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posteriormente mediante inmersion de éste en un bafio de agua destilada. El gel se visualizaba y
fotografiaba en un transiluminador de luz ultravioleta (acoplado a un sistema de fotografia digital
Gel Doc 2000 Bio-Rad).

V1.6.5. Andlisisdel contenido de ADN en € ciclo celular

Para estudiar el contenido en ADN durante el ciclo celular se utilizé el citdmetro de flujo
mediante tincion con loduro de Propidio. Los cultivos celulares analizados fueron centrifugados
y lavados con etanol 70%, tras lo cual se afiadié 400 ul de la siguiente solucion (Citrato Sodico
50 mM con 0,2 ug/ul RNAgs). Las muestras fueron incubadas 15 h a 37°C. A continuacion se
afiadié 200 pl de una nueva solucién [Citrato Sédico 50 mM, 55mM HCI y 5mg/ml de pepsina
(Sigma Aldrich)].Se incub6 durante 15 min a 37°C y después se afiadié 400 ul de una nueva
solucion que contiene el fluoréforo (Citrato S6dico 50 mM con loduro de propicio 10 pg/ml).
Las muestras fueron sonicadas para evitar la aglutinacion y finalmente se analizaron en el
citometro de flujo FACS SORT (Becton Dickinson) y el software Cell Quest.

V1.6.6. Purificacién de un fragmento de ADN en gel de agarosa.

El fragmento de interés, identificado bajo luz ultravioleta de onda larga (366 nm), se recort6
del gel de agarosa con un bisturi. Posteriormente, el ADN se purifico con el kit “GFX PCR ADN
and Gel Band Purification Kit” (Amersham Biosciences) siguiendo las especificaciones dadas
por el proveedor.

V1.6.7. Amplificacion de fragmentos de ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Las amplificaciones de ADN se realizaron empleando diferentes polimerasas dependiendo
de las necesidades de cada caso. Para la amplificacion fidedigna se empled la enzima Expand
High Fidelity PCR System (Roche). Las PCRs analiticas se realizaron con la GoTaq (Promega).
En todos los casos las reacciones se prepararon de acuerdo a las especificaciones dadas por los
proveedores de las ADN polimerasas.

El proceso de amplificacion incluia una etapa de desnaturalizacién (5 minutos a 95°C), la
etapa de amplificacion (30 ciclos) y finalmente una etapa de extensién (10 minutos). Cada ciclo
de amplificacion incluia 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de anillamiento a
temperatura variable dependiendo de la temperatura media de fusibn (Tm) de los

oligonucledtidos, y un tiempo de extension de 1 minuto/kb de ADN a polimerizar a una
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temperatura que fue de 68°C para fragmentos superiores a 2.5 kb y de 72°C para fragmentos de

menor tamafo.

V1.6.8. Mutagénesisdirigida

Las sustituciones introducidas en la ORF de la CASPASA-10 humana y FAR11 se llevaron a
cabo mediante técnicas de PCR utilizando los oligonucleétidos descritos en la Tabla 6 y
partiendo de ADN gendmico de S cerevisae. En el caso de la Caspasa-10 humana, se

401

produjeron diferentes sustituciones, en el residuo Cys™ que representa el centro activo, el

cambio introducido fue a una Glicina y también en Asp?'® y Asp*'®

, residuos implicados en la
activacion proteolitica de las Caspasa-10, que fueron sustituidos por residuos de Alanina en

ambos casos.

La sustitucién introducida en el caso de FAR11 tuvo lugar en el residuo Ser'® y el cambio
introducido fue a un residuo de Alanina. En cambio la sustitucion del residuo de Ser'® de FAR11
a un residuo de Alanina fue realizada por la empresa GenScript (USA). El plasmido enviado fue
pUC57-FAR11 SB1A, consistente en un fragmento de FAR11 que presenta la sustitucion del
residuo de Ser'® por una Alanina en los sitios de restriccion BamHI-Pmel. El plasmido
YcpLaclll FAR11 fue digerido con las enzimas de restriccion BamHI-Pmel y se ligd al
fragmento de FAR11 que presentaba la sustitucion del residuo Ser'® de FAR11.

V1.6.9. Secuenciacién de ADN

Todas las muestras fueron secuenciadas en el Servicio de Secuenciacion Automatica de la
Universidad de Salamanca (Laboratorio 314, Edificio Departamental. Salamanca. Espafa. e-
mail: serv.sadn@usal.es), empleando el método de Sanger (Sanger, F. et al. 1977) en un
secuenciador automético modelo ABI PRISM 377 (Applied Biosystems) y el kit “ABI PRISM®
BigDye™ Primer v.30 Cycle Sequencing Ready Reaction with AmpliTaq® ADN Ploymerase,
FS” (Applied Biosystems).

VI1.7. MANIPULACION DE ARN

V1.7.1. Extraccion de ARN
Se parti6 de cultivos celulares de 25ml de DO goonm = 0,6. Se lavaron con agua estéril y se
resuspendieron en 600 ul de tampén TES (10mM Tris pH7,5; 10mM EDTA, 0,5% SDS). Se

afiadié 400ul de fenol: cloroformo en proporcion 5:1 y se incubaron las muestras a 65°C durante
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20 min, tras lo cual, se enfriaron a -80°C 30 min. Las muestras fueron centrifugadas 15 min a
13.000 r.p.m. Se recogio la fase acuosa a la que se le afiadi6 400 ul de fenol: cloroformo en
proporcién 5:1, se agito y se centrifugd, afiadiendo sobre la fase acuosa 300 ul de cloroformo.
Finalmente se transfirié la fase acuosa con 30 ml de 3M NaAc pH 5,3 y 600 ul de etanol
absoluto. Se incubd a -20°C durante 1h. Los extractos fueron centrifugados 15 min a 13.000

r.p.m. a 4°C para recoger los pellets en 100 ul de agua autoclavada.

V1.7.2. PCR cuantitativa atiemporeal (RT-PCR)

Los anélisis de qPCR se realizaron en un equipo Light Cycler 480 (Roche) a partir de
muestras de cDNA que fueron sintetizadas empleando el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis (Roche). Las reacciones fueron preparadas con el kit Light Cycler 480 SYBR Green |
Master (Roche) utilizando los oligonucle6tidos descritos en la tabla X. Todas las reacciones
fueron realizadas en duplicado y, al menos, en dos experimentos independientes empleando
muestras diferentes de cDNA. El anélisis cuantitativo de los resultados se llevé a cabo con el
software Light Cycler 480 (Roche). Para la normalizacion de los resultados se tomaron los
valores de expresion del gen ACT1 y/o UBCS6. Los resultados mostrados en las graficas indican
el ratio de los valores de expresion normalizados en presencia o ausencia de expresion de la

Caspasa-10.

V1.8. MANIPULACION DE PROTEINAS

V1.8.1. Obtencién de extractos proteicos de S. cerevisiae

Los cultivos de levadura fueron incubados a 28°C hasta alcanzar DO ggonm = 1. Las células se
lavaron con H,O destilada y se resuspendieron en 5ml de 20 mM Hepes pH 7.4; 80 mM KClI, 10
mM MgCI2, 0.2 MM EDTA, 1 mM DTT, 0.5% p/v CHAPS. La lisis celular se efectué mediante
la utilizacion de la French Press a 1120 psi. El lisado se centrifugd a 13.000 rpm durante 30
minutos. El sobrenadante fue usado inmediatamente o congelado a — 20°C para posteriores

utilizaciones.

V1.8.2. Precipitacion de proteinas con Acido Tricloro Acético (TCA)

Los cultivos celulares de DO goonm = 1 fueron centrifugados y lavados en un primer momento
con H,0O y a continuacion con TCA 20%. La lisis celular se efectué mediante el tratamiento con
bolitas de vidrio en la Fast Prep. Posteriormente el lisado celular se lavé dos veces con TCA 5%

y se centrifugd durante 5 minutos a 3000 r.p.m. Tras este centrifugado se elimind el sobrenadante
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y el pellet se resuspendié en 100 pl de tampdn de carga Laemmli 1,5 x y 50 ul de Tris HCI 1,5
M. Las muestras fueron desnaturalizadas a 65°C durante 5 minutos para finalmente centrifugar
10 minutos a 3000 r.p.m. y recoger el sobrenadante que sera el extracto proteico utilizado para
los correspondientes ensayos.

V1.8.3. Separacion electroforética de proteinas

Para la separacion electroforética de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS se sigui6 el
método descrito por Laemmli (1970), utilizando el sistema Miniprotein Il (Bio-Rad). La mezcla
del gel de separacion contenia una concentracion variable de la solucion acrilamida-bisacrilamida
(acrilamida 30: bisacrilamida 0.8) dependiendo del porcentaje del gel, 0.375 mM Tris-HCI pH
8.8 y 0.1% SDS. La polimerizacion se realizdé afiadiendo a la mezcla desgasificada 0.05%
persulfato amoénico y 0.005% TEMED. El gel de empaquetamiento contenia 1.5% de la solucion
acrilamida-bisacrilamida (acrilamida 30: bisacrilamida 0.8), 120 mM Tris-HCI pH 6.8 y 1%
SDS. Para la polimerizacion se afiadié a la mezcla desgasificada 0.05% persulfato amonico y
0.005% TEMED. Antes de ser cargadas las muestras se desnaturalizaron en presencia de tampén
de carga (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol, 0.01% azul de
bromofenol) a 100°C durante 5 minutos. Los geles se resolvieron en tampon Tris-glicina (25 mM
Tris-HCI, 150 mM glicina, 0.1% SDS). Se aplicd una corriente continua de 30 mA por gel. Como
marcadores de tamafio de proteinas se empled la mezcla comercial de péptidos pretefiidos
"Prestained SDS-PAGE Standards™ (Bio-Rad) de peso molecular 19-117 kDa.

V1.8.4. Deteccion de proteinas con epitoposinmunor eactivos

Las muestras proteicas resueltas en gel fueron transferidas a membrana de polivinilideno
(PVDEF: Inmubilon-P, Millipore) empleando el sistema “Mini Trans-Blot Cell” (Bio-Rad) y
tampon de transferencia CAPS (20% metanol, 10 mM NaHCOj3;, 3 mM Na,COs). La membrana
resultante de la transferencia se blogqueaba durante al menos 30 minutos en leche desnatada
(Nestlé®) al 5% en tampén PBS-Tween (2,5 g/l Tris base, 9 g/l NaCl, 0.1% Tween 20).
Finalizado el bloqueo se procedié a la inmunodeteccién empleando el kit “ECL Advance™
Western blotting detection” (Amersham) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Todas
las soluciones empleadas contenian 0.1% Tween 20. Los anticuerpos empleados fueron:
anticuerpos primarios anti-HA monoclonal (Babco), anti-caspasel0 pl0 (N-19) (Santa Cruz
Biotechnology), anti-Rad53 (yC-19) (Santa Cruz Biotechnology), anti-myc monoclonal 9E10
(Roche), anti- p44/42 (Cell signaling) y como anticuerpos secundarios anti-lgG-HRP de raton
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(Amersham), anti-lgG-HRP de conejo (Amersham) y anti-lgG-HRP de cabra. Para la deteccién

de las bandas se utilizaron peliculas de autorradiografia HiperfilmTM-MP (Amersham).

V1.8.5. Ensayo B-galactosidasa

Para llevar a cabo este ensayo se vertid sobre las placas de medio rico SD-TRP-LEU en las
que ya habian crecido las cepas a analizar, una solucion formada por 0,5% agarosa, 0,5M Na-P-
Buffer pH7; 2mg/ml X-gal y SDS 10%. Las placas se incubaron a 37°C y al cabo de 1h se

analizé la coloracion azul de cada cepa.

V1.8.6. Méodo de Sistema de rotura de la ubiquitina o “ Split Ubiquitin System” (SUS)

Este sistema permite detectar interacciones fisicas entre una pareja de proteinas mediante su
capacidad de reconstituir la ubiquitina funcional (Johnsson, N. y Varshavsky, A. 1994). Esta
técnica consiste en fusionar el extremo C-terminal y N-terminal de la ubiquitina con las proteinas
de interés para determinar la existencia de interaccion entre ellas. Estas fusiones se realizaron
mediante la técnica de PCR usando los oligonucle6tidos descritos en la Tabla 6 y partiendo de
ADN gendmico de S. cerevisiae. Estos fragmentos de PCR fueron clonados in vivo (Fusco, C. et
al. 1999). Para las fusiones NubG, los vectores pXNgate y pXNgate-3HA fueron digeridos con
las enzimas EcoRI/Smal y usados junto con los fragmentos de PCR para transformar la cepa
THY.APS5. Los transformantes se seleccionaron en un medio sin triptéfano. Para las fusiones de
CubPLV, el vector pMetYCgate fue digerido con las enzimas de restriccion Pstl/Hindlll. Los
transformantes se seleccionaron en un medio sin leucina. Estos plasmidos fueron aislados y
comprobados mediante secuenciacion. Posteriormente se cruz6 la cepa THY.AP4 FAR11-Cub
con las cepas THY.AP5 PPH21-Nub, THY.AP5 PPH22-Nub, THY.AP5 PPH3-Nub,
THY.AP5_TPD3-Nub y THY.AP5_FAR3-Nub, formando las correspondientes cepas diploides.

Las cepas diploides fueron transformadas con un plasmido derivado del pESC-URA en el
que el marcador de seleccion uracilo (URA3) fue sustituido por Geneticina (G418). El analisis de
interaccion de proteinas consistié en un seguimiento de crecimiento celular en medio minimo
empleando placas microtiter y las lecturas de la DO soonm fueron efectuadas usando el equipo
Varioskan Flash (Thermo Scientific).
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V1.8.7 Ensayo de Complementacion Bimolecular de Fluorescencia (BiFC)

Esta basado en la formacion de un complejo fluorescente mediante la union de fragmentos
de la proteina amarilla fluorescente (YeVenus) llevada a cabo gracias a la asociacion de las
proteinas fusionadas a estos fragmentos (Cole, K. C. et al. 2007).

Para llevar a cabo este ensayo, el gen FAR11 se fusiond con el extremo C-terminal de la
proteina amarilla fluorescente (YeVenus) y los genes PPH21, PPH22, PPH3, TPD3 y FARS con
el extremo N-terminal de la YeVenus mediante la técnica de PCR usando los oligonucleétidos
descritos en la Tabla 6. El plasmido utilizado como molde en la reaccion de PCR para la fusién
de FAR11 fue pFA6a-VC-KanMX6 y para las fusiones del resto de genes fue pFA6a-VN-TRP1
(Sung, M. K. y Huh, W. K. 2007). Los productos de PCR fueron verificados mediante
secuenciacion. El fragmento FAR11_VC fue transformado con la cepa BY4741 y cada uno de los
genes etiquetados con el extremo N-terminal de la YeVenus se transformaron con la cepa de tipo
sexual opuesto THY.AP4 y en ambos casos la integracion en el genoma se produjo mediante
recombinacion homodloga. Posteriormente se crearon las correspondientes cepas diploides
cruzando cada una cepas que presentaban las proteinas marcadas con el extremo N-terminal de la
YeVenus con la cepa que tenia FARL1 etiquetado con el extremo C-terminal de la proteina
amarilla fluorescente. Estas cepas diploides fueron transformadas con los plasmidos pGILDA o
pGILDA_CASP10.

V1.9. TECNICAS DE FLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA

V1.9.1. Deteccion de proteinas por fluorescencia directa

La proteina verde fluorescente o GFP es una excelente herramienta para analizar la
expresion y localizacién de determinadas proteinas in vivo (Chalfie, 1994). Para ello s6lo es
necesario fusionar el gen de interés con la secuencia de ADN que codifica dicha proteina y
observar las células bajo el microscopio de fluorescencia. Ademas también existen diferentes
variantes de la GFP como son la YeVenus (proteina amarilla fluorescente), CFP (proteina azul
fluorescente) y RFP (proteina roja fluorescente) lo cual posibilita estudios de colocalizacion

mediante el marcaje de varias proteinas en una misma cepa.

En este estudio las proteinas Far3, Far7, Far9 y Farll fueron fusionadas en su extremo C-
terminal con las proteinas fluorescentes amarilla (YeVenus), azul (CFP) o verde (GFP) mediante
técnica de PCR utilizando los oligonucle6tidos descritos en la Tabla 6 y partiendo de ADN
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gendmico de S. cerevisiae. El producto de cada PCR fue transformado con la cepa BY4741 de S,
cerevisiae, produciéndose recombinacién homdloga e integrandose correctamente en el genoma.
Se cruzaron las cepas de tipo sexual MAT a (BY4741) que tenian cada una de las proteinas Far
etiquetadas con proteinas fluorescentes con cepas de tipo sexual opuesto MAT « (BY4742) que
presentaban proteinas de localizacion conocida marcadas con la proteina roja fluorescente (RFP),
entre ellas Arpl (Golgi), Copl (region interna del aparato de Golgi), Chcl (region externa del
aparato de Golgi) y Sec13 (entre Reticulo endoplasmico y Golgi). Las correspondientes cepas

diploides fueron examinadas mediante microscopia de fluorescencia.

V1.9.2. Tincién deviabilidad celular
La viabilidad celular de las cepas fue analizada mediante varias tinciones vitales, entre ellas,

FUN-1 (Molecular Probes) y Resazurina (Sigma).

Para la tincion de FUN-1 se crecieron los cultivos celulares de las cepas a analizar en medio
YPD o YPG hasta alcanzar la fase logaritmica (aproximadamente 10’ células/ml). A
continuacion se recogieron las células y se lavaron con el buffer formado por 10mM Na-HEPES
pH 7,2 y 2% de glucosa. Se afiadi6 el compuesto fluorescente FUN-1 a una concentracion final
de 10 uM y se mantuvo a 28°C durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente se observaron
las células al microscopio de fluorescencia utilizando los filtros de GFP (Aexcitacion 480nm y

Aemision 530 nm) y RFP (Aexcitacion 531 nm y Aemision 593 nm).

En el caso de la tincion con Resazurina los cultivos celulares fueron crecidos en un medio
SD o SG hasta alcanzar la fase logaritmica. En ese momento se les afiadid el compuesto
fluorescente de resazurina a una concentracion del 10% p/v y se incub6 a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Transcurrido ese periodo de tiempo las células se lavaron con 1x PBS y se
visualizaron bajo el microscopio de fluorescencia utilizando el filtro RFP.

V1.9.3. Tincién de especiesreactivas de oxigeno (ROS)
Los niveles de estrés oxidativo fueron detectados mediante tincién con el colorante 2°-7°
Diclorofluorescein diacetato (H,DCF-DA, Sigma) y Dihidroetidio (DHE, Sigma).

En ambos casos los cultivos celulares fueron crecidos hasta alcanzar la fase logaritmica, a
partir de ese momento las células fueron recogidas por centrifugacion y lavadas con agua estéril.

Se les afadi6 una concentracion final de 30uM H;DCF-DA o 10uM DHE. Se incubo durante 10
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minutos y se volvieron a lavar las células con agua estéril para eliminar el exceso de compuesto.
Posteriormente las muestras fueron analizadas al microscopio de fluorescencia con el filtro GFP,
para el caso de H,DCF-DA (Aexcitacién 504 nm y Aemision 529 nm) y con el filtro RFP para la

tincién de DHE (Aexcitacion 535 nm y Aemision 610 nm).

V1.9.4. Tincién AnexinaV/loduro de Propidio

Para analizar el fenotipo asociado a muerte celular de externalizacion de fosfatidilserina en
la cara externa de la membrana plasmatica se utilizo el kit de AnexinaV/loduro de Propidio
(Clontech).

Las células fueron crecidas en medio SD o SG hasta alcanzar la fase logaritmica
(aproximadamente 10° células/ml). Los cultivos se centrifugaron y lavaron con 1ml de 1x
Binding Buffer para posteriomente resuspenderse en 200 ul 1x Binding buffer. Se afiadié 5 ul de
AnexinaV 20ug/ml y 10 pl de loduro de propidio 50 ug/ml y se incubaron las muestras durante
15 minutos en la oscuridad. A continuacion se lavaron las células con PBS 1x para eliminar el
exceso de compuesto y las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia con los filtros
FITC (Aexcitacién 494 nm y Aemision 520 nm) y Rodamina (Aexcitacion 540 nm y Aemision
570 nm).

V1.9.5. Tincién de diferentes organulos celulares

Se realizaron diferentes tinciones: SYTO 18 (Molecular Probes) que tifie las mitocondria,
MDY -64 (Molecular probes) para analizar la tincion de vacuolas y el citoesqueleto de actina fue
examinado mediante la tincion con Faloidina (Molecular Probes). En todos los casos, se siguid el
protocolo recomendado por el proveedor. Todas observaciones fueron realizadas con el
microscopio Nikon Eclipse 90i. Las imagenes fueron procesadas con el programa Metamorph.

V1.9.6. Microscopia electronica
Las células fueron fijadas con glutaraldehido y tefiidas con permanganato potasico seguin se
describi6 anteriormente (Neiman, A. M. 1998). Las imagenes fueron recogidas mediante un

microscopio FEI BioTwin G2 con una camara digital acoplada AMT XR-60.
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V1.10. SOPORTE INFORMATICO

El analisis de las secuencias de ADN se llevd a cabo con los diferentes programas: EditSeq,
SeqBuilder, MegAlign y SeqManll, suministrados por ADNstar (ADNstar Inc, Madison, WI). La
basqueda de homologia de secuencias se realizd mediante los programas FASTA y BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), y las bases de datos GenBank y EMBL (European
Molecular Biology Laboratory).

Las imagenes de geles de agarosa con muestras de ADN se tomaron con el equipo de
fotografia electronica Gel Doc 2000 (Bio Rad).

La redaccion de esta memoria se hizo con el programa Microsoft Word 2007 (Microsoft
Corporation). El andlisis de datos de PCR cuantitativa a tiempo real asi como la configuracién de
las distintas graficas se llevd a cabo con el programa Microsoft Excel. El procesamiento de
imagenes se realizdé con el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe) y el programa Microsoft
PowerPoint. La redaccion de la bibliografia se hizo mediante el programa EndNote X3 (UMDNI-
Robert Wood Johnson Library of the Health sciences, NJ, USA).
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