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Glosario	  de	  Abreviaturas

A

ADN: Ácido	  desoxirribonucleico

ADNc: ADN	  complementario

AF: Anemia	  de	  Fanconi

ARN: Ácido	  ribonucleico

ATP: Adenosín	  trifosfato

B

BER: Reparación	  por	  escisión	  de	  
base

BSA: Albúmina	  sérica	  bovina

C

cdc: Ciclo	  de	  división	  celular

D

DAPI: diclorhidrato	  de	  4,6-‐Diami-‐
dino-‐2-‐fenilindol

DO: Densidad	  óp6ca

DUBs: Desubiqui6nasas

F

FACS: Fluorescence-‐Ac:vated	   Cell	  
Sor:ng	  “citometría	  de	  flujo”

G

GFP: Proteína	  verde	  fluorescente

GST: Gluta6on-‐S-‐Transferasa

H

HU: Hidroxiurea

I

IP: Inmunoprecipitación

K

kDA: Kilodalton

M

mA: miliamperio

mM: milimolar

MM: Medio	  mínimo

MMS: Me6l	  metano	  sulfonato

MMR: Reparación	  de	  apareamien-‐
tos	  erróneos

N

NER: Reparación	  por	  escisión	  de	  
nucleó6do

NES: Secuencia	  de	  exportación	  
nuclear

NLS: Señal	  de	  localización	  nu-‐
clear

NQO: 4-‐Nitroquinolina	  1-‐óxido

O

ORF: Fase	  de	  lectura	  abierta

v



P

PCNA: Anngeno	  nuclear	  de	  células	  
proliferantes

PIP: PCNA	  Interac:on	  Protein

PCR: Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  
polimerasa

R

RPA: Proteína	  de	  replicación	  A

RT: Temperatura	  ambiente

T

TCA: Ácico	  tricloroacé6co

TLS: Síntesis	  translesión

U

Ub: Monoubiqui6nación

Ub2: Bi-‐poliubiqui6nación

USP/
UBP

Proteasas	  específicas	  de	  
ubiqui6na

UV: Ultravioleta

W

wt: Tipo	  silvestre

X

XP: Xerodermia	  pigmentosa

XPV: Xerodermia	  pigmentosa	  
variante

Y

YES: Medio	  rico
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Introducción
El	  ADN,	  tal	  y	  como	  se	  espera	  del	  material 	  portador	  de	  la	  información	  gené6ca	  de	  la	  
célula,	  es	  una	  molécula 	  altamente	  estable.	  Sin	  embargo,	  esa	  estabilidad	  se	  encuen-‐
tra	  constante	  e	  inevitablemente	  en	  peligro,	  por	  agentes 	  de	  diferente	  naturaleza	  que	  
dañan	  su	  estructura.	  Asegurarse	  de	  que	  estos	  daños	  no	  pasen	  a	  generaciones	  pos-‐
teriores	  por	  medio	  de	  la 	  replicación,	  será	  primordial	  para	  asegurar	  la 	  integridad	  del	  
genoma	  y	  por	  lo	  tanto	  la	  supervivencia	  celular.

Para	  conseguir	  tal	  propósito,	  las	  células	  han	  evolucionado	  con	  la	  capacidad	  de	  de-‐
tectar	  y	  propagar	  esas	  señales	  de	  daño,	  ac6vando	  dis6ntas	  rutas	  moleculares.	  Estas	  
rutas,	  denominadas	  colec6vamente	   como	   “Respuestas	  al	  daño”	   (Figura	   1),	  están	  
cons6tuidas	  por:

6.	  Rutas	  de	  reparación:	  Primera	  línea	  de	  defensa	  de	  la	  célula	  contra	  muchos	  
6pos	  de	  lesiones.	  Actúan	  principalmente	  sobre	  el	  dúplex	   de	  ADN	  y	  se	  basan	  
en	   la 	  escisión	  y	  resíntesis	  posterior	  de	  la	  secuencia 	  dañada,	  u6lizando	  para	  
ello	  la	  información	  codificada	  por	  la	  cadena	  complementaria.

7.	  Checkpoints:	  También	  llamados	  “controles	  de	  comprobación”.	  Son	  los	  me-‐
canismos	  encargados	  de	  producir	  un	  retraso	  en	  la	  progresión	  del	  ciclo	  celular	  
cuando	  existe	  algún	  problema,	  dando	  así	  a	  la	  célula	  el 	  6empo	  suficiente	  para	  
solventarlos.

8.	  Rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño:	  Nombre	  bajo	  el	  que	  se	  incluyen	  todos	  los 	  me-‐
canismos	  que	  capacitan	  a	  la 	  célula	  para	  con6nuar	  una	  replicación	  que	  se	  en-‐
cuentra	  bloqueada 	  o	  parada,	  por	  la	  existencia	  de	  algún	  6po	  de	  daño	  que	  al-‐
tera	  la	  estructura	  del	  ADN.

Conocer	  el	  funcionamiento	  exacto	  de	  estas	  rutas,	  se	  ha	  conver6do	  en	  los 	  úl6mos	  
años	  en	  uno	  de	  los	  centros	  de	  la	  inves6gación	  básica	  del	  cáncer,	  ya	  que	  la 	  desregu-‐



lación	  de	  los	  componentes	  de	  las	  mismas,	  se	  traduce	  en	  la 	  mayoría 	  de	  los	  casos	  en	  
el	  desarrollo	  de	  tan	  temida	  enfermedad.	  Aunque	  el	  trabajo	   llevado	  a	  cabo	  para	  el	  
desarrollo	  de	  esta	  Tesis	  Doctoral,	  se	  centra	  en	  el	  campo	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño,	  
comenzaremos	  este	  capítulo	  explicando	  brevemente	  el	  funcionamiento	  de	  las	  otras	  
rutas.

1.	  Rutas	  de	  reparación	  del	  daño	  en	  el	  ADN

Son	  varios 	  los	  mecanismos	  de	  reparación	  de	   los	  que	  dispone	  la	  célula	  para	  hacer	  
frente	  a	  diferentes	  6pos 	  de	  daños	  (Figura	  2).	  De	  forma	  general	  se	  dis6nguen	  entre	  
sí	  en	  el	  6po	  de	  daño	  que	  reconocen,	  el	  momento	  del	  ciclo	  celular	  en	  el	  que	  actúan	  
y	  en	  la 	  maquinaria	  enzimá6ca	  que	  u6lizan.	  Sin	  embargo,	  a	  pesar	  de	  estas	  diferen-‐
cias,	  todos	  ellos	  comparten	  el	  mismo	  esquema	  general	  de	  actuación,	  consistente	  en	  
la 	  iden6ficación	  y	  eliminación	  del	  fragmento	  de	  ADN	  dañado,	  restablecimiento	  de	  
la 	  secuencia	  original	  a 	  través	  de	  una	  ADN	  polimerasa	  (la	  cual	  u6lizará	  la	  hebra 	  no	  
dañada	  como	  patrón)	  y	  por	  úl6mo,	  en	  la	  unión	  de	  la 	  brecha	  formada	  por	  medio	  de	  
una	  ADN	  ligasa.

1.1	  REPARACIÓN	  POR	  ESCISIÓN	  DE	  BASE:	  BER

El	  mecanismo	  de	  reparación	  por	   escisión	  de	  base	  o	  BER	   (del	  inglés 	  Base	  Excision	  
Repair),	   se	  ocupa	  de	   corregir	  diferentes	  6pos	  de	   lesiones	  que	  afectan	   a	  una	  sola	  
hebra	  del	  ADN.	  Todas	  las	  lesiones	  reparadas 	  por	  esta	  vía,	  6enen	  en	  común	  la 	  pro-‐
ducción	  de	  modificaciones	  poco	  voluminosas 	  en	  el	  ADN,	  que	  afectan	  levemente	  al	  
apareamiento	  de	  bases	  y	  que	  por	  lo	  tanto,	  no	  distorsionan	  mucho	  la	  estructura	  de	  
la 	  doble	  hélice.	  Ejemplos	  npicos	  de	  lesiones	  reparadas	  por	  esta	  vía	  son:	  la	  presencia	  
de	   bases	  modificadas	   químicamente	   por	   alquilación,	   oxidación,	   o	   desaminación	  
(Lindahl	  and	  Wood	  1999);	  la	  inserción	  de	  bases	  modificadas	  por	  una	  ADN	  polimera-‐
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Figura	  1:	  Respuestas	  celulares	  al	   daño.	  Ilustración	  esquemá6ca	  de	  las	  dis6ntas	  res-‐
puestas	  posibles	  de	  las	  células,	  ante	  la	  presencia	  de	  daño	  en	  el	  ADN.



sa	  (dUTP,	  8-‐oxodGTP)	   (Dianov	  et	  al.	  1992;	  Singhal	  et	  al.	  1995);	  la 	  pérdida	  espontá-‐
nea	  de	  una	  base	  generando	  si6os	  abásicos 	  (For6ni	  et	  al.	  2003);	  así	  como	  roturas 	  de	  
ADN	  de	  cadena	  sencilla	  (Lindahl	  1990).

El	   desarrollo	   de	  este	  mecanismo	   se	  lleva	  a 	  cabo	  por	  una	  batería	  de	  enzimas,	   las	  
ADN	  glucosilasas,	  que	  se	  encargan	  de	  iden6ficar	  y	  eliminar	   la	  base	  dañada.	  Como	  
consecuencia	  de	  esta	  eliminación,	  se	  generará	  un	  azúcar	  desoxirribosa	  sin	  base	  ni-‐
trogenada,	  que	  será	  eliminado	  a	  con6nuación	  por	  una	  AP	  endonucleasa.	   La	  ADN	  
Polimerasa	  β	  será	  la	  encargada	  de	  sinte6zar	  el	  oligonucleó6do	  que	  falta 	  para 	  que	  a	  
con6nuación,	  una	  ADN	  ligasa,	  se	  encargue	  de	  sellar	  la	  muesca	  (Sancar	  et	  al.	  2004).

1.2	  REPARACIÓN	  POR	  ESCISIÓN	  DE	  NUCLEÓTIDO:	  NER

Al	  igual	  que	  BER,	  este	  mecanismo	  de	  reparación	  actúa	  sobre	  lesiones	  que	  solo	  afec-‐
tan	  a	  una	  de	  las	  dos	  cadenas	  del	  ADN,	  sin	  embargo,	  a 	  diferencia	  de	  él,	  las	  lesiones	  
sobre	  las 	  que	  actúa	  son	  voluminosas	  y	  sí	  distorsionan	  la	  estructura	  de	  la	  doble	  héli-‐
ce.	  Como	  ejemplo	  de	  lesiones	  reparadas	  por	  esta	  vía,	  se	  encuentran	  las 	  que	  se	  ge-‐
neran	  a	  través	  de	  la	  reacción	  covalente	  de	  las	  bases 	  nitrogenadas	  con	  grandes	  mo-‐
léculas	  de	  hidrocarbonos	  (como	  el	  compuesto	  carcinógeno	  benzopireno),	  o	  con	  va-‐
rios	  dímeros	  de	  pirimidinas	  (T-‐T,	  T-‐C	  y	  C-‐C)	  generados	  por	  acción	  de	  la	  luz	  solar.

Aunque	  se	  han	  descrito	  dos	  6pos	  de	  NER	  (del	  inglés	  Nucleo:de	  Excision	  Repair)	  en	  
función	  de	  dónde	  se	  localice	  la	  lesión,	  el	  desarrollo	  de	  la	  reparación	  será	  el	  mismo	  
en	  ambos	  casos.	  Tras 	  la	  iden6ficación	  del	  problema,	  una	  serie	  de	  helicasas	  desenro-‐
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Figura	   2:	  Mecanismos	  de	   reparación	   del	  ADN:	  Representación	   esquemá6ca	  de	   los	  
diferentes	  6pos	  de	   daño	  que	  puede	  sufrir	  el	   ADN,	  así	  como	   de	   las	   rutas	  de	   repara-‐
ción	  que	  se	  encargan	  de	  ellos. 	  Las	  celdas	  señaladas	  con	  el	  asterisco	  rojo,	  hacen	  refe-‐
rencia	  a	  la	  posibilidad	  de	  u6lizar	   (además	  de	  los	  mecanismos	  indicados)	  las	  rutas	  de	  
tolerancia	  al	  daño,	  en	  caso	  de	  que	  dichas	  lesiones	  se	  encuentre	  durante	  la	  Fase	  S	  del	  
ciclo	  celular.	  Figura	  modificada	  de	  Bergink	  &	  Jentsch	  2009.



llarán	  la	  doble	  hélice,	  generando	  una	  burbuja	  de	  unos	  30	  pares	  de	  bases	  alrededor	  
de	  dicha	  lesión.	  A	  con6nuación,	  la 	  hebra 	  no	  dañada	  será	  recubierta	  por	  la	  proteína	  
replica6va	  A	   o	  RPA	   (del	   inglés	  Replica:on	   Protein	  A),	   dejando	  a 	  la	  hebra	  dañada	  
desnuda	  para 	  que	  pueda	  ser	  reconocida 	  por	  nucleasas	  específicas	  de	  esta	  ruta,	  que	  
se	  encargarán	  de	  hacer	  cortes 	  a	  ambos	  lados	  de	  la 	  lesión,	  eliminado	  el	  fragmento	  
de	  30	  pares	  de	  bases.	  Finalmente,	  un	  proceso	  de	  síntesis	  y	  ligación	  posterior,	  resul-‐
tará	  en	  una	  reparación	  exitosa	  (Friedberg	  2001).

Este	  mecanismo	  ha	  sido	  muy	  bien	  caracterizado,	  ya	  que	  la	  mutación	  de	  cualquiera	  
de	  las	  proteínas 	  implicadas	  en	  esta	  ruta,	  conllevará	  al	  desarrollo	  de	  la	  enfermedad	  
conocida	  como	   Xerodermia	  Pigmentosa	  (XP).	   XP	  es	  una	  enfermedad	  autosómica	  
recesiva,	  que	  confiere	  a	  los	  pacientes 	  que	  la	  presentan,	  una	  mayor	  predisposición	  a	  
desarrollar	  cáncer	  de	  piel	  como	  consecuencia	  de	  la	  exposición	  a	  la	  luz	  ultravioleta.	  
La 	  existencia 	  de	  esta	  enfermedad	  por	  lo	  tanto,	  pone	  de	  manifiesto	  la 	  trascendencia	  
de	  NER	  en	  la	  reparación	  del	  daño	  producido	  por	  luz	  ultavioleta.

1.3	  REPARACIÓN	  DE	  APAREAMIENTOS	  ERRÓNEOS:	  MMR

MMR	   (del	  inglés 	  MisMatch	  Repair),	  es	  el	  mecanismo	   encargado	  de	  restaurar	   los	  
errores	  producidos	  durante	   la 	  replicación,	  eliminando	   los 	  nucleó6dos	  incorrecta-‐
mente	  incorporados	  por	  las	  ADN	  polimerasas,	  así 	  como	  los	  fragmentos	  nucleondi-‐
cos	  producidos 	  como	  consecuencia	  del	  deslizamiento	  de	  éstas	  cuando	  replican	  se-‐
cuencias	  repe66vas	  o	  durante	  la	  recombinación	  (Jiricny	  2006).	  Esta	  falta	  de	  coinci-‐
dencia	  será	  reconocida	  y	  eliminada 	  por	   la	  acción	  de	  varias	  proteínas	  diferentes,	  al-‐
gunas	  de	  las	  cuales	  también	  están	  presentes	  en	  NER	  (Schofield	  and	  Hsieh	  2003).	  La	  
maquinaria 	  de	  replicación	  hará	  entonces	  un	  segundo	  intento	  con	  el	  fin	  de	  replicar	  
el	  ADN	  correctamente.

1.4	  REPARACION	  DE	  ROTURAS	  DE	  DOBLE	  CADENA

Las	  lesiones	  que	  afectan	  a 	  las	  dos	  hebras	  de	  la	  doble	  hélice,	  son	  muy	  peligrosas	  pa-‐
ra 	  la	  célula 	  por	  no	  disponer	  de	  ninguna 	  hebra	  libre	  de	  daño	  para 	  llevar	  a	  cabo	   la	  
reparación.	  Las	  roturas	  de	  este	  6po	  se	  producen	  de	  manera	  fisiológica	  durante	  la	  
replicación	  y	  la	  meiosis	  (Shinohara	  and	  Ogawa	  1995;	  Michel	  et	  al.	  1997),	  pero	  tam-‐
bién	  se	  pueden	  producir	  por	  efecto	  de	  la 	  radiación	  ionizante	  (Morgan	  et	  al.	  1996;	  
Ward	   2000),	  agentes	  oxidantes,	   errores	  en	   las	   rutas	  de	   reparación,	  así	  como	  por	  
productos	  del	  metabolismo	  celular	  (Karanjawala	  et	  al.	  2002).	  Disponer	  de	  rutas	  de	  
reparación	  para	  estas	  DSB	  (del	  inglés	  Double	  Strand	  Break),	  será	  vital	  para	  las	  célu-‐
las,	  ya 	  que	  si	  no	  se	  reparan,	  estas	  roturas	  darán	  lugar	  a	  pérdida	  de	  material	  gené6-‐
co	  y	  muerte	  celular,	  o	  a	  reordenamientos	  cromosómicos 	  que	  deriven	  en	  carcinogé-‐
nesis	  (Mills	  et	  al.	  2003).

Los	  mecanismos	  de	  los	  que	  dispone	  la	  célula	  para	  reparar	  estas	  DSB	  son	  dos:	  la	  re-‐
combinación	  homóloga	  o	  HR	  (del	  inglés	  Homologous	  Recombina:on)	   y	  la	  unión	  de	  
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extremos	  no	   homólogos	  o	  NHEJ	  (del	   inglés	  Non-‐Homologous	   End-‐Joining),	  siendo	  
este	  úl6mo	  el	  mecanismo	  de	  reparación	  más	  sencillo.

A	  través	  de	  la	  recombinación	  homóloga,	  las	  células	  repararán	  el	  fragmento	  de	  ADN	  
dañado,	  u6lizando	  la	  información	  gené6ca	  de	  la	  cromá6da	  hermana	  o	  del	  cromo-‐
soma	  homólogo.	  Para	  ello	  dispondrán	  de	  unas	  proteínas	  de	  recombinación	  especia-‐
les,	  que	  serán	  capaces	  de	  reconocer	  y	  acercar	  entre	  sí	  las	  zonas	  de	  homología	  entre	  
dos 	  cromosomas.	  Una	  vez	  próximas	  dichas 	  zonas,	  el	  cromosoma	  dañado	  será	  repa-‐
rado	  a	  través	  de	  un	  proceso	  de	  replicación,	  u6lizando	  como	  molde	  la	  información	  
gené6ca 	  del	   cromosoma	  no	   dañado.	  Este	  hecho	   garan6zará	   que	  no	   se	   produzca	  
ningún	  cambio	  en	  la	  secuencia	  del	  cromosoma	  dañado.

Por	  otro	  lado,	  el 	  mecanismo	  NHEJ,	  más	  sencillo	  que	  el	  anterior,	  yuxtapone	  directa-‐
mente	  los 	  extremos	  rotos	  de	  los	  cromosomas,	  para	  unirlos	  a	  con6nuación	  sin	  nin-‐
gún	  6po	  de	  homología,	   aunque	  produciendo	   eso	  sí,	   la	  perdida	  de	  uno	  o	  más	  nu-‐
cleó6dos	  en	  el	  punto	  de	  unión.	  Es 	  por	  este	  mo6vo,	  que	  a	  este	  mecanismo	  de	  repa-‐
ración	  se	  le	  considera	  mutagénico.

La 	  preferencia	  por	  un	  mecanismo	  u	  otro	  es	  diferente	  en	  cada	  6po	  celular.	  Así,	  mien-‐
tras 	  que	  en	  las 	  células	  de	  mamíferos	  el	  mecanismo	  predominante	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  
el	   ciclo	   celular	   es	  NHEJ	   (estando	   la	   HR	   restringida	   a	  Fase	   S	   tardía	   y	   G2)	   (Lieber	  
2008),	  en	  las	  levaduras	  lo	  es	  la 	  HR	  (aunque	  en	  G1,	  NHEJ	  es	  el	  mecanismo	  predomi-‐
nante)	   (Aylon	  et	  al.	  2004;	  Ferreira	  and	  Cooper	  2004;	  Ira 	  et	  al.	  2004;	  Sonoda 	  et	  al.	  
2006).

2.	  Checkpoints

Ya	  que	  es	  vital	  para	  la	  célula	  mantener	  el	  ADN	   intacto	  y	  sin	  daños	  de	  una	  genera-‐
ción	  a	  la	  siguiente,	  no	  es	  de	  extrañar	  que	  éstas	  dispongan	  de	  más	  de	  un	  mecanismo	  
para	   conseguir	   tal	   fin.	   Aparecen	   así	   en	   escena	   los	   mecanismos	   denominados	  
checkpoints.

Parece	  implícito	  hablando	  de	  “daños”	  en	  el	  ADN,	  que	  lesiones	  en	  la 	  estructura	  de	  
éste	  sean	  los	  únicos	  problemas	  que	  desencadenan	  la	  ac6vación	  de	  los	  checkpoints.	  
Sin	   embargo,	  para	   la 	  célula	   existen	  muchas 	  otras	  situaciones	   problemá6cas	  que	  
conllevan	  a	  la	  ac6vación	  de	  estos	  mecanismos.

Existen	  por	   lo	  tanto	  diferentes	  6pos	  de	  checkpoints,	  en	  función	  de	  cuál	  sea 	  el 	  pro-‐
blema	  y	   en	  qué	  momento	  del	  ciclo	   celular	  tengan	  lugar.	  A	   pesar	  de	  estas	  diferen-‐
cias,	  todos 	  ellos	  se	  pueden	  describir	  como	  cascadas	  de	  señalización	  para	  regular	  la	  
progresión	  por	  el	  ciclo	  celular,	  con	  el	  fin	  de	  asegurar	  la 	  estabilidad	  del	  material	  ge-‐
né6co,	  así	   como	  su	   replicación	  y	  distribución	   adecuada,	   además	  de	  garan6zar	   el	  
mantenimiento	  de	  la	  homeostasis	  interna.
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Ya	   que	   no	   es 	   objeto	   de	   esta	   tesis	   aportar	   ningún	   dato	   más	   acerca	   de	   los	  
checkpoints,	   a	   con6nuación	   explicaremos	  sólo	   sucintamente	   los	   principales	  6pos	  
descritos.

•	  Checkpoint	  de	  daño	  al	  ADN:	  Se	  ac6va	  cuando	  se	  detectan	  roturas	  o	  altera-‐
ciones	  en	  la	  estructura	  normal	  de	  la	  cadena	  de	  ADN,	  con	  el	  fin	  de	  parar	  el	  
ciclo	  celular	  y	  reparar	  el	  ADN	  si	  es	  posible.	  Este	  checkpoint	  evita	  la 	  transmi-‐
sión	  de	  mutaciones	  a	  las	  células	  hijas	  y	  por	  lo	  tanto,	  contribuye	  al	  manteni-‐
miento	  de	  la	  estabilidad	  genómica	  de	  dichas	  células.

•	  Checkpoint	  de	  G1:	  Existe	  un	  punto	  denominado	  Start	  en	  levaduras	  (del	  in-‐
glés,	   inicio)	   y	   Punto	  de	  Restricción	   en	  células	  animales.	   En	   dicho	  punto,	   la	  
célula	  “decide”	  si 	  inicia	  un	  ciclo	  de	  división	  o	  no,	  teniendo	  en	  cuenta 	  que	  el	  
tamaño	  celular	  sea	  el	  correcto	  y	  que	  haya	  suficientes	  nutrientes	  en	  el	  medio;	  
coordinando	  así	  la 	  división	  celular	  con	  el	  crecimiento	  y	   las 	  condiciones	  am-‐
bientales.	  El	  checkpoint	  de	  esta	  fase,	  será	  el	  encargado	  de	  determinar	  si	  esas	  
condiciones	  son	  o	  no	  las	  adecuadas.

•	  Checkpoint	  de	  replicación	  o	  de	  estrés	  replica0vo:	  Se	  ac6va	  en	  respuesta 	  a	  
determinados	  problemas	  que	  afectan	  (en	  ausencia	  de	  daño	  directo	  al	  ADN)	  a	  
la	  replicación,	  pudiendo	  inducir	  incluso	  su	  parada.

•	  Checkpoint	  de	  G2:	  Es	  el	  encargado	  de	  impedir	  la 	  entrada	  en	  mitosis	  si	  la	  
célula	  no	  ha	  alcanzado	  el	   tamaño	   necesario	   o	   si	   las	  condiciones	  del	  medio	  
son	  desfavorables.	  Además,	  también	  bloqueará	  el	  ciclo	  celular	   si	   la	  replica-‐
ción	  no	  se	  ha	  completado	  normalmente.

•	  Checkpoint	  de	  mitosis:	   en	   realidad	   son	  varios	  los 	  puntos 	  de	  control	   que	  
existen	  en	  esta	  fase.	  Su	  función	  consiste	  en	  impedir	  la 	  división	  celular	  si	  los	  
diferentes	  pasos	  que	  se	  6enen	  que	  producir	  en	  esta	  fase,	  no	  han	  ocurrido	  
correctamente.	  Por	  ejemplo,	  el	  checkpoint	  de	  metafase	  retrasará	  la	  segrega-‐
ción	  de	  los 	  cromosomas,	  si	  estos	  no	  se	  han	  alineado	  correctamente	  en	  la 	  pla-‐
ca	  metafásica.

3.	  Tolerancia

El	  úl6mo	  de	  los 	  mecanismos	  de	  los	  que	  dispone	  la	  célula 	  para	  asegurar	  su	  supervi-‐
viencia	  una	  vez	  se	  vea 	  comprome6da	  la 	  integridad	  del	  genoma,	  es 	  el 	  conocido	  co-‐
mo	  Rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño.

Como	  su	  propio	  nombre	  indica,	  las	  rutas	  que	  se	  esconden	  bajo	  este	  nombre	  darán	  
a	  la	  célula	  la	  capacidad	  para	  con6nuar	  la	  progresión	  por	  el	  ciclo	  celular,	  “tolerando”	  
el	   daño,	   en	   lugar	  de	  “reparándolo”	  (Lehmann	   2002;	  McGlynn	   and	   Lloyd	  2002).	  A	  
priori,	   la	  adquisición	   de	  estos	  mecanismos	  por	   parte	  de	  la	  célula	  a	  lo	   largo	  de	  la	  
evolución,	  no	   parece	  ser	  muy	   ventajoso	  por	  todos	  los	  riesgos	  que	  conlleva	  con6-‐
nuar	  dividiéndose	  en	  presencia	  de	  lesiones	  que	  alteren	  la	  secuencia	  del	  genoma.	  
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Sin	  embargo,	  si	  recordamos	  que	  los	  mecanismos	  de	  reparación,	  ni	  son	  infalibles,	  ni	  
son	  capaces	  de	  ac6varse	  cuando	  la	  célula	  se	  está	  replicando	  (ya	  que	  actúan	  princi-‐
palmente	   sobre	   el	  dúplex	   de	   ADN),	  entenderemos	  por	   qué	   la	  ganancia 	  de	  estos	  
mecanismos	  ha	  cons6tuido	  un	  enorme	  logro	  para	  la	  célula.

Las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño	  requieren	  un	  escenario	  especial	  para	  su	  ac6vación.	  
Dicho	  escenario	  está 	  cons6tuido	  por	  una	  Fase	  S	  en	  la 	  que	  existen,	   independiente-‐
mente	  de	  su	  e6ología,	  lesiones	  que	  han	  provocado	  un	  bloqueo	  o	  parada	  de	  la 	  repli-‐
cación.	  Este	  estancamiento	  se	  debe	  a	  que	  las	  polimerasas 	  replica6vas,	  Polδ	  y	  Polε,	  
no	  son	  capaces	  de	  pasar	  por	  los	  si6os	  dañados,	  ya	  que	  cualquier	  6po	  de	  lesión	  en	  el	  
ADN,	  provocará	  un	  cambio	  estructural	  en	  su	  geometría,	  que	  no	  podrá 	  ser	  acoplado	  
en	  el	  centro	  ac6vo	  de	  estas	  polimerasas	  (Baynton	  and	  Fuchs	  2000).	  Esta	  situación	  
de	  “parada”,	  es	  tremendamente	  problemá6ca	  para 	  la 	  célula,	   ya	  que	  un	   estanca-‐
miento	  prolongado	  de	  las	  horquillas	  de	  replicación,	  puede	  generar	  colapsos	  de	  hor-‐
quillas,	  roturas	  de	  doble	  cadena,	  anomalías	  cromosómicas,	  inestabilidad	  genómica,	  
acabando	  incluso	  en	  muerte	  celular.	  Que	  las	  células 	  tengan	  o	   no	  la	  capacidad	  de	  
terminar	   dicha	  replicación,	  será	  por	   lo	   tanto	   determinante	  para	  la 	  superviviencia	  
celular	  (Paulsen	  and	  Cimprich	  2007;	  Cimprich	  and	  Cortez	  2008).

Los	  mecanismos	  de	  tolerancia	  al	  daño,	  son	  los	  mecanismos	  encargados 	  de	  otorgar	  a	  
la 	  célula	  esa	  capacidad	   para	  terminar	  con	  una	  replicación	   bloqueada,	  ofreciendo	  
para	  ello	  dos	  alterna6vas 	  dis6ntas:	   la	  vía	  error	   prone	   o	   TLS	   (acrónimo	   del	   inglés	  
Trans-‐Lesion	  Synthesis,	  Síntesis 	  a 	  través	  de	  lesiones)	   y	   la 	  vía	  error	   free	   o	  de	   inter-‐
cambio	  de	  molde.

Estas	  dos	  opciones	  difieren	  entre	  sí	  en	  su	  potencial 	  para 	  causar	  mutaciones.	  Así,	  en	  
la 	  primera	  de	   las 	  opciones,	   conocida	  como	   Síntesis 	  a	  través	  de	   lesiones	  (TLS),	   el	  
ADN	  dañado	  será	  replicado	  a	  costa	  de	  intercambiar	  las	  polimerasas	  replica6vas	  es-‐
tancadas,	  por	   otro	  6po	  de	  polimerasas	  especiales	  (Shcherbakova	  and	  Fijalkowska	  
2006)	   que	   sí	   serán	   capaces	  de	   replicar	  ese	  ADN,	  aunque	  no	   necesariamente	   con	  
mucha	  fidelidad	  (Pages	  and	  Fuchs	  2002);	  de	  ahí	  que	  también	  se	  conozca	  a	  esta	  ruta	  
como	  vía	  error	  prone	  (Lehmann	  et	  al.	  2007;	  Waters	  et	  al.	  2009).	  A	   través 	  de	  la	  se-‐
gunda 	  opción,	   la	  célula 	  u6lizará	  alterna6vas	  de	  replicación	   consistentes	  en	  evitar	  
replicar	  directamente	  el	  ADN	   dañado,	  u6lizando	   en	  su	  lugar	  como	  molde	  el	  ADN	  
complementario.	  Este	  mecanismo	  asegurará	  la	  no	  introducción	  de	  mutaciones	  en	  la	  
célula,	  de	  ahí	  que	  también	  se	  le	  conozca	  como	  vía	  error	  free	  (Michel	  et	  al.	  2001;	  Cox	  
2002;	  McGlynn	  and	  Lloyd	  2002;	  Heller	  and	  Marians	  2006).

Aunque	  la	  mayoría	  de	  las 	  aportaciones 	  hechas	  en	  el 	  campo	  de	  la	  tolerancia	  provie-‐
nen	  de	  los 	  úl6mos	  10	  años,	  hay	  que	  irse	  mucho	  más	  atrás 	  en	  el	  6empo,	  para	  encon-‐
trar	  los	  primeros	  trabajos	  que	  hablaron	  de	  la	  existencia	  de	  estas	  nuevas	  rutas	  celu-‐
lares.
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3.1	  Una	  perspecLva	  histórica

3.1.1	  Inicios	  en	  E.	  coli

En	  1968,	  Paul	  Howard-‐Flandes	  y	  Dean	  Rupp,	  publicaron	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  
el	  estudio	  de	  la	  replicación	  del	  ADN,	  en	  células	  de	  Escherichia	  coli	  expuestas	  a	  ra-‐
diación	  ultravioleta;	  una 	  de	  las	  causas	  que	  provoca	  parada	  en	  la	  replicación	  debido	  
a	  la	  formación	  de	  fotoproductos.	  Flandes	  y	  Rupp	  observaron	  que	  después	  de	  la	  ra-‐
diación,	   el	  ADN	  era	  inicialmente	  sinte6zado	   como	  pequeños	  fragmentos 	  discon6-‐
nuos,	  convir6éndose	  después	  en	  piezas	  de	  mayor	  peso	  molecular	  y	  de	  igual	  tamaño	  
al	  observado	  en	  las	  células	  no	  irradiadas.	  A	   par6r	  de	  estas	  observaciones	  postula-‐
ron	  que,	  una	  vez	  provocado	  el	  bloqueo	  de	  la 	  replicación	  por	  la	  formación	  de	  foto-‐
productos,	  ésta	  se	  reiniciaba	  a	  con6nuación	  aguas 	  abajo	  de	  los	  si6os	  dañados	  que	  
produjeron	  el	  arresto,	  pero	  dejando	  huecos	  justo	  enfrente	  de	  dichos	  si6os.

Bryn	   Bridges	  y	   Evelyn	  Witkin,	   especularon	   posteriormente	   que	   los	  espacios 	  pro-‐
puestos 	  por	  Rupp	   y	  Howard-‐Flandes,	  podrían	   ser	   los	  si6os	  donde	  se	  generan	   las	  
mutaciones	  que	  se	  sabe	  están	  asociadas	  a	  la 	  radiación	  UV	  (Bridges	  2005).	  Además,	  
Witkin	  ya	  había	  demostrado	  previamente,	  que	  las	  mutaciones	  inducidas	  por	  radia-‐
ción	  UV,	  no	  aparecían	  en	  las	  células 	  portadoras 	  de	  una	  mutación	  puntual	  en	  el	  gen	  
LexA	  (gen	  encargado	  de	  regular	  la 	  Respuesta	  SOS	  bacteriana),	  hecho	  que	  no	  parecía	  
tener	  ningún	  efecto	  sobre	  la 	  replicación	  discon6nua	  observada 	  por	  Flandes	  y	  Rupp	  
(Witkin	  1967).	   A	   raíz	   de	   estos	  resultados,	  Bridges	   y	  Witkin	  especularon	   que	  este	  
proceso	  replica6vo	   (hoy	  tolerancia)	   de	  fragmentos	  de	  ADN	   dañados,	  constaba 	  de	  
dos 	  eventos 	  diferentes,	  uno	  de	  los	  cuales	  es	  mutagénico	  (“error	  prone” 	  en	  palabras	  
de	  Witkin)	  y	  el	  otro	  libre	  de	  errores.

La 	  siguiente	  aportación	  se	  realizó	  en	  el	  campo	  de	  la	  tolerancia	  error	  prone	  y	  vino	  de	  
la 	  mano	  de	  Miroslav	  Radman.	  Radman,	  en	  un	   trabajo	  publicado	  en	  1974,	  postuló	  
por	  primera	  vez	   la 	  hipótesis	  de	  que	  en	  las	  células	  existe	  además	  de	  la	  replicación	  
normal	  o	  “vegeta6va”,	  otro	  6po	  de	  replicación	  “inducible”	  que	  se	  diferencia	  perfec-‐
tamente	  de	  la	  primera	  y	  que	  requiere	  algunas	  funciones	  específicas.	  Trabajos 	  gené-‐
6cos	  posteriores	  iden6ficaron	   los	  primeros 	  genes	  que,	  fuera 	  de	  la	  ruta	  SOS,	  pare-‐
cían	  tener	  un	  papel	  directo	  en	  el	  mecanismo	  error	  prone,	  ya	  que	  células	  con	  dichos	  
genes	  mutados,	  no	  presentaban	   las	  mutaciones	  inducidas	  por	  radiación	  UV.	  Estos	  
genes	  fueron	  denominados	  umuC	  y	   umuD	   (del	  inglés	  UV	   non-‐mutable)	   (Kato	   and	  
Shinoura	  1977;	  Steinborn	  1978;	  Steinborn	  1979).

Los	  siguientes	  trabajos	  en	  el	  campo	  no	  aparecieron	  hasta	  1990,	  momento	  en	  el	  que	  
Harrison	  Echols	  y	  colaboradores,	  describieron	  que	  las	  proteínas	  codificadas	  por	  los	  
genes	  umuC	  y	  umuD,	  eran	  modificadores 	  de	  la	  polimerasa	  replica6va 	  Pol	  III	   de	  E.	  
coli,	  encargados	  de	  relajar	  su	  centro	  ac6vo	  para	  que	  ésta	  fuese	  capaz	  de	  replicar	  el	  
ADN	  dañado	  (Echols	  and	  Goodman	  1990;	  Echols 	  and	  Goodman	  1991;	  Rajagopalan	  
et	   al.	   1992).	   Esta	   visión	   de	  “modificadores”,	   no	   cambió	   hasta	   finales	  de	   los	   90,	  
cuando	  se	  demostró	  que	  estas	  proteínas	  en	  realidad	  no	  eran	  modificadores	  de	  las	  
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polimerasas	   replica6vas,	   sino	   polimerasas	  per	   se	   (Reuven	   et	   al.	   1999;	   Tang	   et	   al.	  
1999)	  pertenecientes	  a	  una	  gran	  familia 	  de	  polimerasas	  especiales	  también	  iden6fi-‐
cadas	  en	  eucariotas	  (McDonald	  et	  al.	  1997;	  Roush	  et	  al.	  1998).

3.1.2	  Primeros	  descubrimientos	  en	  eucariotas

El	  descubrimiento	  de	  la 	  existencia 	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  en	  eucariotas,	  tuvo	  lu-‐
gar	  en	  1981,	  al	  demostrar	  L.	  Prakash,	  que	  la	  replicación	  discon6nua	  de	  ADN,	  poste-‐
rior	  al	  tratamiento	  con	  UV,	  también	  existe	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  Saccharomy-‐
ces	  cerevisiae.	  Prakash	  observó	  además,	  cómo	  en	  ausencia	  de	  NER,	  células	  mutan-‐
tes	  en	  Rad6	  y	  Rad18,	  no	  eran	  capaces	  de	  rellenar	  las	  brechas	  formadas 	  (inducidas	  
por	  luz	  UV)	   en	  la	  hebra	  recién	  sinte6zada	  (Prakash	  1981).	  A	   par6r	  de	  este	  momen-‐
to,	   rad6+	   se	  convir6ó	  en	  el	  miembro	   fundador	   del	   grupo	   epistá6co	  de	   genes	  del	  
mismo	  nombre.

El	  siguiente	  paso	  en	  el	  entendimiento	  de	  las 	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño,	  se	  dio	  con	  
el	  descubrimiento	  de	  que	  el	  gen	  rad6+	  codificaba	  una	  proteína	  conjugadora	  de	  ubi-‐
qui6na	  (E2)	  (Jentsch	  et	  al.	  1987)	  y	  que	  precisamente	  esta	  ac6vidad	  enzimá6ca	  era	  
determinante	  para 	  el	  buen	  funcionamiento	  de	  estas	  rutas	  (Sung	  et	  al.	  1991).	  Traba-‐
jos	  posteriores 	  en	  la	  iden6ficación	  de	  un	  complejo	  estable	  entre	  Rad6	  y	  Rad18	  (Bai-‐
lly	  et	  al.	  1994),	  en	  la	  descripción	  de	  Rad18	  como	  una	  ubiqui6na	  ligasa	  E3	  (Saurin	  et	  
al.	  1996),	  así	  como	  en	  la	   iden6ficación	  de	  la 	  diana	  de	  dicha	  ubiqui6nación,	   PCNA	  
(del	  inglés	  Prolifera:ng	  Cell	  Nuclear	  An:gen)	   (Hoege	  et	  al.	  2002;	  Stelter	  and	  Ulrich	  
2003;	  Ulrich	  2004),	  terminaron	  de	  establecer	  las	  bases 	  moleculares	  de	  las	  rutas	  de	  
la	  tolerancia	  al	  daño.

A	  par6r	  de	  este	  momento	  saldrán	  a	  la 	  luz	  muchos	  trabajos	  ciennficos,	  que	  corrobo-‐
rarán	  la	  importancia	  del	  papel	  de	  PCNA	  en	  el 	  desarrollo	  de	  los	  mecanismos	  de	  tole-‐
rancia	  al	  daño.	  Es	  por	  ello	  que	  conocer	  a	  este	  anngeno	  nuclear,	  así	  como	  a	  la 	  modi-‐
ficación	  post-‐traduccional	   que	   sufre,	   la	   ubiqui6nación,	   se	  conver6rá	   en	   algo	   im-‐
prescindible	  para	  entender	  el	  desarrollo	  de	  dichos	  mecanismos.

3.2	  PCNA

PCNA	  o	  anngeno	  nuclear	  de	  células	  proliferantes	  (codificado	  por	  pol30+	   y	  por	  pcn1+	  
en	   las	   levaduras	  de	   gemación	  y	  fisión	   respec6vamente),	   es	   un	  homotrímero	  con	  
forma	  de	  anillo,	  que	  actúa	  como	  una	  abrazadera	  deslizante	  sobre	  el	  ADN	  (Krishna	  et	  
al.	  1994;	  Fukuda 	  et	  al.	  1995;	  Bowman	  et	  al.	  2004;	  Sakurai	  et	  al.	  2005).	  Sirve	  como	  
plataforma	  para	  una	  plétora	  de	  proteínas	  con	  múl6ples	   funciones	  sobre	  el	   ADN,	  
siendo	  una 	  parte	  esencial	  para	  el	  desarrollo	  de	  las	  mismas.	  De	  todas	  las	  proteínas	  
con	  las	  que	  interactua,	  probablemente	  las	  más	  famosas	  sean	  las	  polimerasas	  repli-‐
ca6vas	  δ	  y	  ε,	  siendo	  totalmente	  necesario	  para	  que	  dichas	  polimerasas	  sean	  capa-‐
ces	  de	  sinte6zar	  miles	  de	  nucleo6dos;	  mo6vo	  por	  el	  cual	  también	  se	  le	  conoce	  co-‐
mo	  factor	  de	  procesividad.
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3.2.1	  Descubrimiento	  de	  PCNA

Sus	  orígenes	   fueron	  diversos,	   ya	  que	   fue	   iden6ficado	  en	   dis6ntos	  trabajos	   como	  
proteínas	  diferentes.	  Fue	  descubierto	  por	  primera 	  vez	   hace	  35	  años	  por	  Miyachi	  y	  
colaboradores,	  como	  un	  anngeno	  en	  pacientes	  con	  Lupus	  Eritematoso	  (Miyachi	  et	  
al.	   1978).	  Por	  otro	   lado,	   en	  1980,	  Bravo	  y	  Celis,	   descubrieron	  una	  proteína	  ácida	  
que	  se	  expresaba	  de	  manera	  diferencial	  a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular,	  por	  lo	  que	  le	  die-‐
ron	  el	  nombre	  de	  “ciclina”	  (Bravo	  et	  al.	  1982).	  Dos	  años	  más	  tarde,	  Mathews	  y	  co-‐
laboradores,	  descubrieron	  que	  el	  “anngeno”	  y	  la	  “ciclina”	  eran	  en	  realidad	  la	  misma	  
proteína.	  Ya	  que	  el	  nombre	  de	  “ciclina”	  fue	  asignado	  a	  otro	  6po	   de	  proteínas,	   la	  
abrazadera	  pasó	  a	  llamarse	  a	  par6r	  de	  ese	  momento	  como	  PCNA.
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Figura	  3:	  PCNA:	  A:	  Estructura	  en	  forma	  de	  anillo	  de	  la	  abrazadera	  deslizante,	  a	  par6r	  
de	  la	  unión	  de	  tres	  monómeros	  iguales.	  Como	  se	  observa,	  la	  parte	  interna	  del	  anillo	  
está	  formada	  por	   hélices	  α,	  mientras	  que	  la	  parte	  externa	  está	  cons6tuida	  por	   lámi-‐
nas	  β.	  B:	  Vista	  lateral	  de	  PCNA,	  con	  los	  dominios	  de	   interconexión	  representados	  en	  
naranja. 	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  figura,	  todos	  ellos	  sobresalen	  hacia	  el	  mismo	  lado	  de	  
la	  abrazadera,	  la	  llamada	  Cara	  Frontal	  o	  Cara	  C	  de	  PCNA;	  cara	  por	  la	  que	  se	  producen	  
todas	   las	   interacciones	   proteicas	   descritas	   hasta	  el	   momento.	  C:	   Estructura	  de	   la	  
abrazadera	  en	   dis6ntos	   sistemas. 	  Aunque	   todos	   ellos	   presentan	   una	  disposición	   en	  
anillo,	  las	  unidades	  por	   las	  que	  éste	   está	  cons6tuido,	  son	  diferentes	   en	  cada	  caso.	  
Figura	  modificada	  de	  Bloom	  2009.

A

C

B

Eubacterias bacteriófago	  RB69Humano



3.2.2	  Estructura

PCNA	  pertenece	  a	  la	  familia	  de	  las	  abrazaderas	  β.	  Está	  estructural	  y	  funcionalmente	  
conservado	  tanto	  en	  procariotas	  como	  en	  eucariotas.	  Aunque	  apenas	  existe	  simili-‐
tud	  entre	   las	  secuencias	  aminoacídicas	  (solo	  un	  35%	  entre	  levaduras	  y	  humanos),	  
estudios	   cristalográficos	  ponen	  de	  manifiesto	  que	  en	   todos	   los	  organismos 	  6ene	  
una 	   estructura	   tridimensional	   increíblemente	   parecida 	   (Krishna	   et	   al.	   1994;	  
Naryzhny	  2008),	  formando	  un	  anillo	  (homodímero	  en	  eubacterias,	  homotrímero	  en	  
eucariotas	  y	  en	  el	  fago	  T4	  y	  heterotrímero	  en	  arqueas)	   (Majka	  and	  Burgers	  2004)	  
(Figura	  3)	  con	  simetría	  pseudohexamérica	  que	  rodea 	  al	  ADN	  y	  que	  le	  permite	  desli-‐
zarse	  libremente	  en	  ambas	  direcciones.

El	  PCNA	  de	  eucariotas	  está	  organizado	  por	  lo	  tanto	  por	  tres 	  monómeros	  iguales	  que	  
se	   agrupan	   formando	   una	   estructural 	   toroidal	   (Figura	   3A).	   Cada 	  monómero	   de	  
PCNA,	  6ene	  dos	  dominios	  globulares	  similares,	  unidos	  entre	  sí	  por	  un	  dominio	  largo	  
y	  flexible	  llamado	  dominio	  de	  interconexión.	  Una	  disposición	   cabeza-‐cola	  de	  los	  3	  
monómeros,	  formará	  la	  ya 	  conocida	  estructura	  en	  anillo	  de	  PCNA,	  en	  la 	  cual	  se	  di-‐
ferencian	  dos	  caras,	  una	  interna	  formada	  por	  hélices 	  α	  y	   un	  externa	  formada	  por	  
láminas	  β.	  Aunque	  la	  carga	  neta	  de	  PCNA	  es 	  nega6va,	  el	  anillo	  interno	  está 	  cargado	  
posi6vamente	  debido	  a	  su	  riqueza	  en	  residuos	  de	  arginina	  y	   lisina	  (10	  por	  subuni-‐
dad),	   hecho	  que	  garan6za	  un	  agarre	   eficiente	  entre	   la	  abrazadera	  y	  el	  dúplex	   de	  
ADN	  cargado	  nega6vamente.	  Se	  es6ma	  que	  la 	  estructura	  general	  del	  anillo	  triméri-‐
co	  de	  PCNA	  mide	  ~30A	  de	  espesor	   ,	  ~34A	   en	  el	  diámetro	  interno	  y	  ~80A	  en	  el	  ex-‐
terno	  (Krishna	  et	  al.	  1994;	  Gulbis	  et	  al.	  1996).

En	  el	  anillo	  de	  PCNA	  se	  dis6nguen	  además	  dos	  caras	  bien	  diferenciadas.	  Una	  frontal	  
y	  otra	  posterior,	  siendo	  la	  frontal	  la	  que	  con6ene	  los 	  dominios 	  de	  interconexión	  y	  la	  
que	  soporta	  todas	  las	  interacciones	  con	   las	  proteínas,	  ya	  que	  hasta	  el	  momento,	  
ninguna	  interacción	  en	  su	  cara	  posterior	  ha	  sido	  iden6ficada	  (Figura	  3B).

3.2.3	  Interacciones	  y	  funciones	  de	  PCNA

PCNA	  está	  desprovisto	  de	  ac6vidad	  enzimá6ca	  stricto	  sensu,	  por	   lo	  que	  las	  funcio-‐
nes	  que	  desempeña	  en	  la	  célula,	  radican	  en	  su	  papel	  como	  plataforma	  móvil	  para	  
un	   sin~n	   de	   factores	  que	   actúan	   de	   forma	   concomitante	   con	   el	   ADN	   (Warbrick	  
2000;	  Maga	  and	   Hubscher	  2003).	   Hasta	   la	  fecha	  se	  han	  iden6ficado	  más	  de	  100	  
proteínas	  que	  interactúan	  con	  PCNA	  (siempre	  por	  su	  cara 	  frontal)	   sin	  modificar,	  o	  
con	  alguna	  de	  sus	  formas	  modificadas	  (Moldovan	  et	  al.	  2007).	  En	  la	  mayoría	  de	  es-‐
tas	  proteínas	  se	  encuentra	  un	  dominio	  conservado	  denominado	  “caja	  PIP”	  (del	  in-‐
glés	  PCNA	  Interac:on	  Protein),	  que	  actúa	  como	  un	  tapón	  hidrófobo	  y	  que	  se	  acopla	  
en	  el	  bolsillo	  hidrófobo	  de	  PCNA,	  el	  cual	  se	  encuentra	  enterrado	  bajo	  el	  dominio	  de	  
interconexión	   (Gulbis 	  et	  al.	  1996;	  Bruning	  and	  Shamoo	  2004).	  El	  elemento	  central	  
de	  esta	  caja	  PIP	  es	  un	  pép6do	  con	   la	  secuencia	  QxxΨ	  (siendo	  Ψ	  cualquier	  residuo	  
hidrófobo	   como	  L,	  H,	  o	   I),	  flanqueado	   en	  su	   extremo	  C-‐terminal	  por	   la	  secuencia	  
xxθθ	  (siendo	  θ	  alguno	  de	  los	  residuos	  aromá6cos 	  F	  o	  Y	   )	  y	  en	  su	  extremo	  N-‐termi-‐
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nal,	  por	  la	  secuencia	  KAx	   (Xu	  et	  al.	  2001).	  Además,	  algunas	  de	  estas	  proteínas	  con	  
cajas	  PIP,	  también	  u6lizarán	  regiones	  adicionales	  para	  interaccionar	  con	  PCNA.

Es	  importante	  destacar	  que	  todas	  las	  proteínas 	  que	  con6enen	  cajas	  PIP,	  se	  unen	  a	  la	  
misma	  región	  de	  PCNA	  (es	  decir,	  al	  bolsillo	  hidrófobo,	  al	  bucle	  del	  dominio	  de	  inter-‐
conexión	  y	  a	  las	  regiones	  vecinas),	  por	  lo	  que	  la 	  unión	  de	  estas	  proteínas	  será	  com-‐
pe66va	  y	  excluyente.	  Sin	  embargo,	  ya	  que	  PCNA	  es 	  un	  homotrímero,	  teóricamente	  
será	  posible	  que	  varias	  proteínas	  con	  caja	  PIP	  se	  unan	  simultáneamente	  a	  PCNA.

Funciones	  de	  PCNA:

A	   par6r	   del	   descubrimiento	   de	  estas	   interacciones,	   se	   han	   desarrollado	   muchos	  
trabajos,	  con	  el	  fin	  de	  descubrir	  de	  qué	  manera	  está	  involucrada	  la	  abrazadera	  en	  
dis6ntos	  procesos	   celulares.	   A	   con6nuación,	   describiremos	  brevemente	   el	   papel	  
que	  juega	  en	  alguno	  de	  ellos:

i.	  Replicación	  del	  ADN:	   Es6mulando	  por	  un	   lado	  a 	  las	  polimerasas	  replica6-‐
vas	  δ	  y	  ε,	  y	  por	  otro	  coordinando	  el	  procesamiento	  y	  la 	  unión	  de	  los	  fragmen-‐
tos	  de	  Okazaki	  (Chapados	  et	  al.	  2004;	  Pascal	  et	  al.	  2004).

ii.Tolerancia	  al	  daño:	  Su	  ubiqui6nación	  en	  el	  residuo	  K164,	  será	  la	  señal	  ne-‐
cesaria	  para	  la	  ac6vación	  de	  las	  dos	  rutas	  de	  la 	  tolerancia	  al	  daño.	  Los	  reque-‐
rimientos	  moleculares	  y	  el	  desarrollo	  de	  cada 	  una	  de	  estas	  dos	  vías,	  será	  des-‐
crito	  en	  el	  siguiente	  apartado.

iii.	  Prevención	  de	  la	  re-‐replicación:	  La	  replicación	  debe	  iniciarse	  una 	  sola	  vez	  
por	  ciclo	  celular	  en	  cada	  origen	  de	  replicación,	  para	  prevenir	  fenómenos	  tales	  
como	  inestabilidad	  genómica	  o	  aneuploidía.	  Así,	  con	  el	  fin	  de	  evitar	  la	  re-‐re-‐
plicación,	  la	  célula	  separa	  temporalmente	  el 	  “licenciamiento”	  del	  inicio	  de	  la	  
replicación	  (Diffley	  2004),	  a	  través	  de	  varios	  mecanismos.	  Uno	  de	  estos	  me-‐
canismos	  es 	  la	  degradación	  por	  ubiqui6nación	  de	   la	  proteína	  Cdt1,	  siendo	  
esta	  degradación,	  dependiente	  de	  la	  interacción	  de	  dicha	  proteína	  con	  PCNA	  
(Arias	  and	  Walter	  2006).	  Cdt1	  con6ene	  una	  “caja 	  PIP”	  a	  través	  de	  la	  cual	  inte-‐
racciona	  con	  la 	  abrazadera,	  de	  tal	  manera	  que,	  defectos 	  en	  dicha	  interacción,	  
se	  traducirán	  en	  una	  pérdida	  de	  ubiqui6nación	  de	  Cdt1,	  estabilización	  de	  ésta	  
y	  re-‐replicación.

iv.	  Prevención	  de	  la	   recombinación	  de	  cromá0das	  hermanas:	  A	  través	  de	  la	  
modificación	  de	  la	  abrazadera	  por	  SUMO	  (del	  inglés	  Small	  Ubiqui:n-‐like	  Mo-‐
difier).	  Se	  ha	  observado	  que	  incluso	  en	  ausencia	  de	  daño	  en	  el	  ADN,	  tanto	  en	  
la 	  levadura	  de	  gemación,	  como	  en	  Xenopus	  y	  en	  células	  de	  pollo	  (aunque	  en	  
estos	  úl6mos	  en	  menor	  medida),	  existe	  una	  pequeña	  fracción	  de	  PCNA	  que	  
durante	  Fase	  S	  está 	  modificada	  por	  dicha	  proteína	  (Hoege 	  et	  al.	  2002;	  Leach	  
and	  Michael	  2005;	  Arakawa	  et	  al.	  2006).	  Dicha	  modificación	  ocurre	  en	  el	  re-‐
siduo	  K164,	  el	  mismo	  en	  el	  que	  se	  produce	  la	  ubiqui6nación	   que	  ac6va 	  las	  
rutas	   de	   tolerancia	   al	   daño.	   Sin	   embargo,	   PCNA	   de	  S.	   cerevisiae,	   también	  
puede	  ser	  SUMOilado	  en	  el	  residuo	  K127	  (que	  a	  diferencia	  de	  K164	  es	  parte	  
de	  un	  mo6vo	   consenso	   de	  SUMOilación,	   pero	   que	  no	  está	  presente	   en	  el	  
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PCNA	  de	  otros	  organismos	  (Ulrich	  2007a))	   localizado	  dentro	  del	  dominio	  de	  
interconexión.

El	  fin	  de	  dicha	  modificación	  también	  ha	  sido	  un	  tema	  sujeto	  a	  debate.	  Por	  un	  
lado	  se	  ha	  propuesto	  que	  dicha 	  modificación	   es 	  necesaria	  para	  ac6var	   las	  
rutas	  TLS	  al	  igual 	  que	  la	  ubiqui6nación,	  solo	  que	  para	  determinados	  lugares	  
dañados	  (Stelter	  and	  Ulrich	  2003).	  Mientras,	  por	  otro	  lado,	  diversos	  estudios	  
gené6cos	  han	  puesto	  de	  manifiesto	  cómo	  la	  SUMOilación	  de	  PCNA,	  inhibe	  la	  
reparación	  del	  ADN	  si	  la	  vía	  regulada	  por	  Rad6	  no	  es	  funcional	  (Hoege	  et	  al.	  
2002;	  Pfander	  et	  al.	  2005).	  En	  efecto,	  la	  SUMOilación	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  
de	  gemación	  (en	  cualquiera	  de	  los	  dos	  residuos 	  mencionados),	  produce	  el	  
reclutamiento	  de	  la 	  helicasa	  Srs2;	   proteína	  an6rrecombinogénica,	  por	   inte-‐
rrumpir	  la	  formación	  de	  los	  filamentos	  Rad51,	  cruciales	  para 	  una	  recombina-‐
ción	  homóloga	  exitosa	  (Papouli	  et	  al.	  2005;	  Pfander	  et	  al.	  2005;	  Wa�s	  2006;	  
Ulrich	  2007b).	   Al	  parecer,	  la 	  recombinación	  entre	  cromá6das	  hermanas	  de-‐
pendiente	   de	   Rad52,	   representa 	  una	  de	   las	   vías	   de	   recuperación	   para 	   las	  
horquillas 	  paradas.	  Sin	  embargo,	  esta 	  vía	  se	  man6ene	  bajo	  estricto	  control,	  
por	  la 	  SUMOilación	  de	  PCNA	   y	  el	  consiguiente	  reclutamiento	  de	  la	  helicasa	  
Srs2	  (Pfander	  et	  al.	  2005).	  El	  mo6vo	  de	  este	  control,	  se	  debe	  a	  que	  el 	  empleo	  
de	  la	  recombinación	  como	  solución	  a	  las	  horquillas 	  paradas,	  puede	  ser	  perju-‐
dicial	  para	  la	  célula,	  por	  conducir	  a	  la	  aparición	  de	  grandes	  reordenamientos	  
cromosómicos	  deletéreos	  para	  la	  célula	  (Lambert	  et	  al.	  2005).	  Por	  lo	  tanto,	  la	  
formación	  del	  complejo	  PCNA-‐SUMO-‐Srs2,	  funcionará	  como	  un	  guardián	  en-‐
cargado	  de	  impedir	  la 	  recombinación	  entre	  cromá6das	  hermanas,	  quizá	  faci-‐
litando	  así	  el	  uso	  de	  las	  vías	  de	  tolerancia.

Quizá	  sea	  significa6vo	  que	  estando	  la 	  SUMOilación	  de	  la	  abrazadera	  conser-‐
vada	  en	  células	  de	  vertebrados	  (aunque	  de	  forma	  residual),	  en	  ellas 	  no	  exista	  
ningún	  homólogo	  de	  la	  helicasa	  Srs2	  (Leach	  and	  Michael	  2005;	  Arakawa	  et	  al.	  
2006).	  Aunque	  hasta 	  el	  momento	  no	  se	  ha	  descubierto	   cuál	  es	  entonces	  la	  
función	  de	  esta 	  SUMOilación,	  sí	  se	  ha	  sugerido	  que	  dis6ntas	  ac6vidades	  an6-‐
recombinogénicas	  podrían	  estar	  reclutadas	  en	  eucariotas	  superiores	  por	   di-‐
cha	  modificación	  (Moldovan	  et	  al.	  2007).

Por	   otro	   lado,	   la	  helicasa	   Srs2,	   sí	  está	  conservada	  en	   la 	  levadura	  de	  fisión	  
aunque	  sin	  el	  dominio	  que	  determina	  su	  interacción	  con	  SUMO.	  Este	  hecho	  
sugiere	  que	   la	  regulación	  de	  la	  helicasa 	  en	  dicha	  levadura,	  debe	  ocurrir	  por	  
una 	  vía	  diferente	  a	  la	  SUMOilación,	  hipótesis	  apoyada	  por	  el	  hecho	  de	  que	  en	  
S.	  pombe	  no	  parece	  exis6r	  SUMOilación	  de	  PCNA	  (Frampton	  et	  al.	  2006).

v.	  Reparación	  de	  ADN	  dañado:	  a	  través	  de	  las	  rutas:

•	  Reparación	  de	  apareamientos	  erróneos	  o	  MMR:	  no	  sólo	  porque	  in-‐
teraccione	  con	  todas	  las	  proteínas	  implicadas	  en	  esta	  ruta,	  coordinan-‐
do	  el	  reclutamiento	  ordenado	  y	  progresivo	  de	  todas	  ellas;	  si	  no	  porque	  
la 	  orientación	  de	  su	  carga	  (con	  la	  cara	  frontal	  situada	  hacia	  el	  extremo	  
creciente	   de	   la	   hebra	   recién	   sinte6zada)	   es	   imprescindible	   para	   la	  
iden6ficación	  de	  la	  lesión	  (Umar	  et	  al.	  1996;	  Kadyrov	  et	  al.	  2006;	  Mo-‐
drich	  2006).
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•	  Reparación	  por	  escisión	  de	  base	  o	  BER:	  ya 	  que	  al	  igual	  que	  en	  MMR,	  
PCNA	   interacciona	   con	   todas	   las	   proteínas	   implicadas	   en	   esta	   ruta,	  
marcando	  el	  orden	  de	  intervención	  de	  las	  mismas	  (Oyama	  et	  al.	  2004;	  
Xia	  et	  al.	  2005).	  Es	  importante	  destacar	  además,	  que	  al	  igual	  que	  con	  
las	  polimerasas	  replica6vas,	  PCNA	  es 	  capaz	  de	  es6mular	  la	  ac6vidad	  de	  
todas	  estas	  proteínas	  (Tsuchimoto	  et	  al.	  2001;	  Unk	  et	  al.	  2002).

•	  Reparación	  de	  escisión	  de	  nucleó0dos	  o	  NER:	  debido	  a	  que	  PCNA	  
interacciona 	  con	  XPG	   (una	  de	  las	  endonucleasas	  que	   intervienen	  en	  
este	  proceso)	   a	  través	  de	  la	  caja	  PIP	  que	  con6ene.	   Sin	  este	  dominio,	  
XPG	   no	  será	  capaz	  de	   interaccionar	   con	   la	  abrazadera,	  por	  lo	  que	  las	  
células	  portadoras	  de	  esta 	  mutación,	  no	  serán	  capaces	  de	  ac6var	  NER	  
(Gary	  et	  al.	  1997).

vi.	   Ensamblaje	  de	  croma0na:	   Aunque	  el	  mecanismo	  exacto	   se	  desconoce	  
actualmente,	   las	  histonas	  de	   los	  nucleosomas	  parentales,	   son	   transferidas	  
directamente	   a	  las	  dos	  hebras	  hijas 	  durante	  la 	  replicación.	   Para 	  obtener	  el	  
número	  original	  de	  nucleosomas,	  preservando	  así	  el	  estado	  de	  la	  croma6na,	  
la 	  mitad	  de	  los	  nucleosomas	  de	  las 	  cadenas	  hijas	  deberán	   ser	  formados	  de	  
novo	  desde	  histonas	  sinte6zadas	  durante	  la 	  Fase	  S.	  Diferentes	  chaperonas	  
serán	  las	  encargadas	  de	  llevar	  a	  las	  histonas	  recién	  sinte6zadas	  a	  los	  si6os	  de	  
ensamblaje	  de	  la	  croma6na.	  Una	  de	  estas	  chaperonas	  es 	  CAF-‐1,	   la	  cual	  pre-‐
senta	  una	  caja	  PIP	  a	  través	  de	  la	  cual	  interacciona	  con	  PCNA.	  De	  nuevo,	  célu-‐
las	  mutantes	  en	  esta	  interacción,	  no	  serán	  capaces	  de	  focalizar	  correctamen-‐
te	  a	  CAF-‐1	  en	  la	  croma6na	  y	  por	  lo	  tanto	  presentarán	  defectos	  en	  el	  silencia-‐
miento	  de	  genes	  (Zhang	  et	  al.	  2000).

vii.	   Cohesión	  de	   las	   cromá0das	   hermanas:	   a 	  través	  de	   su	   interacción	   con	  
Eco1,	  proteína	  encargada	  de	  dicha	  cohesión.	  Una	  vez	  más	  la	  interacción	  en-‐
tre	  ambas	  proteínas,	  se	  dará	  por	  medio	  de	  la	  caja	  PIP	  presente	  en	  Eco1.	  En	  
ausencia	  de	  este	  dominio,	  Eco1	  no	  podrá	   localizarse	  en	   la 	  croma6na	  para	  
desempeñar	   su	   función,	   por	   lo	   que	   las 	   cromá6das	   hermanas	   no	   podrán	  
cohesionar	  y	   la	  viabilidad	  celular	  se	  verá	  seriamente	  comprome6da	  (Moldo-‐
van	  et	  al.	  2006).

3.3	  UbiquiLnación

La	  Ubiqui6na	  es 	  una	  proteína	  de	  76	  aminoácidos	  que	  está,	  como	  su	  propio	  nombre	  
indica,	   extraordinariamente	  conservada	  a	  lo	   largo	   de	   la	  evolución	   (Glickman	   and	  
Ciechanover	  2002).	  La	  unión	  de	  esta 	  pequeña	  proteína	  a 	  sus	  sustratos,	  se	  produce	  
mediante	  una	  cascada	  de	  reacciones	  enzimá6cas	  que	  también	  está	  muy	  conserva-‐
da.

El	  proceso	  de	  ubiqui6nación	  comienza	  con	  la	  ac6vación	  de	  la	  ubiqui6na,	  mediante	  
la 	  formación	  dependiente	  de	  ATP,	  de	  un	  enlace	  6oéster	  entre	  el	  grupo	  carboxilo	  de	  
la 	  glicina	  del	  extremo	  C-‐terminal	  de	  la	  ubiqui6na,	  con	  una	  cisteína	  de	  la	  enzima	  ac-‐
6vadora	  de	  la	  ubiqui6na,	  también	  denominada	  E1.	  En	  un	  segundo	  paso,	  la	  ubiqui6-‐
na	  se	  transfiere,	  también	  mediante	  un	  enlace	  6oéster,	  a	  un	  residuo	  de	  cisteína	  de	  la	  
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enzima	  conjugadora	  de	  ubiqui6na 	  o	  E2.	  Finalmente,	  en	  una 	  reacción	  catalizada	  por	  
la 	  proteína	  ubiqui6n-‐ligasa	  o	  E3,	  se	  forma	  un	  enlace	  pepndico	  entre	  el	  extremo	  car-‐
boxilo	  terminal	  de	  la	  ubiqui6na	  y	  el	  grupo	  ε-‐amino	  de	  un	  residuo	  de	  lisina	  de	  la	  pro-‐
teína	  sustrato	  (Hershko	  and	  Ciechanover	  1998)	  (Figura	  4).

Esta	  cascada	  enzimá6ca	  puede	  detenerse	  aquí	   formando	  un	  conjugado	  monoubi-‐
qui6nado,	  o	  puede	  repe6rse	  sucesivamente	  hasta	  sinte6zar	  un	  conjugado	  formado	  
por	  la	  proteína	  sustrato	  y	  una	  cadena	  de	  ubiqui6nas.	  Estas	  cadenas	  se	  pueden	  for-‐
mar	  de	  diferente	  manera,	  en	  función	  de	  cuál	  de	  los	  7	  residuos	  de	  lisina	  (K6,	  K11,	  
K27,	  K29,	  K33,	  K48,	  y	  K63)	  se	  u6licen	  para	  unir	  a	  las	  ubiqui6nas	  entre	  sí.	  La	  u6liza-‐
ción	  de	  uno	  u	  otro	  dará	  a	  la 	  proteína	  e6quetada	  un	  papel	  diferente	  dentro	  de	  la	  
célula.	  Por	  todos	  estos	  mo6vos,	  la	  ubiqui6nación	  posee	  una	  mayor	  complejidad	  y	  
versa6lidad,	  que	  la	  modificación	  post-‐traduccional	  por	  excelencia	  hasta 	  la 	  fecha,	  la	  
fosforilación	  (Welchman	  et	  al.	  2005).

Aunque	  la 	  ubiqui6nación	  en	  su	  origen	  fue	  descrita	  como	  una	  señal	  post-‐traduccio-‐
nal,	  que	  marcaba	  a	  las 	  proteínas	  hacia	  un	  inevitable	  des6no	  degrada6vo	  vía	  protea-‐
soma	  (Goldberg	   and	   Rock	   1992;	  Coux	   et	  al.	   1996;	   Zachariae	  and	  Nasmyth	  1999),	  
hoy	  sabemos	  que	  esto	  sólo	  es	  así,	  si	  la	  proteína	  diana	  es	  marcada	  con	  una	  cadena	  
de	  ubiqui6nas	  unidas	  entre	  sí	  a	  través	  del	  residuo	  K48.	  El	  resto	  de	  uniones	  no	  canó-‐
nicas,	  ya	  sea	  a	  través 	  de	  alguna	  de	  las	  otras	  lisinas	  presentes,	  o	  a	  través	  de	  la	  adi-‐
ción	  de	  una	  única 	  molécula	  de	  ubiqui6na	  al	  sustrato	  (Ikeda	  and	  Dikic	  2008),	  traerán	  
consigo	  la	  ac6vación	  de	  dis6ntas	  vías	  no	  degrada6vas.
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Figura	   4:	   Cascada	   de	   ubiquiLnación.	  A	   través	  de	   dicha	   cascada,	   la	   proteína	   diana	  
quedará	  marcada	  con	  una	  o	   con	   varias	  moléculas	  de	  ubiqui6na,	  en	   un	  proceso	   de-‐
pendiente	  de	  ATP	  en	  el	  que	  par6cipan	  tres	  enzimas:	  E1	  o	  proteína	  ac6vadora	  de	  ubi-‐
qui6na,	  E2	   o	   proteína	   conjugadora	  de	  ubiqui6na	  y	  E3	  o	   proteína	  ubiqui6na	  ligasa.	  
Además,	   enzimas	   especiales	   denominadas	   DUBs,	   serán	   capaces	   de	   rever6r	   dicha	  
modificación	  post-‐traduccional.	  Adaptada	  de	  Hochstrasser	  2009.



Dos	  ejemplos	  de	  uniones	  no	  canónicas 	  ocurren	  en	  la	  abrazadera	  deslizante.	  En	  pri-‐
mer	   lugar,	  PCNA	   puede	  ser	   exclusivamente	  monoubiqui6nado,	  pero	  además,	   en	  
segundo	   lugar,	   también	  puede	  ser	   poliubiqui6nado	   a	  través	   de	  uniones	  K63.	   En	  
ambos	  casos,	  dichas	  modificaciones	  post-‐traduccionales,	  conllevarán	  a	  la	  ac6vación	  
de	  vías	  no	  degrada6vas;	  de	  tal	  modo	  que	  la	  monoubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  
conllevará	  a	  la	  ac6vación	  de	  la	  vía 	  TLS	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño	  y	  la	  poliubiqui6na-‐
ción,	  a	  la	  de	  la	  vía	  error	  free.

Al	   igual	  que	  el	  resto	  de	  modificaciones	  post-‐traduccionales,	  la 	  ubiqui6nación	  tam-‐
bién	  posee	  su	  proceso	  antagónico,	  la	  desubiqui6nación.	   Las	  proteínas 	  encargadas	  
de	  llevar	  a	  cabo	  este	  proceso,	  conocidas 	  como	  desubiqui6nasas	  (DUBs),	  serán	  des-‐
critas	  en	  profundidad	  más	  adelante.

Conocidos	  ya	  los	  protagonistas	  moleculares	  de	  la	  tolerancia,	  así	  como	  la	  modifica-‐
ción	  post-‐traduccional	  que	  la	  regula,	  la 	  ubiqui6nación,	  pasaremos	  a	  con6nuación	  a	  
explicar	  en	  detalle	  el	  funcionamiento	  de	  las	  dos	  rutas	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño.

3.4	  Señal	  de	  acLvación	  y	  requerimientos	  moleculares	  de	  
la	  tolerancia

Como	  ya	  se	  ha	  mencionado	  en	  el	  apartado	  anterior,	  la	  célula	  dispone	  de	  dos	  alter-‐
na6vas	  diferentes	  para 	  rescatar	  las	  horquillas	  de	  replicación	  estancadas,	  sin	   tener	  
que	   reparar	   la	   lesión	   que	   produjo	   el	   bloqueo	   de	   las	   mismas	   (Lehmann	   2002;	  
McGlynn	  and	  Lloyd	  2002).	  Estas	  alterna6vas	  difieren	  entre	  sí,	  en	  la	  precisión	  con	  la	  
que	  rellenan	   la	  posición	  opuesta	  a	  la 	  lesión,	   de	  ahí	  que	  sean	   llamadas	  como	   vía	  
error	  free	  y	  vía	  error	  prone.

Dada	  la	  diferente	  naturaleza	  de	  estas	   dos 	  vías,	   parece	   implícito	  que	   los	   requeri-‐
mientos	  moleculares	  de	  cada 	  una	  de	  ellas	  tengan	  que	  ser	  dis6ntos.	  Sin	  embargo,	  
aunque	  así	  es	  en	  úl6ma	  instancia,	  es	  importante	  constatar	  que	  no	  lo	  es	  en	  el	  origen	  
de	  las	  mismas,	  ya	  que	  tanto	  la	  señal	  de	  ac6vación,	  como	  las 	  proteínas	  que	  transmi-‐
ten	  dicha	  señal,	  son	  las	  mismas	  en	  ambas	  rutas.

Todos	  los	  datos	  moleculares	  que	  se	  describan	  a	  par6r	  de	  este	  momento	  (salvo	  que	  
se	  indique	  lo	  contrario),	  se	  referirán	  a	  la	  levadura	  de	  gemación	  S.	  cerevisiae,	  ya	  que	  
las	  herramientas	  gené6cas	  disponibles	  en	  este	  organismo	  modelo,	  han	  permi6do	  el	  
análisis	  más	  detallado	  de	  todos	  y	  por	  lo	  tanto	  la 	  mejor	  caracterización	  de	  estas	  ru-‐
tas.

3.4.1	  AcLvación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño

Durante	  una	  Fase	  S	  sin	  daños,	  se	  produce	  una 	  sincronía	  total 	  entre	  el	  avance	  de	  la	  
helicasa	  que	  desenrolla	  el	  ADN	  y	  las 	  polimerasas	  replica6vas.	  Sin	  embargo,	  cuando	  
se	  produce	  una	  lesión	  que	  altera	  la 	  estructura	  del	  ADN	  (ya	  sea	  causado	  por	  daño	  
endógeno	  o	  exógeno),	  se	  produce	  un	  desacople	  entre	  las	  ac6vidades 	  de	  dichas	  pro-‐
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teínas,	  ya	  que	  mientras	  que	  la	  helicasa	  no	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  lesión,	  las	  polimera-‐
sas 	  se	  quedarán	  atascadas	  por	  la	  incapacidad	  de	  acoplar	  sus	  centros	  ac6vos	  a	  esas	  
estructuras	  distorsionadas	  del	  molde	  (Byun	  et	  al.	  2005).	  Dicho	  desacople	  originará	  
un	  fragmento	  de	  ADN	  de	  cadena	  sencilla	  que	  rápidamente	  será 	  recubierto	   por	  la	  
proteína 	  RPA	  (I�ode 	  et	  al.	  1999;	  Fanning	  et	  al.	  2006;	  Zou	  et	  al.	  2006),	  cons6tuyendo	  
así 	  la	  única	  señal	  necesaria	  para	  que	  se	  ac6ven	  las 	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño	  (Figu-‐
ra	  5).

El	  siguiente	  paso	  en	  la 	  transmisión	  de	  la	  señal,	  vendrá	  dado	  por	  la	  acumulación	  de	  
la 	  E3	  Rad18	  en	  esos	  si6os	  estancados	  (Davies	  et	  al.	  2008).	  Debido	  a 	  la	  gran	  afinidad	  
que	  presenta	  esta	  E3	  por	  PCNA	  y	  por	  la	  E2	  Rad6,	  se	  formará	  un	  complejo	  proteico	  
entre	  ellos,	  que	  resultará	  en	  la	  monoubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  en	  el	  residuo	  
K164	  (Figura	  6)	  (Hoege	  et	  al.	  2002;	  Stelter	  and	  Ulrich	  2003).	  Esta	  modificación	  post-‐
traduccional,	  la 	  monoubiqui6nación	  de	  PCNA,	  será	  la	  única	  señal	  necesaria 	  para	  la	  
ac6vación	  de	  la	  vía	  error	  prone	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño.	  Sin	  embargo,	  para	  la 	  ac6va-‐
ción	  de	  la	  ruta	  error	  free,	  será	  necesario	  un	  paso	  más,	  consistente	  en	  la 	  poliubiqui-‐
6nación	  de	  la 	  abrazadera	  a	  través	  de	  uniones	  ubiqui6na-‐K63,	  por	  acción	  del	  com-‐
plejo	  formado	  por	  las	  E2	  Mms2-‐Ubc13	  y	  la	  E3	  Rad5	  (Hoege	  et	  al.	  2002)	  (Figura	  6).
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Figura	  5:	  Señal	  de	  acLvación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia;	  papel	  de	  RPA.	  La	  presencia	  
de	   lesiones	  en	   la	  hebra	  molde, 	  provoca	  un	  desacople	  entre	  las	  funciones	  de	  la	  heli-‐
casa	  y	  la	  ADN	   polimerasa	  (izquierda),	  formándose	  un	  fragmento	   de	  ADN	  de	  cadena	  
sencilla	  que	  será	  recubierto	  por	   la	  proteína	  RPA.	  Alterna6vamente,	  la	  maquinaria	  de	  
replicación	   puede	  con6nuar	   (derecha)	   dejando	   un	   hueco	  en	   la	  hebra	   hija,	   que	   de	  
igual	  modo	  será	  recubierto	  por	   RPA.	  En	   ambos	  casos,	  la	  acumulación	   de	  dicha	  pro-‐
teína, 	  producirá	   el	   reclutamiento	   del	   complejo	   Rad6/Rad18,	   para	   ubiqui6nar	   a	   la	  
abrazadera	   deslizante,	   con	   el	   fin	   de	  ac6var	   las	   rutas	  de	  Tolerancia	  al	   daño.	  Figura	  
modificada	  de	  Ulrich	  2009.



3.4.2	  Ruta	  TLS

Como	  ya	  se	  ha	  descrito,	  la	  síntesis 	  a	  través	  de	  lesiones	  o	  vía	  error	  prone,	  es 	  una	  de	  
las	  opciones	  que	  6ene	  la	  célula,	  para	  con6nuar	  con	  una	  replicación	  bloqueada	  por	  
la 	  presencia	  de	  lesiones	  que	  no	  pudieron	  ser	  reparadas	  antes	  de	  Fase	  S.	  Estas	  lesio-‐
nes	  suponen	  una	  barrera 	  para	  las 	  polimerasas	  replica6vas,	  por	  su	  incapacidad	  para	  
acoplar	   sus	  centros 	  ac6vos	  a	  estas 	  lesiones	  (Byun	  et	  al.	  2005),	  pero	  no	  para	  unas	  
polimerasas	  especiales 	  llamadas	  polimerasas	  TLS,	  que	  sí	  serán	  capaces	  de	  hacerlo	  
(Friedberg	  2005).	  Estas	  polimerasas	  especiales,	  serán	  la	  clave	  para	  el	  correcto	  desa-‐
rrollo	  de	  esta	  alterna6va	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño.

i.	  Polimerasas	  TLS

En	  base	  a	  las	  relaciones	  filogené6cas,	  las	  ADN	  polimerasas	  han	  sido	  agrupadas	  en	  6	  
familias	  dis6ntas	  llamadas:	  A,	  B,	  C,	  D,	  X	  e	  Y;	  siendo	  la	  Y	  la	  familia 	  que	  acoge	  a 	  todos	  
los	  miembros 	  de	  las	  polimerasas	  TLS	  de	  todos	  los	  organismos,	  excepto	  a	  Pol	  ζ,	  que	  
pertenece	  a	  la	  Familia	  B	  (familia	  en	  la	  que	  también	  se	  encuentran	  las 	  polimerasas	  
replica6vas	  α,	  δ	  y	  ε).	   La	  singularidad	  de	  esta	  familia,	  radica	  en	  su	  capacidad	  para	  
replicar	  ADN	  a	  través	  de	  lesiones	  (Ohmori	  et	  al.	  2001;	  Prakash	  et	  al.	  2005),	  sin	  em-‐
bargo,	  la 	  fidelidad	  con	  la 	  que	  abordan	  tal	  fin,	  será 	  diferente	  en	  cada	  una	  de	  las 	  po-‐
limerasas,	  aunque	  en	  términos	  generales,	  será	  mucho	  menor	  que	  la	  que	  presentan	  
las	  polimerasas	  replica6vas	  (Kunkel	  2004).
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Figura	   6:	  Esquema	  general	  de	  ubiquiLnación	  y	  SUMOilación	  de	  PCNA,	  y	  la	  acLva-‐
ción	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	   daño.	  Todas	  las	  proteínas	  que	  se	  indican	  pertene-‐
cen	  a	  la	  levadura	  de	  gemación	  Saccharomyces	  cerevisiae.
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Para	   ser	   capaces	  de	   replicar	  un	   molde	   dañado,	   las	   polimerasas	   TLS	   disponen	  de	  
unas	  caracterís6cas	  únicas	  y	  especiales.	   Sin	  embargo,	  como	  polimerasas	  que	  son,	  
también	  compar6rán	  con	  el	  resto	  las	  siguientes	  propiedades:

• Mecanismo	  de	  polimerización.	  Como	  el	   resto	  de	  polimerasas,	  catalizan	   el	  
ataque	  nuleo~lico	  del	  grupo	  3´OH	  del	  desoxirribonucleósido	  monofosfato	  
(dNMP)	   en	  posicion	  3´	  de	  la	  cadena	  que	  está	  siendo	  sinte6zada,	  conocida	  
como	  iniciador	  o	  cebador,	  sobre	  el	  fosfato	  α	   del	  desoxirribonucleó6do	  tri-‐
fosfato	  (dNTP)	  que	  va	  a	  ser	  incorporado.

• Necesitan	   la	  existencia	  de	  un	   extremo	   iniciador	  o	  cebador	   que	  aporte	   el	  
grupo	  3´OH.

• U6lizan	   desoxirribonucleó6dos	   para	   llevar	   a 	   cabo	   la 	   polimerización	   del	  
ADN,	  mediante	  la	  incorporación	  de	  un	  residuo	  dNMP	  a	  la	  cadena	  cebadora,	  
con	  la	  posterior	  liberación	  de	  una	  molécula	  de	  pirofosfato.

• Necesitan	  la 	  presencia 	  de	  dos	  iones 	  metálicos	  divalentes,	  preferentemente	  
Mg2+	  (Steitz	  et	  al.	  1994),	  que	  actúen	  como	  cofactores	  en	  dicha	  reacción.

• Realizan	  la	  síntesis	  del	  ADN	  de	  manera	  unidireccional,	  desde	  el	  extremo	  5´	  
al	  extremo	  3´	  de	  la	  cadena	  de	  ADN.

• Se	  pliegan	   en	   forma	  de	  mano	   (Beard	  and	  Wilson	  2003),	  presentando	  los	  
tres	  dominios	   caracterís6cos	   de	  todas	  las	  polimerasas:	   “palma”	  (base	  de	  
contacto	  con	  el	  ADN),	  “dedos”	  y	  “pulgar”	  (encargados	  de	  regular	  la	  interac-‐
ción	  con	  el	  nucleó6do	  entrante).	  Sin	  embargo,	  a	  pesar	   de	  esta	  estructura	  
conservada,	  también	  presentan	  una	  serie	  de	  diferencias 	  que	  serán	  deter-‐
minantes	  para	   su	   función	  durante	  la 	  replicación	   en	   presencia	  de	   daños.	  
Estas	  diferencias	  serán	  explicadas	  en	  el	  siguiente	  apartado.

Estructura	  de	  las	  polimerasas	  TLS

Además	  de	   los	   tres	   subdominios	   estructurales 	  ya 	  descritos:	   “palma”,	   “dedos”	   y	  
“pulgar”,	  las	  polimerasas	  TLS	  presentan	  un	  cuarto	  subdominio	  denominado	  “meñi-‐
que”	  (para	  con6nuar	  con	  la	  analogía	  de	  “mano”)	  solo	  presente	  en	  ellas	  (Ling	  et	  al.	  
2001).

El	   núcleo	  catalí6co	  de	  estas	  polimerasas	  está	  formado	  por	   los	  primeros 	  250-‐350	  
residuos,	  los 	  cuales	  cons6tuyen	  los	  tres	  subdominios	  presentes	  en	  todas	  las	  poli-‐
merasas	  (Yang	  and	  Woodgate	  2007)	  (Figura	  7).	  Dichos	  subdominios 	  presentan	  tanto	  
diferencias	   como	   similitudes	   importantes	  con	   los	   de	   las	  polimerasas	   replica6vas.	  
Por	  ejemplo,	  aunque	  no	  exista	  ningún	  6po	  de	  homología	  en	  la	  secuencia	  aminoací-‐
dica,	  el	  subdominio	  “palma”	  está	  muy	  conservado	  al	  resto	  de	  las	  familias,	  ya	  que	  los	  
tres	  grupos	  carboxilos 	  esenciales	  para	  la 	  catálisis,	  se	  encuentran	  estructuralmente	  
localizados	  en	  el	  mismo	  lugar	  (Yang	  2005).	  Respecto	  a	  las	  estructuras	  de	  los	  subdo-‐
minios	  “pulgar”	  y	  “dedos”,	   éstas	  varían	  ampliamente	  en	  las	  diferentes	  familias 	  de	  
polimerasas,	  aunque	  tanto	  su	  ubicación	  en	  la	  estructura	  terciaria,	  como	  sus	  funcio-‐
nes	  en	  la 	  interacción	  con	  el	  ADN	  y	  con	  los	  sustratos	  de	  nucleó6dos,	  están	  conserva-‐
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das.	  Probablemente,	  una 	  de	  las	  diferencias 	  más	  importantes	  en	  estos	  subdominios	  
sea	  su	   tamaño,	  siendo	   los	  de	  estas	  polimerasas	  significa6vamente	  más	  pequeños	  
(Yang	  and	  Woodgate	  2007).

En	  el	  extremo	  C	  terminal	  del	  núcleo	  catalí6co	  de	  estas	  polimerasas,	  se	  encuentra	  el	  
subdominio	   caracterís6co	   de	   esta	   familia,	   el	   subdominio	   “meñique”	   (Ling	   et	   al.	  
2001;	  Trincao	  et	  al.	  2001).	  Está	  formado	  por	  unos	  100	  residuos	  y	  su	  disposición	  va-‐
ría	  mucho	  de	  unas	  polimerasas	  a	  otras 	  (Silvian	  et	  al.	  2001;	  Uljon	  et	  al.	  2004),	  otor-‐
gando	  así	  probablemente	  diferentes 	  funciones	  a 	  las	  mismas	  (Ling	   et	  al.	  2003;	  Re-‐
chkoblit	  et	  al.	  2006).	  Sin	  embargo,	  a	  pesar	  de	  que	  este	  subdominio	  sea	  el	  específico	  
de	  esta	  familia	  de	  polimerasas,	  la	  capacidad	  de	  incorporar	  nucleó6dos	  en	  frente	  de	  
moldes	  no	  aptos	  para 	  las	  polimerasas	  replica6vas,	  no	  viene	  dada	  por	  él,	  si	  no	  que	  
se	  debe	  a	  la 	  presencia	  de	  amplios	  si6os	  catalí6cos	  preformados,	  capaces	  de	  aco-‐
modar	  fácilmente	  los	  grupos	  químicos	  voluminosos	  del	  molde	  de	  ADN	  dañado	  (Fi-‐
gura	  8)	   (Ling	  et	  al.	  2001).	  Esta	  caracterís6ca	  estructural,	  sí	  es	  la 	  que	  cons6tuye	  la	  
gran	  diferencia	  entre	  las	  polimerasas	  replica6vas	  y	  las	  de	  la	  Familia	  Y.

Al	  poseer	  este	  “amplio”	  si6o	  ac6vo,	  estas	  enzimas	  no	  solo	  son	  tolerantes 	  a	  la	  hora	  
de	  acomodar	  lesiones 	  voluminosas	  en	  él,	  si 	  no	  que	  también	  lo	  son	  a	  la	  hora 	  incor-‐
porar	   pares 	  de	   bases	   que	   no	   cumplen	   las	   estrictas	   reglas	   de	   apareamiento	   de	  
Watson	  y	  Crick.	  En	  consecuencia,	  las	  polimerasas	  de	  la	  Familia 	  Y,	  exhibirán	  una 	  fide-‐
lidad	  más	  baja	  que	  las 	  replica6vas,	  haciendo	  de	  TLS	  un	  mecanismo	  a	  menudo	  pro-‐
penso	  a	  errores.
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Figura	   7:	  Dominios	  estructurales	  de	   las	  polimerasas	  humanas	  de	   la	   Familia	   Y.	  En	  
rojo,	  azul	  y	  verde, 	  se	  representan	   los	  subdominios	  “palma”,	  “dedos”	   y	  “pulgar”	   res-‐
pec6vamente. 	  La	  región	  representada	  en	  morado,	  se	  corresponde	  con	  el	  subdominio	  
específico	  de	  esta	  familia,	  el	  subdominio	   “meñique”.	  Además,	  todas	  ellas	  represen-‐
tan	  dominios	  adicionales	  necesarios	  para	  desempeñar	  dis6ntas	  funciones.	  En	  la	  par-‐
te	  de	  abajo	  de	  la	  figura	  se	  muestra	  la	  leyenda	  de	  cada	  uno	  de	  estos	  dominios.	  Figura	  
modificada	  de	  Yang	  &	  Woodgate,	  2007.



En	  la 	  Tabla	  1	  se	  muestran	  las	  polimerasas 	  pertenecientes 	  a	  la	  familia	  Y	  en	  dis6ntos	  

organismos.

Además	  de	  la	  estructura	  relajada	  de	  sus	  centros	  ac6vos,	  las	  polimerasas	  de	  la	  Fami-‐
lia	  Y,	  presentan	  otra	  serie	  de	  caracterís6cas 	  que	  resultarán	  imprescindibles	  para	  el	  
correcto	  desarrollo	  del	  mecanismo	  TLS.	  Estas	  son:

• Ausencia	  de	  ac6vidad	  exonucleasa	  3´-‐	  5´	  (Kunkel	  et	  al.	  2003).

• Su	  tasa	  de	  error	  durante	  la	  replicación	  de	  ADN	  no	  dañado,	  es	  de	  10-‐2-‐10-‐4,	  
mucho	   mayor	   que	   la	   de	   las	   polimerasas	   replica6vas	   (10-‐5-‐10-‐7)	   incluso	  
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Polimerasas	  TLS	  (Familia	  Y)Polimerasas	  TLS	  (Familia	  Y)Polimerasas	  TLS	  (Familia	  Y)Polimerasas	  TLS	  (Familia	  Y)

Denominación	  griega H.	  sapiens S.	  pombe S.	  cerevisiae

Polη	  (eta) POLH eso1+ RAD30

Polι	  (iota) POLI -‐ -‐

Polκ	  (kapa) POLK dinB+ -‐

Rev1 Rev1 Rev1

Tabla	  1:	  ADN	  polimerasas	  eucariotas	  de	  la	  familia	  Y.

Figura	   8:	  Estructura	   de	   las	  polimerasas	   TLS.	  Estructura	   tridimensional	   de	  una	  poli-‐
merasa	  de	  alta	  fidelidad	  (izquierda)	  y	  de	  una	  TLS	  (derecha).	  Como	  se	  observa,	  el	  si6o	  
catalí6co	  de	  la	  polimerasas	  TLS	  (indicado	  con	  una	  flecha),	  es	  mucho	  más	  amplio	  que	  
el	  de	  las	  polimerasas	  de	  alta	  fidelidad.	  Esta	  caracterís6ca	  estructural,	  es	  lo	  que	  otor-‐
ga	  a	  estas	  polimerasas	  su	  capacidad	  para	  replicar	  moldes	  dañados,	  aunque	  también	  
es	  lo	  que	  determina	  su	  tendencia	  a	  introducir	  mutaciones	  en	  el	  genoma.	  Figura	  mo-‐
dificada	  de	  Friedberg	  2005.

Polimerasa	  replica6va Polimerasa	  TLS



cuando	   se	   elimina 	  la	   función	   exonucleondica	   de	   estas 	  úl6mas	   (Bebenek	  
and	  Kunkel	  2004).

• Son	  enzimas	  distribu6vas.	  Caracterís6ca	  que	  no	  cambia	  a	  pesar	  de	  su	  unión	  
a	  PCNA.	   Esta	  propiedad	   es 	  tremendamente	  beneficiosa	  para	  la	  célula,	   ya	  
que	  si 	  estas	  polimerasas	  fuesen	  procesivas 	  (y	  por	  lo	  tanto	  capaces	  de	  con-‐
6nuar	  la	  replicación	  aguas	  abajo	  de	  la	  lesión	  que	  las	  incorporó),	  en	  la	  célula	  
se	  introducirían	  muchas	  mutaciones 	  que	  serían	  aún	  más	  perjudiciales	  para	  
la 	  célula	  que	  el	  propio	  daño.	  Las 	  células	  usarán	  entonces,	  tanto	  regulación	  
transcripcional	   como	  postraduccional,	  para	  mantener	  a	  estas	  polimerasas	  
de	  baja	  fidelidad	  bajo	  estricto	   control,	   limitando	   así 	  su	  acceso	   exclusiva-‐
mente	  a	  las	  horquillas	  de	  replicación	  estancadas.

• Presentan	   más	   afinidad	   por	   PCNA	   monoubiqui6nado	   que	   por	   PCNA	   sin	  
modificar	  (al	  menos	  in	  vitro).	  Esta	  capacidad	  se	  atribuye	  a	  la 	  presencia	  de	  
dominios	  de	  unión	  a	  ubiqui6na,	  UBM	  (del	  inglés	  Ubiqui:n-‐Binding	  Mo:f)	  o	  
UBZ	   (del	  inglés 	  Ubiqui:n-‐Binding	  Zinc	  finger),	   en	   sus	  extremos	  carboxilos	  
(Bienko	  et	  al.	  2005;	  Guo	  et	  al.	  2006;	  Plosky	  et	  al.	  2006;	  Bomar	  et	  al.	  2007)	  
(Figura	  7).

Aunque	  probablemente	  ya	  conozcamos	  a	  la	  mayoría	  de	  los	  personajes 	  que	  actúan	  
en	  el 	  proceso	  de	  síntesis 	  a	  través	  de	  lesiones,	  aún	  queda	  pendiente	  desentrañar	  de	  
qué	  depende	  la	  elección	  de	  una	  polimerasa	  TLS	  u	  otra,	  así	  como	  todo	  lo	  que	  sucede	  
a	  par6r	  de	  la	  carga	  de	  la	  misma.	  En	  el	  siguiente	  apartado,	  describiremos	  todas	  las	  
teorías	  corroboradas	  o	  simplemente	  hipote6zadas	  al	  respecto	  hasta	  el	  momento.

ii.	  Desarrollo	  del	  mecanismo	  TLS

En	  resumen	  de	  todo	  lo	  descrito	  hasta	  ahora:

Una	  vez	  detectado	  el	  daño,	  se	  originará	  un	  fragmento	  de	  ADN	  de	  cadena	  sencilla,	  
debido	   al	  desacople	  producido	  entre	   la 	  helicasa 	  y	   la	  polimerasa 	  replica6va.	   Este	  
fragmento	  de	  ADN	  será	  recubierto	  por	  RPA,	  que	  reclutará	  a	  su	  vez	  a	  la 	  E3	  Rad18.	  La	  
ubiqui6na	  ligasa	  Rad18,	  junto	  con	  su	  E2	  correspondiente,	  Rad6,	  ubiqui6narán	  a	  la	  
abrazadera	  deslizante	  en	  el	  residuo	  K164.	  Esta	  modificación	  post-‐traduccional,	  pro-‐
ducirá	  un	  intercambio	  entre	  la	  polimerasa	  replica6va	  y	  la	  TLS	  (aunque	  hasta	  el	  mo-‐
mento	  no	  se	  sabe	  de	  qué	  depende	  la	  elección	  de	  una	  polimerasa 	  u	  otra,	  siendo	  és-‐
te	  uno	  de	  los	  temas	  sujetos	  a	  debate	  dentro	  de	  la 	  tolerancia),	  debido	  probablemen-‐
te	  a 	  la	  afinidad	  de	  estas	  úl6mas 	  por	  un	  PCNA	  modificado	  (Kannouche	  et	  al.	  2004;	  
Watanabe	  et	  al.	  2004;	  Bi	  et	  al.	  2006).	  La	  presencia 	  de	  mo6vos	  de	  unión	  a	  ubiqui6na	  
en	  dichas	  polimerasas,	  apoya	  esta	  teoría	  (Figura	  7).

Hasta	  el 	  momento,	  3	  polimerasas	  TLS	   han	   sido	  descritas	  en	  S.	   cerevisiae,	  4	   en	   S.	  
pombe	   y	  hasta	  10	  en	  mamíferos	  (Tabla	   1).	  De	  todas	  ellas,	   ¿cuál 	  será	  entonces	  la	  
elegida	  por	  cada	  organismo	  en	  cada	  momento?	  ¿Dependerá	  la	  elección	  del 	  6po	  de	  
lesión?	  ¿La	  afinidad	  por	  PCNA	  ubiqui6nado	  será	  la	  misma	  en	  todas	  ellas?
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Una	  posible	  explicación	  para	  la	  existencia	  de	  varias	  polimerasas	  TLS	  en	  la	  célula,	  es	  
que	  polimerasas 	  diferentes,	  posean	  afinidades	  diferentes	  para	  cada	  6po	  específico	  
de	  daño.	  Esta 	  propiedad	  ayudaría	  entonces	  a 	  reclutar	  a	  la	  polimerasa	  apropiada	  en	  
cada	  situación.

Aunque	  aún	  existen	  muchas	  incógnitas	  por	  resolver	  al	  respecto,	  evidencias	  experi-‐
mentales	  han	  propuesto	  a	  dos	  polimerasas	  concretas,	  para	  la	  replicación	  de	  dos	  
6pos	  de	  daños	  concretos:

1. Polη:	  es	  la 	  polimerasa	  encargada	  de	  replicar	  los 	  dímeros	  TT	  inducidos	  por	  
radiación	  UV,	  introduciendo	  en	  la	  nueva	  hebra	  sinte6zada	  dos	  nucleó6dos	  
consecu6vos	  de	  adenina	  (Johnson	  et	  al.	  1999).	  Este	  hecho	  pone	  de	  mani-‐
fiesto	  en	  contra	  de	  lo	  descrito	  hasta	  ahora,	  que	  una	  polimerasa	  TLS	  es	  ca-‐
paz	  de	  incorporar	  nucleó6dos	  con	  total	  fidelidad,	  por	  lo	  que	  el	  mecanismo	  
TLS	  llevado	  a	  cabo	  por	  esta	  polimerasa,	  será	  considerado	  como	  error	  free.	  
La 	  gran	  importancia 	  de	  esta 	  polimerasa 	  y	  por	  ende	  de	  la	  función	  que	  reali-‐
za	  en	  TLS,	  queda	  demostrada	  por	  la	  existencia	  de	  la 	  Xerodermia	  Pigmen-‐
tosa	  Variante	  (XPV).	  XPV	  en	  una	  enfermedad	  variante	  de	  la	  XP,	  que	  como	  
ella 	  predispone	  a	  los	  pacientes 	  que	  la	  presentan,	  a 	  un	  riesgo	  2000	  veces	  
mayor	  de	  padecer	  cáncer	  de	  piel	  respecto	  a	  la 	  población	  normal	  (Kraemer	  
et	  al.	  1987).	  Sin	  embargo,	  a	  diferencia	  de	  ella,	  su	   aparición	  no	  está	  rela-‐
cionada	  con	  la	  alteración	  de	  ninguna	  de	  las	  proteínas 	  implicadas	  en	  NER,	  
si	  no	  que	  se	  debe	  a	  una	  alteración	  en	  la	  polimerasa	  Polη	  (Masutani	  et	  al.	  
1999;	  Gratchev	  et	  al.	  2003).

2. Rev1:	  Evidencias	  in	  vitro	  revelan	  a	  esta	  polimerasa	  como	  la	  enzima	  encar-‐
gada	  de	  replicar	  moldes	  con	  si6os	  abásicos.	  Su	  capacidad	  polimerasa	  está	  
restringida	  y	  se	  limita 	  exclusivamente	  a	  incorporar	  una	  o	  dos 	  moléculas	  de	  
dCMP	   independientemente	   de	   la 	  naturaleza	  del	   molde,	   lo	   que	   la	   hace	  
idónea	  para	  replicar	  dichos	  si6os	  sin	  bases.	  (Lawrence	  2004).	  Rev1	  es	  por	  
lo	  tanto	  una	  dCMP	  transferasa.	  Es	  importante	  destacar	  sin	  embargo,	  que	  
la 	  anulación	  de	  la	  ac6vidad	  transferasa	  de	  Rev1	  por	  mutagénesis	  dirigida	  
en	  la 	  levadura	  de	  gemación,	  no	  anula 	  su	  requerimiento	  para	  la	  mutagéne-‐
sis	  inducida	  por	  efecto	  de	  la	  luz	   UV	   (Otsuka	  et	  al.	  2002;	  Lawrence	  2004).	  
Este	  hecho	  pone	  de	  manifiesto,	  que	  la	  implicación	  de	  Rev1	  en	  TLS,	  va	  más	  
allá	  de	  su	  función	  como	  dCMP	  transferasa.	  Además,	  se	  ha	  demostrado	  en	  
sistemas	  humanos	  y	  de	   ratón,	  que	  Rev1	   interacciona	  con	  mul6ples	  poli-‐
merasas	  TLS;	  en	  concreto	  con	  Polη,	  Polκ,	  Polι,	  así	  como	  con	  la	  subunidad	  
Rev7	  de	  Polζ	  (Guo	  et	  al.	  2003;	  Ohashi	  et	  al.	  2004;	  Tissier	  et	  al.	  2004),	  pero	  
que	  no	  lo	  hace	  con	  polimerasas	  de	  la	  Familia	  X	  como	  Polβ	  o	  Polμ,	  lo	  que	  
pone	  de	  manifiesto	  que	  dicha	  polimerasa	  es 	  capaz	   de	  discriminar	  en	  sus	  
interacciones	  con	  otras	  polimerasas.	  Todas	  estas	  interacciones,	  requieren	  
solamente	   los	  úl6mos	  100	   aminoácidos	  del	  extremo	   carboxilo,	  estando	  
esta	  región	  conservada	  en	  eucariotas	  superiores,	  aunque	  no	  en	  eucariotas	  
inferiores	  (Figura	  7).	  La	  observación	  de	  dichas	  interacciones	  entre	  Rev1	  y	  
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las	  polimerasas 	  descritas,	  ha	  sugerido	  la	  posibilidad	  de	  que	  dicha	  polime-‐
rasa	  actúe	  como	  un	  “intercambiador”	  de	  polimerasas	  especializadas,	  den-‐
tro	  del	  mimo	  evento	  TLS	  (ver	  más	  adelante)	  (Friedberg	  2005).

Aunque	  se	  postula	  la	  hipótesis	  de	  que	  cada	  polimerasa	  TLS	  se	  ocupe	  de	  la	  replica-‐
ción	  de	  un	  6po	  concreto	  de	  lesión,	  no	  se	  ha	  establecido	  hasta	  el	  momento	  ninguna	  
otra	  conexión	  polimerasa-‐daño.

Una	  vez	   incorporada	  la 	  polimerasa	  TLS,	  para	  que	  el	  mecanismo	  se	  desarrolle	   con	  
éxito,	  tendrán	  que	  darse	  a	  con6nuación	   los	  siguientes	  eventos:	   replicación	  de	   la	  
zona	  dañada,	  recuperación	  de	   la	  estructura	  de	  la	  doble	  hélice,	  eliminación	  de	  las	  
polimerasasa	  TLS	  y	  recarga	  de	  las 	  polimerasas	  replica6vas.	  Si 	  todo	  esto	  sucede	  me-‐
diante	  el	  uso	  de	  una	  única	  polimerasa	  TLS,	  o	  en	  cambio	  son	  necesarias	  más	  (como	  
apuntan	  las	  evidencias 	  descritas	  de	  Rev1),	  es	  algo	  que	  aún	  está	  sujeto	  a 	  debate,	  ya	  
que	  aunque	  existen	  varias	  teorías	  al	  respecto,	  ninguna	  evidencia 	  in	  vitro	  y/o	  in	  vivo	  
ha	  conseguido	  demostrar	  cuál	  es	  la	  verdadera.

iii.Replicación	  de	  la	  lesión.	  Modelo	  de	  dos	  polimerasas.

La	  idea 	  de	  que	  pueda	  necesitarse	  más	  de	  una	  polimerasa	  especial	  para	  lograr	  repli-‐
car	  la	  zona	  dañada,	  surge	  de	  la	  limitada	  procesividad	  inherente	  a	  estas 	  polimerasas,	  
así 	  como	  de	  la	  ineficacia	  con	  la	  que	  algunas	  de	  ellas	  se	  ex6enden	  por	  moldes	  no	  
dañados.	  Por	  ejemplo,	  evidencias	  in	  vitro	  han	  demostrado	  que	  Polη,	  6ene	  una	  baja	  
probabilidad	  de	   disociarse	  cuando	   incorpora	  nucleó6dos	  opuestos	  a	  dímeros	  de	  
6mina,	  pero	  una	  mayor	  probabilidad	  de	  hacerlo,	  una	  vez	  haya	  progresado	  unos	  po-‐
cos	  nucleó6dos	  más	  allá	  de	  la	  lesión	  (McCulloch	  et	  al.	  2004).	  Estas	  observaciones,	  
unidas	  a	  las	  ya	  descritas	  para	  Rev1,	  han	  fomentado	  la	  idea	  de	  que	  al	  menos	  dos	  po-‐
limerasas	  puedan	  ser	  necesarias	  para	  el	  desarrollo	  del	  mecanismo	  TLS.	  Así,	  la	  hipó-‐
tesis	  surgida	  al 	  respecto,	   sugiere	  que	  en	  primera	  lugar,	  una	  polimerasa	  específica	  
insertaría	  los	  nucleó6dos	  necesarios	  justo	  en	  frente	  de	  la	  lesión,	  de	  ahí	  que	  a	  esta	  
polimerasa	  se	  la	  llame	  “Polimerasa	  de	  Inserción”.	  A	  con6nuación,	  una	  segunda	  po-‐
limerasa	  TLS,	   llamada	  “Polimerasa	  de	  Extensión”,	   se	  encargaría	  de	   replicar	   varios	  
nucleó6dos	  aguas 	  abajo	  de	  la 	  lesión,	  con	  el	  fin	  de	  que	  la	  geometría	  estructural 	  del	  
ADN	  vuelva	  a	  ser	  la	  correcta	  antes	  de	  la	  incorporación	  de	  las	  polimerasas	  replica6-‐
vas	  (ya	  que	  si	  esto	  no	  ocurriese,	  las	  polimerasas	  replica6vas	  detectarían	  la 	  estructu-‐
ra 	  de	  ADN	  alterada	  y	   la	  eliminarían	   por	  medio	  de	  su	  ac6vidad	  exonucleasa	  3´-‐5´,	  
impidiendo	   por	   lo	   tanto	   una	   resolución	   exitosa 	   del	   mecanismo	   TLS)	   (Friedberg	  
2005).	  El	  intercambio	  entre	  ambas	  polimerasas	  TLS,	  se	  llevaría	  a	  cabo	  a	  través	  del	  
“intercambiador”	  Rev1	  (Figura	  9).

Aunque	  aún	  no	  existen	  evidencias	  directas	  de	  este	  cambio	  de	  polimerasas,	  ensayos	  
in	  vitro	  han	  demostrado	  que,	  efec6vamente,	   ciertas	  polimerasas	  TLS	   parecen	  ser	  
más	  adecuadas	  para	  la	  extensión	  que	  para	  la	  inserción	  de	  nucleó6dos	  (Woodgate	  
2001;	  Prakash	  and	  Prakash	  2002;	  Friedberg	  2005).	  De	  nuevo	  se	  espera	  que	  en	  los	  
próximos	  años,	  evidencias	  in	  vitro 	  e	  in	  vivo,	  consigan	  demostrar	  cómo	  ocurre	  dicho	  
intercambio	  de	  polimerasas.

Introducción

24



iv.	  Reincorporación	  de	  las	  polimerasas	  replicaLvas.

Superada	  ya	   la	   lesión,	  el	   úl6mo	   paso	   del	  mecanismo	  TLS	   consis6rá	  en	   cargar	  de	  
nuevo	  a	  las	  polimerasas	  replica6vas	  en	  el	  replisoma,	  eliminando	  por	  consiguiente	  a	  
las	  TLS.	  Esta	  eliminación,	  será 	  fundamental	  para	  que	  dichas	  polimerasas	  no	  intro-‐
duzcan	  mutaciones	  en	  el	  genoma,	  debido	  a 	  su	  baja 	  fidelidad	  al	  replicar	  un	  molde	  no	  
dañado.	  El	  momento	   en	  el	  que	  esto	  ocurra	  por	   lo	   tanto,	  será 	  determinante	  para	  
que	  la	  replicación	  en	  torno	  al	  molde	  dañado,	  se	  realice	  tanto	  con	  éxito	  como	  intro-‐
duciendo	  el	  menor	  número	  de	  mutaciones	  posibles.
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Figura	   9:	  Modelo	  de	   replicación	  por	  TLS	  en	  células	  eucariotas.	  Una	  vez	  detenida	  la	  
maquinaria	  de	  replicación,	  por	   la	  detección	  de	  algún	  6po	  de	   lesión	  en	  el	  ADN	   (1),	  se	  
producirá	  la	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  (no	  mostrado)	  con	   la	  consiguiente	  carga	  
de	   la	  primera	  polimerasa	  especial	   (Pol	   1)	  (2).	  (A	  par6r	  de	  este	  momento	  no	  se	  mos-‐
trará	  la	  abrazadera,	  con	  el	  fin	  de	  simplificar	  el	  esquema).	  Dicha	  polimerasa,	  insertará	  
exclusivamente	   los	  nucleó6dos	  necesarios	  para	  replicar	   la	  lesión	  (fragmento	  azul	  del	  
dúplex	  de	  ADN)(3),	  de	  ahí	  que	  se	  la	  conozca	  como	  “Polimerasa	  de	  Inserción”.	  A	  con6-‐
nuación	   se	  producirá	   la	  unión	   de	   Rev1	   (4),	   lo	   que	  provocará	  algún	   6po	  de	  cambio	  
conformacional	  en	   Pol	   1,	  produciendo	  su	   eliminación	   del	   ADN	  para	  que	  a	   con6nua-‐
ción,	  se	  produzca	  la	   carga	  de	   la	  segunda	  polimerasa	  TLS	   (Pol	  2)	   (5).	  Esta	  polimerasa	  
será	   la	  encargada	  de	  extender	   la	   replicación	   aguas	  abajo	   de	   lesión,	  hasta	  que	  la	   in-‐
corporación	  de	  las	  polimerasas	  replica6vas	  no	  suponga	  un	  problema	  debido	  a	  su	  ac6-‐
vidad	  exonucleasa	  (6)	  (fragmento	  azul	  del	  dúplex	  de	  ADN).	  Para	  terminar,	  se	  produci-‐
rá	  un	  nuevo	  intercambio	  de	  polimerasas	  entre	  Pol	  2	  y	  la	  replica6va.	  Friedberg	  2005.



Uno	  de	  los	  hechos	  que	  favorece	  este	  intercambio,	  es	  la 	  ya	  mencionada	  alta	  proba-‐
bilidad	  de	  las 	  polimerasas	  TLS	  de	  disociarse	  de	  un	  molde	  no	  dañado.	   El	  segundo	  
hecho,	   aunque	   aún	   no	   existen	   evidencias	  concluyentes	  al	   respecto,	   se	   cree	  que	  
vendría	  dado	  por	  la 	  reversión	  del	  proceso	  que	  produjo	  la 	  carga	  de	  dichas 	  polimera-‐
sas,	  es	  decir,	  la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA.

Las	  proteínas 	  encargadas 	  de	  catalizar	  dicha	  reacción	  de	  desubiqui6nación,	  son	   las	  
desubiqui6nasas	  o	  DUBs	  (Deubiqui:na:ng	  enzyme)	   (Kouran6	  et	  al.	  2010).	  Hasta	  la	  
fecha,	  6	  subfamilias	  diferentes	  de	  DUBs	  han	  sido	  descritas	  en	  humanos,	  estando	  4	  
de	  ellas	  conservadas	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

En	  el	  úl6mo	  apartado	  de	  este	  capítulo,	  abordaremos	  la	  descripción	  de	  esta	  familia	  
de	  proteasas,	  así	  como	  todos	  los	  datos	  publicados	  hasta 	  el	  momento	  acerca	  de	  la	  
desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.

3.4.3	  Ruta	  error	  free

Se	  trata	  de	  la 	  segunda	  alterna6va	  existente	  dentro	  de	  los	  mecanismos	  de	  tolerancia	  
al	  daño.	  A	  través	  de	  esta	  ruta,	  la	  célula	  u6lizará	  la	  información	  gené6ca	  codificada	  
por	  la	  cromá6da	  hermana	  recién	  sinte6zada 	  y	  carente	  de	  daño,	  para	  replicar	  la	  se-‐
cuencia	  opuesta	   a	   la 	   lesión	   (Cox	   2002;	   McGlynn	   and	   Lloyd	   2002)	   (Michel	   et	   al.	  
2001).	  Al	  evitar	  replicar	  directamente	  la	  zona	  dañada,	  no	  se	  introducen	  mutaciones	  
en	   la	  nueva	  hebra,	  de	  ahí	  que	  a	  esta	  alterna6va	  se	  la	  conozca	  como	  vía 	  error	  free.	  
(Cox	  et	  al.	  2000;	  Marians 	  2000;	  Cox	  2002;	  Courcelle 	  et	  al.	  2003;	  Michel	  et	  al.	  2004).	  
Este	  hecho	  hizo	  pensar	  en	  un	  principio,	  que	  esta	  estrategia	  sería	  la	  u6lizada	  prefe-‐
rentemente	  por	  las	  células	  al 	  enfrentarse	  a	  una	  replicación	  estancada	  (Berdichevsky	  
et	  al.	  2002),	  sin	  embargo,	  aunque	  actualmente	  se	  cree	  que	  esto	  no	  es	  así,	  aún	  no	  se	  
ha	  logrado	  esclarecer	  qué	  determina	  la	  elección	  por	  parte	  de	  la	  célula	  de	  una	  vía	  u	  
otra.

Aunque	  ya 	  en	  su	  momento	  se	  había	  propuesto	  una	  rama	  libre	  de	  errores	  dentro	  de	  
la 	  vía	  RAD6,	  no	  fue	  hasta	  el	  descubrimiento	  de	  Mms2	  cuando	  se	  confirmó	  su	  exis-‐
tencia	  (Broomfield	  et	  al.	  1998).	  Hasta	  ese	  momento	  se	  sabía	  que	  mutantes	  Rad6	  y	  
Rad18	  eran	  defectuosos	  en	  las	  dos	  vías	  de	  la	  tolerancia 	  y	  que	  mutantes	  Rev	  lo	  eran	  
solo	  en	  la	  vía	  mutagénica	  (Prakash	  et	  al.	  1993).	  Sin	  embargo,	  ningún	  gen	  había	  sido	  
iden6ficado	  para	  operar	  solamente	  en	  la	  vía 	  libre	  de	  errores.	  El	  descubrimiento	  de	  
Mms2,	  supuso	  por	  lo	  tanto	  el	  inicio	  del	  asentamiento	  de	  las	  bases	  moleculares	  de	  
esta	  ruta.

Células	  carentes 	  de	  esta 	  proteína 	  son	  sensibles	  a 	  una	  amplia	  gama	  de	  agentes	  que	  
dañan	   el	   ADN.	   Además,	   a	  diferencia 	  del	  mutante	  ∆rev3,	  ∆Mms2	  muestra	  un	  au-‐
mento	  masivo	  en	  la 	  tasa	  de	  mutaciones	  espontáneas;	   incremento	  dependiente	  de	  
funciones	  REV.	  Este	  hecho	  sugiere	  por	  lo	  tanto,	  que	  las	  lesiones	  normalmente	  aten-‐
didas	  por	  la	  vía 	  libre	  de	  errores,	  pueden	  pasar	  a	  serlo	  por	  la	  ruta 	  TLS	  (Broomfield	  et	  
al.	  1998;	  Brusky	  et	  al.	  2000).	  Además,	  el	  doble	  mutante	  ∆Mms2	  ∆rev3,	  es 	  compa-‐
rable	  al	  mutante	  único	  ∆rad18 	  (Broomfield	  et	  al.	  1998;	  Xiao	  et	  al.	  1999),	  lo	  que	  co-‐
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rrobora	  la	  idea 	  de	  que	  Rad6	  y	  Rad18	  son	  necesarias 	  para	  ambas	  vías	  y	  que	  Mms2	  lo	  
es	  sólo	  para	  la	  vía	  libre	  de	  errores.

Mms2,	   codifica	  una	  proteína 	  conjugadora	  de	  ubiqui6na 	  E2	  homóloga	  a 	  las 	  UBC,	  
pero	  que	  a	  diferencia	  de	  ellas,	  carece	  del	  residuo	  ac6vo	  cisteína	  (Broomfield	  et	  al.	  
1998).	  Forma	  heterodímeros	  con	  Ubc13,	  de	  forma	  que	  el	  feno6po	  de	  los	  mutantes	  
Mms2	  son	  indis6nguibles	  de	  los	  Ubc13	  (Brusky	  et	  al.	  2000).	  Su	  E3	  correspondiente	  
es	  Rad5,	  proteína	  con	   un	  dominio	   “dedo	  anular”	  que	   interactúa	  tanto	  con	  Ubc13	  
como	  con	  Rad18	  (Ulrich	  and	  Jentsch	  2000).	  El 	  complejo	  formado	  por	  Mms2,	  Ubc13	  
y	  Rad5,	  6ene	  como	  sustrato	  a	  PCNA	  monoubiqui6nado	  y	  formará	  cadenas	  de	  ubi-‐
qui6na	  unidas	  entre	  sí	  a 	  través	  del	   residuo	   K63	   (Xiao	   et	   al.	  1998;	   Hofmann	   and	  
Pickart	  1999).	  El	  PCNA	  poliubiqui6nado	  resultante,	  será	  la 	  señal	  que	  ac6ve	  la	  ruta	  
libre	  de	  errores	  (Figura	  7),	  al	  igual	  que	  el	  monoubiqui6nado	  lo	  hacía	  con	  la	  TLS.

Hasta	  el	  momento	  no	  existen	  evidencias 	  significa6vas	  que	  demuestren	  de	  qué	  mo-‐
do	  opera 	  esta	  vía,	  debido	  en	  gran	  parte	  a	  que	  aún	  se	  6ene	  una	  comprensión	  muy	  
limitada	  acerca	  de	  la	  estructura	  detallada 	  de	  las	  horquillas	  de	  replicación.	  Sin	  em-‐
bargo,	  se	  especula 	  que	  pueden	  ser	  dos	  los 	  mecanismos	  u6lizados	  por	  la	  célula	  para	  
evitar	   replicar	   el	  molde	   dañado.	  Estos	  son:	   cambio	   de	  molde	  por	   invasión	   de	   la	  
cromá6da	  hermana	  y	   regresión	   de	   la	  horquilla	   de	   replicación	   (Broomfield	   et	   al.	  
2001)	  (Figura	  10).

Invasión	  de	  la	  cromá0da	  hermana:

A	   través 	  de	  esta	  estrategia,	   la	  célula	  sus6tuirá	  temporalmente	  la	  hebra	  molde	  da-‐
ñada	  por	  la	  hebra	  hija 	  complementaria	  recién	  sinte6zada,	  a	  través	  de	  una	  invasión	  
directa	  de	  la 	  misma.	  Después	  de	  esta	  invasión,	  la	  maquinaria	  de	  replicación	  sinte6-‐
zará	  el	  ADN	  necesario	  para	  replicar	  la	  zona	  dañada 	  con	  total	  fidelidad.	  Para	  finalizar,	  
se	  producirá	  la	  resolución	  de	  la	  unión	  de	  Holliday	   formada,	  con	  el	  fin	  de	  volver	  a	  
una	  situación	  normal	  (Higgins	  et	  al.	  1976)	  (Figura	  10).

Regresión	  de	  la	  horquilla	  de	  replicación:

Además,	  o	  como	  alterna6va	  al	  modelo	  anterior,	  las	  horquillas	  de	  replicación	  estan-‐
cadas	  pueden	  sufrir	  un	  reordenamiento	  estructural	  conocido	  como	  Regresión	  de	  la	  
horquilla	  de	  replicación.	  A	   través	  de	  este	  proceso,	  las	  hebras 	  molde	  originales	  pue-‐
den	  volver	  a	  hibridarse	  produciéndose	  una	  extrusión	  de	  las	  dos 	  hebras	  recién	  sin-‐
te6zadas,	  que	  dará	  lugar	  a 	  la	  formación	  de	  un	  dúplex	   corto	  entre	  ellas.	  Esto	  genera-‐
rá 	   una	   estructura	   llamada	   “pata	   de	   gallo”	   (Postow	   et	   al.	   2001;	   Atkinson	   and	  
McGlynn	  2009),	  estructura	  de	  cuatro	  vías 	  en	  la	  cual	  la	  síntesis	  de	  ADN	  es	  intercam-‐
biada	  desde	  la 	  hebra	  dañada,	  a	  la	  hebra	  homóloga	  recién	  sinte6zada.	  La	  inversión	  
de	  esta	  estructura	  recons6tuirá	  una	  horquilla	  de	  replicación	  normal,	  en	   la	  cual	  la	  
replicación	  del	  ADN	  tendrá	  operacionalmente	  replicado	  el	  si6o	  de	  la	  lesión	  (Figura	  
10).	  Los 	  detalles	  de	  la	  formación	  y	  resolución	  de	  esta	  estructura 	  de	  “pata	  de	  gallo”,	  
aún	  no	  se	  han	  dilucidado.
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Por	  cuál	  de	  estas	  estrategias	  se	  desarrolla 	  la 	  vía 	  error	  free,	  es	  otras	  de	  las	  cues6o-‐
nes	  sin	  respuesta	  dentro	  de	  los	  mecanismos	  de	  tolerancia	  y	  es 	  que	  en	   los	  úl6mos	  
años,	  varias	  han	  sido	  las	  publicaciones	  publicadas	  en	  ambos	  sen6dos.

La 	  evidencia	  experimental	  de	  la	  existencia	  de	  estructuras	  de	  “pata 	  de	  gallo”	  en	  eu-‐
cariotas,	  viene	  de	  un	  informe	  (Blastyak	  et	  al.	  2007)	   en	  el	  que	  se	  demuestra	  la	  ac6-‐
vidad	  helicasa	  de	  Rad5,	  ac6vidad	  que	  facilita 	  la	  regresión	  de	  la	  horquilla	  de	  replica-‐
ción.	   Como	   contraste,	   varias	   revisiones	   (Cobb	   and	   Bjergbaek	   2006;	   Klein	   2006;	  
Branzei	  and	  Foiani	  2007)	   sugieren	   que	   el	   checkpoint	   de	  daño	  al	  ADN,	  actúa	  para	  
prevenir	  la	  regresión	  de	  la	  horquilla	  de	  replicación	  bloqueada,	  por	  lo	  que	  según	  es-‐
tos	  informes,	  la	  vía	  libre	  de	  errores	  estaría	  mediada	  por	  el 	  proceso	  de	  intercambio	  
de	  molde.	  Se	  espera	  que	  en	   los	  próximos	  años	  se	  consiga	  aclarar	  cuál	  es	  el	  modus	  
operandi	  de	  este	  vía.

Aunque	  aún	  no	  se	  sepa 	  cómo	  se	  desarrolla	  esta	  alterna6va	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño,	  
es	  importante	  destacar	  el	  hecho	  de	  que	  está	  conservada	  en	  todos	  los	  eucariotas,	  ya	  
que	  homólogos 	  de	  Mms2	  (Oh	  et	  al.	  1994;	  Xiao	  et	  al.	  1998),	  Ubc13	  y	  Rad5	  (Motegi	  
et	   al.	   2006;	   Unk	   et	   al.	   2006)	   se	  han	   encontrado	  desde	   levaduras	  hasta	  humanos	  
(Pastushok	  and	  Xiao	  2004).	   Además,	   la	  supresión	  de	  dichos 	  genes	  en	   eucariotas	  
superiores,	  da	  lugar	  al	  mismo	  feno6po	  que	  los	  mutantes	  correspondientes	  de	  leva-‐
dura	  (Ma	  et	  al.	  1998;	  Andersen	  et	  al.	  2005).

3.5	  Elección	  de	  ruta

Una	  vez	  descritas	  las	  vías	  TLS	  y	  de	  intercambio	  de	  molde,	  el	  siguiente	  paso	  lógico	  en	  
la 	  descripción	  de	  los 	  mecanismos	  de	   la	  tolerancia	  al	   daño,	   consis6ría	  en	  explicar	  
cómo	  se	  produce	  el	  cambio	  entre	  la	  vía	  error	  prone	   y	  la	  error	  free,	  y	  por	  otro	  lado,	  
qué	  determina	  la	  elección	  por	  parte	  de	  la	  célula	  de	  un	  mecanismo	  u	  otro.	  Sin	  em-‐
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Figura	   10:	  Desarrollo	   de	   la	  vía	  error	  free	  de	  la	   tolerancia	  al	   daño.	  Aunque	  aún	  no	  
existen	   evidencias	   experimentales	  significa6vas	  que	  ates6güen	  de	  qué	  modo	  opera	  
esta	  vía,	  se	  han	  propuesto	  dos	  mecanismos	  diferentes:	  reversión	   de	  la	  horquilla	  de	  
replicación	  (izquierda)	  e	  invasión	  de	   la	  cromáLda	  hermana	  (derecha). 	  Para	  descrip-‐
ción,	  ver	  texto.



bargo,	  una	  vez	  más,	  aunque	  sí 	  que	  existen	  diferentes	  trabajos	  que	  intentan	  arrojar	  
algo	  de	  luz	  al	  respecto	  (se	  ha 	  demostrado	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  que	  las	  lesio-‐
nes	  inducidas	  por	  radiación	  UV	  son	  mayoritariamente	  repicadas	  por	  TLS	  (Daigaku	  et	  
al.	  2010),	  hasta	  el	  momento	  no	  existe	  ninguna	  evidencia	  concluyente	  que	  explique	  
totalmente	  ninguna	  de	  las	  dos	  incógnitas.

Respecto	  al	  cambio	   de	  vías	  (error	  prone	   por	  error	   free),	   se	  ha	  postulado	  precisa-‐
mente,	  que	  la 	  poliubiqui6nación	  de	  PCNA	  debe	  ser	  el	  condicionante	  ~sico	  para	  di-‐
cho	  cambio,	  ya	  que	  las 	  cadenas	  de	  ubiqui6na,	  puede	  bloquear	  el	  acceso	  de	  las 	  po-‐
limerasas	  TLS	  al 	  propio	  molde	  de	  ADN	  (Bienko	  et	  al.	  2005;	  Plosky	  et	  al.	  2006).	  Este	  
hecho	  facilitaría	  además,	   la	   incorporación	   de	  las	  proteínas	  que	  median	  esta 	  ruta,	  
probablemente	  por	  su	  afinidad	  por	  un	  PCNA	  poliubiqui6nado.

Por	  otro	  lado,	  en	  Chang	  2006	  y	  Motegi	  2008,	  se	  ha	  descrito	  cómo	  la	  poliubiqui6na-‐
ción	  de	  PCNA	  se	  observa	  en	  can6dades	  crecientes	  de	  daño	  al	  ADN,	  estando	  en	  Xe-‐
nopus	  correlacionado	  con	  la	  acumulación	  de	  RPA	  en	  la 	  hebra	  simple	  de	  ADN	  (Chang	  
et	  al.	  2006;	  Motegi	  et	  al.	  2008).	  Además,	   en	  S.	   cerevisiae	   se	  ha	  observado	   cómo	  
Rad18	  y	  Rad5	  interactúan	  entre	  sí,	  a	  través	  de	  los	  mismos	  dominios	  necesarios	  para	  
la 	  formación	  de	  sus 	  respec6vos	  complejos	  ubiqui6nantes	  (Ulrich	  and	  Jentsch	  2000).	  
Sobre	  la	  base	  de	  esta	  y	  otras	  observaciones,	   se	  ha 	  hipote6zado	  que	  la 	  interacción	  
entre	  ambas 	  E3,	  puede	  ser	  lo	  que	  determine	  el	  cambio	  de	  mono	  a	  poliubiqui6na-‐
ción	  de	  PCNA	   (Ulrich	  and	  Jentsch	  2000),	  aunque	  aún	  no	  existen	  evidencias	  experi-‐
mentales	  concluyentes	  al	   respecto.	   Una	  vez	  más,	  se	  espera	  que	  en	   los	  próximos	  
años	  se	  aporten	  más	  datos	  en	  este	  campo.

3.6	  Tolerancia	  en	  otros	  eucariotas

Como	   se	  mencionó	  al	  principio	  del	  apartado	   de	  tolerancia,	   salvo	   las	  excepciones	  
señaladas,	  la	  mayoría	  de	  los	  datos	  moleculares	  aportados	  en	  este	  capítulo	  se	  refie-‐
ren	  a	  la	  levadura	  de	  gemación	  S.	  cerevisiae.	  Sin	  embargo,	  es	  importante	  dejar	  cons-‐
tancia	  de	  que	  estas	  rutas 	  se	  han	  mantenido	  desde	  procariotas	  hasta	  eucariotas	  y	  
que	  dentro	  de	  los	  eucariotas,	  los	  mecanismos	  moleculares	  que	  las	  orquestan,	  están	  
conservados	  en	  todos	  ellos.

Es	  por	  ello	  que	  a 	  modo	  de	  resumen,	  a	  con6nuación	  haremos	  un	  pequeño	  repaso	  de	  
las	  principales	  similitudes 	  y	  diferencias	  descritas	  en	  el	  resto	  de	  los	  organismos	  mo-‐
delo.

Aunque	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	   fue	  descrita	  por	  primera	  vez	   en	  la 	  levadura	  de	  
gemación,	  dicha	  modificación	  post-‐traduccional	  parece	  estar	  conservada	  en	   todos	  
los	  organismos	  estudiados	  hasta	  ahora.	  De	  hecho,	  el	  si6o	  de	  unión	  para	  la	  ubiqui6-‐
na,	   el 	  residuo	  K164,	   se	  man6ene	  en	   todas	   las 	  abrazaderas 	  eucariotas	  analizadas	  
(mamíferos,	  pollo,	  rana	  y	  levadura	  de	  fisión,	  (Kannouche	  and	  Lehmann	  2004;	  Wata-‐
nabe	  et	  al.	   2004;	   Leach	   and	  Michael	  2005;	   Arakawa	  et	   al.	   2006;	   Frampton	   et	   al.	  
2006;	  Simpson	  et	  al.	  2006),	  aunque	  el	  resto	  de	  la	  secuencia	  sea	  muy	  diferente	  en	  
cada	  organismo.
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Respecto	  a	  la	  levadura	  de	  fisión,	  aunque	  ya	  se	  han	  iden6ficado	  homólogos	  de	  todas	  
las	  enzimas	  de	  conjugación	  de	  ubiqui6na	  para	  la 	  abrazadera,	  se	  ha 	  observado	  cómo	  
la 	  ubiqui6nación	  de	  la	  misma	  no	  ocurre	  de	  igual	  modo	  a	  la	  levadura	  de	  gemación.	  
Así,	  las	  células	  de	  S.	  pombe	  a	  diferencia	  de	  S.	  cerevisiae,	  ubiqui6nan	  a	  la 	  abrazadera	  
durante	  una	  Fase	  S	   sin	  daño	   exógeno,	   además	  de	  en	  G2	  en	   presencia	  de	   daños	  
(Frampton	  et	  al.	  2006).

En	  extractos 	  de	  huevos	  de	  Xenopus	   laevis	   existen	  datos	  contradictorios	  acerca	  de	  
cómo	  y	  cuándo	  ocurre	  la	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  Así,	  por	  un	  lado,	  en	  Leach	  
2005	  se	  ha	  descrito	  la	  existencia	  de	  monoubiqui6nación	  durante	  una	  Fase	  S	  sin	  da-‐
ño	  exógeno,	  apareciendo	  sólo	  las	  formas	  diubiqui6nadas	  en	  presencia	  de	  daño.	  Sin	  
embargo	  en	  Chang	  2006,	  se	  documenta	  que	  tanto	  la	  mono	  como	  la	  poliubiqui6na-‐
ción	  de	  PCNA,	  son	  dependientes	  de	  la	  existencia	  de	  daño	  en	  el	  ADN.	  Aunque	  las	  
razones	  de	  esta	  discrepancia	  aún	  no	  se	  han	  resuelto,	  se	  piensa	  que	  estas	  variacio-‐
nes	  podrían	  deberse	  a	  que	  tanto	  el 	  organismo	  como	   las	  condiciones	  u6lizadas	  no	  
son	  exactamente	  las	  mismas.

En	  cuanto	  a	  mamíferos,	  mientras	  que	  la	  monoubiqui6nación	  de	  PCNA	  inducida	  por	  
daño	  es	  fácilmente	  observable,	  y	  como	  tal	  ha	  sido	  iden6ficada	  en	  muchos	  trabajos	  
(Hoege 	  et	  al.	  2002;	  Kannouche	  and	  Lehmann	  2004;	  Watanabe	  et	  al.	  2004),	  la	  poliu-‐
biqui6nación	  de	   la	   abrazadera,	   especialmente	   en	   células	  humanas,	   ha	  generado	  
mucha	  controversia 	  hasta	  que	  logró	   iden6ficarse	  por	  Chiu	  y	  colaboradores	  (2006),	  
probablemente	  debido	  a	  que	  es	  mucho	  menos	  prominente	  que	  la	  monoubiqui6na-‐
ción.	  Sin	  embargo,	  una	  vez	  demostrada,	  durante	  mucho	  6empo	  se	  pensó	  que	  dicha	  
modificación	  era	  exclusiva	  de	  células	  malignas,	  ya 	  que	  hasta	  el	  trabajo	  de	  Brun	  y	  
colaboradores	   (2010)	   no	   consiguió	   demostrarse	   su	   presencia	   en	   fibroblastos	   no	  
transformados.

Al	  igual	  que	  en	  la 	  levadura	  de	  gemación	  S.	  cerevisiae,	  en	  ninguno	  de	  los	  organismos	  
modelo	  mencionados,	  ha	  conseguido	   demostrarse	  cómo	  operan	  cada	  una	  de	  las	  
vías	  de	  la	  tolerancia,	  así	  como	  la	  elección	  por	  cada	  una	  de	  ellas.

3.7	  Problemas	  de	  ambas	  y	  conclusión	  final	  de	  tolerancia

Con	  la 	  descripción	  de	  los	  dos	  mecanismos	  de	  tolerancia	  al	  daño,	  ha	  quedado	  de-‐
mostrado	  que	  aunque	  son	  totalmente	  necesarios	  para	  evitar	   las	  consecuencias	  de	  
una 	  replicación	  estancada,	  también	   son	  muy	  peligrosos	  por	  las	  graves	  consecuen-‐
cias	  que	  ambas	  rutas	  pueden	  tener	  para	  la	  célula.	  Por	  lo	  tanto,	  independientemen-‐
te	  de	  la	  alterna6va	  que	  escoja 	  la 	  célula	  para	  replicar	  el	  ADN	  dañado,	  es 	  imprescin-‐
dible	  que,	  una	  vez	  superada	  la 	  lesión,	  la 	  maquinaria 	  de	  replicación	  vuelva	  a	  la	  nor-‐
malidad,	  a	  fin	  de	  evitar	   los	  problemas	  que	  desencadenaría	  el	  uso	  constante	  de	  es-‐
tos	  mecanismos.

Por	  un	  lado,	  TLS	  es	  una	  fuente	  constante	  de	  inestabilidad	  gené6ca,	  debido	  a	  la	  ac-‐
ción	  mutagénica 	  de	  las	  polimerasas	  que	  median	  esta	  ruta.	  Limitarlas 	  por	  lo	  tanto	  a	  
la 	  replicación	  del	  ADN	  dañado,	  será	  fundamental	  para	  mantener	  la	  estabilidad	  del	  
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genoma.	  Por	  otro	  lado,	  un	  fallo	  en	  el	  intercambio	  de	  molde,	  puede	  inducir	  lesiones	  
más	  graves	  como	  por	  ejemplo	   rearreglos	  por	   recombinación	  homóloga,	  que	  pue-‐
den	  ir	  asociados	  a	  transformaciones	  malignas	  (Hanahan	  and	  Weinberg	  2000).	  Limi-‐
tar	  por	   lo	   tanto	  estos	  mecanismos	  de	   tolerancia	  exclusivamente	  a 	  las 	  situaciones	  
necesarias,	  contribuirá	  a	  mantener	  un	  perfecto	  equilibrio	  entre	  supervivencia	  celu-‐
lar	  y	  estabilidad	  genómica.

3.8	  DesacLvación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño

Como	  ya	  se	  ha	  descrito,	  la	  señal	  que	  ac6va	  las	  dos	  vías 	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño	  es	  la	  
ubiqui6nación	  de	  PCNA.	  Esta	  señal	  por	   lo	   tanto,	  una	  vez	  solventado	  el	  problema,	  
tendrá	  que	  desaparecer	  para	  que	  la	  célula	  pueda	  volver	  a	  una	  replicación	  normal.

Tratándose	  de	   “ubiqui6nación”,	   parecía	   lógico	   pensar	  en	   degradación	   vía 	  protea-‐
soma	  como	  primera	  opción,	  sin	   embargo,	   dado	   que	  la	  cadena	  de	   ubiqui6nas 	  se	  
produce	  por	  uniones	  K63	  en	  lugar	  de	  K48	  (uniones	  descritas	  para	  la 	  degradación	  vía	  
proteasoma),	  esta	  opción	  no	  debía	  ser	   la 	  responsable	  de	  la	  eliminación	  de	  dicho	  
PCNA	  modificado;	  por	  lo	  tanto,	  había	  que	  pensar	  en	  otra	  opción.

El	   descubrimiento	   de	   las	  desubiqui6nasas,	  puso	   de	  manifiesto	   que	  la	  ubiqui6na-‐
ción,	  como	  el	  resto	  de	  modificaciones	  post-‐traduccionales,	  también	  era	  un	  proceso	  
reversible.	  Pensar	  por	   lo	  tanto	  en	  la	  existencia	  de	  una	  o	  varias	  desubiqui6nasas	  de	  
PCNA,	  parecía 	  ser	  la	  opción	  acertada	  para	  la	  eliminación	  de	  dicha	  señal	  de	  ac6va-‐
ción.	  De	  hecho,	  hasta	  el	  momento,	   ya 	  se	  han	   encontrado	  dos	  proteínas	  con	  esta	  
función:	  Usp1	  en	  humanos	  (Huang	  et	  al.	  2006)	  y	  conservada	  también	  en	  ratón	  (Kim	  
et	  al.	  2009)	   y	  Ubp10	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  (Gallego-‐Sanchez	   et	  al.	  2012).	  El	  
trabajo	  llevado	  a	  cabo	  para	  el	  desarrollo	  de	  esta 	  tesis,	  demostrará 	  quienes	  son	  las	  
encargadas	  de	  hacerlo	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  S.	  pombe.

3.8.1	  DUBs

En	  las	  células 	  humanas,	  la	  desubiqui6nación	  está	  controlada	  por	  una	  familia 	  de	  pro-‐
teasas	  denominadas	  DUBs,	  formada	  por	  unas 	  100	  proteínas	  diferentes	  (Amerik	  and	  
Hochstrasser	  2004;	  Nijman	  et	  al.	  2005),	  cuya	  función	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  casos	  es	  
desconocida.	  Estas	  proteínas	  están	  conservadas	  en	  todos	  los	  eucariotas,	  aunque	  el	  
número	  de	  miembros	  en	  eucariotas	  inferiores	  no	  es	  tan	  grande	  como	  lo	  es	  en	  las	  
células	  humanas.

Enzimá6camente,	  las	  DUBs	  son	  las	  proteasas	  encargadas 	  de	  escindir	  el	  enlace	  iso-‐
pepndico	  existente	  entre	  diferentes	  ubiqui6nas	  unidas 	  entre	  sí	  (rompiendo	  en	  mó-‐
nomeros	  las	  cadenas	  de	  ubiqui6na),	  o	  bien	  entre	  la 	  ubiqui6na	  y	  la	  proteína	  sustrato	  
(Wilkinson	  1997).	  Por	  lo	  tanto,	  sus	  funciones	  generales	  estarán	  relacionadas	  con	  el	  
mantenimiento	  de	  la	  homeostasis	  de	  ubiqui6na,	  así	  como	  con	  el	  control	  de	  la	  esta-‐
bilidad	  de	  sus	  proteínas	  sustrato.
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Aunque	  de	  forma	  general	  se	  puede	  dividir	  a	  esta	  gran	  familia 	  de	  proteasas	  en	  dos	  
grupos	  diferentes:	  cisteínas	  proteasas	  y	  metalo	  proteasas,	   la	  profunda	  caracteriza-‐
ción	  de	  sus	  secuencias	  así	  como	  de	  sus	  estructuras,	  ha	  establecido	  una	  división	  en	  6	  
familias	  diferentes.	  Estas	  son:	  proteasas	  específicas	  de	  ubiqui6na 	  (USPs	  o	  UBPs	  para	  
células	   humanas	   o	   levaduras	   respec6vamente),	   ubiqui6na	   C-‐terminal	   hidrolasas	  
(UCHs),	  proteasas	  de	  tumor	  de	  ovario	  (OTUs),	  proteasas	  de	  Machado-‐Joseph	  (nom-‐
bre	  de	  una	  enfermedad	  autoinmune),	  metaloenzimas	  JAB1/MPN/Mov34	  (JAMMS)	  
y	  la 	  úl6ma	  descubierta,	  la	  subfamilia	  MCPIP	  (Komander	  et	  al.	  2009;	  Reyes-‐Turcu	  et	  
al.	  2009;	  Liang	  et	  al.	  2010).

Todas	  las	  familias	  a	  excepción	  de	  la	  familia	  JAMM,	  son	  cisteínas	  proteasas.	  El 	  núme-‐
ro	  de	  miembros	  de	  cada	  familia	  es	  muy	  diverso,	  siendo	  la 	  USP/UBP	  la	  familia	  más	  
numerosa,	  con	  más	  de	  50	  miembros	  en	  células	  humanas	  (Quesada	  et	  al.	  2004),	  y	  
16	  tanto	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  como	  en	  la	  de	  fisión	  (Kouran6	  et	  al.	  2010).	  Sus	  
funciones	  celulares	  están	  supeditadas	  al	  sustrato	  que	  desubiqui6nan	  y	  aunque	  en	  
los	  úl6mos	  años	  se	  han	   descubierto	  muchos	  de	  ellos,	   la 	  gran	  mayoría 	  con6núan	  
siendo	  una	  incógnita.	  Aún	  así,	  hasta	  la	  fecha	  ya	  se	  pueden	  atribuir	  a	  esta	  gran	  fami-‐
lia	  de	  DUBs,	  funciones	  tan	  importantes	  como	  regulación	  del	  ciclo	  celular,	  reparación	  
del	  ADN	  y	  remodelación	  de	  la	  croma6na.

Un	  ejemplo	  de	  la 	  importancia	  de	  la	  desubiqui6nación	  se	  da	  en	  la	  vía	  de	  la	  Anemia	  
de	  Fanconi	  (AF),	  ruta 	  encargada	  de	  mediar	  la	  resolución	  de	  entrecruzamientos	  en	  el	  
ADN	  (daños	  altamente	  citotóxicos	  para	  la	  célula),	  de	  tal	  forma	  que	  la	  deficiencia 	  en	  
uno	  de	  los	  13	  genes	  implicados	  en	  la 	  ruta	  de	  la 	  AF,	  resultará	  en	  la	  hipersensibilidad	  
a	  agentes	  de	  entrecruzamiento	  del	  ADN.

La	  mayoría 	  de	  las	  proteínas	  iden6ficadas 	  en	  la	  vía	  de	  la	  AF,	  cons6tuyen	  una	  única	  y	  
gran	  mul6-‐subunidad	  E3	  ubiqui6na	  ligasa,	  a 	  excepción	  de	  FANCD2	  y	  FANCI,	  que	  son	  
los	  sustratos 	  correspondientes	  de	  esta 	  E3	  mul6mérica.	  Tras	  su	  ubiqui6nación,	  estas	  
proteínas	  se	  desplazan	   a	   la 	  croma6na	   (Garcia-‐Higuera	   et	   al.	   2001;	   Meetei	   et	   al.	  
2003;	  Smogorzewska	  et	  al.	  2007)	  posiblemente	  para	  ayudar	  a	  resolver	  estos	  entre-‐
cruzamientos,	  aunque	  la 	  función	  exacta 	  que	  desarrollan	  en	  este	  paso	  y	   en	  los 	  si-‐
guientes	  con6núa	  siendo	  una	  incógnita.

La 	  enzima	   encargada	  de	  desubiqui6nar	   FANCD2	   y	   FANCI	   es	   Usp1	   (Nijman	   et	   al.	  
2005;	  Smogorzewska 	  et	  al.	  2007)	  y	  su	  pérdida	  resulta	  en	  la	  ubiqui6nación	  de	  ambas	  
proteínas	  incluso	  en	  ausencia	  de	  daño.	  Células	  de	  pollo	  “knock	  out”	  para	  Usp1,	  son	  
hipersensibles	   a	  agentes	  de	   entrecruzamiento	  de	  ADN,	  rasgo	   caracterís6co	  de	   la	  
Anemia	  de	  Fanconi	  (Oestergaard	  et	  al.	  2007;	  Kim	  et	  al.	  2009),	  sugiriendo	  que	  la	  de-‐
subiqui6nación	  FANCD2	  y	  FANCI	  debe	  ser	  crucial	  para 	  la	  reparación	  de	  este	  6po	  de	  
daños.
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3.8.2	  DesubiquiLnación	  de	  PCNA

i.	  Usp1

Huang	  y	   colaboradores,	  demostraron	  que	  Usp1	  también	  era	  la	  proteína	  responsa-‐
ble	  de	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  monoubiqui6nado	  en	  humanos.	  Como	  ya	  se	  
mencionó,	  en	  células	  humanas	  al	  igual	  que	  en	  levaduras,	  la	  monoubiqui6nación	  de	  
la 	  abrazadera	  desencadena	  la	  ac6vación	  de	  la	  vía 	  TLS	  mediada	  por	  las	  polimerasas	  
especiales.	  El 	  hecho	  de	  que	  exista 	  un	  proteína	  que	  regule	  el	  proceso	  a	  la 	  inversa,	  
apunta	  a	  que	  dicha	  desubiqui6nación,	   será	  determinante	  para 	  la	  eliminación	   de	  
dichas	  polimerasas,	  con	  la	  consiguiente	  recarga	  de	  las	  replica6vas.	  La	  evidencia	  de	  
que	  en	  células	  deplecionadas	  para	  Usp1,	  exista	  un	  aumento	  significa6vo	  de	  muta-‐
génesis 	  tanto	   espontánea	  como	   inducida,	   corrobora	  esta	  hipótesis	   (Huang	   et	   al.	  
2006).

Usp1	  presenta	  un	  peculiar	  sistema	  de	  degradación	  dependiente	  de	  luz	  UV.	  Basán-‐
dose	  en	  este	  dato,	  se	  propuso	  el	  siguiente	  modelo	  de	  regulación	  de	  TLS	  en	  huma-‐
nos.	  En	   ausencia 	  de	  daño,	  PCNA	  monoubiqui6nado	  es	  desubiqui6nado	  de	  forma	  
cons6tu6va	  por	  Usp1,	  con	  el	  fin	  de	  controlar	  el	  acceso	   de	  las 	  polimerasas	  TLS	  al	  
replisoma.	  Tras	  una	  exposición	  a	  luz	  UV,	  la	  diana	  de	  Usp1	  cambiará	  desde	  PCNA	  a	  su	  
propio	  dominio	  G-‐G	  C-‐terminal,	  produciéndose	  una	  auto-‐escisión	  con	  posterior	  de-‐
gradación	   proteosomal	   de	  dichos	   fragmentos	   auto-‐escindidos.	   Esta	   degradación,	  
producirá 	  un	  aumento	  en	  el	  nivel	  de	  PCNA	  monoubiqui6nado	  y	  por	  lo	  tanto	  en	  el	  
de	  los	  eventos	  TLS,	  debido	  al	  reclutamiento	  de	  las	  polimerasas	  especiales.

A	  pesar	  de	  los	  datos 	  contradictorios	  publicados	  acerca	  de	  la 	  existencia 	  o	  no	  de	  po-‐
liubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  fibroblastos	  humanos,	  Brun	  y	  colaboradores	  demostra-‐
ron	  recientemente	  (2010)	  su	  existencia,	  así	  como	  el	  hecho	  de	  que	  Usp1	  también	  es	  
la	  DUB	  encargada	  de	  la	  desubiqui6nación	  de	  esta	  modificación	  de	  PCNA.

La	  degradación	  de	  Usp1	  parece	  ser	  dependiente	  del	  tratamiento	  con	  luz	  UV,	  ya	  que	  
no	  se	  ha	  observado	  tras	  el	  tratamiento	  con	  otras 	  drogas	  como	  MMS	  (Me6l	  Metano	  
Sulfonato)	  o	  Mitomicina	  C.	  Sin	  embargo,	  bajo	  esas	  condiciones,	  sigue	  exis6endo	  un	  
aumento	  de	   PCNA	  monoubiqui6nado,	   por	   lo	  que	   es	   posible	  que	  otras	  proteínas	  
DUBs	  aún	  no	  descubiertas,	  estén	  implicadas	  también	  en	   la	  regulación	  de	  procesos	  
TLS.

La 	  existencia	  de	  Usp1	   también	   se	  ha	   confirmado	  en	   otros	   eucariotas	   superiores	  
como	   en	   ratón,	  Xenopus	   o	   pez	   cebra 	   (Huang	   et	   al.	   2006).	   Kim	   y	   colaboradores	  
(2009)	  construyeron	  el 	  modelo	  knock	  out	  de	  ratón	  para	  esta	  proteína,	  con	  el	  fin	  de	  
averiguar	  las	  posibles	  consecuencias	  fisiológicas	  de	  la 	  falta	  de	  desubiqui6nación.	  Tal	  
y	  como	  se	  esperaba,	  ratones	  Usp1	  -‐/-‐	  mostraron	  un	  claro	  aumento	  tanto	  en	  la 	  mo-‐
noubiqui6nación	  de	  FANCD2	  como	  en	  la 	  de	  PCNA.	  Además	  de	  dichos	  datos	  bioquí-‐
micos,	  estos	  ratones	  también	  presentaron	  una	  alta	  tasa	  de	  letalidad	  perinatal,	  de-‐
pleción	  de	   células	  germinales	  masculinas,	   infer6lidad,	  hipersensibilidad	   al	  agente	  
“croslinkeante”	  Mitomicina	  C	  e	  inestabilidad	  cromosómica.	  Además,	  estos	  ratones	  
eran	  considerablemente	  más	  pequeños	  que	  sus	  hermanos	  de	  camada	  wt	  (del	  inglés	  
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Wild	  Type)	  (Kim	  et	  al.	  2009;	  Fox	   et	  al.	  2011).	  A	  pesar	  de	  todos	  datos,	  aún	  queda	  por	  
determinar	   si	  estos	  ratones	  muestran	  un	  incremento	  en	  la	  frecuencia	  de	  mutacio-‐
nes	  puntuales	  y	  una	  incidencia	  de	  cáncer	  incrementada,	  como	  sería	  de	  esperar	  por	  
los	  datos	  in	  vitro	  descritos	  anteriormente.

ii.Ubp10

Recientemente	  nuestro	   laboratorio	   ha	  iden6ficado	  a	  Ubp10,	  una	  de	  las 	  proteínas	  
desubiqui6nadoras	  de	  la	  histona	  H2B	  junto	  con	  Ubp8	  (Emre 	  et	  al.	  2005;	  Gardner	  et	  
al.	   2005;	   Schulze	   et	   al.	   2011),	   como	   la	   proteasa	  encargada	  de	  desubiqui6nar	   las	  
formas	  mono	  y	  poliubiqui6nadas 	  de	  PCNA	  en	  S.	  cerevisiae.	  A	  pesar	  de	  ser	  la 	  proteí-‐
na	  equivalente	  a	  Usp1	  de	  humanos 	  (al	  menos	  en	   lo	  referente	  a	  desubiqui6nación	  
de	  PCNA),	  el	  trabajo	  de	  Gallego	  y	  colaboradores	  ha	  demostrado	  que	  la 	  regulación	  
de	  ambas	  proteínas,	  y	  por	  ende	  de	  la	  tolerancia,	  es	  diferente	  en	  ambos	  organismos.	  
Por	  un	  lado,	  Ubp10	  no	  se	  degrada	  tras	  la	  exposición	  a	  luz	  UV	  como	  lo	  hace	  Usp1,	  si	  
no	  que	  sus 	  niveles	  permanecen	  constantes.	  Por	  otro	  lado,	  Ubp10	  parece	  ser	  la	  úni-‐
ca 	  proteasa	  que	  desubiqui6na	  PCNA	   en	   la	   levadura	  de	  gemación,	  ya	  que	   formas	  
ubiqui6nadas	  de	  PCNA	  se	  acumulan	  en	  células	  ∆ubp10	  tras 	  ser	  expuestas	  a	  diferen-‐
tes	  daños	  como	  luz	  UV,	  MMS,	  HU	   (hidroxiurea)	  o	  4NQO	   (4-‐nitroquinolina	  1-‐óxido),	  
algo	  no	  observado	  en	  las	  células	  deplecionadas	  para	  Usp1	  (Huang	  et	  al.	  2006).

Aunque	   no	   se	  haya	  demostrado	   fehacientemente	  un	  modelo	   de	   intercambio	   de	  
polimerasas,	  basado	  en	  la	  regulación	  de	  la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  por	  ubiqui6na-‐
sas 	  y	  desubiqui6nasas,	  sí	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  interacción	  entre	  PCNA	  y	  la	  po-‐
limerasa	  Rev1	  aumenta	  en	  células	  ∆ubp10,	  dato	  que	  secunda	  la 	  hipótesis	  de	  que	  es	  
el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  lo	  que	  regula	  el	  acceso	  de	  las	  polimerasas	  TLS	  
al	  replisoma.	  De	  nuevo	  se	  espera	  que	  futuros	  trabajos	  proporcionen	  los	  datos	  con-‐
cluyentes	  para	  confirmar	  esta	  hipótesis.

3.9	  Tolerancia	  y	  cáncer

Como	  ya	  se	  ha 	  mencionado,	  la 	  tolerancia 	  es	  una	  respuesta	  biológica	  fundamental	  
frente	  al	  daño	  por	  garan6zar	  la	  progresión	  de	  una 	  replicación	  bloqueada.	  Además,	  
como	  el	  resto	  de	  respuestas	  celulares 	  al	  daño,	  la	  desregulación	  de	  sus	  componentes	  
producirá 	  inestabilidad	  gené6ca,	  siendo	  ésta	  la	  base	  para	  el	  desarrollo	  de	  muchos	  
procesos	  tumorales.

Aunque	  aún	  no	  se	  sabe	  qué	  determina	  la	  elección	  de	  una 	  vía	  u	  otra,	  ni	  qué	  porcen-‐
taje	  de	  daños	  se	  resuelve	  por	  cada	  una	  de	  ellas,	  se	  cree	  que	  es	  muy	  probable	  que	  
en	  células 	  6po	  silvestre,	  dichos	  porcentajes	  se	  mantengan	  en	  un	  equilibrio	  dinámi-‐
co.	  Sin	  embargo,	  en	  células	  de	  levadura	  defectuosas	  en	  la 	  vía 	  error	  free,	  se	  ha	  ob-‐
servado	  un	  aumento	  de	  hasta	  30	  veces	  en	   la	  tasa	  de	  mutaciones	  espontáneas,	   lo	  
que	  en	  células	  eucariotas 	  superiores 	  se	  interpretaría 	  como	  una	  gran	  predisposición	  
al	  cáncer	  (Andersen	  et	  al.	  2008).	  A	  raíz	  de	  este	  resultado,	  se	  postuló	  que	  la	  vía	  error	  
prone	   podría 	  cons6tuir	   una	  importante	  fuente	  de	   inestabilidad	  gené6ca	  y	   cáncer	  
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(Lawrence	  and	  Hinkle	  1996),	  sin	  embargo,	  aún	  no	  existen	  pruebas	  evidentes	  al	  res-‐
pecto.

La 	  prueba	  más	  clara	  de	  una	  relación	  directa	  entre	  TLS	  y	  tumorigénesis,	   vino	  de	  la	  
mano	  del	  descubrimiento	  de	  la	  polimerasa	  Polη,	  cuyo	  gen	  se	  encuentra 	  mutado	  en	  
todos	  los	  pacientes 	  con	   XPV.	  Ya	  que	   Polη	   co-‐localiza	  con	  Rev1	   (Kannouche	   et	   al.	  
2002;	  Tissier	  et	  al.	  2004),	  Polι	  y	  PCNA	  monoubiqui6nado	  (Watanabe 	  et	  al.	  2004),	  es	  
muy	  probable	  que	  estos	  genes 	  también	  estén	  relacionados	  con	  el	  cáncer	  (Andersen	  
et	  al.	  2008).

Aunque	  hasta	  la 	  fecha	  no	  se	  haya	  iden6ficado	  ninguna	  otra	  relación	  directa	  entre	  
un	  estado	  hereditario	  propenso	  al	  cáncer	  y	  la	  mutación	  de	  alguna	  otra	  polimerasa	  
TLS,	  sí	  se	  ha	  observado	  cómo	  en	  determinadas	  líneas	  celulares	  tumorales,	  los 	  nive-‐
les	  de	  dichas	  polimerasas,	  o	  de	  sus	  transcritos,	  están	  alterados	  respecto	  a	  los	  de	  las	  
células	  normales.	  Así,	  en	  varias	  líneas 	  celulares	  de	  cáncer	  de	  pulmón,	  se	  han	  obser-‐
vado	  niveles	  aumentados	  de	  Polκ,	  sugiriendo	  un	  papel	  para 	  esta 	  polimerasa	  en	  la	  
promoción	  de	   la	  inestabilidad	  gené6ca	  y	   cáncer	   (J 	  et	  al.	  2001).	   Sin	   embargo,	  por	  
otro	  lado,	  diversos	  estudios	  en	  cánceres	  de	  pulmón,	  estómago,	  colon	  y	   recto,	  han	  
revelado	  niveles	  de	  transcripción	  muy	  bajos	  para	  las	  polimerasas	  η,	  ι,	  κ	  y	  ζ	  (Pan	  et	  
al.	  2005).

Además	  de	   los	  niveles	  alterados	  de	  polimerasas,	  en	  las	  células	  cancerígenas	  tam-‐
bién	  se	  han	  descrito	  niveles	  alterados	  en	  la	  can6dad	  de	  uno	  de	  los 	  principales	  pro-‐
tagonistas	  moleculares 	  de	  estas	  rutas,	  PCNA.	  Naryzhny	  y	  colaboradores	  (2007)	  de-‐
mostraron	  tras	  el	  análisis 	  de	  muchos	  cul6vos	  celulares,	  que	  las	  células	  cancerígenas	  
presentan	  niveles	  significa6vamente	  más	  altos	  de	  PCNA	  que	  las	  células	  normales,	  
siendo	  incluso	  este	  valor	  indicador	  del	  pronós6co	  en	  varios	  6pos	  de	  cáncer	  (Morell-‐
Quadreny	  et	  al.	  1998;	  Czyzewska	  et	  al.	  2004)	  .

A	  pesar	  de	  estos	  datos	  ya	  plenamente	  obje6vables,	  es	  evidente	  que	  aún	  se	  necesita	  
mucha	  inves6gación	  para	  determinar	  los	  roles	  que	  la	  tolerancia	  juega	  en	  el	  desarro-‐
llo	  del	  cáncer.	  Una	  vez	  más,	  se	  espera	  que	  los	  próximos	  años,	  la 	  plena	  caracteriza-‐
ción	  molecular	  de	  estas 	  rutas	  aporte	  más	  datos	  al	  respecto	  y	  que	  por	  lo	  tanto,	  pue-‐
da	  orientar	  incluso	  en	  el	  desarrollo	  de	  nuevas	  dianas	  terapéu6cas.

Introducción

35





Obje>vos
1. Iden6ficar	  la	  o	  las	  enzimas	  que	  desubiqui6nan	  PCNA	  mono	  y	  poliubiqui6-‐

nado	  en	  K164,	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  Schizosaccharomyces	  pombe.

2. Caracterizar	  bioquímicamente	  a	  estas	  proteínas	  y	  estudiar	  su	  localización	  
subcelular	  durante	  el	  ciclo	  de	  división	  celular.

3. Estudiar	   las	  cepas	  mutantes	  carentes	  de	  estas	  proteínas,	   así	  como	   a	  las	  
cepas	   que	   las 	  sobre-‐expresan,	   para	   así	   profundizar	  más	   en	   el	  entendi-‐
miento	  de	  los	  mecanismos	  de	  control	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño.





Resultados
Una	  de	  las	  grandes	  cues6ones	  que	  permanecen	  abiertas	  dentro	  de	  los	  mecanismos	  
de	  tolerancia	  al	  daño,	  es	  cómo	  se	  limita	  el	  6empo	  de	  residencia 	  de	  las	  polimerasas	  
TLS	  al	  replisoma.	  El 	  descubrimiento	  de	  la	  existencia 	  de	  desubiqui6nasas 	  de	  PCNA,	  
Usp1	  en	  células 	  humanas	  (Huang	   et	  al.	  2006)	   y	  Ubp10	  en	  S.	   cerevisisae	   (Gallego-‐
Sanchez	  et	  al.	  2012),	  reveló	  que	  dicha	  limitación,	  probablemente	  podría	  llevarse	  a	  
cabo	  por	  medio	  de	  procesos	  de	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  Sin	  embargo,	  se	  
ha	  observado	  que	  a	  pesar	  de	  su	  conservación,	  la	  implicación	  y	  regulación	  de	  estas	  
proteasas	  es	  diferente	  en	  cada	  organismo.	  Así,	  mientras	  que	  Usp1	  desubiqui6na	  a	  
PCNA	  de	  forma	  cons6tu6va	  (Huang	  et	  al.	  2006),	  Ubp10	  lo	  hace	  durante	  Fase	  S	  y	  
sólo	  tras	  eliminarse	  el	  daño	  que	  provocó	  la	  ubiqui6nación	  de	  dicha	  abrazadera	  (Ga-‐
llego-‐Sanchez	   et	  al.	  2012).	  Además,	  Usp1	  de	  humanos	  dispone	  de	  un	  sistema	  de	  
auto-‐escisión	   que	  se	  ac6va 	  en	  presencia 	  de	  radiación	   ultravioleta.	  Esta 	  auto-‐esci-‐
sión,	  se	  traducirá	  en	  un	  aumento	  de	  PCNA	  ubiqui6nado,	  probablemente	  con	  el 	  fin	  
de	  reclutar	  a	  las	  polimerasas	  TLS	  capaces	  de	  replicar	  el	  ADN	  dañado	  fruto	  de	  dicha	  
radiación.	  Es	  importante	  subrayar	  que	  este	  mecanismo	  sólo	  parece	  actuar	  en	  pre-‐
sencia	  de	  luz	  UV	  y	  que	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  no	  se	  ha	  observado	  en	  ninguna	  
situación.

Hasta	  la 	  fecha,	  ninguna	  proteasa	  de	  ubiqui6na	  había 	  sido	  iden6ficada 	  en	  S.	  pombe	  
como	  la	  ortóloga	  de	  Usp1	  o	  Ubp10	  y	  por	  lo	  tanto,	  como	  la	  encargada	  de	  desubiqui-‐
6nar	  a 	  PCNA	  en	   la	  levadura	  de	  fisión.	  Iden6ficar	  a	  la 	  o	  a	  las	  proteínas	  capaces	  de	  
hacerlo	  en	  dicha	  levadura,	  ha	  cons6tuido	  el	  obje6vo	  principal	  de	  esta	  tesis.

Casi	  una	  centena	  de	  DUBs	  han	  sido	  iden6ficadas	  en	  humanos	  hasta 	  el	  momento.	  Se	  
trata	   de	   cisteínas 	   o	   metalo	   proteasas	   altamente	   conservadas,	   agrupadas	   en	   6	  
subfamilias	  diferentes	  en	   función	  de	   la	  estructura	  de	   su	   dominio	   catalí6co.	   Estas	  
son:	  proteasas	  específicas	  de	  ubiqui6na	  (USPs	  o	  UBPs),	  ubiqui6na	  C-‐terminal	  hidro-‐

39



lasas	  (UCHs),	  proteasas	  de	  tumor	  de	  ovario	  (OTUs),	  proteasas	  de	  Machado-‐Joseph	  
(nombre	  dado	  a	  una	  enfermedad	  autoinmune),	  metaloenzimas	  JAB1/MPN/Mov34	  
(JAMMS)	  y	  la	  úl6ma	  descubierta,	  la	  subfamilia	  MCPIP	  (Komander	  et	  al.	  2009;	  Reyes-‐
Turcu	  et	  al.	  2009;	  Liang	  et	  al.	  2010).	  La	  diversidad	  de	  núcleos	  catalí6cos,	  sumada	  al	  
elevado	  número	  de	  proteínas	  pertenecientes	  a	  esta	  gran	  familia,	  pone	  de	  manifies-‐
to	  la 	  implicación	  de	  estas	  proteasas	  en	  múl6ples	  procesos	  celulares	  como	  endocito-‐
sis,	  regulación	  del	  ciclo	  celular,	  reparación	  del	  ADN	  y	  remodelación	  de	  la	  croma6na,	  
además	  de	  su	   implicación	   en	  muchas	  rutas	  celulares 	  que	  frecuentemente	  se	  en-‐
cuentran	   alteradas	  en	  cáncer	   (Hussain	   et	   al.	   2009;	   Komander	  et	  al.	  2009;	  Reyes-‐
Turcu	  et	  al.	  2009;	  Fraile	  et	  al.	  2012).

En	  contraste	  con	  las 	  células	  de	  mamíferos,	  en	  el	  genoma	  de	  S.	  pombe	   se	  codifican	  
solamente	   20	   DUBs,	   pertenecientes 	  a	   cuatro	   de	   las	   cinco	   subfamilias	   existentes	  
(UCH,	  USP/UBP,	  OTU,	  y	  JAMM).	  Ya	  que	  las	  desubiqui6nasas	  encargadas	  de	  la	  desu-‐
biqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  tanto	  en	  células	  humanas 	  como	  en	  la 	  levadura	  de	  
gemación	  pertenecen	  a 	  la	  subfamilia	  USP/UBP,	  centramos	  nuestra	  búsqueda	  en	  los	  
16	  miembros	  que	  componen	  esta	  familia	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

1.	  Análisis	  de	  la	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  deleciones	  
simples	  de	  UBPs

Con	  objeto	  de	  iden6ficar	  a	  la	  o	  a	  las 	  proteínas 	  responsables	  de	  la	  desubiqui6nación	  
de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión,	  se	  construyeron	  cepas	  mutantes,	  carentes	  de	  ca-‐
da	  una	  de	  las 	  16	  UBPs	  (siguiendo	  el	  protocolo	  de	  transformación	  con	  Acetato	  de	  
li6o	  descrito	  en	  Materiales	  y	  Métodos),	  con	  el 	  fin	  de	  analizar	  por	  Western	  blot	  el	  
estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  en	  cada	  una	  de	  ellas.

Para	  ello	  se	  par6ó	  de	  40ml	  de	  cul6vos	  crecidos 	  de	  forma	  asíncrona	  a 	  una	  tempera-‐
tura	  constante	  de	  30ᵒC,	  de	  cada	  una	  de	  las 	  deleciones	  de	  las	  UBPs,	   junto	  con	  una	  
cepa	  6po	  silvestre	  como	  control.	  Una	  vez	  alcanzada	  la 	  fase	  exponencial,	  se	  dividió	  a	  
cada	  cul6vo	  en	  dos.	  A	  una	  de	  las	  mitades	  se	  le	  añadió	  MMS	  0.01%	  durante	  3	  horas,	  
y	  a 	  la	  otra	  mitad	  se	   la	  dejó	  creciendo	  en	  las	  mismas	  condiciones.	   Pasadas	  esas	  3	  
horas,	  se	  recogieron	   8	  DO	   (Densidades	  Óp6cas)	   de	  cada	  uno	  de	   los	  cul6vos	  y	   se	  
procedió	  a 	  la	  preparación	  de	  los	  extractos	  proteicos	  totales	  con	  TCA	  (del	  inglés	  Tri-‐
Chloroace:c	  Acid,	  ácido	  tricloroacé6co),	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  Materiales	  y	  Mé-‐
todos.	  4μl	  de	  los	  extractos	  totales	  de	  cada	  muestra,	  fueron	  analizados	  por	  Western	  
blot	  para	  analizar	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  Por	  medio	  del	  an6-‐
cuerpo	  an6-‐PCNA	   (an6cuerpo	  policlonal	  de	  conejo	  cedido	  por	  el	  Dr.	  Lehmann,	  Uni-‐
versidad	  de	  Sussex,	  UK),	  que	  reconoce	  específicamente	  tanto	  a	  PCNA	   como	  a 	  sus	  
formas	  modificadas	  (datos 	  publicados	  en	  Frampton	  2006	  y	   confirmados	  por	  noso-‐
tros	  en	  Figura	  11A),	  detectamos	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	   en	  cada	  uno	  
de	  los	  mutantes,	  pudiendo	  comparar	  así	  las	  diferencias	  existentes 	  entre	  cada	  uno	  
de	  ellos 	  respecto	   al	  wt.	   En	  la	  Figura	   11	   se	  muestra	  el	  resultado	  de	   los	  Westerns	  
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blots	  realizados	  para	  el	  análisis	  de	  todos	  los	  mutantes 	  simples	  de	  las	  UBPs,	  así	  como	  
su	  cuan6ficación	  para	  una	  mejor	  visión	  del	  resultado.

Los	  experimentos	  fueron	  repe6dos	  en	  al	  menos	  tres	  ocasiones 	  y	   los	  gráficos	  mos-‐
trados	  representan	  la	  media	  aritmé6ca	  de	  todos	  ellos.	  Debido	  al	  sistema	  de	  crista-‐
les	  u6lizado	  en	  el 	  laboratorio	  (Bio-‐Rad),	  solo	  14	  muestras 	  pudieron	  ser	  analizadas	  a	  
la 	  vez,	  por	  lo	  que	  un	  total	  de	  3	  Westerns	  blots	  fueron	  necesarios	  para	  analizar	  los	  16	  
mutantes.	  Las	  bandas	  correspondientes	  a	  las	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  (mono	  y	  
poliubiqui6nación)	   fueron	  cuan6ficadas	  por	  medio	  del	  programa	  Quan:ty	  One	   de	  
Bio-‐Rad.	   Los	  valores	   obtenidos	  para	   cada	  uno	   de	   los	  mutantes	   se	  normalizaron	  
frente	  a	  su	  control	  de	  carga	  (PCNA	  no	  modificado)	  y	  frente	  al	  valor	  correspondiente	  
del	  wt	   (mono	  o	  poliubiqui6nado	   en	  cada	  caso),	  con	  el	  fin	  de	  hacer	  comparables	  
todas	  las 	  muestras 	  entre	  sí	  y	  poder	  representarlas 	  en	  2	  gráficos;	  mostrando	  por	  un	  
lado	  todas	  las 	  muestras	  sin	  dañar	  (Figura	  11E)	   y	  por	  otro	   lado	  las	  dañadas	  (Figura	  
11F).

El	  análisis 	  de	  las	  muestras	  no	  dañadas	  de	  los 	  mutantes	  simples,	  reveló	  cómo	  la	  falta	  
de	  la	  mayoría	  de	  las	  UBPs	  se	  traducía	  en	  una	  mayor	  acumulación	  de	  PCNA	  monou-‐
biqui6nado	   que	   el	  wt,	   siendo	   los	   mutantes	  ∆ubp5,	   ∆ubp12	   y	   especialmente	   el	  
∆ubp15,	   los	  que	  mostraron	  los	  feno6pos	  más	  acentuados.	  Respecto	   a	  la	  can6dad	  
de	  PCNA	  poliubiqui6nado,	  no	  se	  observó	  ninguna	  diferencia	  significa6va 	  en	  ningu-‐
no	  de	  los	  mutantes.

Como	  ya	  se	  ha	  descrito,	  el	  daño	  implícito	  existente	  en	  Fase	  S	  en	  S.	  pombe,	  es	  mu-‐
cho	  mayor	  que	  el	  acaecido	  en	  S.	  cerevisiae	   (Ulrich	   2007a),	  de	  ahí	  que	  en	  células	  
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Figura11:	  Análisis	   del	   estado	  de	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	   los	  16	  mutantes	   sim-‐
ples	  de	  UBPs	  en	  S.	  pombe.	  A:	  Experimento	  llevado	  a	  cabo	  con	  dos	  mutantes	  diferen-‐
tes	  pcn1K164A,	   el	   primero	  expresado	   bajo	   el	   promotor	  más	   débil	  nmt81	   (muestra	  
81K164A)	   y	  el	   otro	  bajo	  el	   intermedio	   nmt41	   (muestra	  41K164A).	  Ambos	  mutantes	  
son	   incapaces	   de	  ubiqui6narse	  por	   tener	   el	   residuo	   K164	  mutado	   a	  alanina,	  por	   lo	  
que	  nos	  servirán	   para	   iden6ficar	   qué	  bandas	   corresponden	   a	  las	   formas	  monoubi-‐
qui6nadas	  de	  PCNA	  (nombradas	  con	  Ub)	  y	  cuáles	  a	  PCNA	  poliubiqui6nado	  (nombra-‐
das	  en	  general	  como	  Ub2).	  El	  experimento	  fue	  realizado	  en	  YES, 	  medio	  en	  el	  que	  los	  
promotores	  nmt	   está	  apagados	  por	   contener	  6amina,	  de	  ahí	   la	  diferencia	  de	  PCNA	  
observada	  entre	  el	  wt	  (6po	  silvestre)	  y	  los	  dos	  mutantes	  (más	  en	  el	  primero	  ya	  que	  la	  
represión	  del	  promotor	  nmt81	  llega	  a	  ser	  prác6camente	  total	  en	  presencia	  de	  6ami-‐
na).	  Las	  muestras	  cargadas	   a	  la	  izquierda	  y	  nombradas	  en	   “negro”,	  corresponden	  a	  
células	  recogidas	  en	   fase	  exponencial	  sin	   ningún	   tratamiento,	  mientras	  que	   las	   car-‐
gadas	  a	  la	  derecha	  y 	  nombradas	  en	  “rojo”,	  corresponden	  a	  células	  tratadas	  durante	  3	  
horas	  con	  MMS	  0.01%.	  Como	   se	  observa, 	  las	  bandas	   señaladas	  con	  Ub	   y	  Ub2,	   no	  
aparecen	  en	  ninguno	  de	  los	  dos	  mutantes.	  B,	  C,	  y	  D:	  Westerns	  blots	  realizados	  a	  par-‐
6r	  de	   los	  extractos	  proteicos	   preparados	  con	   TCA	  de	  los	  16	  mutantes	  simples	   de	  S.	  
pombe,	  carentes	  de	  cada	  una	  de	  las	  16	  proteínas	  pertenecientes	  a	  la	  subfamilia	  UBP.	  
Las	  muestras	  nombradas	  en	   “rojo”	   se	   corresponden	  de	  nuevo	   con	   las	  células	  trata-‐
das	  con	  MMS	  0.01%.	  Esta	  nomenclatura	  se	  mantendrá	  a	  lo	   largo	  de	  todo	   el	  manus-‐
crito. 	  La	   normalización	   y	   representación	   de	   las	   cuan6ficaciones	   de	   los	  mismos	   se	  
muestran	  en	  los	  gráficos	  E	  y	  F.	  Para	  descripción	  de	  los	  resultados,	  ver	  texto.



asíncronas	  de	  la	  levadura	  de	  fisión,	  se	  observe	  una	  clara	  can6dad	  de	  PCNA	  monou-‐
biqui6nado,	  a 	  diferencia 	  de	  lo	  que	  ocurre	  en	  la 	  levadura	  de	  gemación	  (Frampton	  et	  
al.	  2006).	  A	   par6r	  de	  estas	  observaciones,	  se	  puede	  extrapolar	  que	  cualquier	   fallo	  
en	   la 	  progresión	  por	  Fase	  S,	  se	  traduce	  en	   una 	  mayor	  acumulación	  de	  PCNA	  mo-‐
noubiqui6nado.	  Por	  este	  mo6vo,	   la	  acumulación	  de	  más	  PCNA	  monoubiqui6nado	  
en	  los	  mutantes	  mencionados,	  no	  tenía	  por	  qué	  deberse	  necesariamente	  a	  la	  impli-‐
cación	  directa	  de	  estas	  proteínas	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA,	  si	  no	  
que	  podría 	  deberse	  a 	  algún	  6po	  de	  defecto	  en	  su	  progresión	  por	  Fase	  S.	  Por	  lo	  tan-‐
to,	  aunque	  estos	  datos	  apoyaban	  la 	  idea	  de	  que	  los 	  procesos	  de	  ubiqui6nación	   y	  
desubiqui6nación	  son	  necesarios	  para	  una	  correcta	  progresión	  a	  lo	   largo	  de	  ciclo	  
celular	  (en	  este	  caso	  por	  Fase	  S),	  a	  priori	  no	  aportaban	  demasiado	  en	  la	  búsqueda	  
de	  la	  proteasa	  encargada	  de	  desubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera.

El	  análisis	  de	  las	  muestras	  dañadas	  en	  cambio,	  sí	  aportó	  más	  información.	  Como	  se	  
observa	  en	  la	  Figura	  11,	  la	  falta 	  de	  Ubp16	  en	  la	  célula	  produce	  una	  mayor	  acumula-‐
ción	  de	  PCNA	  tanto	  mono	  como	  poliubiqui6nado,	  al	  igual	  que	  ocurre	  con	  su	  homó-‐
loga	  Ubp10	  en	  la	  levadura 	  de	  gemación	  (Gallego-‐Sanchez	  et	  al.	  2012).	  Sin	  embargo,	  
a	  pesar	  de	  este	  resultado	  “esperado”,	  el	  feno6po	  más	  curioso	  lo	  mostró	  el	  mutante	  
∆ubp2,	  ya	  que	  en	  ausencia	  de	  esta	  proteína	  se	  produce	  una	  acumulación	  de	  formas	  
muy	  poliubiqui6nadas	  de	  PCNA,	  formas	  no	  observadas	  ni	  en	  el	  wt	  ni	  en	  ninguno	  de	  
los	  otros	  15	  mutantes.	  Respecto	  al 	  resto	  de	  mutantes	  no	  hubo	  diferencias	  significa-‐
6vas.

Aunque	  aún	  estábamos	  lejos	  de	  poder	  asignar	  a	  estas 	  proteínas	  una	  función	  directa	  
en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  la 	  levadura	  de	  fisión,	  los	  resultados	  
iniciales	  sugerían	  que	  podían	  ser	  dos	  las	  UBPs	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  a	  PCNA	  
(a	  diferencia	  de	  lo	  descrito	  en	  S.	  cerevisiae,	  donde	  sólo	  una 	  UBP	  parece	  estar	  impli-‐
cada	  en	  el	  proceso,	  (Gallego-‐Sanchez	  et	  al.	  2012)),	  de	  modo	  que,	  a	  raíz	  de	  los	  feno-‐
6pos	  observados,	  Ubp2	  podría	  encargarse	  de	  desubiqui6nar	  las	  formas	  más 	  poliu-‐
biqui6nadas	  de	  PCNA	  y	  Ubp16	  del	  resto.

1.1	  La	  acumulación	  de	  PCNA	  ubiquiLnado,	  no	  es	  específica	  del	  daño	  
por	  MMS

La	  acumulación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  en	  células	  humanas,	  como	  conse-‐
cuencia	  de	  la	  auto-‐escisión	  de	  Usp1,	  solo	  se	  produce	  en	  presencia	  de	  luz	  ultraviole-‐
ta 	  (Huang	  et	  al.	  2006).	  Sin	  embargo,	  en	  S.	  cerevisiae,	  la	  acumulación	  de	  dichas	  for-‐
mas	  modificadas 	  se	  produce	  en	  presencia	  de	  cualquier	   droga	  que,	  o	  bien	  dañe	  el	  
ADN	  (MMS,	  NQO	  y	  Luz	  UV),	  o	  bien	  produzca	  un	  bloqueo	  en	  Fase	  S	  como	  la	  HU	  (Ga-‐
llego-‐Sanchez	  et	  al.	  2012).	  

Así,	  con	  el	  fin	  de	  averiguar	  si	  el	  feno6po	  de	  acumulación	  observado	  en	  los	  mutantes	  
∆ubp2	  y	  ∆ubbp16	  de	  S.	  pombe,	  era	  o	  no	  específico	  del	  daño	  producido	  por	  MMS,	  
decidimos	  analizar	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  dichos	  mutantes,	  cuan-‐
do	  eran	  some6dos	  a	  la	  presencia	  de	  diferentes 	  6pos	  de	  drogas	  (que	  al	  igual	  que	  el	  
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MMS	  producen	  una 	  acumulación	  de	  cadenas 	  sencillas	  de	  ADN	  durante	  Fase	  S	  (Da-‐
vies	  et	  al.	  2008))	  y	  concentraciones 	  de	  las	  mismas.	  Siguiendo	  el	  mismo	  diseño	  expe-‐
rimental	  que	  con	  el	  MMS,	  se	  recogieron	   las 	  células	  y	   se	  prepararon	  los	  extractos	  
proteicos	  para	  su	  posterior	  análisis	  por	  Western	  blot,	  donde	  pudimos	  observar,	  tal	  y	  
como	   se	  muestra	  en	   la	  Figura	   12,	  que	   la	  acumulación	   de	   formas	  modificadas	  de	  
PCNA	  en	  S.	  pombe,	  no	  es	  específica	  de	  MMS,	  si	  no	  que	  al	  igual	  que	  ocurre	  en	  el	  mu-‐
tante	  ∆ubp10	  de	  S.	  cerevisiae,	  también	  aparece	  en	  presencia	  de	  otras	  drogas.

1.2	  La	  acumulación	  de	  formas	  ubiquiLnadas	  de	  PCNA	  en	  los	  mutan-‐
tes	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp16	  desaparece	  al	  eliminar	  el	  daño	  del	  medio

Con	  el	  propósito	  de	  comprobar	   si	  nuestra	  hipótesis	  de	  regulación	  para	  la	  desubi-‐
qui6nación	  de	  PCNA	  en	  S.	  pombe	  era	  cierta	  (es	  decir,	  si	  Ubp2	  y	  Ubp16	  eran	  las	  úni-‐
cas	  proteínas 	  encargadas 	  de	  desubiqui6nar	  a 	  la	  abrazadera,	  ocupándose	  Ubp2	  de	  
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Figura	  12:	  Los	  fenoLpos	  observados	  en	  los	  mutantes	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp16	  no	  son	  espe-‐
cíficos	  del	   daño	  con	  MMS.	  Se	  obtuvieron	  extractos	  proteicos	  con	  TCA	  de	   las	  cepas	  
delecionadas	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp16,	  previamente	  tratadas	   durante	  tres	  horas	   con	  MMS,	  
HU, 	  4NQO	  y	  UV	  a	  las	  concentraciones	  y	  dosis	  indicadas.	  Las	  proteínas	  fueron	  separa-‐
das	  por	  electroforesis	  en	   SDS-‐PAGE,	  tras	   lo	  que	  se	  llevó	  a	  cabo	   la	  inmunodetección	  
de	   PCNA	  con	  el	   an6cuerpo	   policlonal	   an6-‐PCNA.	   Como	   se	   observa,	  el	   feno6po	   de	  
acumulación	  de	  los	  mutantes	  ∆ubp6	   (A)	  y	  ∆ubp2	  (B	  y	  C)	  es	  el	  mismo	  independiente-‐
mente	  de	  la	  droga	  u6lizada.

A B

C



las	  formas	  más	  poliubiqui6nadas	  y	  Ubp16	  del	   resto),	   decidimos	   comprobar,	   si	   la	  
acumulación	  de	  las	  formas	  modificadas	  de	   PCNA	   en	   las	  cepas	  delecionadas 	  para	  
esas	  proteínas,	  se	  mantenía	  constante	  al	  eliminar	  el	  daño	  del	  medio.

Para	  ello	  par6mos	  de	  40ml	  de	  cul6vo	  en	  YES	  en	  fase	  exponencial,	  de	  cada	  uno	  de	  
los	  mutantes	  de	  las 	  UBPs	  junto	  con	  una	  cepa	  silvestre	  como	  control.	  Tras 	  recoger	  las	  
muestras	  correspondientes	  para	  su	  análisis	  bioquímico,	  se	  añadió	  MMS	  al	  0.01%	  a	  
cada	  uno	  de	  los	  cul6vos,	  dejando	  crecer	  a	  las	  células	  en	  estas	  condiciones	  durante	  3	  
horas.	  Una	  vez	   recogidas	  las	  muestras	  tras	  este	  tratamiento,	   se	  centrifugaron	  las	  
células	  y	  se	  lavaron	  dos	  veces	  con	  YES,	  con	  el	  fin	  de	  eliminar	  todo	  el	  MMS	  del	  me-‐
dio.	  A	   con6nuación	  se	  resuspendieron	  nuevamente	  en	  YES,	  y	  se	  mantuvieron	  cre-‐
ciendo	  en	  estas	  condiciones	  entre	  3	  y	  6	  horas,	  recogiendo	  las	  muestras	  para	  Wes-‐
tern	  blot	  en	  los	  6empos	  indicados	  en	  la 	  Figura	  13A.	  Una	  vez	  más,	  tanto	  la	  prepara-‐
ción	  de	   los	  extractos	  proteicos,	  como	   las	  condiciones	  del	  Western	  blot	   llevadas	  a	  
cabo,	  fueron	  las	  mismas	  que	  en	  los	  experimentos	  anteriores.

En	   contra	  de	   lo	   esperado,	   el	   resultado	  del	  Western	  blot	   reveló	  que	  al	  eliminar	   el	  
MMS	  del	  medio,	  desaparecían	  las	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  tanto	  en	  el	  mutante	  
∆ubp2	  como	  en	  el	  ∆ubp16	  (Figuras	   13B	   y	  13C),	  por	  lo	  que	  probablemente	  alguna	  
otra	  proteína	  no	  iden6ficada	  en	  el	  cribado	  inicial,	  debía	  estar	  implicada	  en	  nuestra	  
regulación	  a	  estudio;	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA.

Resultados

45

Figura	  13:	  Las	  formas	  modificadas	  de	   PCNA	  en	   los	  mutantes	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp16	   de-‐
saparecen	   al	   eliminar	  el	   MMS	  del	   medio. 	  Se	   recogieron	   8DO	  de	   cada	  cepa	  en	   los	  
6empos	  mostrados	  en	  A. 	  Tras	   la	  preparación	  de	  los	  extractos	  proteicos,	  se	  procedió	  
al	  análisis	  de	  los	  mismos, 	  siguiendo	  las	  condiciones	  descritas	  previamente.	  En	  ambos	  
casos	  (B	  y	  C)	  desaparecen	  las	  formas	  modificadas	  de	  PCNA,	  por	  lo	  que	  se	  deduce	  que	  
la	  célula	  debe	  de	  disponer	  de	  otra	  UBP	  (o	  bien	  otro	  mecanismo	  de	  eliminación)	  ca-‐
paz	  de	  desubiqui6nar	   las	  formas	  modificadas	  de	   la	  abrazadera,	  aún	   en	  ausencia	  de	  
Ubp2	  y/o	  Ubp16.
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2.	  Análisis	  de	  la	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  mutantes	  
dobles	  de	  UBPs

2.1	  Los	  dobles	  mutantes	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  y	  ∆ubp5	  ∆ubp16,	  acumulan	  
más	  canLdad	  de	  PCNA	  modificado	  que	  los	  mutantes	  simples

Tras 	  averiguar	  que	  en	  los	  mutantes	  simples	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp16,	  el	  feno6po	  de	  acumu-‐
lación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA,	  no	  permanecía 	  constante	  al	  eliminar	  el	  da-‐
ño	  del	  medio,	  decidimos	  construir	  mutantes	  dobles	  de	  UBPs	  (mediante	  análisis	  de	  
esporas	  al	  azar	  o	  selección	  de	  tétradas	  según	  el	  caso)	  con	  el	  fin	  de	  iden6ficar	  alguna	  
otra	  proteasa	  implicada	  en	  el	  proceso.

Todos	  los 	  mutantes	  construidos	   fueron	   analizados	  bioquímicamente	  por	  Western	  
blot,	  siguiendo	  el	  mismo	  diseño	  experimental 	  que	  el	  llevado	  a	  cabo	  con	  los	  mutan-‐
tes	  simples.	  Debido	  al	  elevado	  número	  de	  experimentos	  con	  resultados	  nega6vos,	  
en	  la	  Figura	  14 	  se	  muestra	  solamente	  el	  análisis	  de	  aquellos	  dobles	  mutantes	  en	  los	  
que	  sí	  se	  producía	  una	  mayor	  acumulación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  respec-‐
to	  al	  wt	  y	   a	  sus	  mutantes 	  simples,	  siendo	  estos 	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  y	  ∆ubp5	  ∆ubp16,	  
aunque	  este	  úl6mo	  en	  menor	  medida.

Basándonos	  en	  el	  claro	  resultado	  de	  acumulación	  (tanto	  en	  presencia	  como	  en	  au-‐
sencia	  de	  daño)	  observado	  en	  el	  mutante	  doble	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  (Figura	  14A),	  deci-‐
dimos	  considerar	  también	  a	  Ubp15	  como	  una	  de	  las 	  posibles	  proteasas	  encargadas	  
de	  desubiqui6nar	  a	  PCNA	  en	   la	  levadura	  de	  fisión.	  Asimismo,	  también	   incluimos	  a	  
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Figura	  14:	  Análisis	  bioquímico	  de	  los	  mutantes	  dobles	  de	  UBPs.	  A:	  Tras	  analizar	  por	  
Western	  blot	   el	  estado	  de	  ubiqui6nación	   de	  PCNA	  en	  todos	  los	  dobles	  mutantes	  de	  
UBPs,	  solo	   los	  aquí	   mostrados	   presentaron	   alguna	  diferencia	  respecto	   a	   las	   cepas	  
parentales.	  B: 	  El	  mutante	  ∆ubp2	  ∆ubp16,	  presentó	  el	  mismo	  feno6po	  que	  el	  mutan-‐
te	   simple	  ∆ubp2,	  lo	   que	  hacía	  pensar	   que	  ambas	  proteínas	  actuaban	   en	   la	  misma	  
ruta	  y	  que	  Ubp2	  lo	  hacía	  en	  primer	  lugar.	  En	  ambos	  casos,	  las	  muestras	  dañadas	  con	  
MMS,	  son	  las	  nombradas	  en	  “rojo”.
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Ubp5,	  ya	  que	  aunque	  el 	  feno6po	  mostrado	  por	  el	  doble	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp16,	  no	  
fue	  tan	  fuerte	  como	  el	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  fue	  el	  único	  otro	  doble	  mutante	  en	  el	  que	  
se	  observó	  un	  aumento	  en	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  Además,	  la	  
alta	  similitud	  existente	  entre	  las 	  proteínas	  Ubp5	  y	  Ubp15,	  así	  como	  la	  descripción	  
de	  un	  papel	  conjunto	  para	  ambas	  proteínas	  en	  la	  regulación	  de	  la 	  endocitosis	  y	  de	  
la 	  polaridad	  celular,	  apoyó	  nuestra	  idea	  de	  considerarla	  como	  una	  de	  las	  posibles	  
desubiqui6nasas	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión(Kouran6	  et	  al.	  2010).

Respecto	  al	  análisis	  del	  doble	  mutante	  ∆ubp2	  ∆ubp16,	  pudimos	  comprobar	   como	  
se	  muestra	  en	  la	  Figura	  14B,	  que	  presentaba	  el	  mismo	  patrón	  de	  ubiqui6nación	  de	  
PCNA	  que	  el	  mutante	  simple	  ∆ubp2,	  aunque	   ligeramente	  acumula6vo,	  apoyando	  
este	  resultado	  la	  hipótesis	  de	  que	  ambas	  proteasas	  actuaban	  en	  la	  misma	  ruta,	  y	  
que	  Ubp2	  lo	  hacía	  antes	  que	  Ubp16.

3.	  FenoLpos	  de	  sobre-‐expresión	  de	  UBPs	  en	  S.	  pombe

A	  pesar	  de	  que	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  los	  análisis	  realizados	  (tanto	  con	  los	  mu-‐
tantes 	  simples	  como	  con	  los	  dobles)	  no	  eran	  muy	  concluyentes,	  todo	  hacía	  pensar	  
que	  las	  proteínas	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  a	  la 	  abrazadera	  en	  la 	  levadura 	  de	  
fisión,	  podían	  ser:	  Ubp2,	  Ubp5,	  Ubp15	  y/o	  Ubp16.	  Así,	  con	  el	  fin	  de	  demostrar	   si	  
estas	  proteínas	  poseían	  o	  no	  esta	  función	  in	  vivo,	  se	  construyeron	  cepas	  capaces	  de	  
producir	  en	  exceso	  cada	  una	  de	  las 	  UBPs 	  mencionadas.	  Para 	  ello,	  siguiendo	  el	  pro-‐
tocolo	   de	  transformación	  descrito	  en	  materiales	  y	  métodos,	   se	   introdujo	   delante	  
del	   locus	  de	  la	  ORF	  (del	  inglés 	  Open	  Reading	  Frame,	  marco	  de	  lectura	  abierta)	  de	  
cada	  UBP	  mencionada,	  el	  promotor	  de	  sobre-‐expresión	  nmt1	  (del	  inglés	  No	  Messa-‐
ge	  in	  Thiamine),	  promotor	  reprimible	  en	  presencia	  de	  6amina	  e	  inducible	  en	  ausen-‐
cia	  de	  ella.

Para	  llevar	  a 	  cabo	  los	  experimentos	  de	  sobre-‐expresión,	  se	  par6ó	  de	  cul6vos	  asín-‐
cronos	  crecidos 	  a	  30ᵒC	   en	  Medio	  Mínimo	  (MM)	  más	  6amina	  (condiciones	  en	   las	  
que	  el	  promotor	  nmt1	  está	  apagado),	  de	  células	  que	  sobre-‐expresaban	  cada	  una	  de	  
las	  UBPs	  mencionadas	  junto	  con	  una	  cepa	  silvestre	  como	  control.	  Una	  vez	  alcanza-‐
da	  la	  fase	  exponencial,	  se	  recogieron	  las 	  células	  por	  centrifugación	  y	  se	  lavaron	  tres	  
veces	  con	  MM	  sin	  6amina,	  con	  el	  fin	  de	  eliminar	  a	  ésta 	  del	  medio.	  A	  con6nuación,	  
se	  inocularon	  en	  MM	  sin	  6amina	  para	  inducir	  al	  promotor,	  produciendo	  así	  la 	  so-‐
bre-‐expresión	  de	  cada	  una	  de	  las 	  UBPs.	  Después	  de	  12-‐14	  horas	  (dependiendo	  del	  
experimento,	  6empo	  suficiente	  para	  que	  se	  produzca	  la	  inducción	  de	  genes	  regula-‐
dos 	  por	  el	  promotor	  nmt1	  (Maundrell	  1990;	  Maundrell	  1993))	  en	  estas	  condiciones,	  
se	  dividió	  a	  cada	  uno	  de	  los	  cul6vos	  en	  dos.	  Mientras	  que	  a	  una	  mitad	  del	  cul6vo	  se	  
la 	  mantuvo	  creciendo	  en	  las	  mismas	  condiciones,	  a 	  la	  otra	  mitad	  se	  le	  añadió	  MMS	  
0.01%	  durante	  tres	  horas.	  Las	  muestras	  para	  el	  análisis	  bioquímico	  se	  tomaron	  en	  
los	  6empos	  indicados 	  en	  la	  Figura	  15A,	  recogiendo	  siempre	  en	  cada	  caso	  8DO.	  Una	  
vez	   más,	  para	  la	  obtención	   de	  los 	  extractos 	  proteicos	  se	  u6lizó	  TCA,	   siguiendo	  el	  
protocolo	  descrito	  en	  Materiales	  y	  Métodos.
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A

Figura	  15:	  UbiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  los	  mutantes	  que	  sobre-‐expresan	  Ubp2,	  
Ubp5,	  Ubp15	  y	  Ubp16.	  Construidas	  las	  cepas	  capaces	  de	  sobre-‐expresar	  las	  UBPs	  
bajo	  el	  promotor	  nmt1,	  se	  procedió	  a	  la	  recogida	  de	  muestras	  tal	  y	  como	  se	  muestra	  
en	  el	  esquema	  A,	  con	  el	  fin	  de	  averiguar	  el	  efecto	  que	  la	  sobre-‐expresión	  de	  dichas	  
UBPs	  producía	  sobre	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  Ver	  descripción	  de	  
los	  resultados	  en	  el	  texto.
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Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  15B,	  en	  contra	  de	  lo	  esperado,	  la	  sobre-‐expresión	  de	  
Ubp2	  no	  produjo	  ningún	  descenso	  en	  las	  formas	  modificadas	  de	  PCNA,	  lo	  que	  nos	  
hizo	  pensar	  que	  el	  feno6po	  de	  acumulación	  de	  la 	  deleción,	  no	  se	  debía	  a	  la 	  implica-‐
ción	  directa	  de	  esta	  proteína	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  
La 	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp16	  en	  cambio,	  sí	  tuvo	  un	  claro	  efecto,	  siendo	  muy	  visible	  
en	  la	  muestra 	  dañada,	  donde	  a	  diferencia	  de	  lo	  observado	  en	  las 	  otras	  cepas	  (wt	  o	  
nmt1-‐ubp2),	  sólo	  se	  observaba	  PCNA	  sin	  modificar.	  Este	  resultado	  a	  diferencia	  del	  
anterior,	  sí	  nos	  hizo	  pensar	  que	  la	  implicación	  de	  Ubp16	  en	  la	  desubiqui6nación	  de	  
la	  abrazadera,	  era	  directa.

El	  resultado	  de	  la	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp15	  por	  el	  contrario,	  no	  fue	  tan	  concluyen-‐
te	  (Figura	  15C).	  Y	  es	  que	  aunque	  sí	  se	  produjo	  un	  claro	  descenso	  en	  la 	  can6dad	  de	  
PCNA	  ubiqui6nado,	  dicha	  modificación	  no	  llegaba	  a	  desaparecer	  por	  completo	  co-‐
mo	  en	  el 	  caso	  de	  la 	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp16.	   La	  observación	  de	  este	  resultado,	  
nos 	  hizo	  pensar	  que	  esta	  proteína	  sí	  podría	  estar	  implicada	  en	  dicho	  proceso,	  pero	  
de	  manera	  diferente	  a	  Ubp16;	  bien	  porque	  su	  papel	  no	  fuese	  tan	  relevante	  como	  el	  
de	  ella 	  (Ubp16),	  o	  bien	  porque	  no	  co-‐localizase	  por	  completo	  con	  el	  PCNA	  ubiqui6-‐
nado.

Respecto	  a	  la	  sobre-‐expresión	  de	  la	  proteasa	  Ubp5	  no	  pudimos	  sacar	  muchas	  con-‐
clusiones,	  ya	  que	  los	  resultados	  no	  eran	  repe66vos.	  Así,	  mientras	  que	  en	  algunos	  
de	  los 	  experimentos	  parecía	  ser	   capaz	   de	  desubiqui6nar	   ligeramente	  a 	  PCNA,	  en	  
otros	  parecía	  no	  tener	  ningún	  efecto	  sobre	  la 	  abrazadera	  (Figura	  15D).	  Dada	  esta	  
mezcla	  de	   resultados,	  decidimos	  no	  apartarla	  de	  nuestro	  estudio	  hasta 	  conseguir	  
evidencias	  más	  concluyentes.

Basándonos	  exclusivamente	  en	   los	  resultados	  posi6vos,	  es	  decir,	  en	  los	  obtenidos	  
con	  la 	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  decidimos	  comprobar	  si	  estas	  proteínas	  
eran	  capaces	  de	  realizar	  su	  función	  en	  ausencia	  de	  la	  otra.	  Para	  ello,	  mediante	  mi-‐
cromanipulación,	   construimos	   cepas	   capaces 	  de	   sobre-‐expresar	   una	   UBP	   en	   un	  
fondo	   delecionado	   para	  la	  otra	  y	  viceversa.	  Una	  vez	   construidos	  estos	  mutantes,	  
seguimos	  el	  mismo	  proceso	  que	  en	  el 	  apartado	  anterior	  para	  producir	  la 	  sobre-‐ex-‐
presión	  de	   las	  proteínas	  a 	  estudio.	  Una	  vez	   recogidas	  y	  procesadas	  las	  muestras,	  
pudimos	  observar	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	   16,	  que	  mientras	  que	  Ubp16	  no	  
necesita	  la 	  presencia	  de	  Ubp15	  para	  desubiqui6nar	  eficientemente	  a	  PCNA,	  Ubp15	  
sí	  parece	  necesitar	  a 	  Ubp16,	  ya	  que	  la	  desubiqui6nación	  de	  la 	  abrazadera	  por	  so-‐
bre-‐expresión	  de	  Ubp15,	  no	  es	  igual	  de	  eficiente	  en	  presencia	  que	  en	  ausencia	  de	  
Ubp16.

Este	  resultado,	  sumado	  a	  los	  feno6pos	  más	  fuertes	  mostrados	  tanto	  por	  la	  deleción	  
como	  por	  la 	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp16,	  nos	  hizo	  pensar	  que	  esta 	  UBP	  era 	  la	  princi-‐
pal	  proteasa	  encargada	  de	  desubiqui6nar	  a	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.
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4.	  Localización	  de	  las	  UBPs

Kouran6	  y	  colaboradores,	  publicaron	  en	  este	  momento	  un	  trabajo	  en	  el	  que	  descri-‐
bían	  tanto	  la	  localización,	  como	  las	  interacciones	  proteicas	  de	  cada 	  una	  de	  las	  DUBs	  
descritas	  en	  S.	  pombe,	  con	  el	  fin	  de	  asignarles	  una	  posible	  función	  en	  la 	  célula.	  Ver	  
Tabla	  2	  y	  Figura17.

Ya 	  que	  la	  localización	  asumida	  para	  PCNA	  es	  nuclear,	  esperábamos	  que	  al	  menos	  en	  
parte,	  la	  localización	  para	  “nuestras”	  UBPs	  también	  lo	  fuese.	  Y	  así 	  ocurrió	  en	  el	  caso	  
de	  Ubp16	  (localizada	  exclusivamente	  en	  el	  nucleolo)	   y	  Ubp15	  (localizada	  en	  el	  nú-‐
cleo	  aunque	  en	  la 	  fase	  no	  nucleolar,	  además	  de	  en	  diversas 	  vesículas	  citoplasmá6-‐
cas).	  Sin	  embargo,	  Ubp2	  y	  Ubp5,	  presentaban	  una	  localización	  exclusivamente	  cito-‐
plásmá6ca,	  estando	  aparentemente	  fuera	  por	  completo	  del	  núcleo.	  Este	  nuevo	  da-‐
to,	   añadido	  a	  los	  anteriores	  feno6pos	  contradictorios,	  arrojaba	  más	  dudas	  acerca	  
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+T:	  +	  6amina
-‐	  T:	  -‐	  6amina	  (15h)
18:	  18h	  sin	  6amina
*	  :MMS	  3h

1:	  nmt1-‐ubp16	  ∆ubp15
2:	  nmt1-‐ubp16
3:	  ∆ubp15

Figura	  16:	  Ubp16	  desubiquiLna	  a	  PCNA	  en	  ausencia	  de	  Ubp15,	  mientras	  que	  Ubp15	  
no	  es	  capaz	  de	  hacerlo	  eficientemente	  en	  ausencia	  de	  Ubp16.	  La	  recogida	  de	  mues-‐
tras	  se	  realizó	  siguiendo	  el	  esquema	  general	  descrito	  en	  A.	  En	  B,	  el	  6empo	  de	  induc-‐
ción	   sin	  6amina	   fueron	   15	  horas.	  A	  par6r	   de	  ese	  momento	   se	  dividió	   el	   cul6vo	   en	  
dos,	  añadiendo	  sólo	  a	  una	  mitad	  MMS	  durante	  3	  horas.	  La	  mitad	  del	  cul6vo	  a	  la	  que	  
no	   se	   le	  añadió	  MMS	  estuvo	  un	   total	  de	  18	  horas	  creciendo	  en	  MM	  sin	   6amina,	  de	  
ahí	   que	  a	  esa	  muestra	  se	  le	  haya	  nombrado	   como	   “18”.	  El	  6empo	  de	  inducción	   sin	  
6amina	  en	   C	   fueron	  14	  horas,	  estando	   la	  mitad	   del	   cul6vo	  al	   que	   no	   se	   le	  añadió	  
MMS,	  un	  total	  de	  17	  horas	  en	  MM	  sin	  6amina.

A

B C



de	  la	  implicación	  de	  estas	  proteasas	  en	  la 	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  y	  es	  
que	  ¿acaso	  era	  posible	  que	  proteínas 	  no	  nucleares 	  pudiesen	  desubiqui6nar	  a	  PCNA	  
directamente?
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Tabla2:	  Localizaciones	  e	  interacciones	  proteicas	  de	  las	  UBPs	  de	  S.	  pombe.	  Adaptada	  
de	  Kouran6	  2010.

Figura	  17:	  Localizaciones	  de	  Ubp2,	  Ubp5,	  Upb15	  y	  Ubp16.	  Figura	  adaptada	  de	  Kou-‐
tan6	  2010.



Ya	  que	   la	   localización	  de	  Ubp15	  y	  Ubp16,	   sí	   se	  correspondía	  con	   la	  descrita	  para	  
PCNA,	   decidimos	  ahondar	   más	  en	   el	  estudio	   de	   ambas	   proteínas,	   construyendo	  
nuestras	  propias	  versiones	  e6quetadas	  de	   las 	  mismas.	  Con	  el	  propósito	  de	  averi-‐
guar	  si	  dichas	  proteasas	  co-‐localizaban	  de	  algún	  modo,	  (algo	  esperado	  ya 	  que	  nues-‐
tros	  resultados 	  las 	  revelaban	   como	  posibles	  desubiqui6nasas	  de	  PCNA),	  construi-‐
mos	  un	  mutante	  con	  las	  proteínas 	  Ub15	  y	  Ubp16	  e6quetadas	  con	  GFP	  (del	  inglés	  
Green	   Fluorescent	  Protein)	   y	   RFP	   (del	   inglés	  Red	  Fluorescent	   Protein)	   respec6va-‐
mente.	  En	  contra	  de	  lo	  esperado,	   la	  observación	  de	  dicho	  mutante	  reveló	  que	  no	  
exisna	  co-‐localización	  entre	  las	  desubiqui6nasas	  (Figura	  18A).

Para	  un	  análisis 	  más	  detallado	  de	  la	  localización	  de	  Ubp16,	  construimos	  un	  mutante	  
con	  la 	  proteasa	  e6quetada	  con	  GFP	  y	  con	  la	  proteína	  Cut11	  (proteína	  localizada	  en	  
la 	  membrana	  nuclear)	  e6quetada	  con	  RFP.	  Tal	  y	  como	  se	  muestra 	  en	  la 	  Figura	  18B,	  
en	  ningún	  momento	  del	  ciclo	  celular	  la 	  desubiqui6nasa 	  sale	  de	  su	  localización	  nu-‐
cleolar.
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B

Figura	  18:	  Analisis	  por	  microscopía	  de	  fluorescencia	  de	  las	  desubiquiLnasas	  Ubp15	  
y	  Ubp16.	  Para	  descrición	  ver	  texto.

U
bp

15
-‐G
FP
	  U
bp

16
-‐m

RF
P

GFP RFP GFP+RFP

U
bp

16
-‐G
FP
	  C
ut
11
-‐m

RF
P

GFP RFP GFP+RFP

A



5.Eliminación	  de	  Ubp2	  y	  Ubp5	  de	  nuestro	  estudio

A	  tenor	  de	  los	  resultados	  obtenidos 	  para	  Ubp2	  y	  Ubp5,	  era	  complicado	  decidir	  si	  se	  
debía 	  con6nuar	  o	  no	  con	  el	  análisis	  de	  estas	  proteínas.	  Es	  por	  ello	  que	  en	  este	  mo-‐
mento,	  nos	  planteamos	  la	  necesidad	  de	  diseñar	  algún	  6po	  experimento,	  que	  res-‐
pondiese	  de	  forma	  concluyente	  a	  la	  pregunta	  de	  si	  estas	  proteasas	  podían	  tener	  o	  
no,	  una	  implicación	  directa	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  levadu-‐
ra	  de	  fisión.

5.1	  Ubp2

Respecto	  a	  Ubp2,	  solo	  el	  feno6po	  de	  acumulación	  de	  formas	  muy	  poliubiqui6nadas	  
de	  PCNA	  observado	  en	  la 	  deleción,	  hacía	  pensar	  que	  su	  implicación	  era 	  directa,	  ya	  
que	  tanto	  el	  resultado	  de	  su	  sobre-‐expresión,	  como	  su	  localización	  citoplásma6ca,	  
hacían	  pensar	  lo	  contrario.
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Figura	   19:	  Ubp2	  no	  es	   capaz	   de	   desubiquiLnar	  las	   formas	  monoubiquiLnadas	   de	  
PCNA.	  A:	  Esquema	  de	  las	  proteínas	  implicadas	  en	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	   la	  
levadura	  de	  fisión.	  B:	  Análisis	  de	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	   los	  mutantes	  descri-‐
tos.	  Se	  recogieron	  muestras	  de	  cul6vos	  asíncronos	  (izquierda	  en	  “negro”)	  y	  de	  cul6-‐
vos	  tratados	  durante	   3	  horas	  con	  MMS	  0.01%	   (derecha	  en	   “rojo”).	  Como	   revela	  el	  
Western	   blot,	   la	   can6dad	   de	   PCNA	   monoubiqui6nado	   en	   los	   mutantes	   simples	  
∆ubc13	   y	  ∆rad8,	  es	   la	  misma	  que	  en	   los	  mutantes	   dobles	  ∆ubp2	   ∆ubc13,	  y	  ∆ubp2	  
∆rad8,	  lo	  que	  indica	  que	  la	  proteasa	  Ubp2	  no	  es	  capaz	  de	  desubiqui6nar	   las	  formas	  
monoubiqui6nadas	  de	  PCNA.
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Teniendo	  en	  cuenta	  que	  nuestro	  obje6vo	  final	  era	  averiguar	  cómo	  PCNA	  volvía 	  a	  su	  
estado	  basal,	  es 	  decir,	  desubiqui6nado,	  para 	  así	  recuperar	  una	  replicación	  normal	  
(la	  llevada	  a 	  cabo	  por	  las	  polimerasas 	  replica6vas	  δ	  y	  ε),	  nuestro	  máximo	  interés	  se	  
centraba	  en	  aquellas	  proteasas	  capaces	  de	  desubiqui6nar	  un	  PCNA	  monoubiqui6-‐
nado.	  Ya	  que	  el	  resultado	  observado	  en	  el	  mutante	  ∆ubp2,	  hacía	  pensar	  que,	  en	  el	  
caso	  de	  tener	  una	  implicación	  directa	  en	  este	  proceso,	  la	  tendría	  en	  la	  desubiqui6-‐
nación	  de	   las 	  formas 	  poliubiqui6nadas,	  decidimos	  construir	  mutantes	  que	  permi-‐
6esen	  intuir,	  si	  dicha	  proteasa	  podía	  o	  no	  estar	  implicada	  también	  en	  la	  desubiqui-‐
6nación	  de	  PCNA	  monoubiqui6nado,	  ya	  que	  de	  no	  ser	  así,	  optaríamos	  por	  la	  elimi-‐
nación	  de	  dicha 	  proteína	  de	  nuestro	  estudio.	  Los	  mutantes	  capaces	  de	  dar	  esa 	  in-‐
formación,	  serían	  aquellos	  que	  careciesen	  tanto	  de	  la	  proteasa	  Ubp2,	  como	  de	  al-‐
guna	  de	   las 	  E2-‐E3	   encargadas	  de	  ubiqui6nar	   el	   PCNA	   monoubiqui6nado	   (Rad8,	  
Mms2	  o	  Ubc13).

Construidos	  los	  mutantes	  mediante	  micromanipulación,	  pasamos	  a	  analizar	  el	  esta-‐
do	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  los	  mismos,	  siguiendo	  el	  diseño	  experimental	  del	  
escru6nio	   inicial.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	   19,	  la 	  can6dad	  de	  PCNA	  monoubi-‐
qui6nado	  en	  los	  mutantes	  dobles	  ∆ubp2	  ∆ubc13	  y	  ∆ubp2	  ∆rad8 	  es	  la 	  misma	  que	  en	  
los	  mutantes	  simples	  ∆ubp13	  o	  ∆rad8	  y	  no	  superior,	  como	  era	  de	  esperar	  si	  Ubp2	  se	  
encargase	  de	  desubiqui6nar	  las	  formas	  monoubiqui6nadas	  de	  PCNA.	  Por	  lo	  tanto,	  a	  
raíz	  de	  este	  resultado	  decidimos	  abandonar	  el	  estudio	  de	  Ubp2	  de	  nuestro	  trabajo.

5.2	  Ubp5

En	   cuanto	   a	  Ubp5,	  solo	   el	   feno6po	  del	  doble	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp16,	  nos	  hacía	  
pensar	  que	  podía	  tener	  una	  implicación	  directa	  en	  nuestro	  proceso	   a	  estudio,	   ya	  
que	  ni	  el	  resultado	  de	  su	  sobre-‐expresión	  (variaciones	  su6les	  y	  variables)	  ni	  el	  de	  su	  
localización	  (citoplásmá6ca),	  apoyaban	   la	  hipótesis	  de	  que	  pudiese	  ser	  una	  de	  las	  
proteasas	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  PCNA	  en	  la 	  levadura 	  de	  fisión.	  Sin	  embargo,	  
a	  pesar	  de	  estos	  datos	  nada	  concluyentes,	  debido	  a	  un	  dato	  más	  presentado	  en	  el	  
trabajo	  de	  Kouran6	  y	  colaboradores,	  decidimos	  no	  apartarla	  de	  nuestro	  estudio.

Como	  ya	  hemos	  mencionado,	  la	  localización	  wt	  descrita	  para	  Ubp5	  era	  citoplásma-‐
6ca,	   sin	   embargo,	   Kouran6	   y	   colaboradores,	   observaron	   cómo	   en	   ausencia	   de	  
Ftp105	  (Ubp5	  poten:al	  transmembrane	   protein	   of	   105	  kDa,	  proteína	  descubierta	  
por	  los	  autores	  por	  co-‐purificar	  siempre	  con	  Ubp5),	  Ubp5	  presentaba	  una	  localiza-‐
ción	  nuclear	  difusa	  (Figura	  20A).	  Este	  resultado	  nos	  hizo	  pensar,	  que	  quizá	  una	  pe-‐
queña	  parte	  de	  Ubp5	  podría 	  localizarse	  de	   forma	  basal	  en	  el	  núcleo,	  aunque	  tan	  
pequeña	  que	  ésta	  no	  pudiese	  ser	  detectada	  por	  microscopía.	  Es	  importante	  recor-‐
dar	  que	  la	  localización	  descrita	  en	  dicho	  trabajo,	  se	  debe	  a	  una	  versión	  e6quetada	  
de	  la	  proteína	  con	  GFP	  en	  su	  extremo	  carboxilo	  y	  que	  dicha	  e6queta	  podría	  estar	  
alterando	  la	  localización	  per	  se	  de	  la	  proteína.

Dentro	  de	  este	  contexto,	  nos	  planteamos	   la	  posibilidad	  de	  que	  quizá	  forzando	   su	  
localización	  nuclear,	  podríamos	  averiguar	  si	  Ubp5	  tenía	  o	  no	  un	  papel	  en	  el	  proceso	  
de	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  (aunque	  este	  fuese	  residual).	  Así,	  para 	  lograr	  
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dicha	  localización,	  decidimos	  seguir	  dos	  estrategias	  diferentes,	  por	  un	  lado	  constru-‐
yendo	  el	  mutante	  descrito	  ∆fp105 	  y	  por	  otro	  añadiendo	  una	  señal	  de	  localización	  
nuclear	   denominada	  NLS	  (del	  inglés	  Nuclear	  Localiza:on	  Signal)	  a	  Ubp5.	  Además,	  
siguiendo	  esta	  úl6ma	  estrategia	  de	  “e6quetas 	  de	  localización”,	  decidimos 	  construir	  
un	  mutante	  más	  con	  la 	  señal	  NES	  (del	  inglés	  Nuclear	  Export	  Signal)	  para 	  Ubp5,	  con	  
el	  fin	  de	  sacar	  la	  supuesta	  pequeña	  can6dad	  de	  proteasa	  localizada 	  en	  el	  núcleo,	  y	  
ver	  así	  su	  efecto	  sobre	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA.
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Figura	  20:	  Análisis	  de	  la	  proteasa	  Ubp5:	  localización	  y	  estado	  de	  ubiquiLnación	  de	  
PCNA.	  A:	  La	  proteasa	  Ubp5	  se	  encuentra	  localizada	  en	  el	   citoplasma	  en	  células	  wt,	  
sin	   embargo,	  dicha	   localización	  parece	   depender	   de	   la	  proteína	   Ftp105,	  ya	  que	   en	  
ausencia	  de	  ella, 	  la	  proteasa	  presenta	  una	  localización	  nuclear	  difusa	  (Figura	  modifi-‐
cada	  de	  Kouran6	  2010).	  Dicha	   localización,	  también	  se	  puede	  observar	   al	   añadir	   un	  
señal	  NLS	  (B). 	  C:	  Análisis	  de	  la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  mutantes	  con	  señales	  NLS	  y	  
NES	  que	  alteran	  la	  localización	  wt	  de	   la	  proteasa	  Ubp5.	  Los	  carriles	  en	  “rojo”	  se	  co-‐
rresponden	  con	   las	  muestras	  tratadas	  durante	  3	  horas	  con	  MMS	  0.01%.	  Para	  la	  des-‐
cripción	  del	   resultado	  ver	   texto.	  D:	  Análisis	  bioquímico	  del	  estado	  de	  ubiqui6nación	  
de	   la	  abrazadera	  en	  mutantes	  que	  presentan	  una	  localización	   nuclear	   para	  Ubp5	  en	  
condiciones	   de	   expresión	   normales	   (∆fp105)	   y	  aumentadas	   (nmt1	   ubp5	  ∆fp105).	  
Como	  en	   todos	  los	  análisis	  de	   sobre-‐expresión	   bajo	   el	   promotor	   nmt1, 	  se	   siguió	   el	  
mismo	  diseño	  experimental	  que	  en	  los	  casos	  anteriores	  (ver	   esquemas	  Figura	  15A	  y	  
Figura	  16A)	  .	  Para	  la	  descripción	  del	  resultado,	  ver	  texto.	  
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De	  nuevo,	  una	  vez	   construidos	   los	  mutantes	  ∆fp105,	  ubp5-‐GFP-‐NLS	   y	  ubp5-‐GFP-‐
NES	   ,	  procedimos	  al	  análisis	  del	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	   los	  mismos,	  
con	  el	  propósito	  de	  confirmar	  la 	  implicación	  o	  no	  de	  Ubp5	  en	  la	  desubiqui6nación	  
de	  la	  abrazadera.	  Así,	  en	  caso	  afirma6vo	  (es	  decir,	  en	  el	  caso	  de	  que	  Ubp5	  desubi-‐
qui6nase	  a	   PCNA),	   los	  mutantes	   con	   localización	   nuclear	   para	   Ubp5	   (∆fp105 	   y	  
ubp5-‐GFP-‐NES)	  presentarían	  menor	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  el	  6po	  sil-‐
vestre;	  mientras	  que	  el	  que	  sacase	  a	  la	  proteasa	  del	  núcleo,	  presentaría	  el	  patrón	  
contrario	  (es	  decir	  más	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  el	  6po	  silvestre).

Como	   se	  muestra 	  en	   la	  Figura	   20C,	   el	   análisis	   de	   los	  mutantes	  ubp5-‐GFP-‐NLS	   y	  
ubp5-‐GFP-‐NES,	  revelaba	  que	  la	  proteasa	  Ubp5	  no	  debía	  estar	  implicada	  en	  el	  proce-‐
so	   de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA,	   ya	  que	  tanto	  el	  mutante	  “NLS”	   como	  el	  “NES”	  
presentaban	  el	  mismo	  patrón	  y	  nivel	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  que	  el	  6po	  silves-‐
tre.	  Sin	  embargo,	  el	  análisis	  del	  mutante	  ∆fp105	  no	  corroboró	  el	  resultado	  de	  los	  
mutantes	  “e6quetados”,	  ya	  que	  en	  contra	  de	  todo	  pronós6co,	  dicho	  mutante	  pre-‐
sentó	  más 	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  el	  6po	  silvestre	  (Figura	  20D).	  Debido	  
a	   la	   poca 	   información	   disponible	   hasta 	   la	   fecha	   de	   ambas	   proteínas	   (Ubp5	   y	  
Ftp105),	  no	   podemos	  descartar	   que	  este	   feno6po	  de	   acumulación	   se	   deba	  sola-‐
mente	  a	  una	  lenta	  progresión	  por	  Fase	  S	  y	  no	  por	  una	  implicación	  directa 	  de	  ambas	  
en	  la	  regulación	  de	  la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA.

Ante	  la 	  suma	  de	  tantos	  resultados	  nega6vos,	   parecía	   lógico	  pensar	   que	  Ubp5	  no	  
debía 	  estar	  implicada	  en	  la	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  y	  que	  por	  lo	  tanto	  la	  
debíamos	  eliminar	  de	  nuestro	  estudio.	  Sin	  embargo,	  ya	  que	  no	  estábamos	  comple-‐
tamente	  seguros	  de	  que	  esa	  fuese	  la	  decisión	  correcta,	  decidimos	  construir	  un	  mu-‐
tante	  más	  cuyo	  análisis	  arrojase	  algo	  de	  luz	  a	  nuestro	  dilema.

El	  mutante	  elegido	  fue	  nmt1	  ubp5	  ∆fp105,	  mutante	  capaz	  de	  sobre-‐expresar	  Ubp5	  
en	  el	  núcleo.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  20D,	  las	  muestras	  tratadas	  con	  MMS	  de	  
dicho	  mutante,	   mostraban	  mucha	  menos	   can6dad	   de	  PCNA	   modificado	   que	   las	  
muestras	   tratadas	   del	  mutante	  ∆fp105,	   resultado	   que	   apoyaba	   la 	   idea 	  de	   que	  
Ubp5	  podría	  ser	  una	  de	  las	  proteasas	  encargadas 	  de	  desubiqui6nar	  a	  PCNA.	  Por	  la	  
tanto,	  a	  raíz	  de	  este	  resultado,	  decidimos	  no	  descartar	  a	  dicha	  proteasa	  de	  nuestro	  
estudio.

6.	  Análisis	  del	  triple	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp15	  ∆ubp16

A	  pesar	  de	  estos	  nuevos	  datos,	  tan	  endebles	  como	  contradictorios,	  decidimos	  dar	  
un	  paso	  más	  en	  el 	  análisis	  de	  Ubp5	  construyendo	  el	  triple	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp15	  
∆ubp16,	  barajando	  la	  posibilidad	  de	  que	  aunque	  su	  papel	  en	   la	  desubiqui6nación	  
de	  PCNA	  debía	  ser	  muy	  débil,	  sí	  podía	  ser	  crucial	  o	  al	  menos	  importante,	  en	  ausen-‐
cia	  de	  las	  otras	  dos	  proteasas.
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Con	  el	  fin	  de	  demostrarlo,	  una	  vez	   construido	  dicho	  mutante	  por	  micromanipula-‐
ción,	  analizamos 	  cómo	  era	  en	  él	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  de	  tal	  
forma	  que	  si	   se	   confirmaba	  nuestra	  hipótesis,	   dicho	  mutante	   presentaría	  mayor	  
can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  el	  mutante	  doble	  ∆ubp15	  ∆ubp16.

La 	  construcción	   de	  dicho	  mutante	  fue	  muy	   complicada,	   posiblemente	  porque	   la	  
falta	  de	   las	   tres	  UBPs	  altera	  muchos 	  procesos	  celulares	  (como	  probablemente	   la	  
segregación	  de	  esporas 	  y	  de	  ahí 	  la	  dificultad	  para 	  conseguirlo).	  En	  efecto,	  una	  vez	  
construido,	  pudimos	  observar	  cómo	  células	  carentes	  de	  las	  tres	  UBPSs,	  presentaban	  
formas	  aberrantes	  (datos	  no	  mostrados),	  así	  como	  un	  crecimiento	  extremadamente	  
lento.	  Sin	  embargo,	  a	  pesar	  de	  las	  dificultades	  que	  conllevó	  trabajar	  con	  este	  mu-‐
tante,	  conseguimos	  analizar	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  él	  y	  comparar-‐
lo	  con	  el	  de	  los	  mutantes	  dobles.	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  21,	  a	  pesar	  de	  los	  
feno6pos	  descritos,	  este	  mutante	  no	  presentaba	  mayor	  acumulación	  de	  PCNA	  ubi-‐
qui6nado	  que	  los	  mutantes	  dobles,	  resultado	  que	  una	  vez	  más	  nos 	  hizo	  pensar	  que	  
Ubp5	  no	  estaba	  implicada	  en	  la	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.

A	  par6r	  de	  este	  momento,	  tras	  analizar	  todos	  los 	  resultados	  obtenidos	  para	  Ubp5,	  
sumado	  al	  hecho	  de	  la	  gran	  dificultad	  que	  conllevaba	  trabajar	  con	  el	  triple	  mutante	  
∆ubp5	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  decidimos,	  ahora	  sí,	  apartar	   a	  dicha 	  proteína	  de	  nuestro	  
estudio.
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Figura	   21:	   Análisis	   del	   estado	   de	   ubiquiLanción	   de	   PCNA	   en	   el	   triple	   mutante	  
∆ubp5	  ∆ubp15	  ∆ubp16.	  Con	   el	  fin	  de	  averiguar	   si	   Ubp5	  estaba	  implicada	  en	  el	  pro-‐
ceso	   de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA,	  construimos	  un	   triple	  mutante	  ∆ubp5	   ∆ubp15	  
∆ubp16.	  Las	  células	   fueron	   una	   vez	  más	  dañadas	   con	  MMS	  0.01%	   durante	  3	  horas	  
(muestras	   en	  “rojo”).	  La	  preparación	  de	   los	   extractos	  proteicos	  así	   como	   las	   condi-‐
ciones	  de	  Western	  blot	   seguidas,	  fueron	   las	  mismas	  que	  en	   los	  experimentos	  ante-‐
riores.



7.	  Sobre-‐expresión	  del	  resto	  de	  UBPs	  nucleares

Dado	  que	  los	  resultados	  obtenidos	  hasta	  el	  momento,	  no	  fueron	  en	  muchos	  de	  los	  
casos	  concluyentes,	  temíamos	  haber	  obviado	  a	  alguna	  otra	  UBP	  sí	  implicada	  en	  el	  
proceso	  a 	  estudio,	  por	  no	  haber	  dado	  un	  feno6po	  de	  acumulación	  claro	  en	  los	  cri-‐
bados	  iniciales.	  Por	  eso,	  basándonos	  en	  las	  localizaciones	  descritas	  para	  las	  DUBs	  
por	  Kouran6	  y	  colaboradores	  (Kouran6	  et	  al.	  2010),	  decidimos	  comprobar	  qué	  ocu-‐
rría	  con	  la	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  cuando	  se	  sobre-‐expresaban	  en	  la 	  célula	  
cada	  una	  de	  las	  DUBs	  localizadas	  en	  el	  núcleo,	  es	  decir:	  Ubp6,	  Ubp8,	  Ubp9,	  Ubp12	  y	  
Ubp14.

Una	  vez	  más,	  para	  construir	   estos	  mutantes	  de	  sobre-‐expresión,	   se	  introdujo	  por	  
transformación	   con	  Acetato	  de	  Li6o	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  de	  cada	  ORF.	  Una	  
vez	  hechas	  las	  comprobaciones	  per6nentes	  en	  cada	  uno	  de	  los	  transformantes,	  se	  
procedió	  a 	  la 	  recogida	  de	  muestras	  y	  al	  análisis 	  posterior	  de	  las	  mismas,	  siguiendo	  
el	   mismo	   diseño	   experimental	   que	   con	   la	   sobre-‐expresión	   de	   Ubp16.	   Como	   se	  
muestra 	  en	  al	  Figura	  22,	  sólo	  la	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp12	  produjo	  un	  descenso	  en	  
la 	  can6dad	  de	  PCNA	  modificado,	  por	  lo	  que	  a	  par6r	  de	  este	  momento	  y	  en	  base	  a	  
este	  resultado,	  Ubp12	  fue	  considerada	  como	  la 	  tercera	  posible	  desubiqui6nasa	  de	  
PCNA	  en	  S.	  pombe.
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Figura	   22:	   La	  sobre-‐expresión	   de	   la	  UBP	   nuclear	  Ubp12,	  disminuye	   la	  ubiquiLna-‐
ción	   de	  PCNA	   en	   S.	  pombe.	   Siguiendo	   el	   esquema	  mostrado	   en	   A,	   se	   recogieron	  	  
muestras	  de	  células	  capaces	  de	  sobre-‐expresar	  Ubp12,	  así	  como	  de	  un	  wt	  como	  con-‐
trol.	  Como	  se	  muestra	  en	  B,	  la	  sobre-‐expresión	  de	  dicha	  proteasa	  (al	  igual	  que	  Ubp15	  
y	  Ubp16)	  es	  capaz	  de	   desubiqui6nar	   a	  PCNA	  en	  condiciones	  de	  sobre-‐expresión.	  El	  
carril	  mostrado	  en	   “rojo”	  se	  corresponde	  con	   las	  muestras	  tratadas	  durante	  3	  horas	  
con	  MMS	  0.01%,	  y	  el	  carril	   “18”,	  se	  corresponde	  con	   las	  muestras	  crecidas	  durante	  
un	  total	  de	  18horas	  (15+	  3)	  en	  MM	  sin	  6amina.

A

B



8.	  Análisis	  del	  triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16

A	  par6r	  de	  este	  momento,	  basándonos	  en	  todos	  los	  resultados	  anteriores,	  decidi-‐
mos	  centrar	  nuestro	  trabajo	  en	  el	  análisis	  de	  las	  UBPs	  12,	  15	  y	  16.

Ya	  que	  la	  deleción	  de	  Ubp12	  no	  dio	  ningún	  feno6po,	  ni	  sola	  ni	  en	  combinación	  con	  
la 	  de	  Ubp16	  o	  Ubp15	  (datos	  no	  mostrados),	  pensamos	  que	  su	  papel	  en	  la	  desubi-‐
qui6nación	  de	  PCNA,	  debía 	  ser	  menos	  importante	  que	  el	  de	  las	  anteriores,	  aunque	  
quizá	  imprescindible	  en	  ausencia	  de	  ellas.	  Con	  el	  fin	  de	  averiguarlo,	  construimos	  el	  
triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	   para	  analizar	   el	   estado	  de	  ubiqui6nación	  
de	  la 	  abrazadera	  en	  él,	  ya	  que	  de	  confirmarse	  nuestra 	  hipótesis,	  este	  mutante	  mos-‐
traría	  mayor	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  los	  mutantes	  dobles.

Tal	  y	   como	   se	  observa	   en	   la	  Figura	   23 	   (a	  diferencia	   del	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp15	  
∆ubp16,	   donde	  no	  observamos	  más	  aumento	  de	  PCNA	   modificado),	  el	  triple	  mu-‐
tante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16 	  acumula	  más	  PCNA	  monoubiqui6nado	  que	  el	  mutan-‐
te	  doble	  ∆ubp16	  ∆ubp15	  (aunque	  curiosamente	  en	  él	  no	  se	  observa	  PCNA	  poliubi-‐
qui6nado).	   Este	   resultado,	   sumado	   al	   feno6po	   observado	   en	   la 	  sobre-‐expresión,	  
ra6ficaba	  la	  idea	  de	  que	  Ubp12	  era	  la	  tercera	  proteasa	  encargada	  de	  la 	  desubiqui6-‐
nación	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

8.1	  Bloqueo	  y	  liberación	  con	  MMS	  en	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16

Como	   en	   los	   casos	  anteriores,	   después	  de	   comprobar	   la	  gran	   can6dad	   de	  PCNA	  
modificado	  que	  se	  acumulaba	  en	  el	  triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  quisi-‐
mos	  averiguar	  si 	  dicha 	  acumulación	  se	  mantenía	  constante	  en	  el	  6empo,	  o	   como	  
ocurría	  en	  el	  caso	  de	  los	  mutantes	  simples,	  desaparecía	  al	  eliminar	  el	  daño	  del	  me-‐
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Figura	   23:	   Análisis	   de	   la	   ubiquiLnación	   de	   PCNA	   en	   el	   triple	   mutante	   ∆ubp12	  
∆ubp15	  ∆ubp16. 	  Se	  recogieron	  muestras	  asíncronas	  y	  tratadas	  durante	  3	  horas	  con	  
MMS	   0.01%,	   de	   las	   cepas	   ∆ubp12,	   ∆ubp15,	   ∆Ubp16,	   ∆ubp12	   ∆ubp16,	   ∆ubp15	  
∆ubp16,	  ∆ubp12	  ∆ubp15	   ∆ubp16,	  así	   como	   de	  un	  wt	   como	   control.	  La	  preparación	  
de	  extractos	  proteicos	  y	  condiciones	  de	  Western	  blot,	  fueron	  las	  mismas	  que	  las	  des-‐
critas	  anteriormente.	  Las	  muestras	  en	  “rojo”	  una	  vez	  más	  hacen	  referencia	  a	  las	  célu-‐
las	  tratadas	  con	  MMS.



dio.	  Para	  averiguarlo,	  tratamos	  con	  MMS	  0.01%	  durante	  3	  horas 	  al	  triple	  mutante	  y	  
a	  una	  cepa	  silvestre	  como	  control,	  y	  a	  con6nuación,	  tras	  eliminar	  el	  daño	  del	  me-‐
dio,	  recogimos	  muestras	  de	  las 	  células	  creciendo	  en	  esas	  condiciones	  sin	  daño,	  has-‐
ta 	  6	  horas	  después.	  Una	  vez	  procesadas	  las	  muestras	  y	  some6das	  a	  un	  análisis	  de	  
Western	   blot,	  pudimos	  comprobar	   en	  contra	  de	  lo	  esperado,	  que	  aunque	  no	   fue	  
mucho	  el	  descenso	  observado,	   la	  can6dad	  de	  PCNA	   ubiqui6nado	  no	  se	  mantenía	  
completamente	  constante	  a	  lo	  largo	  del	  6empo	  (Figura	  24).

9.	  Análisis	  de	  las	  versiones	  catalíLcamente	  inacLvas	  de	  
Ubp15	  y	  Ubp16

Como	  se	  mencionó	  al 	  principio,	  Ubp16,	  Ubp15	  y	  Ubp12	  son	  cisteínas 	  proteasas 	  per-‐
tenecientes	  a	  la	  subfamilia	  de	  DUBs	  denominada	  USP/UBP.	  Ya	  que	  su	  dominio	  cata-‐
lí6co	  está	  muy	  bien	  caracterizado,	  se	  conoce	  cuál	  es 	  el	  residuo	  de	  cisteína	  que	  les	  
confiere	  la	  ac6vidad	  catalí6ca	  a	  cada	  una	  de	  ellas.

Apoyándonos	  en	  este	  dato,	  decidimos	  construir	  versiones	  catalí6camente	  inac6vas	  
(CS)	  de	  dichas	  proteasas,	  con	  el	  fin	  de	  averiguar	  si 	  éstas 	  tenían	  una	  función	  directa	  
o	  no,	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA.
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Figura	   24:	   Analisis	   del	   estado	   de	  ubiquiLnación	   de	   la	   abrazadera	   en	   el	   mutante	  
∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  al	   eliminar	  el	   daño	  del	  medio.	  Siguiendo	  el	   esquema	  des-‐
crito	  en	  A,	  se	  tomaron	  8DO	  de	  cada	  muestra	  y	  se	  procesaron	  como	  en	  los	  casos	  an-‐
teriores. 	  Como	  se	  observa	  en	  B,	  a	  las	  6	  horas	  de	  la	  liberación	  del	  MMS,	  el	   triple	  mu-‐
tante	  presentaba	  un	  ligero	  descenso	  en	   la	  can6dad	  de	  PCNA	  modificado,	  sugiriendo	  
la	  posibilidad	  de	  que	  algún	  otro	  proceso	  debía	  encargarse	  de	  la	  eliminación	  de	  dicho	  
PCNA	  modificado.
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La	  construcción	  de	  cada	  una	  de	  las	  cepas	  mutantes	  se	  consiguió	  clonando	  la	  ORF	  en	  
el	  caso	  de	  Ubp16	  y	  el	  ADNc	  en	  el	  caso	  de	  Ubp15	  (ya 	  que	  ésta	  posee	  dos	  intrones	  en	  
su	  ORF),	  en	  el	  Plásmido	  pREP	  3X,	  siguiendo	  los	  pasos	  descritos	  en	  Materiales	  y	  Mé-‐
todos.	  A	  con6nuación,	  por	  mutagénesis	  dirigida,	  se	  mutó	  cada	  uno	  de	  los	  residuos	  
de	  cisteína	  (C134	  en	  Ubp16	  y	  C239	  en	  Ubp15)	  a	  residuos	  de	  serina	  catalí6camente	  
inac6vos.	  Una	  vez	  conseguidas	  las 	  construcciones,	  se	  transformaron	  células	  caren-‐
tes	  de	  cada	  una	  de	  las	  UBPs	  correspondientes,	  con	  el	  fin	  de	  tener	  en	  la	  célula	  sólo	  
la	  versión	  proteica	  codificada	  por	  los	  plásmidos	  construidos.

Conseguidas	  las	  cepas	  mutantes	  y	  de	  nuevo	  siguiendo	  el	  mismo	  diseño	  experimen-‐
tal	  para	  la	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp16,	  procedimos	  a 	  la	  recogida	  de	  muestras	  y	  a	  su	  
posterior	  análisis	  por	  Western	  blot.	  Tal	  y	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  25,	  la	  sobre-‐
expresión	  de	  la	  versión	  inac6va	  de	  las	  proteínas	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  no	  es 	  capaz	   de	  
desubiqui6nar	  a	  PCNA	  como	  lo	  hace	  la	  versión	  wt	  de	  las	  mismas,	  siendo	  de	  nuevo	  
la	  muestra	  dañada	  el	  momento	  más	  claro	  para	  ver	  este	  resultado.

Los	  resultados	  para	  Ubp12	  no	  se	  muestran,	  ya	  que	  en	  el	  momento	  de	  la	  redacción	  
de	  esta 	  tesis,	  no	  se	  habían	  conseguido	  los	  clonajes	  necesarios 	  para 	  la	  construcción	  
de	  la	  versión	  CS	  de	  dicha	  proteína.
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Figura	  25:	  Las	  versiones	  catalíLcamente	  inacLvas	  de	  las	  proteínas	  Ubp16	  y	  Ubp15	  
no	   son	   capaces	   de	   desubiquiLnar	   a	   la	   abrazadera	   deslizante.	   Tras	   construir	   los	  
transformantes	  CS	  por	  mutagénesis	  dirigida,	  se	  indujo	   su	   sobre-‐expresión	  siguiendo	  
el	  esquema	  mostrado	  en	  A.	  El	  análisis	  de	  Western	  blot	  (B	  y	  C)	  reveló	  que	  sólo	   la	  ver-‐
sión	  wt	  de	  ambas	  proteasas,	  era	  capaz	  de	  desubiqui6nar	  PCNA.
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10.	  PCNA	  interactúa	  in	  vivo	  con	  las	  UBPs	  Ubp15	  y	  
Ubp16.

El	  siguiente	  paso	  para 	  poder	  corroborar	  que	  estas	  proteínas 	  tenían	  una	  función	  di-‐
recta	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  PCNA,	  era 	  demostrar	  que	  exisna	  una	  
interacción	  ~sica	  entre	  dichas	  proteasas	  y	  la	  abrazadera,	  tal	  y	  como	  se	  espera	  de	  un	  
complejo	  enzima-‐sustrato.

Con	  el	   fin	  de	  demostrar	   dicha	  interacción,	   se	   construyeron	   cepas 	  que	  contenían	  
versiones	  e6quetadas	  de	  las	  proteínas	  implicadas 	  (las	  UBPs 	  con	  el	  epítopo	  13Myc	  y	  
PCNA	  con	  3Flag).
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Figura	  26:	  Ubp15	  y	  Ubp16	   interaccionan	   con	  PCNA	  tanto	  en	  células	  asíncronas	  co-‐
mo	   en	   las	   dañadas	   con	   MMS.	  Se	   recogieron	   muestras	   asíncronas	   y	   tratadas	   con	  
MMS	  (esquema	  mostrado	  en	  A)	  de	  células	  ubp15:13Myc	  pcn1:3Flag	  y	  ubp16:13Myc	  
pcn1:3Flag.	  Después	  de	   la	  obtención	  de	   los	  extractos	  proteicos	  en	  condiciones	  na6-‐
vas,	   se	   inmunoprecipitó	   PCNA	   en	   ambos	   casos	   u6lizando	   el	   an6cuerpo	   comercial	  
an6-‐Myc.	  Después	  de	  la	  electroforesis	  de	  proteínas,	  se	  reveló	  el	  Western	  blot	  con	  los	  
an6cuerpos	  an6-‐Myc	  y	  an6-‐Flag,	  con	  el	   fin	  de	  averiguar	  la	  posible	   interacción	  entre	  
las	  UBPs	  y	  la	  abrazadera.	  En	  la	  Figura	  26B	  se	  muestra	  cómo	  efec6vamente	  existe	  una	  
interacción	  in	  vivo	  entre	  Ubp16	  y	  PCNA	  tanto	  en	  la	  muestra	  de	  las	  células	  asíncronas	  
como	   en	  las	  tratadas	  con	  MMS	  0.01%	  durante	  3horas.	  Los	  carriles	  marcados	  con	   el	  
símbolo	   “menos	   (-‐)”	  muestran	   el	   resultado	   de	   las	  muestras	   incubadas	   sin	   el	   an6-‐
cuerpo	  an6-‐Myc,	  lo	  que	  demuestra	  que	  dicha	  interacción	  es	  específica	  de	  la	  presen-‐
cia	   de	   PCNA.	   En	   la	   Figura	   26C	   se	   muestra	   el	   resultado	   para	   la	   interacción	   entre	  
Ubp15	  y	  la	  abrazadera.	  Aunque	  la	  figura	  muestre	  aparentemente	  más	  interacción	  en	  
el	  carril	  correspondiente	  a	  la	  muestra	  asíncrona	  que	  en	  la	  tratada	  con	  MMS,	  creemos	  
que	  se	  debe	  al	  hecho	  de	  que	  la	  inmunoprecipitación	  de	  PCNA	  en	  esas	  condiciones	  ha	  
sido	  más	  efec6va.
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Para	   llevar	   a	   cabo	   el	  experimento	  de	  inmunoprecipitación,	  se	  par6ó	  de	   30ml	  de	  
cul6vos	  crecidos	  a	  30ᵒC	  de	  cada	  una	  de	  las 	  cepas	  e6quetadas.	  Una	  vez	  alcanzada	  la	  
fase	  exponencial,	  se	  dividió	  a	  cada	  cul6vo	  en	  dos,	  aumentando	  el	  volumen	  de	  cada	  
uno	  hasta	  50ml,	  pero	  añadiendo	  sólo	  a	  uno	  de	  ellos	  MMS	  al	  0.01%.	  Después	  de	  3	  
horas	  en	  cada	  una	  de	  las	  condiciones,	  con	  y	  sin	  daño,	  se	  recogieron	  las	  células	  por	  
centrifugación	  para	  su	  posterior	  análisis.

A	  par6r	  de	  estas 	  muestras 	  se	  obtuvieron	  los	  extractos	  proteicos	  en	  condiciones	  na-‐
6vas,	  para	  a	  con6nuación	  llevar	  a	  cabo	  la	  inmunoprecipitación,	  tal	  y	  como	  se	  des-‐
cribe	  en	  el	  correspondiente	  apartado	  de	  Materiales	  y	  Métodos.

Ya	  que	  en	  el	  momento	  de	  la	  redacción	  de	  esta	  tesis	  tampoco	  se	  disponía	  de	  la 	  cepa	  
necesaria	  para	  demostrar	  la	  interacción	  ~sica	  entre	  la 	  abrazadera	  y	  Ubp12,	  de	  nue-‐
vo	  sólo	  podemos	  mostrar	  el	  resultado	  obtenido	  para	  las	  proteasas	  Ubp15	  y	  Ubp16.

Como	  se	  observa	  en	  la	  Figura	  26,	  ambas	  proteasas,	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  interaccionan	  
con	  PCNA,	  apoyando	  la	  idea	  de	  que	  estas	  proteínas,	  son	  al	  menos	  2	  de	  las 	  protea-‐
sas	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

11.	  Ubp16	  desubiquiLna	  PCNA	  in	  vitro

Los	  resultados	  anteriores	  demostraban	  que	  al	  menos	  las	  UBPs	  15	  y	  16	  (y	  muy	  posi-‐
blemente	  también	  la	  12)	  eran	  las 	  proteínas	  encargadas	  de	  regular	  la	  desubiqui6na-‐
ción	  de	  PCNA	   in	  vivo.	  Sin	  embargo,	  no	  disponíamos	  de	  ninguna	  evidencia 	  in	  vitro	  
que	  demostrase	  que	  efec6vamente	  estas	  proteasas	  fuesen	  capaces	  de	  desubiqui6-‐
nar	  PCNA	  directamente.	  Con	  tal	  propósito,	  decidimos	  realizar	  un	  ensayo	  de	  desubi-‐
qui6nación	  in	  vitro,	  u6lizando	  a	  cada 	  una	  de	  las	  UBPs	  purificadas	  como	  enzimas	  de	  
la 	  reacción	  y	   como	  sustrato	  a	  inmunoprecipitados	  de	  PCNA.	  De	  nuevo,	  en	  el	  mo-‐
mento	  de	  la 	  redacción	  de	  esta	  tesis,	  solo	  disponíamos	  de	  las	  construcciones 	  nece-‐
sarias	  para	  Ubp16,	  ya	  que	  los 	  clonajes	  con	  Ubp12	  y	  Ubp15	  no	  fueron	  técnicamente	  
posibles,	   probablemente	   debido	   al	   gran	   tamaño	   de	   estos	   genes	   (2.9Kb	  ubp12	   y	  
3.4Kb	  ubp15).	  Por	  este	  mo6vo,	  a	  con6nuación	  sólo	  explicaremos	  el	  desarrollo	  y	  el	  
resultado	  del	  ensayo	  realizado	  con	  la	  desubiqui6nasa	  Ubp16.

Para	  poder	  llevar	  a	  cabo	  el	  ensayo	  de	  desubiqui6nación,	  necesitábamos	  en	  primer	  
lugar	  conseguir	  grandes	  can6dades	  de	  ambas 	  proteínas.	  Ya 	  que	  la	  ORF	  de	  Ubp16	  no	  
presentaba	  ningún	  intrón,	  decidimos	  purificarla	  a	  par6r	  de	  E.	  coli.	  Para	  ello,	  clona-‐
mos	  las	  ORFs	  wt	  y	  CS	  (con	  el	  fin	  de	  u6lizarla	  como	  control	  nega6vo)	  e6quetadas	  con	  
3Flag,	  en	  el	  vector	  pGEX-‐6P-‐1.	  A	  con6nuación,	  se	  transformaron	  células 	  de	  E.	  coli 	  de	  
la 	  es6rpe	  BL21	  con	  cada	  una	  de	  las	  construcciones,	  con	  el	  fin	  de	  producir	  la	  sobre-‐
expresión	  de	  dichas	  proteínas	  y	  su	  posterior	  purificación	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  
Materiales	  y	  Métodos.

En	  cuanto	  a	  la	  obtención	  del 	  sustrato	  PCNA,	  contábamos	  con	  un	  gran	  problema	  de	  
par6da,	  y	  es	  que	  para	   llevar	  a	  cabo	   el 	  ensayo	   con	  éxito,	  necesitábamos	  par6r	  de	  
una 	  gran	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado,	  y	  en	  condiciones	  normales,	  es	  decir,	  en	  
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células	  wt 	  asíncronas,	  es	  muy	  poca	  la	  can6dad	  de	  éste	  que	  se	  encuentra 	  modifica-‐
do.	  Por	   lo	  tanto,	  tras 	  revisar	  resultados	  de	  experimentos 	  anteriores,	  decidimos	  in-‐
munoprecipitar	   PCNA	   a	   par6r	   de	   células	   mutantes	   ∆ubp15	   ∆ubp16	   cdc25.22	  
PCNA:3Flag,	   recogidas	  100	  minutos	  después 	  de	  su	   liberación	  a	  25ᵒC	   (tras	  un	  blo-‐
queo	  previo	  de	  4	  horas 	  a 	  36ᵒC),	  ya 	  que	  en	  ese	  mutante	  y	  en	  ese	  momento	  del	  ciclo	  
celular,	   fue	  donde	  más	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  pudimos	  observar.	  Tras	  la	  
inmunoprecipitación	  de	  PCNA	   (ver	  Materiales 	  y	  Métodos)	   se	  realizó	  el	  ensayo	   in	  
vitro	  propiamente	  dicho.	  Para	  ello,	  se	   incubó	  la	  misma	  can6dad	  de	  PCNA	  en	  dos	  
alícuotas	  diferentes,	  con	  cada	  una	  de	  las 	  versiones	  de	  la	  proteína	  Ubp16,	  la	  wt	  y	  la	  
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Figura	  27:	  Ubp16	  desubiquiLna	  a	  PCNA	  in	  vitro.	  Con	  el	  fin	  de	  demostrar	  la	  ac6vidad	  
desubiqui6nadora	  de	  Ubp16	  sobre	  PCNA,	  se	  realizó	  un	  ensayo	  in	  vitro	  u6lizando	  pu-‐
rificados	  a	  par6r	  de	  E.	  coli	  de	  la	  versión	  wt	  de	  la	  proteasa, 	  así	   como	  de	   la	  CS	  para	  
u6lizarla	  como	  control	  nega6vo	  de	  la	  reacción.	  Se	  inmunoprecipitó	  PCNA	  a	  par6r	  de	  
células	  mutantes	  ∆ubp15	   ∆ubp16	   cdc25.22	   PCNA:3Flag,	   recogidas	   en	   el	   momento	  
del	  ciclo	  señalado	  en	  A	  (100minutos),	  ya	  que	  era	  en	  ese	  mutante	  y	  en	  ese	  momento	  
del	   ciclo	  celular	   cuando	  más	  PCNA	  modificado	   se	  podía	  inmunoprecipitar.	  En	  las	  Fi-‐
guras	  B 	  y	  C	   se	  muestra	  el	  resultado	  del	  ensayo	   in	  vitro	   llevado	  a	  cabo,	  en	  el	  que	  con	  
dos	  exposiciones	  diferentes,	  se	  puede	  observar	  cómo	  sólo	  la	  versión	  wt	  de	  Ubp16,	  es	  
capaz	   de	   desubiqui6nar	   tanto	   las	   formas	   mono-‐	   como	   las	   poli-‐ubiqui6nadas	   de	  
PCNA.
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CS,	  u6lizando	  el	  tampón	  descrito	  en	  Huang	  et	  al	  2006.	  La 	  reacción	  se	  incubó	  a	  30ᵒC	  
en	   agitación	   durante	  doce	  horas.	   A	   con6nuación,	   se	  separaron	   las 	  proteínas	  por	  
electroforesis	  en	  SDS-‐PAGE	  y	  tras	  la	  transferencia	  a	  membranas	  de	  nitrocelulosa	  y	  
posterior	  incubación	  con	  los 	  an6cuerpos	  necesarios	  (an6-‐PCNA	   para	  la	  abrazadera	  
y	   an6-‐Flag	   para	   Ubp16),	   comprobamos	  el	   resultado	   por	   auto-‐radiogra~a,	   donde	  
pudimos	   observar	   como	   se	  muestra	  en	   la	   Figura	   27,	   que	   solo	   la	   versión	  wt	   de	  
Ubp16	  es	  capaz	  de	  desubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera.

12.	  Consecuencias	  celulares	  de	  la	  ausencia	  o	  de	  la	  so-‐
bre-‐expresión	  de	  las	  desubiquiLnasas	  de	  PCNA

Una	  vez	  demostrado	  que	  Ubp12,	  Ubp15	  y	  Ubp16	  (aunque	  a	  falta	  de	  algún	  dato	  en	  
el	  caso	  de	  Ubp12	  y	  Ubp15)	   eran	  las	  proteasas	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  PCNA	  
en	  la	  levadura	  de	  fisión,	  decidimos	  averiguar	  qué	  consecuencias	  tendría	  para	  la	  cé-‐
lula,	  tanto	   la	  falta	  de	  ellas	  como	  su	  sobre-‐expresión,	  por	  estar	  probablemente	  im-‐
plicadas	  a	  través	  de	  PCNA,	  en	  la	  regulación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño.

12.1	  Consecuencias	  de	  la	  sobre-‐expresión	  de	  las	  UBPs

Como	  se	  ha	  mostrado	  en	  el	  apartado	  anterior,	  la 	  sobre-‐expresión	  de	  estas	  protea-‐
sas 	  se	  traduce	  en	  una	  ausencia	  total	  (en	  el	  caso	  de	  Ubp16	  y	  Ubp12)	  o	  en	  una	  gran	  
disminución	  (en	  el	  caso	  Ubp15)	   de	  PCNA	  ubiqui6nado.	  Y	  como	  ya	  se	  mencionó	  en	  
la 	  introducción,	  de	  la 	  ubiqui6nación	  de	  la 	  abrazadera	  depende	  la	  ac6vación	  de	  las	  
rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño,	  por	   lo	  que	  la 	  hipótesis	  obvia	  surgida	  a	  par6r	  de	  estos	  
datos,	  sugería 	  que	  estas	  células,	  incapaces	  de	  ubiqui6nar	  PCNA,	  deberían	  ser	  muy	  
sensibles	  al	  daño.

A	   fin	  de	  demostrar	  tal	  hipótesis,	  decidimos	  realizar	  un	  ensayo	  de	  sensibilidad	  de	  
dichas	  células	  (es	  decir,	  de	  aquellas	  que	  sobre-‐expresaban	  cada	  una	  de	  las 	  UBPs)	  
frente	  a	  diferentes	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN.	  Sin	  embargo,	  debido	  a 	  la	  necesidad	  
de	  pasar	  a	  las	  células	  por	  dos 	  medios	  de	  cul6vo	  diferentes	  (MM	  con	  y	  sin	  6amina)	  
para	  producir	   la	  sobre-‐expresión	  de	  las 	  proteínas	  (siendo	  necesario	  un	  mínimo	  de	  
12horas 	  en	  MM	   sin	   6amina,	  para	  inducir	  el	  promotor	  nmt1),	   resultaba	  imposible	  
llevar	  a	  cabo	  dicho	  análisis 	  por	  medio	  de	  un	  “ensayo	  de	  gota”	  tradicional	  en	  placas	  
de	  YES.	  Por	  este	  mo6vo,	  decidimos	  realizar	  dicho	  ensayo	  de	  sensibilidad	  en	  placas	  
Micro6ter	  de	  96	  pocillos,	  donde	  sí	  era	  posible	  crecer	  a	  las 	  células 	  en	  las	  condiciones	  
necesarias	  para	  llevar	  a	  cabo	  la	  inducción.

El	  desarrollo	  del	  experimento	  se	  hizo	  siguiendo	  el	  esquema	  mostrado	  en	  la	  Figura	  
28A.	  En	  primer	  lugar	  par6mos	  de	  cul6vos	  saturados	  en	  YES,	  de	  cada	  una	  de	  las	  ce-‐
pas	  que	  sobre-‐expresaban	  las	  UBPs	  (Ubp15	  y	  Ubp16,	  ya	  que	  en	  el	  momento	  de	  la	  
realización	  de	  este	  experimento	  aún	  no	  se	  disponía 	  de	  una	  cepa	  capaz	  de	  sobre-‐ex-‐
presar	  Ubp12),	  junto	  con	  un	  wt	  y	  un	  mutante	  ∆rhp18 	  (E3	  encargada	  de	  ubiqui6nar	  
a	  PCNA)	  llevado	  como	  control	  posi6vo,	  debido	  a	  su	  conocida	  hipersensibilidad	  a	  las	  
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drogas	  u6lizadas	  en	  nuestro	  experimento.	  De	  cada	  cul6vo	  saturado,	  sembramos	  1μl	  
por	  duplicado	  en	  dos	  columnas	  diferentes	  de	  una	  placa	  Micro6ter	  (a	  la 	  que	  previa-‐
mente	  habíamos	  añadido	  150μl	  de	  volumen	  de	  MM	  más	  6amina	  en	  cada	  pocillo),	  
dejándolas	  crecer	  a	  30ᵒC	  durante	  toda	  la	  noche.	  Al	  día	  siguiente,	  con	  el	  fin	  de	  eli-‐
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Figura	  28:	  Ensayo	  de	  sensibilidad	  de	  las	  cepas	  que	  sobre-‐expresan	   las	  UBPs.	  A:	  Es-‐
quema	  seguido	  para	  el	  desarrollo	  del	   experimento. 	  Tras	  medir	   todas	  las	  muestras	  a	  
lo	   largo	   de	  5	   días,	  se	  analizaron	   todos	  los	  datos	   y	  se	   representaron	   en	   los	   gráficos	  
mostrados	  en	  B,	  donde	  se	  puede	  observar	   cómo	  en	  ausencia	  de	  6amina	  (condicio-‐
nes	  en	   las	  que	  el	   promotor	   está	   inducido), 	  el	   crecimiento	  de	  las	  células	  se	   ve	  muy	  
disminuido,	  debido	  a	  que	  estas	  células	  no	   son	  capaces	   de	  ac6var	   las	  rutas	  de	  tole-‐
rancia	  al	  daño,	  por	  su	  incapacidad	  para	  mantener	  PCNA	  ubiqui6nado.	  En	  C	  se	  mues-‐
tran	   fotogra~as	  del	   crecimiento	  de	  dichas	  cepas	  en	  presencia	  de	  ET-‐743	  (de	  menor	  a	  
mayor	  concentración	  de	  izquierda	  a	  derecha),	  droga	  en	  la	  cual	  se	  observó	  uno	  de	  los	  
feno6pos	  más	  acentuados	  para	  la	  cepa	  nmt1	  ubp16.

Cis	  +T Cis	  -‐T

NQO	  +T NQO	  -‐T

wt
∆rhp18

nmt1	  ubp16

nmt1	  ubp15

ET-‐743	  +T ET-‐743	  -‐T
C



minar	  la 	  6amina	  del	  medio,	  centrifugamos	  y	  lavamos	  tres	  veces	  las	  células	  con	  MM	  
sin	  6amina.	  Tras	  esos	  lavados,	  añadimos	  a	  una	  de	  las	  columnas	  de	  nuevo	  MM	  más	  
6amina,	  mientras 	  que	  a	  la	  otra	  le	  añadimos	  MM	  sin	  6amina,	  con	  el	  fin	  de	  producir	  
la 	  inducción	  del	  promotor	  nmt1.	  Una	  vez	  añadido	  el	  medio	  a	  todos	  los	  pocillos,	  se	  
dejó	  crecer	  a	  las	  células	  a 	  30ᵒC	  durante	  14	  horas,	  6empo	  suficiente	  para	  que	  en	  las	  
células	  crecidas	  en	  MM	  sin	  6amina,	  se	  produjera	  la 	  sobre-‐expresión	  de	  las	  proteí-‐
nas	  a	  estudio	  y	  por	  lo	  tanto,	  para 	  que	  pudieran	  desubiqui6nar	  PCNA.	  Después	  de	  
esas	  14	  horas	  por	  medio	  de	  un	  replicado	  se	  pasó	  a	  cada 	  una	  de	  las	  cepas	  crecidas	  
en	   las	  dos	  condiciones	  (con	  y	   sin	  6amina)	   a 	  sus	  correspondientes	  placas	  de	  MM	  
(con	  y	   sin	  tamina),	  con	  12	  concentraciones	  diferentes	  de	  las	  drogas	  MMS,	  4NQO,	  
Cispla6no,	  ET-‐743	  y	  Zalypsis	  (estas	  dos	  úl6mas	  cedidas	  por	  el	  Dr	  Moreno	  y	  el	  Dr	  Bo-‐
tet).	   Una	  vez	   terminadas	  todas	   las	   réplicas,	   se	   dejaron	   crecer	   todas 	  las	  placas	  a	  
30ᵒC,	  controlando	  su	  crecimiento	  mediante	  análisis 	  en	  espectofotómetro	  cada	  12	  
horas	  durante	  las 	  primeras	  72	  horas 	  y	   cada	  24h	  a 	  par6r	  de	  entonces,	  durante	  un	  
total	  de	  5	  días.

Tal	  y	  como	  esperábamos,	  el	  crecimiento	  de	  las	  células	  mutantes,	  fue	  muy	  diferente	  
en	   función	  del	  medio	  de	  cul6vo	  (Figura	   28B).	  De	  forma	  que,	  mientras	  que	  no	   se	  
observó	  ningún	  6po	  de	  sensibilidad	  a	  ninguna	  de	  las	  drogas	  en	  las	  células	  crecidas	  
en	  MM	  con	  6amina	  (promotor	  apagado),	  sí	  pudimos	  observar	  una	  clara 	  sensibilidad	  
a	  todas	  ellas	  (siendo	  extremadamente	  sensibles	  a	  ET-‐743),	  en	  las	  células	  crecidas	  en	  
ausencia	  de	  6amina	  (promotor	   inducido).	  Aunque	  el	  patrón	  de	  crecimiento	   fue	  el	  
mismo	  en	  ambas	  proteasas,	  es 	  importante	  remarcar	  que	  de	  nuevo	  el	  feno6po	  más	  
extremo	  se	  observó	  en	  la	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp16,	  resultado	  que	  concordaba	  con	  
la 	  hipótesis 	  de	  que	  ésta	  era	  la 	  proteasa	  que	  llevaba	  el	  mayor	  peso	  en	  la 	  desubiqui-‐
6nación	  de	  PCNA	  en	  S.	  pombe.

12.2	  Consecuencias	  de	  la	  falta	  de	  las	  UBPs

Mucho	  más	  sencillo	  resultó	  el	  análisis	  de	  las	  consecuencias	  de	  la	  falta 	  de	  las	  UBPs	  
en	   la	  célula,	  ya	  que	  en	  esta	  ocasión	  sí	  fue	  posible	  realizar	  el	  tradicional	  ensayo	  de	  
gota.	  Nuestra	  hipótesis 	  de	  par6da	  consisna	  en	  que,	  dado	  que	  la	  falta	  de	  estas	  pro-‐
teínas 	  producía	  un	  aumento	  de	  PCNA	  ubiqui6nado,	  se	  debería 	  producir	  en	  ellas	  una	  
sobre-‐es6mulación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño	  y	  por	  lo	  tanto	  una	  mayor	  re-‐
sistencia	  a	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN.

El	  “ensayo	  de	  gota”	  se	  llevo	  a 	  cabo	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  Materiales	  y	  Métodos	  
y	  el	  resultado	  final	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  29,	  donde	  sólo	  Ubp16	  mostró	  una	  ligera	  
resistencia	  a	  MMS	  y	   cispla6no.	  Es	  importante	  señalar,	  que	  nuestro	   resultado	  con-‐
tradice	  el 	  trabajo	  publicado	  por	  Ga�	  y	  colaboradores,	  donde	  tras	  un	  análisis	  masi-‐
vo	   de	   sensibilidad	   a	   cispla6no	   en	   la 	   levadura	   de	   fisión,	   iden6fican	   al	   mutante	  
∆ubp16	  como	  hipersensible	  a	  esta	  droga(Ga�	  et	  al.	  2011).
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13.	  Complementación	  en	  S.	  cerevisiae

Gallego	  y	  colaboradores	  describieron	  recientemente	  a 	  Ubp10	  como	  la	  proteína	  en-‐
cargada 	  de	  desubiqui6nar	   PCNA	   en	   la	   levadura	  de	   gemación.	   A	   pesar	  de	   la 	  baja	  
iden6dad,	  Ubp16	  está	  considerada	  como	  la 	  proteína	  ortóloga	  de	  Ubp10	  en	  S.	  pom-‐
be	  (precisamente,	  la 	  UBP	  que	  ha	  demostrado	  cumplir	  todos	  los	  requisitos 	  para	  ser	  
iden6ficada	  como	  la	  desubiqui6nasa	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión).

Con	  el	  fin	  de	  demostrar	  la	  existencia	  de	  una	  homología	  funcional,	  decidimos	  clonar	  
las	  UBPs	  iden6ficadas	  en	  S.	  pombe,	  en	  S.	  cerevisiae.	  Sin	  embargo,	  una	  vez	  más,	  los	  
clonajes	  de	  Ubp12	  y	   Ubp15	  en	  el	  plásmido	  de	  S.	   cerevisiae	  u6lizado	  como	  vector	  
(YIPG3),	  no	  fueron	  posibles,	  por	  lo	  que	  a	  con6nuación	  sólo	  se	  describirán	  los 	  resul-‐
tados	  obtenidos	  para	  la	  proteína	  Ubp16.

Siguiendo	   las	  técnicas	  de	  clonaje	  descritas	  en	  Materiales	  y	  Métodos,	  clonamos	  la	  
ORF	   (obtenida	  por	   PCR	   a	   par6r	   de	  ADN	   genómico)	   de	   las	  versiones	  wt	   y	   CS	   de	  
Ubp16,	  en	  el	  plásmido	  de	  S.	  cerevisiae	   YIPG3,	  en	  el	  que	  se	  encuentra	  el	  promotor	  
de	  sobre-‐expresión	  GAL	  (promotor	  reprimido	  en	  presencia	  de	  glucosa	  e	  inducido	  en	  
presencia 	  de	   Galactosa,	   GAL).	   Una	   vez	   clonadas 	  ambas	  versiones 	  de	   Ubp16,	   si-‐
guiendo	  el	  protocolo	  de	   transformación	  de	  S.	   cerevisiae	   ,	   construimos 	  cepas	  wt 	  y	  
∆ubp10	  de	  la 	  levadura	  de	  gemación	  capaces	  de	  sobre-‐expresar	  las	  dos	  versiones	  de	  
Ubp16	  de	  S.	  pombe.

Para	  llevar	  a	  cabo	  el	  experimento,	  par6mos	  de	  30ml	  de	  cul6vo	  de	  cada	  uno	  de	  los	  
transformantes,	   junto	  con	  una	  cepa	  6po	  silvestre	  y	   otra	  ∆ubp10	   como	  controles,	  
creciendo	  en	  YPA	  más	  Rafinosa	  2%	   (condiciones	  en	   las 	  que	  el	  promotor	  GAL	  está	  
apagado).	  Una	  vez	  alcanzada	  la	  fase	  exponencial	  se	  dividió	  al	  cul6vo	  en	  dos	  con	  el	  
fin	  de	  producir	   daño	  con	  MMS	  0.02%	  en	  dos 	  condiciones	  diferentes;	   por	  un	   lado	  
con	  el	  promotor	  apagado	  (cul6vo	  creciendo	  en	  las 	  condiciones	  iniciales 	  de	  Rafinosa	  
2%),	  y	  por	  otro	  lado	  con	  el	  promotor	  inducido	  (cul6vo	  creciendo	  en	  Galactosa	  2%).	  
Una	  hora	  después	  se	  recogieron	  las	  muestras	  (5DO)	   y	   se	  prepararon	   los	  extractos	  
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Figura	   29:	   Ensayo	   de	   sensibilidad	   a	   MMS	   y	   cisplaLno	   de	   los	   mutantes	   simples	  
∆ubp12,	  ∆ubp15	  y	  ∆ubp16.	  En	  esta	  ocasión	  se	  u6lizó	  el	  mutante	  ∆rad3	  como	  control	  
posi6vo,	  por	   su	   conocida	  sensibilidad	  a	  estas	  drogas.	  Como	   se	  observa,	  sólo	  el	  mu-‐
tante	  ∆ubp16,	  presentó	  una	  ligera	  resistencia	  a	  las	  drogas	  mencionadas.



proteicos	  siguiendo	  el	  mismo	  protocolo	   de	  TCA	   que	  para	  S.	  pombe.	   8μl	  de	  esos	  
extractos	  fueron	  analizados	  por	  Western	  blot	  u6lizando	  para	  la	  detección	  de	  PCNA	  
el	  an6cuerpo	  an6-‐pol30	  cedido	  por	  el	  Dr.	  Kaufmann.

Como	  se	  observa	  en	  la	  Figura	  30,	  la	  sobre-‐expresión	  wt 	  de	  Ubp16	  de	  S.	  pombe	  en	  la	  
levadura	  de	  gemación,	  desubiqui6na	  el	  PCNA	  modificado	   (tanto	  mono-‐	   como	  po-‐
liubiqui6nado)	  de	  dicha	  levadura	  (tanto	  en	  presencia	  como	  en	  ausencia	  de	  Ubp10),	  
confirmando	  así	  que	  Ubp16	  es	  la	  proteína	  equivalente	  a	  Ubp10.

Como	  ya	  se	  mencionó	  en	  la	  introducción,	  antes	  del	  descubrimiento	  de	  Ubp10	  como	  
la 	  enzima	  desubiqui6nadora	  de	  PCNA	  en	  S.	  cerevisiae,	  ya	  se	  le 	  había	  atribuido	  como	  
sustrato	  (al	  igual	  que	  Ubp8)	  la 	  histona	  H2B	  (Emre	  et	  al.	  2005;	  Gardner	  et	  al.	  2005;	  
Schulze	  et	  al.	  2011).	  Aunque	  fuera	  de	  nuestra	  línea	  argumental	  en	  el 	  estudio	  de	  la	  
tolerancia	  al	  daño,	  decidimos	  averiguar	   si	  la	  proteína 	  ortóloga	  Ubp16,	  también	  te-‐
nía	  como	  sustrato	  a	  dicha	  histona	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  (ver	  Figura	  38	  Apéndice).

13.1	  Las	  células	  de	  S.	  cerevisiae	  que	  sobre-‐expresan	  Ubp16	  de	  S.	  
pombe	  también	  son	  muy	  sensibles	  a	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN

Demostrada	  la	  homología	  funcional,	  el	  siguiente	  paso	  en	  nuestro	  trabajo,	  consis6ó	  
en	   demostrar	  si	  dicha	  sobre-‐expresión	   en	   la	   levadura 	  de	  gemación,	  se	  traducía	  al	  
igual	  que	  en	  S.	  pombe,	  en	  una	  hipersensibilidad	  a	  los	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN.

Para	  ello	  realizamos	  un	  ensayo	  de	  sensibilidad	  a 	  diferentes	  agentes,	  creciendo	   las	  
células	  que	  sobre-‐expresan	  Ubp16	  en	  las 	  condiciones	  necesarias	  para	  mantener	  el	  
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Figura	  30:	  Ubp16	  de	  S.	  pombe	  desubiquiLna	  PCNA	  de	  S.	  cerevisiae.	  Una	  vez	  cons-‐
truidos	   los	  transformantes	   de	  S.	  cerevisiae	  capaces	   de	  sobre-‐expresar	   la	  UBP	  de	  S.	  
pombe,	  analizamos	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  los	  mismos,	  en	  las	  condi-‐
ciones	  de	  promotor	   apagado	   (OFF)	  e	   inducido	   (ON).	  Las	  muestras	  en	   “rojo”	  se	   co-‐
rresponden	  con	  las	  células	  tratadas	  1	  hora	  con	  MMS	  0.02%.	  A:	  La	  sobre-‐expresión	  de	  
Ubp16	   desubiqui6na	  PCNA	   mono	   y	   poliubiqui6nado	   de	   la	   levadura	   de	   gemación,	  
tanto	   en	  un	  fondo	  wt	   como	  ∆ubp10.	  B:	  La	  versión	  CS 	  de	   la	  proteasa	  no	  es	  capaz	  de	  
desubiqui6nar	  PCNA	  de	  S.	  cerevisiae.

A B



promotor	  apagado	  (YPAD)	  o	  encendido	  (YPA	  con	  Galactosa).	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  
Figura	  31,	  solo	  las 	  células	  crecidas 	  en	  presencia	  de	  galactosa	  (y	  que	  por	  tanto	  so-‐
bre-‐expresan	  Ubp16),	  presentan	  una	  gran	  sensibilidad	  a 	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN,	  
confirmando	   así	  que	   la	   sobre-‐expresión	  de	  Ubp16	   de	  S.	  pombe,	  probablemente	  
imposibilita 	  a	  la	  levadura	  de	  gemación,	  para	  una	  correcta	  ac6vación	  de	  las	  rutas	  de	  
tolerancia.

14.	  Análisis	  de	  la	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  a	  lo	  largo	  del	  
ciclo	  celular

El	  modelo	   actualmente	  aceptado	  para	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	   en	   respuesta	  al	  
daño	  en	  el	  ADN,	  asume	  que	  se	  desencadena 	  por	  el	  estancamiento	  de	  la	  maquinaria	  
de	  replicación	  en	   esos	   si6os	  de	  daño,	   de	  forma	  que	  la	  monoubiqui6nación	  de	  la	  
abrazadera	  servirá	  para	  mediar	  el	  cambio	   entre	   las	  polimerasas	  replica6vas	  y	   las	  
TLS,	  y	   la 	  poliubiqui6nación	  para 	  ac6var	  la 	  ruta	  libre	  de	  daños	  (Hoege	  et	  al.	  2002;	  
Stelter	  and	  Ulrich	  2003).

Está	  implícito	  por	  lo	  tanto	  en	  este	  modelo,	  que	  la 	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	   en	  res-‐
puesta	  a	  los	  daños	  es	  un	  proceso	  específico	  de	  Fase	  S,	  y	  como	  tal	  se	  ha 	  descrito	  en	  
S.	  cerevisiae	   (Hoege	  et	  al.	   2002),	  fibroblastos	  humanos	  (Kannouche	  and	  Lehmann	  
2004;	  Motegi	   et	  al.	  2006;	   Brun	  et	   al.	  2010),	   y	  Xenopus	   laevis	   (Leach	  and	  Michael	  
2005).	  Sin	  embargo,	  en	  S.	  pombe	  a 	  diferencia 	  de	  los 	  anteriores,	  se	  ha 	  publicado	  que	  
estas	  modificaciones	  (tanto	  mono	  como	  poli-‐ubiqui6nación)	  también	  ocurren	  tanto	  
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Figura	  31:	  Ensayo	  de	  sensibilidad	  de	  la	  levadura	  de	  gemación.	  Las	  células	  de	  S.	  cere-‐
visiae	   capaces	   de	   sobre-‐expresar	  Ubp16	  de	   S.	  pombe,	  son	   sensibles	  a	  agentes	  que	  
dañan	  el	  ADN.



en	   una	   Fase	   S	   sin	   daño	   exógeno,	   como	   en	   G2	   en	   presencia	   de	   daño	   exógeno	  
(Frampton	  2006).

Basándonos	  en	  estos	  datos,	  nos 	  pareció	  interesante	  para 	  nuestro	  trabajo,	  averiguar	  
si	  la	  desubiqui6nación	  de	  la 	  abrazadera	  era	  un	  proceso	  específico	  de	  Fase	  S	  o	  por	  el	  
contrario,	  también	  ocurría 	  en	  algún	  otro	  momento	  del	  ciclo	  celular.	  Para	  ello,	  como	  
primera	  aproximación,	  decidimos	  analizar	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  
células	  ∆ubp16,	   sincronizadas	   y	   dañadas	  en	   diferentes	   fases	  del	   ciclo	   celular.	   La	  
elección	  de	  este	  mutante	  en	  primer	  lugar	  y	  no	  de	  otro,	  se	  debió	  a	  su	  facilidad	  para	  
trabajar	   con	   él	   (ya	  que	   los	  mutantes	  dobles	  presentaban	   un	   crecimiento	  mucho	  
más	  lento)	  y	  al	  hecho	  de	  que	  era 	  el	  mutante	  simple	  que	  más 	  formas	  modificadas	  de	  
PCNA	  acumulaba	  en	  presencia	  de	  daño.

Para	  llevar	  a 	  cabo	  las	  sincronizaciones,	  hicimos	  uso	  de	  los 	  mutantes	  termosensibles	  
cdc25-‐22,	  cdc10-‐129	  y	  cdc17-‐K12,	  por	  ser	  capaces	  de	  bloquearse	  en	  G2,	  G1	  y	  Fase	  S	  
respec6vamente.	  El	  esquema	  general	  de	  estos	  experimentos,	  consis6ó	  en	  sincroni-‐
zar	  a	  las	  células	  en	  un	  momento	  del	  ciclo	  determinado,	  para	  a	  con6nuación	  produ-‐
cir	  daño	  con	  MMS	  en	  esas	  mismas	  condiciones	  de	  bloqueo.

Resultados

72

Figura	  32:	  La	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  no	  es	  específica	  de	  
Fase	  S.	  Se	  tomaron	  muestras	  de	  los	  mutantes	  de	  ciclo,	  tal	  y	  como	  se	  representa	  en	  el	  
esquema	  mostrado	  en	  A.	  En	  contra	  de	  lo	  descrito	  para	  la	  levadura	  de	  gemación,	  las	  
células	  de	  S.	  pombe	  bloqueadas	  en	  G1	  o	  en	  G2	  en	  presencia	  de	  daño,	  también	  son	  
capaces	  de	  ubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera	  (siendo	  dicha	  ubiqui6nación	  mayor	  en	  el	  mu-‐
tante	  ∆ubp16,	  en	  el	  caso	  del	  bloqueo	  en	  G2)	  (B).	  En	  el	  caso	  del	  bloqueo	  en	  Fase	  S	  (C),	  
la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  este	  punto	  del	  ciclo	  es	  tan	  grande,	  que	  apenas	  se	  apre-‐
cia	  aumento	  en	  presencia	  de	  daño.
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La	   sincronización	   en	   G2	   se	   llevó	   a	   cabo	   por	   medio	   del	  mutante	   termosensible	  
cdc25-‐22.	  La	  proteína	  Cdc25	  es	  la 	  fosfatasa	  encargada	  de	  ac6var	  el	  complejo	  mitó6-‐
co	  Cdc2/Cdc13,	  siendo	  dicha	  ac6vación	  imprescindible	  para 	  que	  la	  levadura	  pueda	  
entrar	  en	  mitosis	  (Millar	  et	  al.	  1991).	  En	  el	  mutante	  cdc25-‐22,	  a	  la	  temperatura	  res-‐
tric6va	  de	  36ᵒC,	  se	  produce	  la	  inac6vación	  de	  dicha	  fosfatasa,	  por	  lo	  que	  estas	  célu-‐
las	  serán	  incapaces	  de	  entrar	  en	  mitosis	  y	  quedarán	  bloqueadas	  en	  G2.

Para	  el	  bloqueo	  en	  G1	  se	  u6lizó	  el	  mutante	  cdc10-‐129.	  Cdc10	  es	  un	  factor	  de	  trans-‐
cripción	  necesario	  para	  que	  se	  expresen	  genes	  imprescindibles	  en	  la	  transición	  G1/
S	  (Lowndes	  et	  al.	   1992;	  Fernandez	  Sarabia 	  et	  al.	  1993;	  Kelly	   et	  al.	  1993;	  Hofmann	  
and	  Beach	  1994;	  Obara-‐Ishihara	  and	  Okayama	  1994),	  de	  ahí	  que	  el	  mutante	  con	  el	  
alelo	  termosensible	  cdc10-‐129,	   a 	  la	  temperatura	  restric6va	  de	  36ᵒC,	  no	  sea	  capaz	  
de	  iniciar	  la	  replicación	  y	  quede	  bloqueado	  en	  G1.

Por	  úl6mo,	  el	  bloqueo	  en	  Fase	  S,	  se	   llevo	  a	  cabo	  a	  través	  del	  mutante	  cdc17-‐K12,	  
mutante	  en	  el 	  que	  a	  su	  temperatura	  restric6va	  (36ᵒC)	  se	  produce	  la	  inac6vación	  de	  
la 	  ADN	  ligasa	  del	  mismo	  nombre,	  produciéndose	  por	  lo	  tanto	  un	  bloqueo	  en	  dicha	  
Fase.

Para	  poder	   llevar	   a	  cabo	  nuestro	  estudio,	   en	  primer	   lugar	   construimos	  los	  dobles	  
mutantes	  ∆ubp16	  cdc25-‐22,	  ∆ubp16	  cdc10-‐129	  y	  ∆ubp16	  cdc17-‐K12,	  por	  medio	  de	  
análisis	  aleatorio	  de	  esporas.	  Una	  vez	  construidos,	  llevamos	  a	  cabo	  el	  experimento	  
en	  todos	  los	  casos	  par6endo	  de	  cul6vos	  exponenciales	  crecidos	  a	  25ᵒC	  (temperatu-‐
ra 	  permisiva	  a	  la	  que	  estos	  mutantes	  cdc,	  son	  capaces	  de	  progresar	  correctamente	  
a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular).	  Tras	  recoger	  las	  muestras	  correspondientes 	  (para 	  FACS	  y	  
Western	  blot),	  pusimos	  los	  cul6vos	  a	  la 	  temperatura	  restric6va	  (36ᵒC	  en	  todos	  los	  
casos)	  durante	  4	  horas.	  Una	  vez	  producido	  el	  bloqueo,	  añadimos	  MMS	  0.01%	  y	  de-‐
jamos	  crecer	  a	  las	  células	  en	  estas	  condiciones 	  durante	  otras	  2	  horas	  más.	  En	  todos	  
los	  casos	  comprobamos	  que	  el	  bloqueo	  fue	  efec6vo	  a	  través	  del	  microscopio	   (ob-‐
servando	  que	  las	  células 	  se	  alargaban	  considerablemente)	  y	  a	  través	  de	  FACS	  (datos	  
no	  mostrados).	  La	  preparación	  de	  los	  extractos	  proteicos	  y	  análisis	  de	  los	  mismos,	  
se	  llevó	  a	  cabo	  como	  las	  veces	  anteriores.

Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  32,	  cuando	  las	  células 	  están	  bloqueadas	  en	  Fase	  S	  se	  
produce	  una	  gran	  acumulación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA,	  de	  tal 	  forma	  que	  ni	  
siquiera	  se	  aprecia 	  un	  aumento	  cuando	  en	  esa	  fase	  se	  daña	  el	  ADN.	  Este	  dato	  apoya	  
la 	  idea	  de	  que	  el	  estancamiento	  espontáneo	  de	  las	  horquillas 	  de	  replicación	  en	  S.	  
pombe,	  es	  mucho	  más	  frecuente	  que	  en	   la	  levadura	  de	  gemación	   (Ulrich	  2007a).	  
Como	   esperábamos,	   el	   mutante	  ∆ubp16	   acumuló	  más	   PCNA	   modificado	   que	   su	  
control,	  apuntando	  este	  resultado	  a 	  que	  Ubp16	  efec6vamente	  desubiqui6na	  PCNA	  
en	  dicha	  fase	  del	  ciclo.

Como	  ya	  describieron	  Frampton	  y	  colaboradores,	  a	  diferencia	  de	  otros	  organismos,	  
en	  la 	  levadura	  de	  fisión	  se	  produce	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  una	  Fase	  G2	  en	  pre-‐
sencia	  de	  daño	  exógeno	  (Frampton	  et	  al.	  2006).	  Ya	  que	  el	  mutante	  ∆ubp16 	  presen-‐
tó	  en	  ese	   punto	  del	  ciclo	  (G2)	   más	  can6dad	  de	  PCNA	  modificado	   que	  su	   control	  
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cdc25-‐22,	   podemos	  concluir	  que	  Ubp16	   también	   es 	  capaz	   de	  desubiqui6nar	  a 	  la	  
abrazadera	  en	  esa	  fase	  del	  ciclo	  (Figura	  32B).

Respecto	  al	  bloqueo	  en	  G1,	  observamos	  algo	  no	  descrito	  hasta	  ahora,	  y	  es	  que	  en	  
Fase	  G1	  con	  daño,	  la	  levadura	  de	  fisión	  también	  es	  capaz	  de	  ubiqui6nar	  a	  la	  abraza-‐
dera	  deslizante	  (Figura	  32B).

Por	  lo	  tanto	  a	  raíz	  de	  estos	  resultados,	  podemos	  concluir	  que	  probablemente	  en	  la	  
levadura	  de	  fisión,	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  es	  un	  proceso	  que	  ocurre	  mayorita-‐
riamente	  en	  Fase	  S,	  pero	  que	  también	  ocurre	  (aunque	  en	  menor	  medida)	  en	  G1	  y	  
G2.

14.1	  Análisis	  en	  los	  mutantes	  simples	  y	  dobles	  de	  las	  UBPs

Con	  el	  fin	  de	  profundizar	  más	  en	  el	  análisis	  de	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  la	  
levadura	  de	  fisión,	  decidimos	  estudiar	  en	  detalle	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  
abrazadera	  a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular,	  en	  cepas	  carentes	  de	  una 	  o	  de	  varias 	  de	  las	  
UBPs	  implicadas	  en	  el	  proceso.

Para	  poder	  llevar	  a	  cabo	  estos	  análisis	  de	  forma	  sincrónica,	  construimos	  nuevos	  mu-‐
tantes 	  cruzando	  los	  mutantes	  simples,	  dobles	  y	  triples 	  de	  las	  UBPs,	  con	  los	  mutan-‐
tes	  de	  ciclo	  cdc25-‐22	  y	  cdc10-‐129.

El	  primer	  mutante	  analizado	  en	  detalle	  fue	  ∆ubp16,	  a	  través	  de	  un	  bloqueo	  en	  G2.	  
Para	  ello	  hicimos	  uso	  del	  mutante	  ∆ubp16	  cdc25-‐22,	  así	  como	  de	  su	  control	  corres-‐
pondiente	  cdc25-‐22.	  Para	  llevar	  a	  cabo	  el 	  experimento,	  par6mos	  de	  cul6vos	  de	  am-‐
bas	  cepas 	  creciendo	  exponencialmente	  a	  la	  temperatura	  permisiva 	  de	  25ᵒC.	  A	  con-‐
6nuación	  se	  pasaron	  los	  cul6vos	  a	  36ᵒC	   (temperatura	  restric6va)	  durante	  4	  horas,	  
para	  sincronizar	  las	  células	  en	  G2.	  Tras	  comprobar	  al	  microscopio	  que	  las	  células	  se	  
habían	  alargado	  y	  que	  por	  lo	  tanto	  el	  bloqueo	  había	  sido	  efec6vo,	  liberamos	  ambos	  
cul6vos	  de	  nuevo	  a	  la	  temperatura	  permisiva	  de	  25ᵒC,	  con	  el	  fin	  de	  que	  progresa-‐
sen	  de	  forma	  sincrónica	  a	   lo	   largo	  del	  ciclo	   celular.	   Se	  recogieron	  muestras	   para	  
FACS	  y	  para	  Western	  blot	  al	  inicio	  del	  experimento,	  después	  del	  bloqueo	  a 	  36ᵒC	  y	  
tras 	  la	  liberación	  a	  25ᵒC	  cada	  20	  minutos,	  durante	  un	  total	  de	  4horas	  (Figura	   33A),	  
con	  el	  propósito	  de	  intentar	  abarcar	  dos	  ciclos	  celulares	  completos.	  Como	  se	  mues-‐
tra	  en	   la	  Figura	   33B,	   el	  mutante	  ∆ubp16 	  acumula	  mucha	  más	  can6dad	  de	  PCNA	  
ubiqui6nado	  que	  su	  control.	  Sin	  embargo,	  como	  ya	  habíamos	  demostrado	  en	  expe-‐
rimentos	  con	  daño	  exógeno	  con	  MMS,	  esta	  acumulación	  desaparece	  en	  el	  6empo,	  
coincidiendo	  al	  igual	  que	  en	  su	  control,	  con	  la	  salida	  de	  Fase	  S.	  Para	  corroborar	  que	  
el	   resultado	  era	  independiente	  del	  6po	  de	  sincronización	  empleada,	   repe6mos	  el	  
experimento	  u6lizando	  un	  bloqueo	  en	  G1	  por	  medio	   del	  mutante	  ∆ubp16	  cdc10-‐
129.	  Ver	  resultado	  en	  Figura	  39	  del	  Apéndice.

Siguiendo	  el	  mismo	  diseño	  experimental	  analizamos	  el	  mutante	  ∆ubp15	  cdc25-‐22,	  
comprobando	  al	   igual	  que	  en	  el	  caso	  anterior,	  que	  dicho	  mutante	  acumulaba	  más	  
PCNA	  ubiqui6nado,	  y	  que	  dicha	  acumulación	  también	  desaparecía	  coincidiendo	  con	  

Resultados

74



Resultados

75

A

B

C
*	  cdc25-‐22 *	  ∆ubp16	  cdc25-‐22	  

2C 4C

Figura	  33:	  La	  acumulación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  en	  el	  mutante	  ∆ubp16	  
es	  específica	  de	  Fase	  S.	  A:	  Esquema	  del	  diseño	  experimental	   llevado	  a	  cabo.	  B:	  Wes-‐
tern	  blot	  de	   las	  muestras	  recogidas	  de	  los	  mutantes	  cdc25.22	  (muestras	  en	  negro)	  y	  
∆ubp16	  cdc25.22	  (muestras	  en	  rojo).	  Como	  se	  observa, 	  las	  células	  ∆ubp16	  acumulan	  
más	  can6dad	  de	  PCNA	  modificado.	  Este	  patrón	  de	  acumulación,	  es	  coherente	  con	  un	  
defecto	   específico	   de	   desubiqui6nación	   durante	   Fase	   S.	   C:	   FACS	   de	   las	   muestras	  
donde	   se	   observa	   un	   ligero	   retardo	   en	   la	   progresión	   por	   Fase	   S	   en	   el	   mutante	  
∆ubp16.

2C 4C



el	  final	  de	  la	  Fase	  S	  (Figura	  34).

Como	  en	  el	  caso	  anterior,	  se	  repi6ó	  el	  experimento	  u6lizando	  un	  bloqueo	  en	  G1	  a	  
través	  del	  mutante	  cdc10.129,	  obteniendo	  resultados	  comparables	  a	  los	  observados	  
en	  un	  fondo	  cdc25-‐22	  para	  ambos	  mutantes	  (datos	  no	  mostrados).
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Figura	  34:	  La	  acumulación	  de	  formas	  modificadas	  de	  PCNA	  en	  el	  mutante	  ∆ubp15,	  
también	  es	  específica	  de	  Fase	  S.	  Siguiendo	  el	  diseño	  experimental	  mostrado	  en	  A,	  se	  
recogieron	   muestras	   de	   los	   mutantes	   cdc25.22	   (muestras	   en	   negro)	   y	   ∆ubp15	  
cdc25.22	  (muestras	  en	   rojo).	  Como	  se	  observa	  en	  el	  Western	  blot	   (B)	  la	  can6dad	  de	  
ubiqui6nación	  de	  entrada	  en	  el	  mutante	  ∆ubp15	  cdc25-‐22	   es	  mucho	  mayor	  que	  en	  
su	  control	  cdc25-‐22. 	  En	  esta	  ocasión,	  tanto	  el	  Western	  blot	   como	  el	  FACS,	  revelaron	  
que	  la	  entrada	  en	  Fase	  S	  en	  el	  mutante	  ∆ubp15	  es	  posterior	  al	  mutante	  cdc25-‐22.

C *	  cdc25-‐22 *	  ∆ubp15	  cdc25-‐22	  
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El	  siguiente	  mutante	  a	  analizar	  fue	  el	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  cdc10-‐129.	  En	  esta	  ocasión	  la	  
acumulación	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  fue	  mucho	  mayor	  que	  en	  los	  mutantes	  simples	  
∆ubp15	  y	  ∆ubp16,	   y	  aunque	  como	  en	   los	  casos	  anteriores	  ésta	  también	   oscilaba,	  
nunca	  llegó	  a	  desaparecer	  (Figura	  35).	  La	  mayor	  acumulación	  de	  PCNA	  ubiqui6na-‐
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Figura	  35:	  Análisis	  de	  la	  ubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  el	  mutante	  ∆ubp15	  ∆ubp16. 	  En	  
esta	  ocasión	   se	  u6lizó	  un	  bloqueo	  en	  G1	  por	  medio	  del	  mutante	  cdc10.129.	  El	  Wes-‐
tern	   blot	   reveló	   de	  nuevo	   cómo	   la	  ubiqui6nación	   de	  PCNA	  era	  mucho	   mayor	   en	   el	  
mutante	  carente	  de	   las	  UBPS	  (muestras	  en	   rojo)	   y 	  que	  dicha	  acumulación	  también	  
oscilaba,	  sin	  embargo,	  a	  diferencia	  de	  lo	  observado	  en	   los	  mutantes	  simples,	  ésta	  no	  
llegaba	  a	  desaparecer.
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do,	  de	  nuevo	  coincidió	  con	  el	  paso	  por	  la 	  Fase	  S	  del	  ciclo	  celular.	  El	  análisis	  de	  la	  
ubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  el	  mutante	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  también	  se	  realizó	  por	  me-‐
dio	  de	  un	  bloqueo	  en	  G2	  a	  través	  del	  mutante	  cdc25-‐22.	  El	  resultado	  confirmó	  una	  
vez	   más,	   que	  el	   patrón	   de	  ubiqui6nación	   era	   el	  mismo	   independientemente	   del	  
bloqueo	  u6lizado	  (ver	  Figura	  40	  del	  Apéndice).

14.2	  Análisis	  del	  triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16

Llegados	  a 	  este	  punto,	  sólo	  nos	  faltaba	  analizar	  el	  estado	   de	  ubiqui6nación	   de	  la	  
abrazadera	  en	   el	  triple	  mutante	  ∆ubp12	   ∆ubp15	  ∆ubp16,	   probablemente	  el	  más	  
importante	  por	  ser	  el	  que	  presentaba	  el	  feno6po	  más	  fuerte	  (al	  menos	  en	  cuanto	  a	  
la 	  acumulación	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA).	  Al	  igual	  que	  en	   los	  casos	  anteriores,	  
nuestra 	  primera	  opción	  para 	  llevar	  a	  cabo	  los	  experimentos	  de	  sincronización,	  fue	  la	  
u6lización	  de	  mutantes	  cdc,	  sin	  embargo	  en	  esta	  ocasión	  eso	  no	  llegó	  a 	  ser	  posible,	  
debido	  a	  que	  la	  construcción	  de	  los	  dos	  cuádruples	  mutantes	  necesarios	  para 	  ello,	  
resultó	  imposible.	  Por	  lo	  tanto,	  para	  lograr	  analizar	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  
abrazadera	  de	  forma	  sincrónica	  en	  nuestro	  triple	  mutante,	  recurrimos	  a	  la	  segunda	  
opción	  posible:	  la	  elutriación.

La 	  elutriación	  es	  un	  método	  de	  separación	  de	  parnculas,	  basado	  en	  la 	  diferente	  ve-‐
locidad	  de	  sedimentación	  de	  las	  mismas	  cuando	  se	  encuentran	  suspendidas	  en	  un	  
fluido	  en	  movimiento.	  Dicha	  diferencia	  de	  velocidad	  de	  sedimentación,	  radica	  en	  la	  
diferencia	  de	  tamaño	  que	  presentan	  las	  células	  según	  el	  momento	  del	  ciclo	  celular	  
en	  el	  que	  se	  encuentran.	  Así,	  las	  células	  de	  S.	  pombe,	  al	  comienzo	  de	  G2	  presentan	  
un	  tamaño	  muy	  pequeño,	  siendo	  estas	  células	  fácilmente	  separables	  por	  dicha	  téc-‐
nica.

Para	  llevar	  a	  cabo	  el	  experimento,	  par6mos	  de	  un	  cul6vo	  asíncrono	  a	  30ᵒC,	  de	  10	  
litros	  de	  volumen	  (aunque	  dividido	  en	  dos	  matraces)	  a	  una	  DO	   igual	  a	  1	  del	  triple	  
mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16.	  La 	  necesidad	  de	  tanto	  volumen	  celular	  de	  par6da	  
se	  debe	  a	  que	  tras	  el 	  proceso	  de	  elutriación	  son	  muy	  pocas	  las	  células 	  recuperadas	  
(sólo	  las	  que	  se	  encuentran	  al	  inicio	  de	  G2).	  Una	  vez	   realizada 	  la 	  elutriación,	  el	  vo-‐
lumen	  celular	  recuperado	  (2	  litros	  a	  DO	  0.25),	  fue	  liberado	  incubándose	  a 	  25ᵒC.	  A	  
par6r	  de	  este	  momento	  se	  recogieron	  muestras	  cada	  15	  minutos	  durante	  un	  total	  
de	  4	  horas,	  para	  análisis	  bioquímico	  por	  Western	  blot	  así	  como	  para	  análisis	  micros-‐
cópico	  de	  los	  índices	  mitó6cos	  y	  de	  septación.

Como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  36,	  el	  triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  presen-‐
tó	  la	  mayor	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  observado	  hasta	  el	  momento,	  aunque	  
una 	  vez	  más,	  dicha 	  modificación	  no	  era	  constante,	  siendo	  otra	  vez	   la	  Fase	  S	  el	  mo-‐
mento	  del	  ciclo	   celular	  en	  el	  que	  se	  observaba	  más	  acumulación.	  Sin	  embargo	  en	  
esta	  ocasión,	   la	  disminución	  del	  patrón	  de	   ubiqui6nación	   fue	   considerablemente	  
menor	  que	  el	  observado	  en	   los	  mutantes	  simples	  y	  dobles	  (Figuras	   33-‐35),	  por	   lo	  
que	  en	  base	  a	  este	  resultado,	  pensamos	  que	  lejos	  de	  exis6r	  una	  cuarta 	  desubiqui6-‐
nasa	  implicada	  en	  dicho	  proceso,	  el 	  descenso	  en	  la	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  
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podría	  deberse	  al	  simple	   patrón	   de	   renovación	  de	   la 	  proteína	  (ver	   discusión).	   El	  
análisis	  de	  los	  marcadores	  de	  ciclo	  Cig2	  (ciclina	  B	  cuyo	  pico	  máximo	  de	  expresión	  
coincide	  con	  la	  transición	  G1/S,	  (Connolly	  and	  Beach	  1994;	  Mar6n-‐Castellanos	  and	  
Moreno	  1996;	  Mondesert	  et	  al.	  1996))	  y	  Cdc13	  (ciclina	  B	  cuyo	  pico	  máximo	  se	  ob-‐
serva 	  en	  metafase,	  sufriendo	   un	  descenso	  muy	   pronunciado	  al	  final	  de	  ésta	  para	  
que	  la	  célula	  pueda	  completar	  mitosis 	  (Yamano	  et	  al.	  1996))	   sumado	  al	  análisis	  de	  
núcleos	  y	  septos	  en	  ambas	  cepas	  (Figura	  36A	  y	  36B),	  reveló	  la	  incapacidad	  del	  triple	  
mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  para	  progresar	  correctamente	  a 	  lo	  largo	  del	  ciclo	  
celular.
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Figura	   36:	   Análisis	   de	   la	   ubiquiLnación	   de	   PCNA	  en	   el	   mutante	  ∆ubp12	   ∆ubp15	  
∆ubp16.	  Se	  sincronizaron	   las	   células	   en	  G2	   por	   elutriación	  y	   se	   tomaron	  muestras	  
cada	  15	  minutos	  para	  su	  análisis	  por	  Western	  blot	  y	  recuento	   de	  índices	  mitó6cos	  y	  
septación.	  A:	   La	  ubiqui6nación	   de	   PCNA	  en	   el	   triple	  mutante	   aunque	  oscila	  nunca	  
llega	  a	  desaparecer.	  Los	  marcadores	  de	  ciclo	  Cig2	  y	  Cdc13	  revelan	  la	  incapacidad	  del	  
triple	  mutante	   para	  progresar	   correctamente	  a	  lo	   largo	  de	  ciclo	  celular, 	  por	  perma-‐
necer	  después	  de	  la	  primera	  mitosis	  en	  una	  “constante”	  Fase	  S.

A *	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16

*	  wt
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Figura	   36B:	  Análisis	  de	   la	   ubiquiLnación	   de	   PCNA	  en	   el	   mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  
∆ubp16.	  El	  recuento	  de	  núcleos	  y	  septos	  en	  ambas	  cepas,	  confirmo	  lo	  observado	  por	  
Western	  blot.	  A	  diferencia	   del	   :po	   silvestre,	  el	   cual	   es	  capaz	  de	   realizar	   dos	   ciclos	  
celulares	  completos,	  el	   triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  después	  de	  hacer	   la	  
primera	  mitosis	  (que	  ocurre	  mucho	  después	  que	  en	  el	  wt),	  no	  es	  capaz	  de	  completar	  
otra	  Fase	  S.



Discusión
La	  tolerancia 	  al	  daño,	  es	  el	  mecanismo	  del	  que	  dispone	  la	  célula	  para	  replicar	  los	  
si6os	  dañados	  en	  el	  ADN	  que	  no	  consiguieron	  ser	  reparados	  antes	  del	  inicio	  de	  la	  
replicación.	  Estos	  mecanismos	  son	  absolutamente	  necesarios	  para 	  evitar	  un	  colap-‐
so	  de	   las	  horquillas,	  debido	  a	  la	  incapacidad	  de	  las	  polimerasas	  replica6vas	  δ	  y	  ε,	  
para	  replicar	  dichos	  si6os 	  de	  daño	  (Baynton	  and	  Fuchs	  2000).	  De	  forma	  general,	  la	  
tolerancia	  se	  compone	  de	  dos	  rutas 	  independientes	  llamadas	  error	  free	  y	  error	  pro-‐
ne,	  dis6nguibles	  entre	  sí	  por	  la	  fidelidad	  con	  que	  consiguen	   replicar	  esos	  si6os	  de	  
ADN	  dañados.

La 	  señal	  inicial	  de	  ac6vación	  para	  ambas	  rutas,	  es	  la 	  ubiqui6nación	  de	  la 	  abrazadera	  
deslizante	  PCNA	  por	  medio	  del	  complejo	  ubiqui6n	  ligasa	  E2-‐E3,	  formado	  por	  Rad6	  y	  
Rad18.	  Dicha	  modificación	   post-‐traduccional,	   cons6tuye	  la 	  señal	  necesaria	  y	  sufi-‐
ciente	  para	  la	  ac6vación	  de	  la 	  rama	  error	  prone	  o	  TLS	  de	  la	  tolerancia	  al	  daño	  (Hoe-‐
ge	  et	  al.	  2002;	  Stelter	  and	  Ulrich	  2003).	  A	  través	  de	  esta	  ruta,	  las	  polimerasas	  repli-‐
ca6vas	  serán	  sus6tuidas	  por	  unas	  polimerasas	  especializadas	  llamadas	  polimerasas	  
TLS	   (debido	  probablemente	  a	  que	  estas	  úl6mas	  presentan	  mayor	  afinidad	  que	  las	  
primeras	  por	  PCNA	  ubiqui6nado)	  (Shcherbakova	  and	  Fijalkowska	  2006),	  que	  sí	  se-‐
rán	  capaces	  de	  replicar	  el	  molde	  distorsionado	  del	  ADN,	  por	  disfrutar	  de	  amplios	  
si6os	  ac6vos	  preformados.	  La	  fidelidad	  de	  la 	  replicación	  del	  molde,	  dependerá 	  del	  
6po	  de	  polimerasa	  u6lizada,	  siendo	  Polη	  la 	  polimerasa	  más	  fiel	  descubierta	  hasta	  la	  
fecha,	  encargándose	  de	  insertar	  dos	  adeninas	  enfrente	  de	  dímeros	  de	  6mina	  (John-‐
son	  et	  al.	  1999).	  Está	  descrito	  que	  alteraciones	  en	  dicha	  polimerasa,	  desencadenan	  
el	  origen	  de	  la	  enfermedad	  Xerodermia	  pigmentosa 	  variante	  o	  XPV	  (Masutani	  et	  al.	  
1999;	  Gratchev	  et	  al.	  2003),	  enfermedad	  gené6ca	  que	  predispone	  a	  los	  pacientes	  
que	  la	  presentan,	  a	  un	  riesgo	  mucho	  mayor	  de	  padecer	  cáncer	  de	  piel	  respecto	  a	  la	  
población	   normal	   (Kraemer	   et	   al.	   1987).	   La	   existencia 	  de	   la	   XPV,	   es	   uno	   de	   los	  



ejemplos	  que	  pone	  de	  manifiesto	  la	  importancia	  del	  mecanismo	  de	  la	  tolerancia	  al	  
daño	  en	  el	  desarrollo	  del	  cáncer.

La 	  otra	  rama	  de	  la	  tolerancia	  está	  cons6tuida	  por	  la	  vía	  error	  free,	  siendo	  la	  poliubi-‐
qui6nación	  de	  PCNA	  la	  señal	  necesaria	  para	  su	  ac6vación.	  En	  esta	  ocasión,	  el	  com-‐
plejo	  encargado	  de	  dicha	  modificación	  post-‐traduccional,	  estará	  formado	  por	  las	  E2	  
Mms2-‐Ubc13	  y	  la 	  E3	  Rad5	  .	  El	  sustrato	  de	  dichas	  enzimas	  será	  PCNA	  mono-‐ubiqui-‐
6nado	  y	  las 	  uniones	  de	  los	  monómeros	  de	  ubiqui6na,	  se	  producirán	  por	  medio	  del	  
residuo	  K63	  (Xiao	  et	  al.	  1998;	  Hofmann	  and	  Pickart	  1999).	  A	   través	  de	  esta	  ruta,	  la	  
célula	  replicará	  la	  zona	  dañada	  u6lizando	  la	  información	  gené6ca	  codificada	  por	  la	  
cromá6da	  hermana	  recién	  sinte6zada	  sin	  daño,	  en	  una	  modo	  libre	  de	  errores	  (Cox	  
2002;	  McGlynn	  and	  Lloyd	  2002).	  El	  mecanismo	  por	  el	  que	  se	  lleva 	  a 	  cabo	  esta	  alter-‐
na6va	  de	  la	  tolerancia,	  con6núa	  aún	  siendo	  una	  incógnita,	  aunque	  a	  raíz	   de	  varios	  
trabajos,	  dos	  opciones	  diferentes	  han	  sido	  propuestas:	  intercambio	  de	  molde	  y	  re-‐
gresión	  de	  la	  horquilla	  de	  replicación.	  A	  pesar	  de	  la 	  falta	  de	  evidencias	  taxa6vas	  en	  
pro	  de	  una	  opción	  u	  otra,	  sí 	  se	  ha	  demostrado	  que	  esta	  alterna6va	  de	  la 	  tolerancia,	  
está	  conservada	  en	  todos	  los	  organismos	  modelo	  estudiados	  hasta	  la	  fecha.

Una	  vez	   replicada	  la	  zona	  dañada,	  la	  célula 	  tendrá	  que	  restaurar	   la	  horquilla 	  de	  re-‐
plicación	  normal	  reincorporando	  de	  nuevo	  a	  las 	  polimerasas	  replica6vas,	  con	  el	  fin	  
de	  evitar	  los 	  problemas	  producidos	  por	  un	  uso	  con6nuado	  de	  los	  mecanismos	  de	  la	  
tolerancia.	   Se	  ha 	  observado,	  cómo	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  desaparece	  al	  elimi-‐
nar	  el	  daño	  del	  medio	  (Gallego-‐Sanchez	  et	  al.	  2012),	  hecho	  que	  concuerda	  con	  la	  
idea	  de	  que	  la 	  desaparición	  de	  dicha	  modificación,	  sea	  necesaria	  para	  restablecer	  la	  
condiciones	  normales	  de	  replicación.	  Ya 	  que	  el	  proteasoma	  se	  ocupa	  principalmen-‐
te	  de	  la	  degradación	  de	  proteínas,	  e6quetadas	  con	  cadenas	  de	  ubiqui6nas	  unidas	  
entre	  sí	  a	  través	  del	  residuo	  K48,	  debía	  ser	  otro	  el	  método	  u6lizado	  por	   la	  célula,	  
para	  eliminar	  ese	  PCNA	  modificado.

El	  descubrimiento	  de	  enzimas	  desubiqui6nantes 	  de	  PCNA,	  Usp1	  en	   células	  huma-‐
nas	  (Huang	  et	  al.	  2006)	  y	  Ubp10	  en	  la	  levadura	  de	  gemación	  (Gallego-‐Sanchez	  et	  al.	  
2012),	  puso	  de	  manifiesto	  que	  la 	  reversión	  de	  la	  ubiqui6nación	  de	  la 	  abrazadera,	  
era	  efec6vamente	  el	  método	  u6lizado	  por	  las	  células	  para	  conseguir	   limitar	   en	   el	  
6empo	  el	  uso	  de	  los	  mecanismos	  de	  la	  tolerancia.

1.	  Ubp12,	  Ubp15	  y	  Ubp16:	  desubiquiLnasas	  de	  PCNA

En	  esta	  Tesis	  Doctoral	  se	  demuestra	  que	  Ubp12,	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  son	  las	  proteasas	  
encargadas	  de	  desubiqui6nar	   a	  la	  abrazadera	  deslizante	  PCNA	   en	   la 	  levadura	  de	  
fisión.	  Nuestro	  trabajo	   pone	  de	  manifiesto,	  que	  dicha	  regulación	  en	  S.	  pombe,	  es	  
más	  compleja 	  que	  la 	  llevada	  a	  cabo	  en	  S.	  cerevisiae,	  donde	  por	  los 	  datos	  publicados	  
hasta	  el	  momento,	  parece	  que	  sólo	  una	  proteasa	  (Ubp10)	  es	  la	  encargada	  de	  desu-‐
biqui6nar	  a 	  la 	  abrazadera	  (Gallego-‐Sanchez	   et	  al.	  2012).	  Una	  vez	  más	  por	  lo	  tanto,	  
parece	  que	  la	  bioquímica	  de	  la	  levadura	  de	  fisión,	  es	  más	  parecida	  a	  la	  de	  las 	  células	  
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humanas,	  ya 	  que	  aunque	  hasta 	  el	  momento	  solo	  se	  ha	  iden6ficado	  una 	  DUB	  capaz	  
de	  desubiqui6nar	  a 	  PCNA	  (Usp1)	  en	  humanos,	  los	  resultados	  presentados	  en	  el	  tra-‐
bajo	  de	  Huang	  y	   colaboradores,	   evidencian	  que	  deben	   exis6r	  más	  proteasas	   con	  
PCNA	  como	  sustrato.

2.	  Ubp16:	  principal	  enzima	  desubiquiLnante	  de	  PCNA

Los	   resultados	  presentados	  en	  este	  trabajo	   revelan	   a	   la	  proteasa	  Ubp16	  como	   la	  
principal	  enzima	  desubiqui6nante	  de	  PCNA.	  Tras 	  la	  realización	  de	  nuestro	  análisis	  	  
inicial,	  con	  cepas	  delecionadas	  para	  cada	  una 	  de	  las	  16	  UBPs	  existentes	  en	  S.	  pom-‐
be,	   observamos	   cómo	   sólo	   las	   células	   carentes	   de	  Ubp16,	  mostraban	   una	  clara	  
acumulación	  de	  formas	  ubiqui6nadas 	  de	  PCNA	  en	  presencia 	  de	  MMS.	  Este	  feno6po	  
era	  consistente	  con	   la 	  idea 	  de	  que	  dicha	  proteasa	  de	  ubiqui6na,	   fuese	  la 	  enzima	  
encargada	  de	  desubiqui6nar	  a	  PCNA	  in	  vivo	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.	  Un	  análisis 	  más	  
profundo	  de	  la	  proteasa	  confirmó	  este	  resultado	  inicial.

Por	  otra	  parte,	  nuestros	  experimentos	  demostraron,	  cómo	  en	  las	  células	  que	  sobre-‐
expresan	  Ubp16,	  no	  se	  observa	  ningún	  6po	  de	  modificación	  de	  PCNA	  por	  ubiqui6-‐
nación,	  ni	   siquiera	  en	  presencia	  de	  MMS.	   Además,	  dichas	  cepas	  presentaron	   un	  
feno6po	  de	  hipersensibilidad	   a	  agentes	  de	  daño	  al	  ADN	   (MMS,	  Cispla6no,	  4NQO,	  
Zalypsis	  y	  ET-‐743),	  resultado	  concordante	  con	  el	  observado	  para	  los	  mutantes	  que	  
no	  son	  capaces	  de	  ubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera,	  como	  ∆rhp18.	  Este	  resultado	  ra6fi-‐
caba	  por	  lo	   tanto,	  cómo	   la	  ac6vación	  de	  las	  rutas	  de	  Tolerancia	  por	  ubiqui6nación	  
de	  PCNA,	  son	  absolutamente	  necesarias	  para	  que	  las	  células	  puedan	  soportar	  con-‐
diciones	  de	  daño	  en	  el	  ADN.

El	  análisis	  de	  la	  cepa	  mutante	  Ubp16-‐C134S,	  reveló	  que	   la	  capacidad	  desubiqui6-‐
nante	  de	  dicha	  enzima,	  dependía	  directamente	  de	  su	  ac6vidad	  catalí6ca.	  Además,	  
demostramos	  la	  existencia 	  de	  una	  interacción	  ~sica	  in	  vivo	  entre	  la	  proteasa	  Ubp16	  
y	   la 	  abrazadera	  PCNA,	   tal	  y	   como	  se	  espera	  de	   un	   complejo	   enzima-‐sustrato.	   La	  
demostración	  de	  que	  Ubp16	  era	  capaz	  de	  desubiqui6nar	  a 	  PCNA	   in	  vitro,	  terminó	  
de	  confirmar	  la	  función	  predicha	  para	  esta	  proteína	  tras	  el	  análisis	  inicial.

A	  pesar	  de	  la	  poca	  homología 	  entre	  Ubp16	  de	  S.	  pombe	   y	  Ubp10	  de	  S.	  cerevisiae,	  
un	  análisis	  de	   complementación	   con	   la	   levadura	  de	  gemación	   en	  condiciones	  de	  
sobre-‐expresión,	  reveló	  que	  la	  enzima	  Ubp16	  de	  S.	  pombe,	  era 	  capaz	  de	  desubiqui-‐
6nar	  a 	  la	  abrazadera	  de	  S.	  cerevisiae.	  Un	  análisis 	  de	  sensibilidad	  de	  células	  de	  S.	  
cerevisiae	  que	  sobre-‐expresaban	  la 	  UBP	  de	  S.	  pombe,	  reveló	  una	  vez	  más,	  cómo	  la	  
ausencia	  total	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA,	  se	  traduce	  en	  hipersensibilidad	  celular	  a	  
agentes	  que	  causan	  daño	  al	  ADN	  (Gallego-‐Sanchez	  et	  al.	  2012).

Aunque	  el	  hallazgo	  de	  Ubp16	  en	  realidad	  era	  esperado,	  (ya	  que	  dicha	  desubiqui6-‐
nasa	  es 	  la	  ortóloga	  de	  Ubp10	  de	  S.	  cerevisiae),	  el	  análisis	  del	  estado	  de	  PCNA	   en	  
cepas	  delecionadas	  para	  Ubp16	  una	  vez	   eliminado	  el	  daño	  del	  medio,	  reveló	  que	  
dichas	  células,	   todavía	  eran	  capaces	  de	  desubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera	  aún	  en	  au-‐
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sencia	  de	  Ubp16.	  Este	   resultado	  no	  coincidía	  con	  lo	  publicado	  hasta	  el	  momento	  
para	  S.	  cerevisiae,	  ya	  que	  en	  el 	  trabajo	  de	  Gallego	  y	  colaboradores,	  se	  había	  descri-‐
to	  que	  en	  ausencia	  de	  Ubp10,	  la 	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  permanecía	  cons-‐
tante	  aún	  eliminando	  el	  daño	  del	  medio.	  Por	  lo	  tanto,	  nuestro	   resultado	  revelaba	  
cómo	  en	  la 	  levadura	  de	  fisión,	  a	  diferencia	  de	  lo	  descrito	  en	  la 	  levadura 	  de	  gema-‐
ción,	  debían	  exis6r	  más	  proteasas	  encargadas	  de	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA.

La	  iden6ficación	  en	  el	  presente	  trabajo,	  de	  una	  mayor	  can6dad	  de	  histona	  H2B	  ubi-‐
qui6nada	  en	  células	  ∆ubp16	  así 	  como	  en	  ∆ubp8	  (tal	  y	  como	  se	  ha	  observado	  en	  la	  
levadura	  de	  gemación,	  (Emre	  et	  al.	  2005;	  Gardner	  et	  al.	  2005;	  Schulze	  et	  al.	  2011),	  
abre	  una	  nueva	  línea	  de	  inves6gación	  para	  estas 	  proteasas	  en	  su	  relación	  con	  los	  
procesos	  de	  transcripción.

3.	  Ubp15:	  papel	  secundario	  en	  la	  desubiquiLnación	  de	  
PCNA

El	   análisis	   del	   estado	   de	   ubiqui6nación	   de	   PCNA	   en	   dobles	  mutantes	   de	  UBPs	  
(∆ubp16	  ∆ubpX),	  reveló	  que	  la 	  falta	  de	  Ubp15,	  sumada	  a	  la	  falta	  de	  Ubp16,	  provo-‐
caba	  una	  mayor	  acumulación	  de	   PCNA	   tanto	   en	  presencia	   como	   en	   ausencia	  de	  
MMS,	  y	  tanto	  en	  las	  formas	  mono	  como	  en	  las	  poliubiqui6nadas.	  Ya	  que	  en	  el	  análi-‐
sis	  inicial	  de	  los	  mutantes	  simples,	  dicha	  proteasa	  no	  fue	  iden6ficada	  como	  una	  po-‐
sible	  enzima	  desubiqui6nante	  de	  PCNA	  (debido	  a	  que	  solo	  las 	  muestras	  no	  dañadas	  
presentaban	  mayor	  acumulación	  que	  el	  wt),	  pensamos	  que	  su	  papel	  en	  la	  desubi-‐
qui6nación	  de	  la	  abrazadera	  debía	  de	  ser	  secundario	  al	  de	  Ubp16.

El	  análisis	  de	  PCNA	  en	  condiciones	  de	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp15,	  reveló	  que	  efec6-‐
vamente,	  dicha	  proteasa	  era	  capaz	  de	  desubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera	  en	  esas	  condi-‐
ciones.	  Este	  resultado,	   sumado	  al 	  feno6po	  de	  acumulación	   observado	  en	   los	  mu-‐
tantes 	  simples	  y	  dobles,	  apoyaba	  la	  hipótesis	  de	  que	  dicha	  proteasa	  era	  capaz	  de	  
desubiqui6nar	  a	  la	  abrazadera	  in	  vivo.	  Además,	  el	  hecho	  de	  que	  la	  sobre-‐expresión	  
de	  Ubp15	  en	  un	  fondo	  carente	  de	  Ubp16,	  no	  fuese	  tan	  eficiente	  desubiqui6nando	  
PCNA	  respecto	  a	  un	  fondo	  wt,	  no	  solo	  ra6ficaba	  la 	  idea	  de	  que	  el	  papel	  de	  Ubp15	  
podía	  ser	  secundario	  al	  de	  Ubp16,	  si 	  no	  que	  marcaba	  la	  posibilidad	  de	  que	  la	  pro-‐
teasa 	  Ubp16,	  fuese	  necesaria	  para	  un	  perfecto	  funcionamiento	  de	  Ubp15.	  El	  feno-‐
6po	  de	  menor	  hipersensibilidad	  (respecto	  al	  observado	  en	  las 	  células	  nmt1-‐ubp16)	  
observado	  en	  las 	  células	  que	  sobre-‐expresan	  Ubp15,	  a	  los	  agentes	  que	  causan	  da-‐
ño,	  confirmaba	  una	  vez	  más,	  que	  aunque	  dicha	  proteasa	  sí	  debía	  de	  desubiqui6nar	  
a	  PCNA	  in	  vivo,	  su	  implicación	  no	  era	  tan	  determinante	  como	  la	  de	  Ubp16.

Al	  igual	  que	  Ubp16,	  la 	  capacidad	  desubiqui6nante	  de	  la 	  enzima	  Ubp15,	  depende	  de	  
su	  ac6vidad	  catalí6ca,	  ya	  que	  el	  mutante	  Ubp15-‐C239S,	  no	  fue	  capaz	  de	  desubiqui-‐
6nar	  a	  la	  abrazadera	  deslizante.

La 	  incapacidad	  para	   clonar	   Ubp15	  en	   el	  vector	   de	  expresión	   pGEX-‐6P-‐1,	   impidió	  
demostrar	  in	  vitro,	  la	  capacidad	  desubiqui6nante	  de	  dicha	  proteína	  sobre	  PCNA.
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4.	  Ubp12:	  tercera	  desubiquiLnasa	  de	  PCNA

La	  reversión	  de	  la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  al	  eliminar	  el 	  daño	  del	  medio	  en	  el	  doble	  
mutante	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  (al 	  igual	  que	  el	  6po	  silvestre),	  puso	  de	  manifiesto	  que	  al	  
menos	  otra	  UBP	  debía	  estar	  implicada	  en	  la 	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera.	  La	  
sobre-‐expresión	  de	  todas 	  las	  UBPs	  nucleares 	  (Ubp6,	  Ubp8,	  Ubp9,	  Ubp12	  y	  Ubp14),	  
reveló	  a	  Ubp12	  como	  la	  tercera	  desubiqui6nasa	  de	  PCNA	  en	  la	  levadura 	  de	  fisión,	  
ya	  que	  al	  igual	  que	  ocurría	  con	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  la	  sobre-‐expresión	  de	  Ubp12	  tam-‐
bién	  se	  tradujo	  en	  un	  gran	  descenso	  de	  PCNA	  ubiqui6nado.	  Este	  resultado,	  sumado	  
al	  claro	  feno6po	  de	  acumulación	  de	  formas	  ubiqui6nadas	  de	  PCNA	  en	  el	  triple	  mu-‐
tante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  confirmó	  su	  implicación	  en	  dicho	  proceso	  de	  regula-‐
ción.

De	  nuevo	  la	  incapacidad	  para	  clonar	  Ubp12	  en	  el	  vector	  de	  expresión	  pGEX-‐6P-‐1,	  
impidió	  demostrar	   in	   vitro	   la	  capacidad	  desubiqui6nante	  de	  dicha	  proteína	  sobre	  
PCNA.

En	  la	  Figura	  37	  de	  esta 	  discusión,	  se	  muestra	  a 	  modo	  de	  esquema,	  el	  modelo	  pro-‐
puesto	  para	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  base	  a	  los 	  resultados	  presentados	  en	  
esta	  tesis.

5.	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16

El	   análisis	   del	   estado	   de	   ubiqui6nación	   de	   la	   abrazadera	   en	   el	   triple	   mutante	  
∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  reveló	  dos	  cosas.	  Por	  un	  lado	  reveló	  cómo	  dicho	  mutante,	  
acumulaba	  muchísima	  más	  can6dad	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  que	  cualquier	  otro	  mu-‐
tante	  simple	  o	  doble.	  Y	  en	  segundo	  lugar,	  cómo	  dicha	  ubiqui6nación	  de	  PCNA,	  aun-‐
que	  nunca	  llegaba	  a	  desaparecer,	  seguía	  oscilando	  a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular	  al 	  igual	  
que	  ocurría 	  con	  el	  6po	  silvestre.	  Ya	  que	  la	  sobre-‐expresión	  de	  ninguna 	  otra	  UBP	  se	  
tradujo	  en	  una	  disminución	  del	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  pensa-‐
mos	  que	  dicha 	  oscilación	  no	  podía	  deberse	  entonces	  a	  la	  acción	  de	  otra 	  desubiqui-‐
6nasa,	  si	  no	  que	  probablemente	  se	  debiera	  a	  la	  propia	  tasa	  de	  renovación	  de	  PCNA.

En	  líneas	  celulares	  animales,	  se	  ha	  demostrado	  que	  PCNA	  se	  degrada	  vía 	  proteaso-‐
ma	  (Wang	  et	  al.	  2006)	  y	  que	  dicha	  degradación	  no	  ocurre	  si	  PCNA	  es	  fosforilado	  en	  
el	  residuo	  Y211,	  residuo	  conservado	  en	  todas 	  las 	  especies	  al	  igual	  que	  el	  K164.	  Una	  
versión	  mutada	  a	  fenilalanina	  (residuo	  no	  fosforilable)	   en	  dicho	  residuo,	  será	  ubi-‐
qui6nada	  y	  eliminada	  vía 	  proteasoma.	  Aunque	  aún	  no	  se	  ha	  demostrado	  quién	  o	  
quienes	  son	  los	  responsables	  de	  dicha	  ubiqui6nación,	  sí	  se	  ha	  demostrado	  que	  esa	  
ubiqui6nación	  no	  es	  dependiente	  de	  la	  vía	  Rad6,	  por	  lo	  que	  otro	  complejo	  ubiqui6-‐
nante	  tendrá	  como	  diana	  a	  la 	  abrazadera,	  con	  el	  fin	  de	  ubiqui6narla 	  para	  degradar-‐
la 	  vía	  proteasoma.	  Una	  posible	  explicación	  por	  lo	  tanto	  para 	  el	  resultado	  de	  oscila-‐
ción	  en	  el 	  triple	  mutante	  ∆ubp12	  ∆ubp15	  ∆ubp16,	  es	  que	  con	  nuestro	  an6cuerpo	  
(que	  no	  es	  específico	  para	  las	  formas	  ubiqui6nadas	  por	  la	  vía 	  Rad6)	  estemos	  detec-‐
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tando	   también	   la	  fracción	  de	  PCNA	   ubiqui6nada 	  para	  degradarse,	  y	   que	  esa	  frac-‐
ción	  sea	  precisamente	  la	  que	  oscila	  y	  no	  la	  directamente	  relacionada	  con	  la 	  toleran-‐
cia.
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Figura	   37:	  Modelo	   propuesto	  para	   la	  regulación	   de	   la	  desubiquiLnación	   de	   PCNA	  
en	  S.	  pombe.
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6.	  Ubp2:	  ¿implicada	  o	  no	  en	  la	  tolerancia	  al	  daño?

El	   feno6po	  de	  acumulación	  de	  formas	  muy	   poliubiqui6nadas	  de	  PCNA	   en	  células	  
∆ubp2	  en	  presencia	  de	  MMS	   (y	  otras	  drogas),	  posiblemente	  haya	  sido	  el	  feno6po	  
más	  espectacular	  mostrado	  en	  el	  presente	  trabajo.	  Sin	  embargo,	  la	  ausencia	  de	  fe-‐
no6po	  en	  células	  que	  sobre-‐expresan	  dicha	  proteasa,	  la 	  localización	  citoplasmá6ca	  
descrita	  para	  la 	  misma,	  así	  como	  el	  resultado	  nega6vo	  de	  la	  interacción	  ~sica	  entre	  
ambas	  proteínas,	   PCNA	   y	  Ubp2	  (datos	  no	  mostrados),	  nos	  hizo	  pensar	   que	  dicha	  
proteasa	  no	  debía	  tener	  una	  implicación	  directa	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  
de	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

Recientemente	  se	  ha	  publicado	  en	  S.	  cerevisiae	   (Anton	  et	  al.	  2013),	  que	  dicha	  pro-‐
teasa 	  es	  una	  de	  las	  enzimas	  encargadas	  de	  desubiqui6nar	  la	  mitofusina	  Fzo1	  (GTPa-‐
sa	  de	  membrana	  implicada	  en	  la	  fusión	  mitocondrial)	   junto	  Ubp12.	  Sin	  embargo,	  la	  
cadena	  de	  ubiqui6nas	  diana	  de	  cada	  una	  de	  estas	  UBPs,	  es 	  diferente.	  Así,	  Ubp12	  
reconoce	  las	  cadenas	  de	  ubiqui6na 	  que	  estabilizan	  Fzo1	  y	  que	  promueven	  la	  fusión	  
mitocondrial.	  Ubp2	  en	  cambio,	  reconoce	  las 	  cadenas	  de	  ubiqui6na	  (unidas	  entre	  sí	  
por	  K48)	  que	  provocarán	  la	  degradación	  de	  la 	  mitofusina,	  inhibiendo	  por	  lo	  tanto	  la	  
fusión	  mitocondrial.	  Se	  ha	  revelado	  además,	  que	  la	  formación	  de	  cada	  una	  de	  las	  
cadenas	  de	  ubiqui6nas,	  depende	  de	  dos	  complejos	  ubiqui6nantes	  diferentes,	  sien-‐
do	  SCFMdm30	  el	  complejo	  que	  forma	  la	  cadena	  de	  ubiqui6nas	  reconocida	  por	  Ubp12,	  
y	  desconocido	  hasta	  el	  momento	  el	  que	  forma	  la	  cadena	  reconocida	  por	  Ubp2.

Aunque	  hasta 	  el	  momento	  no	  existe	  ningún	  trabajo	   que	  demuestre	  que	  Ubp2	  se	  
ocupe	   exclusivamente	   de	   la	   desubiqui6nación	   de	   cadenas	   formadas	  por	   enlaces	  
K48,	  o	  que	  al	  menos	  sea	  capaz	   de	  ocuparse	  de	  ese	  6po	  de	  cadenas 	  en	  S.	  pombe,	  
este	  descubrimiento	  podría 	  explicar	  los	  feno6pos	  observados	  para	  Ubp2	  en	  nuestro	  
trabajo.

Una	  hipótesis	  interesante,	  sería	  que	  PCNA	  se	  ubiqui6nase,	  al	  igual	  que	  la 	  mitofusi-‐
na	  Fzo1,	   en	  diferentes	  residuos	  de	   lisina	  para	  ac6var	  funciones	  diferentes.	  Así,	   la	  
ubiqui6nación	  en	  K164	  ac6varía	  las	  rutas	  de	  tolerancia,	  mientras 	  que	  el	  hipoté6co	  
residuo	  K	  desconocido,	  se	  ubiqui6naría	  a 	  través	  de	  uniones	  K48	  para	  e6quetar	  a	  la	  
abrazadera	  para	  su	  degradación	  vía 	  proteasoma.	  Éstas	  precisamente,	  serían	  las	  ca-‐
denas	  reconocidas	  por	  Ubp2.	  Si	  tenemos 	  en	  cuenta	  que	  la 	  can6dad	  de	  PCNA	  unido	  
a	  croma6na	  es	  muy	  pequeña 	  en	  comparación	  con	  la	  can6dad	  total,	  pero	  que	  ése	  es	  
el	  PCNA	  que	  se	  modifica	  para	  ac6var	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  (así	  como	  la	  mayoría	  de	  
las	  funciones	  en	  las	  que	  está	  implicada	  la	  abrazadera),	  nuestra	  hipótesis 	  también	  
explicaría	  la	  sensibilidad	  de	  las	  células 	  ∆ubp2	  a	  MMS.	  Así,	  células	  ∆ubp2,	  no	  serían	  
capaces	  de	  desubiqui6nar	  las 	  cadenas 	  que	  marcan	  a	  PCNA	  para	  su	  degradación,	  por	  
lo	  que	  la	  fracción	  de	  PCNA	   unida	  a	  croma6na	  se	  degradaría	  y	   esas	  cepas	  no	   ten-‐
drían	  suficiente	  PCNA	  modificado	  para 	  ac6var	  las	  rutas	  de	  tolerancia,	  mostrando	  así	  
una	  clara	  sensibilidad	  a	  los	  agentes	  que	  dañan	  el	  ADN	  (ver	  Figura	  41	  Apéndice).

Es	  importante	  señalar	  que	  esta	  hipótesis 	  sigue	  teniendo	  el	  inconveniente	  de	  la 	  loca-‐
lización	  citoplasmá6ca	  descrita	  para	  Ubp2.	  Sin	  embargo,	  esto	  sería	  explicable	  si	  una	  
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pequeña	  fracción	  de	  la	  proteasa	  (no	  detectable	  por	  microscopía)	  se	  localizase	  en	  el	  
núcleo,	  o	  bien	  si	  la 	  e6queta	  GFP	  añadida	  para	  visualizar	  la	  proteína	  (Kouran6	  et	  al.	  
2010)	   estuviese	  alterando	  parcial	  o	   totalmente	  la 	  verdadera	  localización	  de	  Ubp2.	  
Otra 	  posible	  explicación	  también	  sería 	  que	  dicha	  regulación	  se	  llevase	  acabo	  a 	  tra-‐
vés	  de	  un	  posible	  intermediario	  aún	  no	  descubierto.

7.	  Ubp5:	  proteasa	  no	  relacionada	  con	  la	  tolerancia

El	  feno6po	  observado	  en	  el	  doble	  mutante	  ∆ubp5	  ∆ubp16,	  también	  dio	  lugar	  a	  mu-‐
chas	  dudas 	  acerca	  de	  la	  implicación	  o	  no	  de	  dicha	  proteasa	  en	  la	  desubiqui6nación	  
de	  PCNA.	  Sin	  embargo,	  tras	  analizar	  todos	  los	  resultados 	  obtenidos	  (especialmente	  	  
en	   los	  experimentos	  de	   localización	   forzada	  en	  el	  núcleo),	   concluimos	  que	  dicha	  
proteína 	  no	  podía	  estar	  implicada	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui6nación	  de	  la	  abraza-‐
dera,	  explicando	  el	  feno6po	  de	  acumulación	  del	  doble	  mutante,	  como	  el	  resultado	  
de	  una	  lenta	  progresión	  a	  lo	  largo	  de	  Fase	  S.

8.	  DesubiquiLnación	  de	  PCNA	  en	  S.	  pombe

Como	  se	  mencionó	  al	  principio	  de	  la	  discusión,	  pensamos	  que	  al	  exis6r	  varias	  enzi-‐
mas	  desubiqui6nantes 	  de	  PCNA	  en	  la 	  levadura	  de	  fisión,	  dicho	  mecanismo	  debía	  de	  
ser	  más	  parecido	   al	  acaecido	  en	  células 	  humanas	  que	  al	  de	  la	  levadura	  de	  gema-‐
ción,	  ya	  que	  los	  resultados	  observados	  para	  Usp1,	  sugerían	  que	  debía	  exis6r	  alguna	  
otra	  desubiqui6nasa	  con	  PCNA	   como	   sustrato	   (Huang	   et	   al.	   2006).	   Sin	   embargo,	  
nuestro	  trabajo,	  al	  igual	  que	  el	  de	  S.	  cerevisiae,	  también	  mostró	  diferencias	  impor-‐
tantes 	  respecto	  a	  la	  posible	  regulación	  llevada	  a	  cabo	  por	  Usp1.	  Se	  ha	  probado	  que	  
en	   células	  humanas	  en	   ausencia	  de	  daño,	  PCNA	   es	  desubiqui6nado	  por	  Usp1	  de	  
forma	  cons6tu6va,	  sin	  embargo,	  en	  presencia	  de	  luz	  ultravioleta,	  Usp1	  se	  auto-‐de-‐
grada	  produciéndose	  entonces 	  una	  acumulación	  de	  PCNA	   ubiqui6nado	   (señal	  ne-‐
cesaria	  para	  la 	  ac6vación	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño).	  Como	  ya	  se	  ha	  men-‐
cionado,	  ya	  que	  dicha	  degradación	  no	  se	  ha	  observado	  en	  presencia	  de	  otras 	  dro-‐
gas	  como	  Mitomicina 	  C	  o	  MMS,	  es	  muy	  probable	  que	  otras	  proteasas	  también	  es-‐
tén	  implicadas	  en	  este	  proceso	  de	  regulación.

A	  diferencia 	  de	  lo	  descrito	  en	  células	  humanas	  (y	  al	  igual 	  que	  lo	  observado	  para	  la	  
levadura	  de	  gemación),	  en	  S.	  pombe	   la	  acumulación	  de	  PCNA	  ubiqui6nado	  en	  los	  
mutantes	  simples	  y	  dobles	  de	  las	  UBPs	  implicadas,	  se	  ha	  observado	  en	  presencia	  de	  
varias	  drogas 	  como	  MMS,	  UV	  y	  4-‐NQO.	  Además,	  al	  igual 	  que	  en	  S.	  cerevisiae,	  en	  la	  
levadura	  de	  fisión	  tampoco	  se	  ha	  observado	  ningún	  6po	  de	  degradación	  en	  ninguna	  
de	  las	  proteasas	  en	  presencia	  de	  daño.
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9.	  UbiquiLnación-‐desubiquiLnación	  y	  ciclo	  celular.

Otra 	  diferencia 	  significa6va	  entre	  ambas	  levaduras,	  viene	  dada	  por	  el	  momento	  del	  
ciclo	  celular	  en	  el 	  que	  se	  produce	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA.	  Como	  ya	  se	  men-‐
cionó	  en	  la	  introducción,	  la 	  tolerancia	  al	  daño	  es	  un	  mecanismo	  vinculado	  a	  la	  Fase	  
S,	  ya 	  que	  su	  finalidad	  consiste	  en	  permi6r	  a	  la 	  célula	  con6nuar	  con	  una	  replicación	  
bloqueada	  por	  la	  presencia 	  de	  algún	  6po	  de	  daño	  en	  el	  ADN.	  Esta	  base	  hizo	  pensar,	  
que	  tanto	  la 	  ubiqui6nación	  como	  la	  desubiqui6nación,	  debían	  de	  ser	  procesos	  vin-‐
culados	  con	  la 	  Fase	  S	  y	  como	  tal,	  se	  ha	  demostrado	  en	  S.	  cerevisiae.	  Así,	  en	  la	  leva-‐
dura	  de	  gemación,	   la	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  ocurre	  a	  lo	  largo	  de	  una	  Fase	  S	  que	  
transcurre	  en	  presencia	  de	  daño,	  siendo	  la	  SUMOilación,	  la	  modificación	  post	  tra-‐
duccional	  que	  sufre	  la 	  abrazadera	  en	  ausencia	  de	  daño	  exógeno.	  La	  ubiqui6nación	  
de	  PCNA	   será	  entonces	  la 	  señal	  que	  ac6ve	  las	  rutas	  de	  tolerancia 	  al	  daño,	  exclusi-‐
vamente	  a	  lo	  largo	  de	  Fase	  S.	  Además,	  en	  dicho	  organismo,	  también	  se	  ha	  demos-‐
trado	  que	  la	  desubiqui6nación	  de	   la	  abrazadera	  por	  medio	  de	  la	  proteasa 	  Ubp10,	  
también	  ocurre	  exclusivamente	  en	  Fase	  S,	  posiblemente	  después	  de	  que	  las	  zonas	  
de	  daño	  hayan	  sido	  replicadas	  por	  las	  polimerasas	  TLS.	  Dicha	  modificación	  post-‐tra-‐
duccional,	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA,	  será	  por	  lo	  tanto	  la	  señal	  de	  descargue	  de	  
las	  polimerasas	  TLS	  y	  por	  consiguiente,	  la	  señal	  de	  recarga	  de	  las	  replica6vas.

En	  contra	  de	  lo	  esperado,	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  se	  demostró	  que	  la	  ubiqui6nación	  
de	  la	  abrazadera	  ocurría	  tanto	  en	  una	  Fase	  S	  sin	  daño	  exógeno,	  como	  en	  G2	  en	  pre-‐
sencia	  de	  daño	  exógeno	  (Frampton	  et	  al.	  2006).	  Se	  cree	  que	  el	  hecho	  de	  que	  ocurra	  
en	  Fase	  S	  en	  ausencia	  de	  daños,	  posiblemente	  se	  deba	  a	  que	  dicho	  organismo	  pre-‐
senta	  mucha	  más	   inestabilidad	   que	   la	   levadura	  de	   gemación	  en	   esa	   fase	   (Ulrich	  
2007a),	  y	  que	  por	  lo	  tanto,	  necesite	  hacer	  uso	  de	  la 	  tolerancia	  para	  terminar	  con	  la	  
replicación.	  Respecto	  al	  hecho	  de	  que	  exista,	  fuera	  de	  todo	  pronós6co,	  ubiqui6na-‐
ción	  de	  la	  abrazadera	  en	  G2	  con	  daño,	  podría	  explicarse	  a	  través	  de	  la	  existencia 	  de	  
complejos	  de	  transcripción	  estancados,	  aunque	  hasta	  la	  fecha	  no	  se	  haya	  demos-‐
trado	  la	  implicación	  de	  la	  abrazadera	  en	  dicho	  proceso	  de	  transcripción.

Los	  datos	  aportados	  en	  el	  presente	  trabajo,	  también	  revelan	  cómo	  en	  la 	  levadura	  
de	  fisión	   existe	  ubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  en	   Fase	  G1	  en	  presencia	  de	  daño	  
exógeno.	  Una 	  vez	  más,	  la 	  explicación	  también	  podría	  venir	  dada	  por	  la	  posible	  im-‐
plicación	  de	  la	  abrazadera,	  en	  la 	  resolución	  de	  los	  hipoté6cos	  complejos	  de	  trans-‐
cripción	  estancados.

Ya	  que	  en	  los	  momentos	  del	  ciclo	  celular	  en	  los	  que	  se	  ha	  observado	  ubiqui6nación	  
de	  la 	  abrazadera,	  también	  se	  ha	  observado	  una	  mayor	  acumulación	  de	  la	  misma	  en	  
los	  mutantes	   carentes 	  de	  Ubp16,	   podemos	   concluir	   que	   la	  desubiqui6nación	   de	  
PCNA	  en	  S.	  pombe,	  al	  igual	  que	  la	  ubiqui6nación,	  no	  es 	  un	  proceso	  exclusivo	  de	  Fa-‐
se	  S.

Todos	  estos	  datos	  sugieren	  que	  la	  regulación	  de	   los	  mecanismos	  de	  la 	  tolerancia,	  
deben	  de	  ser	  muy	  diferentes	  en	  cada	  organismo	  modelo,	  a 	  pesar	  de	  la	  demostrada	  
conservación	  de	  los	  requisitos	  gené6cos	  entre	  todos	  ellos.	  De	  hecho,	  hasta 	  la	  fecha,	  

Discusións

89



ya	  se	  ha	  demostrado	  cómo	  el	  dogma	  mantenido	  para	  la	  ac6vación	  de	  cada	  una	  de	  
las	  rutas	  de	  la 	  tolerancia	  (monoubiqui6nación	  de	  PCNA	  para	  TLS	   y	  poliubiqui6na-‐
ción	  para	  error	   free),	  no	  se	  ha 	  conservado	  como	  tal	  en	  la 	  levadura	  de	  fisión.	  Y	   es	  
que,	   en	  contra	  de	   todo	   lo	   descrito	   hasta	  el	  momento,	   se	  ha 	  probado	   que	  en	   S.	  
pombe,	   la	  poliubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  mediada	  por	  Rad8	  y	  Mms2-‐Ubc13,	  
también	  ac6va	  eventos	  TLS	  (Coulon	  et	  al.	  2010).

10.	  Relación	  entre	  desubiquiLnasas	  y	  polimerasas	  TLS

Como	  ya	  se	  ha	  mencionado,	  el	  mecanismo	  aceptado	  para	  la	  resolución	  de	  los	  even-‐
tos	  de	  la 	  tolerancia,	  es 	  la	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera	  por	  medio	  de	  las	  pro-‐
teasas	  USPs/UBPs.	  Sin	  embargo,	  hasta	  el	  momento	  apenas	  existen	  evidencias	  expe-‐
rimentales	  que	  expliquen	  cómo	  media	  el	  proceso.

En	   la	  levadura	  de	  gemación	  se	  ha	  demostrado	  cómo	  la 	  proteasa	  Ubp10,	  media	  la	  
interacción	   entre	   PCNA	   y	   las	   polimerasas	   TLS	   Rev1	   y	   Rev7.	   Así,	   la	   ausencia	   de	  
Ubp10	  en	  la 	  célula	  se	  traduce	  en	  una	  mayor	  interacción	  entre	  Rev1	  y	  PCNA,	  pero	  en	  
una 	  menor	   interacción	   entre	  la	  abrazadera 	  y	   Rev7	   (Gallego-‐Sanchez	   et	  al.	  2012).	  
Aunque	  hasta	  la	  fecha	  en	   la	  levadura	  de	  fisión	  no	  se	  hayan	  aportado	  datos	  al	  res-‐
pecto,	  sí 	  se	  conoce	  por	  un	  lado	  la	  existencia	  de	  un	  mayor	  número	  de	  polimerasas	  
TLS,	  y	  a 	  raíz	  de	  nuestro	  trabajo,	  también	  se	  conoce	  un	  mayor	  número	  de	  proteasas	  
con	  PCNA	  como	  sustrato.	  Estos	  datos	  abren	  la 	  puerta	  a	  una	  posible	  mayor	  especifi-‐
cidad	   en	   dicha	   levadura,	   entre	   el	   6po	   de	   daño	   producido,	   la 	  ubiqui6nación	   de	  
PCNA,	  las 	  polimerasas	  TLS	  y	  cómo	  no,	  las	  desubiqui6nasas.	  Se	  espera	  que	  estudios	  
futuros	  puedan	  confirmar	  todas	  estas	  hipótesis	  o	  sugerir	  ideas	  nuevas.

11.	  Ubicación	  de	  la	  desubiquiLnación

Dónde	  se	  produce	  la	  desubiqui6nación	  de	  la	  abrazadera,	  será	  otra	  de	  las	  respuestas	  
que	  tendrá	  que	  esperar	   a	  estudios	  posteriores,	  ya	  que	  los 	  datos	  presentados	  en	  
este	  trabajo,	  unidos	  a	  la	  localización	  de	  las 	  UBPs	  descrita 	  en	  Kouran6	  y	  colaborado-‐
res,	  no	  han	  conseguido	  arrojar	   luz	   al	  respecto.	  Las	  versiones	  e6quetadas 	  con	  GFP	  
de	  las 	  UBPs	  (además	  de	  las	  versiones	  con	  RFP	  realizadas	  en	  nuestro	   trabajo)	  han	  
revelado	  una	  localización	  nucleolar	  para	  Ubp16,	  y	  nuclear	   (fase	  no	  nucleolar)	   y	  ci-‐
toplasmá6ca	  para	  Ubp15	  y	  Ubp12.	  Ya	  que	  se	  asume	  que	  PCNA	  se	  localiza	  en	  todo	  el	  
núcleo,	  una	  posible	  teoría 	  sería	  que	  cada 	  una	  de	  las	  desubiqui6nasas	  se	  ocupase	  de	  
fracciones	  diferentes	  de	  PCNA.	  Sin	  embargo,	  dado	  que	  aún	  no	  se	  conoce	  con	  preci-‐
sión	  cómo	  es	  la	  dinámica 	  de	  la	  replicación,	  es	  muy	  probable	  que	  tengan	  que	  pasar	  
muchos	  años	  hasta	  que	  se	  consiga	  demostrar	  con	  rigor	  cómo	  es	  el 	  funcionamiento	  
de	  dicho	  proceso.
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Conclusiones
1. Las	  proteasas	  de	   la	  familia	  UBP/USP,	  Ubp12,	  Ubp15	  y	  Ubp16,	  son	   las	  enzimas	  

encargadas	  de	  desubiqui6nar	  PCNA	  en	  la	  levadura	  de	  fisión	  S.	  pombe.

2. La	  cisteína	  proteasa	  Ubp16,	  es	  la	  principal	  enzima	  desubiqui6nante	  de	  PCNA.

i. Células	  mutantes	  carentes	  de	  dicha	  proteína,	  acumulan	  gran	  can6dad	  de	  
PCNA	  ubiqui6nado,especialmente	  en	  presencia	  de	  daño	  exógeno.

ii. Células	   mutantes	   capaces	   de	   sobre-‐expresar	   la	   versión	   catalí6camente	  
ac6va	  de	  Ubp16,	  no	  presentan	  ningún	  6po	  de	  modificación	  de	  PCNA.

iii. Ubp16	   es	   capaz	   de	   desubiqui6nar	   en	   condiciones	   de	   sobre-‐expresión	  
PCNA	  de	  S.	  cerevisiae,	  confirmando	  así	  que	  dicha 	  proteasa	  es	  la	  proteína	  
ortóloga	  de	  Ubp10	  de	  la	  levadura	  de	  gemación.	  El	  hecho	  de	  que	  células	  
∆ubp16	  acumulen	  más	  histona	  H2B	  ubiqui6nada,	  secunda	  esta	  idea.

3. Ubp12	  y	  Ubp15	  parecen	  tener	  papeles	  secundarios	  en	  el	  proceso	  de	  desubiqui-‐
6nación	  de	  PCNA,	  ya 	  que	  solo	  las	  células	  capaces 	  de	  sobre-‐expresar	  ambas	  pro-‐
teasas,	  presentan	  un	  diferente	  patrón	  de	  ubiqui6nación	  de	  PCNA,	  siendo	  en	  el	  
caso	  de	  Ubp15,	  dependiente	  de	  Ubp16.

4. A	  pesar	  de	  los	  feno6pos	  mostrados	  por	  los	  mutantes	  ∆ubp2	  y	  ∆ubp5,	  la	  suma	  de	  
resultados	  nega6vos	  apuntan	  a	  que	  estas	  proteasas,	  no	  están	  implicadas	  en	  la	  
regulación	  de	  la	  desubiqui6nación	  de	  PCNA	  en	  K164.

5. La 	  hipersensibilidad	  a	  daño	  exógeno	  en	  el	  ADN,	  presentada	  por	   las	  cepas	  capa-‐
ces	  de	  sobre-‐expresar	  dichas	  proteasas,	  confirma	  la	  importancia	  de	  la	  ubiqui6-‐
nación	  de	  PCNA	  para	  ac6var	  las 	  rutas	  de	  tolerancia	  y	  por	  ende,	  para	  ser	  capaces	  
de	  sobrevivir	  en	  condiciones	  de	  daño.

6. La 	  ubiqui6nación	  de	  PCNA	  oscila	  a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular,	  presentando	  su	  má-‐
ximo	  pico	  en	  Fase	  S	  aunque	  no	  exista	  ningún	  6po	  de	  daño	  exógeno.	  Sin	  embar-‐
go,	  a	  diferencia	  de	  lo	  descrito	  en	  otros	  organismos	  hasta	  el	  momento,	  dicho	  pro-‐
ceso	  también	  ocurre	  en	  G1	  y	  G2	  en	  presencia	  de	  daño.





Materiales	  y	  Métodos

1.	  MICROORGANISMOS	  Y	  MEDIOS	  DE	  CULTIVO

1.1	  Microorganismos

El	  trabajo	  presentado	  en	  esta	  memoria,	  se	  ha	  realizado	  u6lizando	  dis6ntas	  cepas	  de	  
la 	   levadura	   de	   fisión	   Schizosaccharomyces	   pombe,	   de	   la	   levadura	   de	   gemación	  
Saccharomyces	  cerevisiae,	  así	  como	  varias	  es6rpes	  de	   la	  bacteria	  Escherichia	   coli.	  
Las	  carácterís6cas	  gené6cas	  de	  estos	  organismos,	  su	  procedencia,	  así	  como	  el	  nú-‐
mero	  de	  colección	  en	  nuestro	  cepario,	  se	  recogen	  en	  las	  Tablas	  M1,	  M2	  y	  M3.

1.2	  Medios	  de	  culLvo

i.	  Medios	  y	  condiciones	  de	  culLvo	  para	  el	  crecimiento	  de	  S.	  pombe

La	  composición	   de	  los	  medios	  de	   cul6vo	  empleados	  en	   este	  trabajo,	   así	  como	   la	  
descripción	  de	  las	  técnicas	  de	  cruce,	  análisis	  de	  tétradas	  y	  esporas	  al	  azar,	  han	  sido	  
previamente	  descritos	  por	  Moreno	  y	  colaboradores	  (1991).

Las	  células	  de	  S.	  pombe	   se	  crecieron	  en	  YES	  (del	  inglés 	  Yeast	  Extract	  with	  Supple-‐
ment,	  medio	  rico	   con	  extracto	  de	  levadura	  0.5%	  y	   glucosa	  3%,	  suplementado	  con	  
225mg/ml	   de	   adenida,	   his6dina,	   leucina,	   uracilo	   y	   lisina)	   o	  MM	   (medio	   mínimo	  
compuesto	  por	  C8H5KO4	  14.7	  mM,	  NH4Cl	  93.5mM,	  Na2HPO4	   15.5	  mM,	  sales,	  vitami-‐
nas	  y	  minerales)	  en	  baños	  a	  160rpm,	   a	  una 	  temperatura	  entre	  25ᵒC	   y	  36´5ᵒC	  de-‐
pendiendo	  del	  experimento.	  Siempre	  que	  se	  pudo,	  se	  trabajó	  con	  cepas	  protótrofas	  
y	  en	  caso	  contrario,	  se	  suplementó	  el	  MM	  con	  aminoácidos	  (leucina,	  his6dina)	  y/o	  
bases	  nitrogenadas	  (adenina,	  uracilo),	  según	  las	  auxotro~as	  de	  la	  cepa,	  a	  una	  con-‐



centración	  final	  de	  225	  μg/ml.	  Los	  experimentos 	  en	  medio	  líquido	  se	  iniciaron	  con	  
cul6vos	  a	  una	  densidad	   óp6ca	  medida	  a	  λ=595nm,	  de	  0,2	  a	  0,4	   (2-‐4x106	   células/
ml),	  correspondiente	  con	  cul6vos	  en	  fase	  exponencial	  de	  crecimiento.	  Los	  medios	  
se	  precalentaron	  siempre	  a	   la	  temperatura	  adecuada	  cuando	   hubo	   que	  diluir	   los	  
cul6vos.
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Geno>po Cepario Origen

h-‐	  972
h+	  975
h-‐	  wt
h+	  wt
h+	  cdc10-‐129
h+	  cdc25-‐22
h+	  cdc17-‐k12
h+	  rad3::kanMX6
h-‐	  ubp1::hphMX6
h+	  ubp2::kanMX6
h-‐	  ubp3::hphMX6
h-‐	  ubp4::hphMX6
h-‐	  ubp5::kanMX6
h-‐	  ubp6::kanMX6
h-‐	  ubp7::natMX6
h-‐	  ubp8::kanMX6
h-‐	  ubp9::hphMX6
h-‐	  ubp10::hphMX6
h-‐	  ubp11::kanMX6
h+	  ubp12::kanMX6
h-‐	  ubp13::hphMX6
h-‐	  ubp14::kanMX6
h-‐	  ubp15::kanMX6
h+	  ubp15::kanMX6
h-‐	  ubp16::hphMX6
h+	  ubp16::hphMX6
h?	  ubp16::hph	  ubp1::hphMX6
h?	  ubp16::hph	  ubp2::kanMX6
h?	  ubp16::hph	  ubp3::hphMX6
h?	  ubp16::hph	  ubp4::hphMX6
h	  ubp16::hph	  ubp5::kanMX6
h	  ubp16::hph	  ubp6::kanMX6
h	  ubp16::hph	  ubp7::natMX6
h	  ubp16::hph	  ubp8::kanMX6	  
h	  ubp16::hph	  ubp9::hphMX6
h	  ubp16::hph	  ubp10::hphMX6
h+	  ubp16::hph	  ubp11::kanMX6
h	  ubp16::hph	  ubp12::kanMX6

3.13/7.32
7.33
52.20
49.53
4.75
7.50
51.04
70.35
64.39
60.11
62.74
62.76
62.72
63.43
64.32
63.45
64.42
64.40
63.47
63.40
62.68
63.48
65.19
66.23
62.70
63.39
64.78
62.78
65.05
64.74
64.48
64.72
64.76
64.44
65.03
64.80
64.70
64.46

Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Dr.	  Moreno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo

Tabla	  3:	  Cepas	  de	  S.	  pombe	  u0lizadas	  en	  este	  trabajo.
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Geno>po Cepario Origen

h	  ubp16::hph	  ubp13::hphMX6
h-‐??	  ubp16::hph	  ubp14::kanMX6
h-‐??	  ubp16::hph	  ubp15::kanMX6
h	  ubp5::kanMX6	  ubp15::kanMX6
h	  ubp5::kanMX6	  ubp15::kanMX6	  ubp16::hph
h+	  ubp16::hphMX6	  cdc10-‐129
h-‐	  ubp16::hphMX6	  cdc25-‐22
h-‐	  ubp16::hphMX6	  cdc17-‐k12
h+	  ubp5::kanMX6	  cdc10-‐129
h-‐	  ubp5::kanMX6	  cdc25-‐22
h+	  ubp15::kanMX6	  cdc10-‐129
h+-‐	  ubp15::kanMX6	  cdc25-‐22
h-‐	  ubp2::kanMX6	  cdc10-‐129
h-‐	  ubp2::kanMX6	  cdc25-‐22
h+	  ubp16::hphMX6	  ubp15::	  kanMX6	  cdc10-‐129
h-‐	  ubp16::hphMX6	  ubp15::kanMX6	  cdc25-‐22
h	  ubp16::hph	  MX6ubp5::kanMX6	  cdc10-‐129
h-‐	  ubp16::hphMX6	  ubp5::kanMX6	  cdc25-‐22
h??	  ubp16::hphMX6	  ubp5:kanMX6	  ubp15::kanMX6	  cdc10-‐129
h	  ubp16::hph	  ubp5::kanMX6	  ubp15::kanMX6	  cdc25-‐22
h.??	  ubp16:3Flag:kanMX6
h.??	  ubp2:3Flag:kanMX6
h-‐	  ubp16:13Myc:hphMX6
h	  ubp15:13Myc:hphMX6
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp16
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp2
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp8
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp15
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp5
h	  nmt1-‐3x:kanMX6	  ubp16:13Myc:hphMX6
h	  nmt1-‐3x:kanMX6	  ubp15:13Myc
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp16	  cdc10-‐129
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp16	  cdc25-‐22
h+	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp16	  cdc17-‐K12
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp2	  cdc10-‐129
h-‐	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp2	  cdc25-‐22
h+	  nmt1-‐41:kanMX6	  ubp2	  cdc17-‐K12
h-‐	  rev1::natMX6
h+	  rhp18::kanMX6
h+	  rhp8::kanMX6
h	  ubc13::kanMX6
h	  ubp2::kanMX6	  rhp18::kanMX6
h	  ubp2::kanMX6	  rad8::kanMX6
h	  ubp2::kanMX6	  ubc13::kanMX6
h90	  ubp16:GFP:kanMX6

65.01
64.68
65.20
66.08
65.46
63.27
63.29
63.31
66.15
66.17
66.11
66.13
64.52
64.50
66.28
66.30
66.19
66.21
66.57
66.54
63.33
62.19
66.07
66.34
63.37
63.35
65.31
65.33
65.35
66.40
66.38
64.58
64.56
64.60
64.64
64.62
64.66
64.34
61.48
61.46
61.47
62.21
62.24
62.23
61.27

Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr.	  Vazquez
Dr.	  Vazquez
Dr.	  Vazquez
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr.	  Bueno
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h90	  ubp15:GFP:kanMX6
h+	  ubp16:GFP:kanMX6	  cdc10-‐129	  
h+	  ubp16:GFP:kanMX6	  cdc25-‐22
h+	  ubp16:GFP:kanMX6.cdc17-‐K12
h-‐	  ubp15::kanMX6	  pREP3x-‐ubp15:3Flag
h-‐	  ubp15::kanMX6	  pREP3x-‐ubp15CS:3Flag
h+	  PCNA:3Flag:kanMX6
h	  PCNA:3Flag:kanMX6	  ubp16:13Myc:hphMX6
h	  cut11:mRFP
h	  ubp16:GFP:kanMX6:cut11:mRFP:hph
ubp16:mRFP:kanMX6
h	  PCNA:3Flag:kanMX6	  ubp15:13Myc:hphMX6
h	  ubp16:mRFP	  ubp15:GFP:kanMX6
h	  nmt1-‐3x:kanMX6	  ubp16:13Myc	  hphMX6	  ubp15::kanMX6
h	  nmt1-‐3x:kanMX6	  ubp15:13Myc:hphMX6	  ubp16::hph	  MX6
ubp15::ubp15:GFP-‐HA-‐kanMX6	  ubp16::hphMX6
ubp5::kanMX	  ubp15::kanMX6	  ubp16::hphMX6	  cdc25.22
ubp5::kanMX	  ubp15::kanMX6	  ubp16::hphMX6	  cdc10.129
h+	  ubp5:13Myc:hphMX6
h-‐	  nmt1-‐3x	  ubp5	  kanMX6
h??	  ubp16::hphMX6	  PCNA:3Flag
h-‐	  nmt1-‐3xkanMX	  ubp5:13Myc:hphMX6
h+	  ubp5:13Myc:hphMX6	  PCNA:3Flag:kanMX6
h+	  fp105::kanMX4
fp105::kanMX	  nmt1-‐3x:kanMX6	  ubp5:13MyckanMX6
fp105::kanMX4	  ubp5:13MychphMX6
h	  -‐	  nmt1-‐3xkanmMX6	  ubp6
h	  -‐	  nmt1-‐3xkanmMX6	  ubp9
h	  -‐	  nmt1-‐3xkanmMX6	  ubp14
h	  -‐	  nmt1-‐3xkanmMX6	  ubp12
h	  -‐	  nmt1-‐3xkanmMX6	  ubp8
h-‐	  ubp16::hphMX6	  pREP3xubp16+

h-‐	  ubp16::hph	  pREP3x	  ubp16	  CS
h-‐	  ubp15::kanMX	  ubp16::hph	  PCNA:3Flag:kanMX6
h-‐	  ubp5:mRFP_NLS:kanMX6
h+	  ubp5:GFP_NLS:kanMX6
h-‐	  ubp5	  mRFP_NES:kanMX6
ubp15	  mRFP_NES:kanMX6
ubp15	  GFP_NLS:	  kanMX6
h-‐	  ubp5:GFP	  KanMX6
h-‐	  ubp5:mRFP	  KanMX6
h+	  ubp15:RFP	  NLS	  KanMX6
ubp15::KanMX6	  ubp16::hph	  PCNA:3FlagKanMX6	  cdc25.22
h-‐	  ubp12::KanMX6	  ubp15::KanMX6
ubp12::KanMX6	  ubp15::KanMX6	  ubp16::hphMX6

61.28
65.40
65.37
65.38
69.63
69.65
66.09
66.24
66.26
66.32
66.42
66.46
66.44
66.48
66.50
66.52
66.54
66.57
66.59
66.60
66.62
66.67
66.69
66.73
67.04
67.15
69.69
69.71
69.73
69.74
69.76
67.02
67.03
67.06
66.74
67.09
67.13
67.17
67.19
67.21
67.23
67.25
67.30
70.33
70.36

Dr.	  Bueno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr	  Moreno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr	  Moreno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
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Este	  trabajo
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Este	  trabajo
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Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo



Tabla	  4:	  Cepas	  de	  S.	  cerevisiae	  u0lizadas	  en	  este	  tabajo.

Tabla	  5:	  Cepas	  de	  E.	  coli	  u0lizadas	  en	  este	  trabajo.

Los	  experimentos	  de	  sobre-‐expresión	  de	  genes	  bajo	  el 	  control	  del	  promotor	  nmt1	  
(del	  inglés	  No	  Message	   in	   Thiamine),	  se	  llevaron	   a	  cabo	   creciendo	   las 	  células	  en	  
MM	   líquido	  con	  6amina,	  a 	  una	  concentración	  de	  5	  μg/ml,	  para	  reprimir	  la 	  expre-‐
sión	  controlada	  por	  el	  promotor	  nmt1.	  Para 	  inducir	  la 	  expresión	  de	  los 	  genes	  a	  es-‐
tudio,	   se	  eliminó	  la	  6amina	  residual	  del	  medio	  de	  cul6vo.	  Para 	  ello,	   se	  recogieron	  
las	  células	  por	  centrifugación	  y	  se	  lavaron	  hasta	  tres	  veces	  con	  MM	  sin	  6amina.	  Fi-‐
nalmente,	  las	  células	  se	  resuspendieron	  en	  MM	   sin	  6amina,	   a	  la 	  densidad	  óp6ca	  
adecuada	  para	  obtener	  2-‐4x106	   células/ml	  en	  el	  momento	  en	  el	  que	  comenzaba	  la	  
inducción	  del	  gen	  a	  estudio	  (aproximadamente	  unas	  12-‐14	  horas	  después)	   (Maun-‐
drell	  1990;	  Maundrell	  1993).

Para	  el	  crecimiento	  en	  medio	  sólido,	  se	  u6lizaron	   los	  mismos	  medios	  de	  cul6vo	  a	  
los	  que	  se	  les	  añadió	  agar	  al	  2%.	  Las	  placas	  fueron	  incubadas	  entre	  25-‐36ᵒC	  depen-‐
diendo	  del	  mutante.

El	  medio	   de	  cul6vo	  u6lizado	  para	  realizar	   los	  cruces	  entre	  cepas,	   fue	  extracto	  de	  
malta	  (MEA).

Las	  cepas	  de	  levadura	  se	  conservaron	  por	  periodos	  no	  superiores	  a	  dos	  meses	  a 	  4ᵒC	  
en	  placas 	  de	  agar	  con	  el	  medio	  adecuado.	  Para	  periodos 	  prolongados,	  se	  conserva-‐
ron	  a	  -‐80ᵒC	  en	  una	  solución	  de	  glicerol	  al	  20%.
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W303	  MATa	  rad5+	  bar1::leu2
W303	  MATa	  rad5+	  bar::leu2	  ubp10::hphMX6
W303	  MATa	  rad5+	  bar1::leu2	  ∆ubp10	  GAL1ubp16:3Flag
W303	  MATa	  rad5+	  bar1::leu2	  Gal1.10	  ubp163:Flag
W303	  MATa	  rad5+	  bar1::leu2	  Gal1.10	  ubp16CS:3Flag
W303	  MATa	  rad5+	  bar1::leu2	  ubp10::hphMX	  ubp16CS:3Flag

55.33
61.33
65.21
65.60
65.62
65.64

Dr.	  Bueno
Dr.	  Bueno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo

Geno>po Origen

Dh5α
BL21

CIC
CIC



ii.	  Medios	  y	  condiciones	  de	  culLvo	  para	  el	  crecimiento	  de	  S.	  cerevisiae

Para	  las	  técnicas 	  básicas	  de	  manipulación	  de	  S.cerevisiae,	  referirse	  a	  Guthrie	  y	  Fink	  
(1991)	  y	  para	  las	  técnicas 	  generales	  de	  biología	  molecular,	  a	  Sambrook	  y	  colabora-‐
dores	  (1989).

Las	  células	  de	  S.cerevisiae	  se	  cul6varon	  en	  medio	  rico	  YPAD	  (1%	  extracto	  de	  levadu-‐
ra,	  2%	  bactopeptona,	  0.004%	  adenina	  y	  2%	  glucosa)	   a	  30ᵒC.	  Los	  experimentos	  en	  
medio	  líquido	  se	  iniciaron	  con	  cul6vos 	  creciendo	  en	  fase	  exponencial	  a	  0.5	  x107	  cé-‐
lulas/ml.

En	  el	  caso	  de	  los 	  experimentos	  de	  inducción	  en	  galactosa,	  las	  células	  se	  crecieron	  
en	  medio	  YP	   (2%	  bactopeptona,	  1%	   extracto	   de	  levadura)	   suplementado	   con	  2%	  
rafinosa 	  y	  0.05%	  glucosa	  a	  30ᵒC,	  hasta 	  que	  los	  cul6vos	  alcanzaron	  la	  fase	  exponen-‐
cial	  (1	  x107	   células/ml).	  Para	  inducir	  la	  expresión	  del	  promotor	  GAL1	  se	  suplementó	  
con	  galactosa	  al	  2%.

Para	  el	  crecimiento	  en	  medio	  sólido,	  así	  como	  su	  conservación	  para	  periodos	  cortos	  
y	  largos,	  se	  u6lizaron	  las	  mismas	  condiciones	  que	  las	  descritas	  para	  S.	  pombe.

iii.	  Medios	  y	  condiciones	  de	  culLvo	  para	  el	  crecimiento	  de	  E.	  coli

Las	  dis6ntas	  es6rpes	  de	  E.	  coli	  se	  crecieron	  a 	  37ᵒC,	  en	  los	  medios	  y	  condiciones	  de	  
cul6vo	  descritos	  en	  Sambrook	  y	  colaboradores	  (1989).

2.	  TÉCNICAS	  DE	  TRANSFORMACIÓN	  EN	  LEVADURAS	  Y	  
BACTERIAS

Transformación	  de	  S.	  pombe:	  Las	  cepas	  de	  levadura	  se	  hicieron	  competentes	  según	  
el	  método	  de	  acetato	  de	  li6o	  y	  se	  transformaron	  con	  las	  dis6ntas	  construcciones	  de	  
ADN	  mediante	  choque	  térmico	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  Moreno	  et	  al	  (1991).

Transformación	  de	  S.	  cerevisiae:	  Todas 	  las	  cepas	  transformantes	  de	  la 	  levadura	  de	  
gemación,	  se	  construyeron	  mediante	  la	  técnica	  de	  modificación	  génica	  de	  un	  solo	  
paso	  mediada	  por	  PCR,	  descrita	  en	  Long6ne	  et	  al.,	  1998.

Transformación	  de	  E.	  coli:	  El	  método	  de	  transformación	  se	  realizó	  según	  el	  proce-‐
dimiento	  descrito	  por	  Kushner	   (1978).	  Para	  incorporar	  plásmidos	  a	  cepas	  de	  E.coli	  
receptoras,	  también	  se	  llevó	  a	  cabo	  la	  “transformación	  del	  minuto”	  según	  el	  proto-‐
colo	  diseñado	  por	  Golub	  (1988).
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3.	  ENSAYOS	  DE	  SENSIBILIDAD	  A	  AGENTES	  GENOTÓXICOS

3.1	  Ensayo	  de	  gota	  en	  S.	  pombe

Para	  comprobar	   la	  sensibilidad	  de	  los	  mutantes 	  construidos	  a 	  diferentes 	  6pos	  de	  
drogas	  que	  causan	  daño	  en	  el	  ADN,	  se	  realizó	  un	  ensayo	  de	  sensibilidad	  con	  dichas	  
cepas	  mutantes,	  así	  como	  con	  una	  cepa	  silvestre	  como	  control.	  Las	  cepas	  a	  analizar	  
fueron	  crecidas	  en	  medio	  rico	  a	  25ᵒC	  hasta	  que	  alcanzaron	  una	  densidad	  óp6ca	  de	  
1	  a	  λ=595	  nm	  (lo	  que	  corresponde	  a	  un	  cul6vo	  en	  fase	  exponencial	  con	  107	  células/
ml).	  Posteriormente	  se	  contó	  el	  número	  de	  células 	  de	  cada	  uno	  de	  los	  cul6vos	  y	  se	  
realizaron	  diluciones	  seriadas	  de	  los 	  mismos,	  desde	  108	   células/ml	  hasta	  104	   célu-‐
las/ml.	  7μl 	  de	  esas	  diluciones,	  se	  inocularon	  en	  forma	  de	  gota	  en	  varias	  placas	  de	  
medio	  rico	  sólido	   con	  diferentes 	  drogas	  a	  varias	  concentraciones	  (según	   se	   indica	  
en	  cada	  experimento),	  de	  manera 	  que	  en	  la 	  primera	  gota	  se	  inocularon	  108	  células	  
y	  en	  la	  úl6ma	  104	  células.	  Cada	  una	  de	  las	  placas	  se	  incubó	  a	  una 	  temperatura 	  dife-‐
rente,	  en	  un	  rango	  de	  temperatura	  desde	  25ᵒC	  hasta	  36ᵒC,	  para	  una	  vez	   crecidas,	  
analizar	  la	  sensibilidad	  de	  cada	  una	  de	  las	  cepas	  mutantes.

3.2	  Ensayo	  de	  gota	  en	  S.	  cerevisiae

Las	  cepas	  u6lizadas	  se	  cul6varon	  en	  placas 	  frescas	  de	  YPAD	  a	  25ᵒC.	  Se	  picaron	  va-‐
rias 	  colonias	  y	  se	  inocularon	  en	  1ml	  de	  agua	  miliQ,	  a 	  fin	  de	  contar	  células 	  y	  obtener	  
una 	  primera	  dilución	  de	  108	   células/ml.	  A	   con6nuación,	   se	  hicieron	  diluciones	  se-‐
riadas	  desde	  108	   hasta	  104	   células/ml.	  7μl	  de	  cada	  dilución	  se	  inocularon	  en	  forma	  
de	  gota	  en	  placas	  control	  de	  YPAD	  o	  YP	  más	  galactosa,	  y	  en	  placas	  de	  YPAD	  o	  YP	  con	  
galactosa,	  conteniendo	  dis6ntas	  concentraciones	  de	  los	  agentes	  genotóxicos,	  según	  
se	  especifica	  en	  cada	  experimento	  correspondiente.	  Las	  placas	  se	  incubaron	  duran-‐
te	  2	  ó	  3	  días	  a	  25ᵒC,	  según	  el	  6po	  de	  agente	  genotóxico.

3.3	  Ensayo	  en	  placas	  microVter	  para	  S.	  pombe

Cuando	   la	  sensibilidad	  a	  estudiar,	  dependía	  de	  las	  condiciones	  de	  sobre-‐expresión	  
de	  una	  determinada	  proteína,	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  ensayo	  de	  sensibilidad	  en	  medio	  
líquido	  en	  placas	  micro:ter	  de	  96	  pocillos;	  placas	  en	  las	  que	  sí	  es	  posible	  cambiar	  el	  
medio	  a 	  las	  células	  (con	  y	  sin	  6amina	  para	  producir	  la	  sobre-‐expresión),	  a	  diferen-‐
cias	  de	  las	  placas	  Petri	  con	  medio	  sólido	  u6lizadas	  en	  el	  tradicional	  ensayo	  de	  gota.	  

Para	  ello	  se	  par6ó	  de	  cul6vos	  saturados	  en	  YES	  de	  cada	  una	  de	  las	  cepas 	  de	  interés,	  
junto	  con	  una	  cepa	  silvestre	  como	  control.	  De	  cada	  cul6vo	  saturado,	  se	  sembró	  1μl	  
por	  duplicado	  en	  dos	  columnas	  diferentes	  de	  una	  misma	  placa	  micro:ter	   (una	  con	  
150μl	  de	  MM	  con	  6amina	  a	  una	  concentración	  de	  5	  μg/ml	  y	  otra	  con	  el	  mismo	  vo-‐
lumen	  pero	  sin	  6amina),	  dejándolas	  crecer	  a 	  30ᵒC	  durante	  toda	  la	  noche.	  Tras	  la	  
incubación	  se	  centrifugaron	  y	  lavaron	  las	  células	  hasta	  tres	  veces 	  con	  MM,	  con	  el	  fin	  
de	  eliminar	  toda	  la	  6amina	  del	  medio.	  Una	  vez	  lavadas	  las	  células,	  se	  añadió	  a	  una	  
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de	  las	  columnas	  de	  nuevo	  MM	  más	  6amina	  y	  a	  la	  otra	  MM	  sin	  6amina,	  dejándolas	  
crecer	  en	  esas	  condiciones	  a 	  30ᵒC	  durante	  14	  horas	  (6empo	  suficiente	  para	  produ-‐
cir	  la	  sobre-‐expresión	  de	  las	  proteínas	  de	  interés).	  A	  con6nuación,	  por	  medio	  de	  un	  
replicador	  se	  pasó	  a	  cada	  una	  de	  las	  cepas	  crecidas	  en	  las	  dos	  condiciones	  (con	  y	  sin	  
6amina),	   a	  sus	  correspondientes	  placas 	  de	  MM	   con	  y	   sin	  6amina,	   con	  diferentes	  
drogas.	  Por	  úl6mo,	  las	  placas	  se	  incubaron	  en	  una 	  estufa	  a 	  30ᵒC	  controlando	  su	  cre-‐
cimiento	  mediante	  análisis	  en	  un	  espectofotómetro	  Ultra	  Evolu:on	  TECAN	  cada	  12	  
horas.

4.	  SINCRONIZACIÓN	  DE	  CULTIVOS

Para	  estudiar	  un	  determinado	  proceso	  biológico	  a	  lo	  largo	  del	  ciclo	  celular,	  es	  nece-‐
sario	  que	  las	  células	  del 	  cul6vo	  estén	  sincronizadas,	  para	  que	  avancen	  a	  la	  vez	  por	  
cada	  una	  de	  las 	  fases	  del	  ciclo.	  Dicha	  sincronía	  en	  la 	  levadura	  de	  fisión,	  se	  puede	  
conseguir	  de	  diferentes	  maneras,	  como	  por	  ejemplo	  mediante	  el	  uso	  de	  mutantes	  
de	  ciclo	  (los	  cuales	  se	  paran	  en	  momento	  determinado	  del	  ciclo	  a	  una 	  temperatura	  
restric6va),	  eliminando	  el	  N2	   del	  medio	  de	  cul6vo,	  o	  mediante	  técnicas	  que	  selec-‐
cionen	  específicamente	  las	  células	  que	  están	  en	  un	  momento	  determinado	  del	  ciclo	  
celular,	  como	  la	  elutriación.	  A	  con6nuación	  describiremos	  las 	  u6lizadas	  para	  la	  rea-‐
lización	  de	  este	  trabajo.

i.	  Sincronización	  en	  la	  Fase	  G1

Para	  sincronizar	  o	  bloquear	  las	  células	  en	  G1	  en	  S.	  pombe,	   u6lizamos	  el	  mutante	  
termosensible	  cdc10-‐129.	  El	  gen	  cdc10+	   codifica	  un	  factor	  de	  transcripción	  necesa-‐
rio	  para	  que	  tenga	  lugar	  la	  expresión	  de	  genes	  requeridos	  para	  el	  inicio	  de	  la	  repli-‐
cación	  del	  ADN,	  de	  ahí	  que	  los	  mutantes	  cdc10-‐129 	  cuando	  se	  incuban	  a	  la	  tempe-‐
ratura	  restric6va	  de	  36ᵒC,	  se	  bloqueen	  en	  la	  fase	  G1.

Para	  llevar	  a 	  cabo	  experimentos	  de	  “bloqueo	  y	  liberación”	  en	  este	  punto	  del	  ciclo,	  
se	  par6ó	  de	  células	  del	  mutante	  cdc10-‐129	  creciendo	  exponencialmente	  a	  25ᵒC.	  A	  
con6nuación,	  esas	  células	  se	   incuban	  durante	  4	  horas	  a	  la	  temperatura	  restric6va	  
de	  36ᵒC,	  para	  inducir	  su	  parada	  en	  G1.	  Tras	  ese	  6empo	  se	  liberaron	  las	  células	  de	  
ese	  bloqueo	  mediante	  su	  incubación	  de	  nuevo	  a	  25ᵒC.

ii.	  Sincronización	  en	  la	  Fase	  G2

La	  sincronización	  de	  las	  células	  en	  la	  Fase	  G2	  del	  ciclo	  celular,	  la	  conseguimos	  u6li-‐
zando	  el 	  mutante	  termosensible	  cdc25-‐22.	  La	  proteína	  Cdc25	  es 	  la 	  responsable	  de	  
la 	  ac6vación	  de	  los	  complejos	  mitó6cos	  Cdc2/Cdc13	  necesarios	  para	  el	  inicio	  de	  la	  
mitosis;	  de	  manera	  que	  en	   el	  mutante	  termosensible	  cdc25-‐22,	   a	  la	   temperatura	  
restric6va	  de	  36ᵒC,	  se	  inac6va	  dicha	  proteína 	  y	  por	  lo	  tanto	  se	  produce	  un	  bloqueo	  
en	   G2	  por	   ser	  incapaz	   de	  entrar	   en	  mitosis.	  De	  nuevo	  la	  liberación	  del	  cul6vo	   se	  
consiguió	  incubándolo	  otra	  vez	  a	  25ᵒC.
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iii.	  Sincronización	  en	  Fase	  S

El	  bloqueo	  en	  Fase	  S,	  se	  llevo	  a	  cabo	  a	  través	  del	  mutante	  cdc17-‐K12,	  mutante	  que	  
a	  su	  temperatura	   restric6va	  de	  36ᵒC	   (durante	  4	  horas)	   inac6va	  la 	  ADN	   ligasa	  del	  
mismo	  nombre,	  produciendo	  un	  bloqueo	  en	  dicha	  Fase.	  Una	  vez	  más,	  la 	  liberación	  
se	  produjo	  reincubando	  el	  cul6vo	  a	  25ᵒC.

iv.	  Sincronización	  del	  culLvo	  en	  G2	  por	  elutriación

La	  elutriación	   es 	  una	  técnica	  que	  permite	   separar	   células	  de	  diferentes	  tamaños	  
mediante	  centrifugación.	  En	  nuestro	   caso	   nos 	  quedamos	  con	   las	  células 	  más	  pe-‐
queñas	  que	  son	  las	  que	  se	  encuentran	  al	  inicio	  de	  la 	  Fase	  G2.	  La 	  centrífuga 	  u6lizada	  
fue	  Beckman	  Coulter	  Avan:-‐JM	  Centrifuge.

5.	  TÉCNICAS	  DE	  MANIPULACIÓN	  DE	  ÁCIDOS	  NUCLEICOS

5.1	  Construcción	  de	  plásmidos	  de	  ADN	  recombinante

Los	  plásmidos	  y	  construcciones	  u6lizados	  en	  este	  trabajo	  se	  detallan	  en	  la	  Tabla	  6.

Estas	  construcciones	  se	  amplificaron	  por	  transformación	  de	  células 	  competentes	  de	  
E.	  coli	  (DH5α),	  seleccionando	  las	  colonias 	  transformantes	  con	  la 	  resistencia	  asocia-‐
da	  a	  cada	  vector	  (generalmente	  a	  ampicilina).	   La	  confirmación	  de	  que	  las 	  colonias	  
contenían	  el	  plásmido	  deseado,	  se	  realizó	  mediante	  el	  aislamiento	  del	  ADN	  plasmí-‐
dico	  a 	  par6r	  de	  esas 	  células	  y	  su	  análisis	  con	  enzimas 	  de	  restricción	  y	  electroforesis	  
de	  los 	  fragmentos	  de	  ADN	  obtenidos.	  Posteriormente	   además,	   se	  corroboró	  me-‐
diante	  la	  secuenciación	  de	  dicho	  ADN.

5.2	  Aislamiento	  de	  ADN	  plasmídico	  a	  parLr	  de	  células	  de	  E.	  coli

La	  obtención	  de	  ADN	  plasmídico	  a 	  par6r	  de	  E.	  coli	  a 	  pequeña	  escala,	  se	  llevó	  a 	  cabo	  
mediante	   el	  método	   de	   la	   lisis 	  alcalina	   (Birnboim	   and	   Doly	   1979),	   conocido	   co-‐
múnmente	  como	  “Minipreperación”.	  Para	  obtener	  una	  preparación	  de	  ADN	  de	  más	  
calidad,	  por	  ejemplo	  para	  su	  secuenciación,	  este	  ADN	  se	  trató	  con	  el	  sistema	  Pure	  
Yield	  Plasmid	  Miniprep	  System	   (Promega).	  Para	  la	  obtención	  de	  ADN	  de	  calidad	  a	  
gran	  escala	  (Maxiprep)	  se	  empleó	  el 	  sistema	  comercial	  Pure	  Yield	  MaxiPrep	  System	  
(Promega).	  En	  todos	  los	  casos	  se	  siguieron	  las	  especificaciones	  del	  fabricante.

5.3	  Aislamiento	  de	  ADN	  genómico	  de	  S.pombe	  y	  de	  S.	  cerevisiae

La	  extracción	  de	  ADN	  genómico	  en	  ambas	  levaduras	  se	  realizó	  siguiendo	  el	  mismo	  
protocolo	  en	  ambos	  casos.

Se	  recogieron	  las	  células	  por	   centrifugación	  a	  par6r	  de	  cul6vos	  crecidos	  en	  medio	  
líquido.	  El	  pellet	   de	  células	   se	  resuspendió	   en	  200μl	   de	  tampón	   de	  lisis	   (100mM	  
NaCl,	  10mM	  Tris	  pH8.0,	  1mM	  EDTA,	  1%	  SDS,	  2%	  Triton).	  A	   con6nuación,	  se	  añadió	  
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200μl	  de	  bolas 	  de	  vidrio	  de	  0,45	  mm	  de	  diámetro	  e	  igual 	  volumen	  de	  fenol/cloro-‐
formo	  isoamílico	  (Ambion).	  Toda	  la	  mezcla	  se	  agitó	  en	  vórtex	  durante	  30	  segundos,	  
se	  añadió	  200μl	  de	  TE	  y	  después	  de	  mezclarlo	  una	  vez	  más	  en	  vórtex,	  se	  centrifugó	  
a	  máxima	  velocidad	  durante	  2	  minutos.	  El	  sobrenadante	  se	  recogió	  con	  cuidado	  de	  
no	  arrastrar	   la	   solución	   de	   fenol.	   Para	  precipitar	   el	  ADN	   se	  añadió	   etanol	  100%,	  
añadiendo	  el 	  doble	  de	  etanol	  del 	  volumen	  de	  sobrenadante	  recogido.	  Por	  úl6mo,	  
tras 	  lavar	  el	  pellet	  de	  ADN	  con	  etanol	  70%,	  éste	  se	  resuspendió	  en	  agua	  o	  en	  TE	  1X	  
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Nombre Origen

pFA6a-‐kanMX6
pFA6a-‐hphMX6
pFA6a-‐natMX6

pFA6a-‐GFPkanMX6
pFA6a-‐mRFPkanMX6
pFA6a-‐13Myc-‐kanMX6
pFA6a-‐3HA-‐kanMX6
pFA6a-‐3Flag-‐kanMX6
pFA6a-‐3Flag-‐hphMX6
pFA6a-‐P81	  nmt1
pFA6a-‐P41	  nmt1
pFA6a-‐P3nmt1

pGEMT
pGEX-‐6P-‐1

pGEX-‐6P-‐1-‐ubp16+3Flag:kanMX6
pGEX-‐6P-‐1-‐ubp16	  CS	  3Flag:kanMX6

YIPG3
YIPG3-‐ubp16+

YIPG3-‐ubp16	  CS
pREP3X

pREP3X-‐ubp16+

pREP3X-‐-‐ubp16	  CS
pREP3X	  -‐ubp15+

pREP3X-‐-‐ubp15	  CS
pREP41
pREP81

pFA6a-‐GFP-‐NES	  kanMX6
pFA6a-‐GFP-‐NLS	  kanMX6
pFA6a-‐mRFP-‐NES	  kanMX6
pFA6a-‐mRFP-‐NLS	  kanMX6

Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Promega
Dr.	  Bueno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr	  Bueno

Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr.	  Moreno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Dr.	  Moreno
Dr.	  Moreno
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo
Este	  trabajo

Tabla	  6:	  Vectores	  y	  plásmidos	  u0lizados	  en	  este	  trabajo.



con	  50μg/ml	  de	  RNAsa 	  y	  se	  incubó	  a	  37ᵒC	  durante	  1	  hora	  con	  el	  fin	  de	  degradar	  el	  
ARN.

5.4	  Determinación	  de	  la	  concentración	  de	  ácidos	  nucleicos

La	  concentración	   de	  ADN	   se	  determinó	  midiendo	   la 	  absorbancia	  a	  λ=260nm	   (en	  
cubeta	  de	  cuarzo)	  en	  un	  espectrofotómetro	  U-‐2001	  (Hitachi),	  y	  considerando	  la	  re-‐
lación	  de	  absorbancia	  a	  λ=260/280	  nm	  para 	  es6mar	  el	  grado	  de	  pureza	  de	  la 	  prepa-‐
ración.	  Posteriormente	  se	  corroboró	  la	  concentración	  de	  ADN,	  por	  medio	  del	  análi-‐
sis	  de	  la	  fluorescencia	  emi6da	  por	   la	  muestra,	   tras	   la	  electroforesis 	  en	   un	  gel	  de	  
agarosa	  (con	  bromuro	  de	  e6dio).

5.5	  DigesLón	  de	  ADN	  con	  endonucleasas	  de	  restricción

La	  diges6ón	  con	  enzimas	  de	  restricción	  permite	  la	  caracterización	  ~sica 	  de	  fragmen-‐
tos	  de	  ADN	  y	  por	  tanto,	   la	  comprobación	  de	  construcciones	  plasmídicas	  de	  ADN	  
recombinante.	   Las	  enzimas	  de	  restricción	   y	  el	  ADN	  se	  incubaron	  a	  37ᵒC	   o	  a	  25ᵒC	  
(según	  la	  enzima)	  en	  el	  tampón	  adecuado	  suministrado	  por	  el 	  fabricante	  junto	  con	  
las	  enzimas.	  Roche	   Diagnos:cs,	  Fermentas,	  Takara	  y	  New	  England	  Biolabs,	  fueron	  
las	  casas	   comerciales	  que	   suministraron	   las	  enzimas	  de	  restricción	   empleadas	  en	  
este	  trabajo.

5.6	  Tratamiento	  de	  fragmentos	  de	  ADN	  con	  fosfatasa	  alcalina

Este	  tratamiento	  se	  llevó	  a	  cabo	  para	  eliminar	  los	  grupos 	  fosfato	  de	  los	  extremos	  5’	  
del	  plásmido	  linearizado	  e	  impedir	  así	  su	  religación.	  Para	  ello,	  el	  plásmido	  lineariza-‐
do	  se	  incubó	  con	  fosfatasa	  alcalina	  (calf	  intes:ne	  alkaline	  phosphatase,	  Roche	  Diag-‐
nos:cs),	  en	  una	  proporción	  de	  una	  unidad	  de	  enzima	  por	  μg	  de	  ADN,	  en	  tampón	  
Tris-‐HCl	  50	  mM	   pH	   8.0,	  durante	  30	  minutos	  a	  37ᵒC.	  El	  plásmido	  defosforilado,	  se	  
some6ó	  a	  electroforesis	  en	  un	  gel	  de	  agarosa.	  La	  banda	  de	  interés	  se	  purificó	  tal	  y	  
como	  se	  describe	  en	  el	  apartado	  X.

5.7	  Electroforesis	  de	  fragmentos	  de	  ADN

Los	  fragmentos	  de	  ADN	  se	  separaron	  en	  función	  de	  su	  tamaño	  mediante	  electrofo-‐
resis	  en	  geles	  de	  agarosa,	  preparados	  a	  la	  concentración	  adecuada	  (entre	  el	  0,7%	  y	  
el	  1,5%,	  según	  el	  tamaño	  de	  los	  fragmentos	  a	  separar).	  A	   las	  muestras	  de	  ADN	  se	  
les	  añadió	  tampón	  de	  carga	  6x	  (glicerol	  al	  30%	  y	  el	  colorante	  azul	  de	  bromofenol	  al	  
0,25%)	   que	  permite	  seguir	   la 	  migración	  del	  ADN	  en	   los	  geles.	  La	  electroforesis	  se	  
llevó	  a 	  cabo	  a	  voltaje	  constante	  (60-‐100V)	  y	  se	  empleó	  como	  tampón	  de	  carrera	  TAE	  
(Tris-‐	  acetato	  40	  mM,	  EDTA	  1mM).	  Para	  la	  visualización	  del	  ADN,	  a 	  los 	  geles	  se	  les	  
añadió	  bromuro	  de	  e6dio	   (0,3	  μg/ml)	   (Sigma),	  ya	  que	  se	  intercala	  entre	  las	  bases	  
nitrogenadas	  del	  ADN	  y	  emite	  fluorescencia	  al	  exponerse	  a	  luz	  ultravioleta.	  Como	  
marcador	  de	  tamaño,	  se	  usó	  ADN	  1Kb	  ADN	  Ladder	   (Invitrogen)	  y	   las	  imágenes	  se	  
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captaron	  con	  una	  cámara	  digital	  acoplada	  al 	  analizador	  de	  imagen	  Gel	  Doc	  2000	  de	  
Bio-‐Rad.

5.8	  Purificación	  y	  ligación	  de	  fragmentos	  de	  ADN

La	  purificación	  de	  fragmentos	  de	  ADN	  a	  par6r	  de	  geles	  de	  agarosa,	  se	  llevó	  a	  cabo	  
cortando	  la 	  banda	  de	  interés 	  y	  procesándola	  con	  el	  sistema	  Jet	  Quick	  Gel	  Extrac:on	  
Spin	  kit	  de	  Genomed,	  según	  las	  instrucciones	  del	  fabricante.

Las	  construcciones	  de	  ADN	   recombinante	  se	  obtuvieron	  mediante	  ligación	   de	  los	  
fragmentos	  purificados	  (el	  inserto	  y	  el 	  vector	  plasmídico).	  En	  la	  reacción	  de	  ligación	  
se	  u6lizó	  la	  ligasa	  de	  ADN	  del	  fago	  T4,	  siguiendo	  las	  especificaciones 	  del	  fabricante	  
(Fermentas).	  La	  mezcla 	  de	  la	  ligación	  se	  u6lizó	  para	  transformar	  directamente	  célu-‐
las	  competentes	  de	  E.	  coli.

5.9	  Reacciones	  de	  amplificación	  de	  ADN	  (PCR)

Las	  reacciones	  de	  amplificación	  de	  ADN	   o	  PCR	  (del	  inglés 	  Polymerase	  Chain	  Reac-‐
:on,	   reacción	  en	   cadena	  de	  la	  polimerasa)	   se	   realizaron	  en	  un	  termociclador	  Mi-‐
nicycler	  de	   Eppendorf.	  Las	  condiciones	  programadas	   fueron	  diferentes	  en	  función	  
del	  tamaño	  de	  la	  secuencia	  a	  amplificar,	  así 	  como	  de	  los 	  oligonucleó6dos	  u6lizados.	  
La 	  PCR	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  presencia 	  de	  los	  oligonucleó6dos	  diseñados	  en	  cada	  caso,	  
el	   ADN	  molde,	  los 	  dNTPs	  (desoxinucleósidos	  trifosfato)	   y	   la	  Taq	   polimerasa	  (una	  
polimerasa	  termorresistente).	  Dependiendo	  de	  la 	  finalidad	  del	  producto	  de	  PCR,	  se	  
u6lizó	   la	  polimerasa	  High	  Fidelity	  de	  Roche	  Diagnos:cs,	   la	  Pfu	   de	  Stratagene	  o	  la	  
polimerasa	  de	  Biotools.	  El	  resultado	  de	  la	  PCR	  se	  analizó	  mediante	  electroforesis 	  en	  
un	  gel	  de	  agarosa	  y	   los	  productos	  obtenidos	  se	  purificaron	   usando	  el	  sistema	  Jet	  
Quick	  PCR	  Product	  Purifica:on	  Spin	  Kit	  de	  Genomed.

A	  con6nuación	  se	  detalla	  la 	  secuencia	  de	  los	  oligonucleó6dos	  u6lizados	  para	  la	  ob-‐
tención	  de	  construcciones 	  de	  ADN	  recombinante,	  su	  nombre	  y	  las	  aplicaciones	  para	  
las	  que	  fueron	  diseñados.

Lista	  de	  oligonucleóLdos	  uLlizados:

ubp2	  forward:
AGC	  TAA	  CAT	  TTA	  TCT	  AGT	  ACA	  TTA	  GGA	  AAG	  AGT	  ATC	  GAC	  ACA	  TAA	  TTG	  AAT	  GTG	  
TTC	  ACC	  GTG	  AAC	  ACA	  ATC	  TTC	  TGC	  TTC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp2+

ubp2	  reverse:
GAA	  AAA	  CGT	  TAC	  AAC	  TTC	  CAA	  CCT	  CCA	  TTC	  ATA	  GCA	  ATT	  GAT	  CAC	  GGA	  TGA	  TCC	  
ATC	  CTA	  GTT	  TTT	  ACC	  CTT	  CAC	  ATA	  GTT	  TGA	  ATT	  CGA	  GCT	  CGT	  TTA	  AAC
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp2+
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ubp2	  sec	  forward:
GCT	  GTA	  TTT	  GTG	  CAT	  CGT	  GG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp2+

ubp2	  entorno	  forward:
GCA	  TAC	  CTG	  GCT	  GGC	  ATA	  TG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp2+

ubp2	  entorno	  reverse:
CCG	  TAC	  CGA	  TGT	  ATA	  AAG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp2+

ubp1	  sec	  forward:
CAC	  CAT	  TTG	  GTA	  CAA	  CAA	  GT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp1+

ubp9	  sec	  forward:
AGC	  TTC	  CCT	  TTG	  CGT	  TCA	  CTT	  C
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp9+

ubp10	  sec	  forward:
GAC	  GAG	  TGC	  AAT	  TAT	  GTG	  G
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp10+

ubp12	  sec	  forward:
TCC	  TCC	  CAT	  TTG	  AAC	  AAC	  GC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ub12+

ubp15	  sec	  forward:
GTA	  CGC	  ATT	  TTC	  ATT	  CTA	  TC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp15+

ubp2	  nmt	  forward:
GGA	  CGT	  TTT	  TTC	  AAG	  TAT	  TTT	  TCA	  TAA	  TAA	  AAA	  ATT	  
TAA	  ATT	  TCT	  TTA	  TTA	  AAA	  TTA	  TTT	  ACA	  TCA	  AAC	  TAT	  AAA	  GAG	  GAG	  AAT	  TCG	  AGC	  
TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp2+

ubp2	  nmt	  reverse:
GAT	  GGA	  CTA	  TCA	  AAG	  ACG	  TCT	  AAA	  TCT	  TGA	  ATC	  AAC	  CGA	  TTA	  GGA	  CTT	  TTG	  CCA	  
ATT	  CGC	  AAG	  TTC	  TTT	  ACA	  GTT	  GCC	  ATG	  ATT	  TAA	  CAA	  AGC	  GAC	  TAT	  A
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp2+
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ubp15	  nmt	  forward:
AAT	  TAA	  TTG	  ACA	  ATT	  ATT	  TGT	  ACG	  CAT	  TTT	  CAT	  TCT	  ATC	  TTT	  GTT	  TTT	  GTT	  AAG	  
AAA	  CTG	  AAC	  AAG	  ATT	  GTA	  ATG	  ACA	  GCG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp15+

ubp15	  nmt	  reverse:
TGA	  CTT	  CTT	  CAG	  CGT	  CTA	  CAT	  TTG	  AAA	  GCA	  CCT	  AAC	  GTT	  AAG	  TCA	  GAC	  TAA	  GCT	  
CTC	  TAT	  GTA	  TAA	  AAA	  AGT	  AAA	  CTT	  ACC	  ATG	  ATT	  TAA	  CAA	  AGC	  GAC	  TAT	  A
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp15+

ubp1	  hph	  forward:
CCA	  TTC	  CCC	  CAA	  TTT	  TTT	  GCA	  ATT	  TAT	  AAG	  AGT	  GGA	  ACT	  TGA	  AGA	  AAC	  AAA	  AAT	  
ATA	  ACG	  AAT	  AAA	  TGA	  CCA	  TGT	  TTT	  GAG	  ACG	  GAT	  CCC	  CGG	  GTT	  AAT	  TAA
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp1+

ubp1	  hph	  reverse:
TCC	  AGT	  TTC	  ATA	  CAT	  ATT	  CAA	  ACA	  AAC	  GAC	  ATT	  AGC	  CTT	  TAG	  TTA	  GAG	  TAA	  AGT	  
TCA	  TAT	  CAC	  CTC	  TAT	  TAT	  ACG	  TCT	  CTG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp1+

ubp10	  hph	  forward:
CTTA	  GAC	  GAG	  TGC	  AAT	  TAT	  GTG	  GAA	  GAT	  ACT	  TCC	  ATA	  CGA	  CTT	  AGT	  AAC	  TGA	  AGT	  
TAT	  CGA	  TAG	  ATG	  GTA	  AAG	  CTT	  CAA	  AAC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp10+

ubp10	  hph	  reverse:
GAT	  AAA	  TAA	  AAT	  GAA	  TGT	  TTT	  TTA	  ATT	  TTG	  TCT	  CAC	  GTA	  GAG	  GAA	  ATT	  TTG	  TGA	  
GAA	  ATC	  CAA	  AAA	  TTC	  CAC	  ATA	  TTA	  ACA	  GAA	  TTC	  GAG	  CTC	  GTT	  TAA	  AC
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp10+

ubp15	  hph	  forward:
AAT	  TAA	  TTG	  ACA	  ATT	  ATT	  TGT	  ACG	  CAT	  TTT	  CAT	  TCT	  ATC	  TTT	  GTT	  TTT	  GTT	  AAG	  
AAA	  CTG	  AAC	  AAG	  ATT	  GTA	  ATG	  ACA	  GCC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  hph	  reverse:
TGA	  AAC	  AAA	  ATT	  GCT	  TGG	  CTT	  CTA	  GTA	  AAT	  GGC	  ACC	  GCT	  AAC	  ATT	  CAA	  ATT	  GGA	  
GGT	  TTA	  AAA	  AGG	  TGA	  TGT	  ATA	  AAC	  AAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp15+

ubp2	  sec	  5´reverse:
CAG	  GCT	  CTT	  CAA	  TTA	  ATG	  GC
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp2+
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ubp2	  sec	  3´	  reverse:
CCA	  CGA	  TGC	  ACA	  AAT	  ACA	  GC
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp2+

ubp1	  entorno	  reverse:
CCA	  CCT	  CTT	  CCT	  CGT	  CTT	  CG	  
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp1+

ubp2	  entorno	  reverse:
GAA	  AAA	  CGT	  TAC	  AAC	  TTC	  CAA	  C
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp2+

ubp3	  entorno	  reverse:
GTA	  TAT	  TCG	  GAG	  TAA	  GTT	  CC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp3+

ubp4	  entorno	  reverse:
GCA	  TTC	  TGT	  TCA	  ACA	  TAA	  CG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp4+

ubp6	  entorno	  reverse:
GTG	  AGA	  GTA	  AAC	  AAT	  GCC	  AC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp6+

ubp7	  entorno	  reverse:
CTA	  GTT	  ATG	  AGG	  TGA	  AAT	  GAC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp7+

ubp8	  entorno	  reverse:
ACG	  GTT	  CCA	  AAT	  CCA	  ATG	  CC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp8+

ubp9	  entorno	  reverse:
CAT	  ATG	  GAT	  AAA	  TAG	  AGC	  GC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp9+

ubp10	  entorno	  reverse:
CAA	  TCT	  GGT	  GTC	  TTG	  ATA	  CC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp10+

ubp11	  entorno	  reverse:
CAG	  ATA	  CGG	  TGG	  ATA	  CAT	  AC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp11+
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ubp12	  entorno	  reverse:
GTA	  ATA	  CCG	  ATA	  CTT	  TGT	  CG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp12+

ubp13	  entorno	  reverse:
CTA	  GTA	  GAC	  TAA	  CAT	  ATC	  GG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp13+

ubp14	  entorno	  reverse:
GAA	  AGA	  CTT	  AAA	  TCC	  GGG	  TC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp14+

ubp16	  entorno	  reverse:
AGT	  CTT	  ATG	  CAA	  TGC	  AGC	  GG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp16+

ubp15	  entorno	  reverse:
CAT	  ATA	  ATG	  CGA	  AGC	  GTG	  C
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp15+

ubp5	  entorno	  reverse:
TAT	  GCA	  TCC	  TCA	  AAA	  GAT	  GC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp5+

ubp3	  entorno	  forward:
CAC	  ACA	  ACA	  GCA	  GAA	  TAT	  CG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp3+

ubp4	  entorno	  forward:
TTG	  CCG	  TTT	  GCA	  TGA	  ACT	  CT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp4+

ubp6	  entorno	  forward:
GCT	  GAC	  TCT	  GGC	  GTT	  CTA	  CA
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp6+

ubp7	  entorno	  forward:
TCC	  TTT	  ACC	  GGA	  AGC	  AAC	  GC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp7+

ubp8	  entorno	  forward:
GGA	  CAC	  TCA	  AGA	  ACT	  ACG	  AA
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp8+
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ubp11	  entorno	  forward:
GTC	  GCA	  TTA	  CTC	  GAC	  AAC	  AT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp6+

ubp13	  entorno	  forward:
TGT	  GAG	  ACA	  GGA	  GGT	  TTA	  CA
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp13+

ubp14	  entorno	  forward:
CAG	  TAT	  AGG	  TAG	  ACT	  CGA	  CA
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp14+

ubp16	  entorno	  forward:
CTA	  TAG	  TGG	  CTG	  GTC	  ATT	  TC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp16+

ubp5	  entorno	  forward:
TGT	  GAT	  TGT	  TCA	  GCG	  CTT	  GT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp5+

ubp2	  hph	  forward:
GGA	  CGT	  TTT	  TTC	  AAG	  TAT	  TTT	  TCA	  TAA	  TAA	  AAA	  ATT	  TAA	  ATT	  TCT	  TTA	  TTA	  AAA	  TTA	  
TTT	  ACA	  TCA	  AAC	  TAT	  AAA	  GAG	  GAC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp2+

ubp2	  hph	  reverse:
AAA	  ACG	  TTA	  CAA	  CTT	  CCA	  ACC	  TCC	  ATT	  CAT	  AGC	  AAT	  TGA	  TCA	  CGG	  ATG	  ATC	  CAT	  
CCT	  AGT	  TTT	  TAC	  CCT	  TCA	  CAT	  AGT	  TTG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp2+

ubp13	  hph	  forward:
CAT	  TAG	  GTA	  AAC	  CTG	  GCT	  TGC	  TAT	  GAC	  CAA	  CAC	  TTC	  AAC	  TCC	  TAG	  AGA	  AAG	  AGG	  
TTA	  TAG	  TCA	  ACT	  GTT	  TGA	  AAT	  GAG	  AGC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp13+

ubp13	  hph	  reverse:
CAA	  TGA	  AAT	  TGA	  TTA	  CTA	  CCA	  TTT	  CAG	  TAA	  ATA	  TAT	  AAA	  CAA	  TCT	  TTT	  TTA	  AAA	  
AAA	  AGC	  CGA	  AGT	  AAT	  TTC	  CTA	  ATC	  ATG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp13+

ubp16	  hph	  forward:
TTT	  TTT	  TTC	  TTC	  TTT	  TCT	  AAC	  ATT	  TTT	  CTT	  CAT	  AAT	  TTC	  AAA	  TTT	  TTG	  ATT	  GCT	  TGT	  
TGT	  TTT	  TCC	  ATT	  CCG	  TTG	  TTG	  ACC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp16+
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ubp16	  hph	  reverse:
AAG	  AGA	  GAC	  ATT	  AGC	  ATA	  TTA	  AAA	  AAA	  AAG	  ATA	  GGC	  AAA	  AGG	  AAG	  CAA	  AAA	  
CTT	  TAA	  CTG	  CTC	  AAG	  CTA	  ACT	  GTA	  TCG	  CAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp5+

ubp5	  Kan	  forward:
ATT	  CAA	  ATC	  CAT	  TGT	  TTT	  ACA	  GTC	  ATT	  ACT	  TGT	  TCC	  TTT	  ATT	  ATT	  TGA	  AAG	  CCT	  CAC	  
AAC	  TAA	  AAA	  AAT	  TCT	  AAG	  ATT	  TCC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp5+

ubp5	  Kan	  reverse:
AAC	  CTG	  TAT	  AAA	  ACT	  TCA	  TGC	  ACC	  TTA	  TGC	  TCA	  ACA	  GGT	  AAG	  GAC	  CAA	  ACA	  ACC	  
AGC	  AAG	  GAT	  TGT	  AAA	  GCC	  TTT	  AAA	  TAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp5+

ubp4	  hph	  reverse:
GGT	  TAT	  GAA	  TGC	  TAA	  GTT	  GAA	  CAT	  TTA	  TTC	  AAT	  AAC	  TAT	  ATT	  TGA	  GGT	  TTA	  TTG	  
AAA	  ACA	  TTT	  TTC	  CTT	  TTT	  TTA	  TTT	  TGT	  TGA	  ATT	  CGA	  GCT	  CGT	  TTA	  AAC
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp4+

ubp7	  hph	  forward:
CTT	  TTT	  TCC	  TTG	  CAT	  TAA	  TTT	  ATC	  CAT	  TGA	  TTT	  CCT	  CCT	  TGT	  TGA	  TCG	  TCT	  TTT	  TTT	  
TGT	  CCC	  GTT	  TTC	  ATA	  TAT	  GCA	  TTA	  TAC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp7+

ubp7	  hph	  reverse:
CTT	  TGC	  ATT	  TTA	  AAG	  ATA	  AAA	  ACC	  AGG	  GGT	  ATT	  GAA	  AAA	  TAT	  TGT	  TAA	  GCT	  AAA	  
ATG	  AGG	  ATT	  TAA	  AGC	  AAT	  AGA	  AGT	  GAA	  TTC	  GAG	  CTC	  GTT	  TAA	  AC
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp7+

ubp3	  hph	  forward:
CTT	  TTG	  AAG	  AGC	  AAA	  GCG	  AAC	  GAC	  AGC	  CAA	  CCA	  TCA	  AAT	  TAG	  TAA	  ACA	  AGA	  GTT	  
CAA	  TCT	  TGC	  TAG	  AGT	  GTG	  CGT	  ATT	  TCC	  CGG	  ATC	  CCC	  GGG	  TTA	  ATT	  AA
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp3+

ubp3	  hph	  reverse:
GAG	  TTG	  TTT	  ATT	  GAA	  GAA	  TAC	  ACA	  AAA	  CAA	  TTA	  AGG	  TTT	  TTA	  TTG	  GTT	  AAT	  TTT	  
TTT	  TGG	  GAG	  GAA	  GGA	  ATC	  CAG	  ATG	  ACG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp3+

ubp4	  hph	  forward:
AAC	  CAA	  AAA	  AGG	  CTA	  TAG	  TCT	  TGT	  AGT	  ATT	  TGG	  TTC	  AAT	  TCA	  GGT	  TAA	  GTC	  GCC	  
AAC	  ACA	  AAT	  ACT	  CGG	  TTC	  TTC	  CTC	  GGC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp4+
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ubp5	  nmt	  forward:
ATT	  CAA	  ATC	  CAT	  TGT	  TTT	  ACA	  GTC	  ATT	  ACT	  TGT	  TCC	  TTT	  ATT	  ATT	  TGA	  AAG	  CCT	  CAC	  
AAC	  TAA	  AAA	  AAT	  TCT	  AAG	  ATT	  TCG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp4+

ubp16	  nmt	  forward:
TTT	  TTT	  TTC	  TTC	  TTT	  TCT	  AAC	  ATT	  TTT	  CTT	  CAT	  AAT	  TTC	  AAA	  TTT	  TTG	  ATT	  GCT	  TGT	  
TGT	  TTT	  TCC	  ATT	  CCG	  TTG	  TTG	  ACG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp16+

ubp16	  nmt	  reverse:
ACG	  GGA	  TTT	  TTA	  AGC	  AAA	  TCA	  TCT	  AGT	  GAA	  TGC	  TTG	  ACT	  GCA	  AAA	  TCT	  AGT	  GAC	  
TGT	  CCT	  TGT	  AAA	  GTA	  GCA	  AGC	  GAC	  ATG	  ATT	  TAA	  CAA	  AGC	  GAC	  TAT	  A
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp16+

ubp9	  hph	  forward:
GAG	  CGC	  GTG	  AAA	  GCT	  TCC	  CTT	  TGC	  GTT	  CAC	  TTC	  CCC	  GCT	  GTG	  CTT	  GGT	  TTG	  TAA	  
ACT	  TAG	  CAT	  CCT	  TTA	  GTT	  CAA	  CTC	  AGC	  CGG	  ATC	  CCC	  GGG	  TTA	  ATT	  AA
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp9+

ubp9	  hph	  reverse:
ATA	  TAA	  AGT	  AAA	  ACG	  ATG	  AGA	  GAT	  GAA	  AAC	  ATT	  AAA	  AGA	  ATT	  TCT	  CGA	  AAA	  GTG	  
TAA	  TAA	  AAA	  ACA	  CAA	  ATA	  AGA	  ATT	  CTG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp9+

ubp12	  kanMX	  forward:
CTC	  TTA	  TCC	  TCC	  CAT	  TTG	  AAC	  AAC	  GCA	  ATT	  TTC	  CAT	  ATT	  GAG	  CTG	  GAC	  TTG	  TTG	  
ACA	  TCG	  ACA	  AAA	  GAG	  ACT	  TCA	  TTT	  TAT	  CGG	  ATC	  CCC	  GGG	  TTA	  ATT	  AA
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp12+

ubp12	  kanMX	  reverse:
TTA	  GTC	  ACA	  TTG	  ACA	  AGA	  ACC	  GTT	  TTT	  TAA	  TTA	  GCA	  TAT	  CAA	  AGA	  TTG	  ATG	  CAG	  
TAA	  GTA	  CTA	  GTA	  TTG	  AAA	  ATT	  TCA	  TTG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp12+

ubp16	  Flag	  forward:
CTT	  CAT	  CGT	  CTA	  AAC	  ACA	  AGC	  TAA	  ACA	  CCG	  AAA	  ACA	  CGG	  TTA	  CCA	  AAA	  CTT	  CTA	  
ATA	  AAA	  AAC	  GGA	  GAA	  AAA	  TTT	  CAT	  TTG	  GGG	  GAG	  GCG	  GGG	  GTG	  GA
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  HA	  KanMX	  reverse:
AAG	  AGA	  GAC	  ATT	  AGC	  ATA	  TTA	  AAA	  AAA	  AAG	  ATA	  GGC	  AAA	  AGG	  AAG	  CAA	  AAA	  
CTT	  TAA	  CTG	  CTC	  AAG	  CTA	  ACT	  GTA	  TCG	  CAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+
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ubp16	  Flag	  KanMX	  reverse:
AAG	  AGA	  GAC	  ATT	  AGC	  ATA	  TTA	  AAA	  AAA	  AAG	  ATA	  GGC	  AAA	  AGG	  AAG	  CAA	  AAA	  
CTT	  TAA	  CTG	  CTC	  AAG	  CTA	  ACT	  GTA	  TCG	  CAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  TCG	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  GFP	  forward:
CTT	  CAT	  CGT	  CTA	  AAC	  ACA	  AGC	  TAA	  ACA	  CCG	  AAA	  ACA	  CGG	  TTA	  CCA	  AAA	  CTT	  CTA	  
ATA	  AAA	  AAC	  GGA	  GAA	  AAA	  TTT	  CAT	  TTC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  5´reverse:
GAT	  ATT	  GAA	  CCA	  ACG	  GTG
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  sec	  3´forward:
GAC	  GAT	  GAT	  TTC	  GTT	  TCC
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  GAL	  forward:
CGG	  GAT	  CCA	  TGT	  CGC	  TTG	  CTA	  CTT	  TAC	  A
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp16+	  en	  YIPG3

ubp16	  GAL	  reverse:
GCT	  CTA	  GAC	  CTC	  TAC	  ATT	  TGC	  AAA	  AAT	  TG
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp16+	  en	  YIPG3

nmt41	  sec	  forward:
GTA	  AGT	  GCC	  TTA	  GCA	  TGT	  TA
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  promotor	  nmt1+

nmt41	  sec	  reverse:
ATG	  CCA	  GGA	  TTC	  CTC	  TTC	  CT
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  promotor	  nmt1+

ubp6	  del	  forward:
ATA	  ATT	  TGC	  AAA	  GAA	  TTA	  CAA	  AAA	  AAA	  TTA	  TAT	  TGG	  GCT	  TAA	  ACA	  AGT	  ATT	  TCT	  
TTC	  ATT	  AAT	  TAC	  AAA	  AAC	  CAT	  TTA	  TGC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp6+

ubp6	  del	  reverse:
TTG	  ATA	  TGA	  TAC	  GTT	  CTA	  GTT	  CTT	  TTC	  CCA	  TAA	  TAA	  ACA	  GTC	  AAA	  AGA	  AGG	  TTT	  
TAA	  AAA	  AAA	  ATA	  AAG	  AAA	  TCG	  TAA	  GCG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp6+
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ubp8	  del	  forward:	  
GTT	  CGT	  CTA	  TTG	  TTG	  TCG	  TTT	  CAC	  CCT	  GCA	  TCG	  AAG	  CAG	  ATG	  CTT	  TTT	  AGT	  CTG	  
AAA	  GGC	  CAA	  TTT	  TGT	  ACG	  TAT	  CAA	  GGC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp8+

ubp8	  del	  reverse:
AAT	  AAG	  GAA	  CCT	  TTG	  AGT	  CAA	  TTA	  CTT	  TAC	  ATG	  GTT	  CAT	  AAT	  GAT	  TGT	  TCA	  TGA	  
ACG	  GAT	  ATC	  TGA	  TCG	  CAT	  AAT	  CTA	  ACG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp8+

ubp11	  del	  forward:
TTT	  TTT	  CTT	  TTG	  TAA	  ATT	  ATA	  TTC	  TCT	  GTT	  ACC	  TCT	  AAT	  AAT	  TTC	  TTT	  TCC	  CTA	  ATT	  
CTT	  CAT	  TGC	  ATG	  CAT	  TCA	  TTA	  TCC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
ubp11	  del	  reverse:	  TCA	  GTC	  GGA	  ATC	  ATT	  AGG	  AGA	  AAT	  ATC	  AAG	  AAT	  TTT	  TTA	  TTA	  
AGG	  TAC	  AAA	  AAC	  GTA	  TAC	  GAT	  TAA	  CTA	  GCA	  TAT	  ATG	  CGG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  
AAA	  C
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp11+

ubp14	  del	  forward:
AAG	  ATG	  CAC	  GTA	  TAT	  TAT	  TAA	  CTA	  ATG	  TTA	  ATA	  TTC	  TGC	  CTA	  CCT	  CAT	  GTC	  CAT	  CCA	  
TCC	  ATA	  AAC	  ACC	  TAT	  AGC	  AAC	  CCC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  5´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp14+

ubp14	  del	  reverse:
ACC	  AAA	  TTC	  TGC	  TCA	  ACC	  CAA	  AAT	  TCA	  ATA	  AGA	  CGC	  TCC	  GAT	  GAT	  TGC	  TAT	  TAA	  
AAA	  AAA	  AAA	  AAT	  GAT	  ATA	  AAT	  TAA	  TGG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  3´para	  delecionar	  el	  gen	  ubp14+

ubp16	  sec	  420	  forward:
CAG	  TTG	  ATG	  ACT	  CAA	  ACT	  CC
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  sec	  850	  forward:
CCT	  CCT	  TGG	  CAG	  ATT	  CCT	  TA
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  GAL	  XbaI:
GCT	  CTA	  GAA	  TGT	  CGC	  TTG	  CTA	  CTT	  TAC	  A
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp16+	  enYIPG3

ubp1	  ent	  forward:
CAC	  CAT	  TTG	  GTA	  CAA	  CAA	  GT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp1+
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ubp9	  ent	  forward:
AGC	  TTC	  CCT	  TTG	  CGT	  TCA	  CTT	  C
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp9+

ubp10	  ent	  forward:
GAC	  GAG	  TGC	  AAT	  TAT	  GTG	  G
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp10+

ubp12	  ent	  forward:
TCC	  TCC	  CAT	  TTG	  AAC	  AAC	  GC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp12+

ubp15	  ent	  forward:
GTA	  CGC	  ATT	  TTC	  ATT	  CTA	  TC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  ubp15+

ubp8	  nmt	  forward:
GTT	  CGT	  CTA	  TTG	  TTG	  TCG	  TTT	  CAC	  CCT	  GCA	  TCG	  AAG	  CAG	  ATG	  CTT	  TTT	  AGT	  CTG	  
AAA	  GGC	  CAA	  TTT	  TGT	  ACG	  TAT	  CAA	  GGG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp8+

ubp8	  nmt	  reverse:
TGG	  GTA	  CAG	  ATC	  TTT	  TGA	  TAG	  TTT	  TCA	  ACA	  TCC	  GCC	  GGT	  TTA	  AGT	  TTA	  AGA	  TGC	  
TGG	  CAA	  CCT	  TCT	  ACA	  TCC	  CCA	  GGC	  ATG	  ATT	  TAA	  CAA	  AGC	  GAC	  TAT	  A
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp8+

ubp5	  nmt	  reverse:
GAG	  TCT	  ACT	  AAA	  GTT	  TCA	  CCC	  GTG	  ACC	  TAA	  ACA	  TTA	  TAA	  GTT	  AGA	  ATG	  GTC	  CGA	  
GAT	  ATCAAC	  AAA	  AAC	  TTC	  AAT	  ACC	  ATG	  ATT	  TAA	  CAA	  AGC	  GAC	  TAT	  A
Oligo	  para	  introducir	  el	  promotor	  nmt1	  delante	  del	  gen	  ubp5+

nmt41	  sec	  F:
AGG	  AAG	  AGG	  AAT	  CCT	  GGC	  AT
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  promotor	  nmt1+

ubp8	  sec	  reverse:
AGC	  GAC	  GTG	  GGA	  CAA	  ACT	  AA
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp8+

ubp15	  sec	  reverse:
GGT	  TCC	  TGA	  GAG	  CTT	  TCT	  TC
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp8+

Materiales	  y	  métodos

114



ubp5	  sec	  reverse:
CAC	  ACT	  AAG	  TGG	  TCA	  CAC	  C
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp5+

ubp16	  CS	  forward:
CTC	  GGT	  AAT	  ACT	  AGT	  TTC	  ATG	  AAT	  TCA	  GTA	  C
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp16+

ubp16	  CS	  reverse:
GTA	  CTG	  AAT	  TCA	  TGA	  AAC	  TAG	  TAT	  TAC	  CGA	  G
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp16+

Pcn1	  tag	  reverse	  2:
AAA	  AGT	  AAA	  CAA	  AAG	  TAT	  GTT	  TAT	  AAT	  GAT	  GCT	  AGC	  TCG	  TCA	  ATT	  GCA	  AAG	  AGA	  
TTA	  CTA	  AAA	  GAT	  ATT	  GAT	  TCC	  GTA	  ATG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  AAA	  C
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  pcn1+

ubp16	  Myc	  forward:
CTT	  CAT	  CGT	  CTA	  AAC	  ACA	  AGC	  TAA	  ACA	  CCG	  AAA	  ACA	  CGG	  TTA	  CCA	  AAA	  CTT	  CTA	  
ATA	  AAA	  AAC	  GGA	  GAA	  AAA	  TTT	  CAT	  TTC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+

Pcn1	  tag	  forward:
CAC	  TTC	  TTG	  TGG	  AGT	  ATA	  AAA	  TGG	  AAT	  CCG	  GAT	  TTT	  TAC	  GAT	  TTT	  ATC	  TTG	  CCC	  
CAA	  AAA	  TTG	  GTG	  AGG	  AGG	  ATG	  AGG	  AGG	  GGG	  GAG	  GCG	  GGG	  GTG	  GA
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  pcn1+

Pcn1	  sec	  forward:
CAC	  GCT	  GAA	  ACA	  ACA	  TAC	  CG
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  pcn1+

Pcn1	  sec	  reverse:
CTC	  TTA	  CGC	  GGT	  TAG	  CCA	  TA

ubp15	  Myc	  hph	  forward:
CAC	  ATA	  TCT	  TGG	  GAC	  TCG	  ATC	  ATC	  CAC	  CAG	  CTA	  ATG	  GTA	  GTG	  CTC	  AAT	  ACC	  ATG	  
GTA	  TGG	  ACC	  AAG	  CAA	  TAA	  GAA	  TGA	  AAC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  Myc	  hph	  reverse:
GA	  AAC	  AAA	  ATT	  GCT	  TGG	  CTT	  CTA	  GTA	  AAT	  GGC	  ACC	  GCT	  AAC	  ATT	  CAA	  ATT	  GGA	  
GGT	  TTA	  AAA	  AGG	  TGA	  TGT	  ATA	  AAC	  AAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  TCG	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp15+
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ubp15	  sec-‐end	  forward:
ACG	  GCT	  GCA	  AAA	  ACG	  ATT	  GG
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp15+

Xma	  ubp16-‐GST	  forward:
CTT	  CCC	  GGG	  TAT	  GTC	  GCT	  TGC	  TAC	  TTT	  AC
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp16+	  en	  pGEX-‐6P-‐1

Xma	  ubp16-‐GST	  reverse:	  
CC	  CCC	  CGG	  GCT	  ACT	  TGT	  CAT	  CGT	  CAT	  C
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp16+	  en	  pGEX-‐6P-‐1

ubp5	  sec	  end	  forward:
GCT	  CGC	  ACA	  CAG	  TAT	  CCA	  GA
Oligo	  para	  secuenciar	  el	  gen	  ubp15+

ubp5	  Myc	  hph	  forward:
ACG	  GTA	  CAT	  TGG	  CTT	  TGG	  ATC	  GTG	  CTA	  AGA	  AAG	  ATA	  GTA	  AGA	  AGC	  CGA	  ATA	  TAC	  
TCG	  ACC	  GTG	  CTA	  TTC	  AGA	  TGA	  AAA	  ATC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp15+

ubp5	  Myc	  hph	  reverse:
AAC	  CTG	  TAT	  AAA	  ACT	  TCA	  TGC	  ACC	  TTA	  TGC	  TCA	  ACA	  GGT	  AAG	  GAC	  CAA	  ACA	  ACC	  
AGC	  AAG	  GAT	  TGT	  AAA	  GCC	  TTT	  AAA	  TAG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  TCG	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp15+

ubp16	  wt	  forward:
CTC	  GGT	  AAT	  ACT	  TGT	  TTC	  ATG	  AAT	  TCA	  GTA	  C
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp16+

ubp16	  wt	  reverse:
GTA	  CTG	  AAT	  TCA	  TGA	  AAC	  AAG	  TAT	  TAC	  CGA	  G
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp16+

GFP_NES	  forward:
GGC	  ATG	  GAT	  GAA	  CTA	  TAC	  AAA	  GCA	  GCT	  GCC	  TTA	  GCG	  TTA	  AAG	  CTA	  GCT	  GGG	  TTG	  
AAT	  ATC	  TAG	  GGC	  GCG	  CCA	  CTT	  CTA	  AAT	  AAG	  CG
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NES

GFP_NLS	  forward:
GGC	  ATG	  GAT	  GAA	  CTA	  TAC	  AAA	  GCT	  GCT	  GCA	  CCA	  AAA	  AAG	  AAG	  CGT	  AAG	  GTC	  
GGC	  TAG	  GGC	  GCG	  CCA	  CTT	  CTA	  AAT	  AAG	  CG
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NLS
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RFP_NES	  forward:
G	  GGC	  CGC	  CAC	  TCC	  ACC	  GGC	  GCC	  GCA	  GCT	  GCT	  TTA	  GCA	  TTA	  AAA	  CTA	  GCT	  GGA	  
TTA	  AAT	  ATA	  TAA	  GGC	  GCG	  CCA	  CTT	  CTA	  AAT	  AAG	  CG
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NES

RFP_NLS	  forward:
G	  GGC	  CGC	  CAC	  TCC	  ACC	  GGC	  GCC	  GCT	  GCT	  GCA	  CCA	  AAA	  AAA	  AAA	  CGT	  AAA	  GTT	  
GGA	  TAA	  GGC	  GCG	  CCA	  CTT	  CTA	  AAT	  AAG	  CG
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NLS

RFP_NLS	  reverse:
CG	  CTT	  ATT	  TAG	  AAG	  TGG	  CGC	  GCC	  TTA	  TCC	  AAC	  TTT	  ACG	  TTT	  TTT	  TTT	  TGG	  TGC	  
AGC	  AGC	  AGC	  GGC	  GCC	  GGT	  GGA	  GTG	  GCG	  GCC	  C
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NLS

GFP_NES	  reverse:
CG	  CTT	  ATT	  TAG	  AAG	  TGG	  CGC	  GCC	  CTA	  GAT	  ATT	  CAA	  CCC	  AGC	  TAG	  CTT	  TAA	  CGC	  
TAA	  GGC	  AGC	  TGC	  TTT	  GTA	  TAG	  TTC	  ATC	  CAT	  GCC
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NES

GFP_NLS	  reverse:
CG	  CTT	  ATT	  TAG	  AAG	  TGG	  CGC	  GCC	  CTA	  GCC	  GAC	  CTT	  ACG	  CTT	  CTT	  TTT	  TGG	  TGC	  
AGC	  AGC	  TTT	  GTA	  TAG	  TTC	  ATC	  CAT	  GCC
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NLS

RFP_	  NES	  reverse:
G	  GGC	  CGC	  CAC	  TCC	  ACC	  GGC	  GCC	  GCA	  GCT	  GCT	  TTA	  GCA	  TTA	  AAA	  CTA	  GCT	  GGA	  
TTA	  AAT	  ATA	  TAA	  GGC	  GCG	  CCA	  CTT	  CTA	  AAT	  AAG	  CG
Oligo	  para	  clonar	  la	  señal	  de	  localización	  NES

ubp16	  seq	  244	  forward:
CTT	  CAG	  GAA	  CAA	  GGG	  GTG	  ATG
Oligo	  para	  sequenciar	  el	  gen	  ubp16+

ubp16	  seq	  167	  forward:
GCC	  GTA	  AGT	  CAT	  TTT	  CAG	  CG
Oligo	  para	  sequenciar	  el	  gen	  ubp16+

sp105	  entorno	  forward:
CAG	  CAG	  GTA	  GCT	  GAA	  GTC	  TC
Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  fp105+

sp105	  entorno	  reverse:
CAG	  AAG	  ATT	  CTC	  CAA	  GCC	  AG
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Oligo	  para	  comprobar	  la	  deleción	  del	  gen	  fp105+

GFP-‐NES/NLS	  forward:
CCG	  GAT	  CCC	  CGG	  GTT	  AAT	  TAA	  CGG	  CGG	  CCG	  CGG	  AAT	  GAG	  TAA	  AG
Oligo	  para	  comprobar	  la	  señal	  NES/NLS

GFP-‐NES/NLS	  reverse:
TGG	  CGC	  GCC	  GGT	  ACC	  GGG	  CCC	  CCC	  CTC	  GAG	  GT
Oligo	  para	  comprobar	  la	  señal	  NES/NLS

UBP15	  3Flag	  forward:
CAC	  ATA	  TCT	  TGG	  GAC	  TCG	  ATC	  ATC	  CAC	  CAG	  CTA	  ATG	  GTA	  GTG	  CTC	  AAT	  ACC	  ATG	  
GTA	  TGG	  ACC	  AAG	  CAA	  TAA	  GAA	  TGA	  AAG	  GGG	  GAG	  GCG	  GGG	  GTG	  GA
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp16+

ubp15	  CS	  forward:
CCA	  AGG	  TGC	  AAC	  GAG	  TTA	  TAT	  GAA	  CTC	  GCT	  AC
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp15+

ubp15	  CS	  reverse:
GTA	  GCG	  AGT	  TCA	  TAT	  AAC	  TCG	  TTG	  CAC	  CTT	  GG
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp15+

Xma	  ubp15GST	  forward:
CTT	  CCC	  GGG	  TAT	  GGT	  GCT	  TTC	  AAA	  TGT	  AG
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp15+	  en	  pGEX-‐6P-‐1

ubp2	  13Myc	  forward:
TAA	  CAT	  TTA	  TCT	  AGT	  ACA	  TTA	  GGA	  AAG	  AGT	  ATC	  GAC	  ACA	  TAA	  TTG	  AAT	  GTG	  TTC	  
ACC	  GTG	  AAC	  ACA	  ATC	  TTC	  TGC	  TTC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp12+

ubp2	  13Myc	  reverse:
AAA	  ACG	  TTA	  CAA	  CTT	  CCA	  ACC	  TCC	  ATT	  CAT	  AGC	  AAT	  TGA	  TCA	  CGG	  ATG	  ATC	  CAT	  
CCT	  AGT	  TTT	  TAC	  CCT	  TCA	  CAT	  AGT	  TTG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  TCG	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp12+

ubp8	  13	  Myc	  forward:
CAG	  ATT	  ATA	  GTT	  ACC	  TAT	  TAT	  TTT	  ACC	  ATG	  AGC	  GTC	  AAA	  TCC	  TAT	  ACA	  GTG	  ATG	  
AAA	  TGA	  CTG	  TTA	  AAA	  CGG	  AAA	  ATC	  GGA	  TCC	  CCG	  GGT	  TAA	  TTA	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp8+
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ubp8	  13Myc	  reverse:
AAT	  AAG	  GAA	  CCT	  TTG	  AGT	  CAA	  TTA	  CTT	  TAC	  ATG	  GTT	  CAT	  AAT	  GAT	  TGT	  TCA	  TGA	  
ACG	  GAT	  ATC	  TGA	  TCG	  CAT	  AAT	  CTA	  ACG	  AAT	  TCG	  AGC	  TCG	  TTT	  TCG	  A
Oligo	  para	  e6quetar	  el	  gen	  ubp8+

ubp15	  sec	  4F:
CAG	  CCG	  ATA	  AAA	  GTG	  AAT	  CCC
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  sec	  5F:
GTT	  AGA	  GTT	  GAC	  CTT	  CCA	  A
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  sec	  6F:
GAT	  ATG	  GCT	  CGA	  GCA	  GTG
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  sec	  7F:
GAC	  TTA	  TCA	  CGG	  TTG	  CAT	  G
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  sec	  1F:
GAA	  TAC	  GCG	  TCC	  GTT	  TTC	  TTA	  G
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

ubp15	  sec	  2R:
CAG	  TTG	  GAT	  CCT	  GAA	  CAT	  TCG

ubp15	  sec	  3F:
CCT	  ACC	  GAT	  AAT	  GAT	  GAT	  TC
Oligo	  para	  secuencir	  el	  gen	  ubp15+

Xma	  REP	  ubp15unspl	  F:
TCC	  CCC	  CGG	  GAT	  GGT	  AAG	  TTT	  ACT	  TTT	  TTA	  
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp15+	  en	  pREP3X

Xma	  REP	  ubp15splic	  F:
TCC	  CCC	  CGG	  GAT	  GGT	  GCT	  TTC	  AAA	  TGT	  AG
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp15+	  en	  pREP3X

XbaI	  YIPG3	  ubp15splic	  F:
GCT	  CTA	  GAA	  TGG	  TGC	  TTT	  CAA	  ATG	  TAG
Oligo	  para	  clonar	  el	  gen	  ubp15+	  en	  pREP3X
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ubp15	  G124C	  forward:
CAATTCATTAGTGCATCATGAACCCGAC
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp15+

ubp15	  G124C	  reverse:
GTCGGGTTCATGATGCACTAATGAATTG
Mutagénesis	  dirigida	  del	  gen	  ubp15+

5.10	  Secuenciación	  de	  ADN

Las	  construcciones	  de	  ADN	   recombinante	  obtenidas,	  en	   las	  que	  el	  inserto	  fue	  so-‐
me6do	   a	  amplificación	  por	   la 	  técnica 	  de	  PCR,	  fueron	  comprobadas	  mediante	   se-‐
cuenciación.	  La	  secuenciación	  de	  ADN	  se	  realizó	  de	  forma	  automá6ca	  u6lizando	  un	  
secuenciador	  ABI	  Prism	  377	  de	  Perkin-‐Elmer	  en	  el	  Servicio	  de	  Análisis	  Genómico	  del	  
Centro	  de	  Inves6gación	  del	  Cáncer.

5.11	  Extracción	  de	  ARN	  total	  y	  RT-‐PCR

La	  obtención	  de	  ARN	   total	  se	  realizó	  empleando	  el	  sistema	  RNeasy	  Kit	  (Quiagen)	  
siguiendo	   las	  recomendaciones	  del	  fabricante.	  La	  síntesis	  de	  ADNc	  se	  llevó	  a	  cabo	  
con	  el	  sistema	  SuperScript	  First-‐Strand	  Kit	  (Invitrogen).	  

El	   análisis	  mediante	  RT-‐PCR	   (del	  inglés	  Real	  Time-‐Polymerase	  Chain	   Reac:on	   )	   se	  
llevó	  a	  cabo	  con	  el	  iQ5	  Mul:color	  Real-‐Time	  PCR	  Detec:on	  System	  (Bio-‐Rad).

6.	  CITOMETRÍA	  DE	  FLUJO	  (FACS)

La	  citometría 	  de	  flujo	  o	  FACS	  (del	  inglés	  Fluorescence-‐Ac:vated	  Cell 	  Sor:ng)	  permi-‐
te	  determinar	  el	  contenido	  de	  ADN	  de	  las	  células,	  lo	  que	  nos	  informa	  acerca	  de	  la	  
fase	  del	  ciclo	  celular	  en	  que	  se	  encuentran.

Este	  análisis	  permite	  diferenciar	  dis6ntas	  poblaciones	  dentro	  de	  las	  parnculas	  anali-‐
zadas,	  en	  nuestro	  caso	  células	  de	  S.	  pombe,	  en	  función	  de	  su	  tamaño	  y	  de	  su	  con-‐
tenido	  en	  ADN.	  Para 	  determinar	  el	  contenido	  en	  ADN	  de	  las	  células,	  se	  empleó	  co-‐
mo	  fluorocromo	  el	  yoduro	  de	  propidio	  (Sigma),	   que	  se	  une	  a	  la 	  doble	  cadena	  de	  
ADN.	  Este	  análisis	  por	  FACS	  se	  realizó	  en	  un	  equipo	  FACScalibur	  (Becton-‐Dickinson).

En	  el 	  perfil	  de	  FACS	  npico	  de	  células	  de	  S.	  pombe	  creciendo	  asincrónicamente,	  sólo	  
se	  aprecia 	  claramente	  un	  pico	  de	  contenido	  2C	  de	  ADN,	  como	  consecuencia 	  de	  la	  
corta	  duración	  de	  las	  fases	  G1	  y	  S	  en	  el 	  ciclo	  celular	  de	  esta	  levadura,	  y	  de	  que	  la	  
citoquinesis	  se	  completa	  cuando	  la	  Fase	  S	  casi	  ha	  sido	  completada.

La 	  preparación	  de	  las 	  muestras	  para	  su	  análisis	  por	  FACS	  se	  llevó	  a	  cabo	  del	  siguien-‐
te	  modo:	  se	  recogieron	  muestras	  de	  107	  células	  por	  centrifugación,	  se	  lavaron	  con	  1	  
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ml	  de	  agua	  miliQ	  estéril	  y	  se	  resuspendieron	  en	  1	  ml	  de	  etanol	  al	  70%	  para	  su	  fija-‐
ción.	  Hasta	  el	  momento	  de	  su	  análisis	  fueron	  guardadas	  a	  4ᵒC.	  La	  mitad	  de	  las	  célu-‐
las	  fijadas	  fueron	  lavadas	  con	  1	  ml	  de	  citrato	  sódico	  50mM.	  A	  con6nuación,	  se	  re-‐
suspendieron	  e	  incubaron	  en	  0,5	  ml	  de	  citrato	  sódico	  50	  mM	  con	  50	  μg	  de	  RNAsa	  
(Roche)	   durante	  2	  horas	  a 	  37ᵒC.	  Finalmente,	  se	  añadió	  0,5	  ml	  de	  citrato	  sódico	  50	  
mM	  y	  2	  μg	  de	  yoduro	  de	  propidio	  para	  analizar	  las	  muestras.

7.	  TÉCNICAS	  DE	  PROTEÍNAS

7.1	  Preparación	  de	  extractos	  proteicos

Se	  siguieron	  dos	  métodos	  diferentes	  para	  la	  preparación	  de	  extractos	  proteicos	  to-‐
tales,	  en	  función	  del 	  des6no	  final	  de	  los	  mismos.	  En	  el	  caso	  de	  ser	  u6lizados	  para 	  un	  
simple	  análisis 	  de	  proteínas,	  se	  procedió	  a	  una	  extracción	  en	  condiciones	  desnatu-‐
ralizantes,	  mientras	  que	  la 	  extracción	  en	  condiciones	  na6vas	  fue	  el	  método	  u6liza-‐
do	  para	  los	  estudios	  de	  interacciones	  entre	  proteínas	  (coinmunoprecipitaciones).

i.	  Preparación	  de	  extractos	  proteicos	  de	  S.	  pombe:	  condiciones	  desnaturali-‐
zantes

Se	  recogieron	  en	  cada	  caso	  8	  densidades	  óp6cas	  de	  células 	  por	  centrifugación.	  Se	  
lavaron	  2	  veces	  con	  5ml	  de	  TCA	  (ácido	  tricloro	  acé6co)	  al	  20%	  y	  se	  resuspendieron	  
en	  100μl	  de	  TCA	   a	  la 	  misma	  concentración.	  En	  este	  punto	  se	  pueden	  congelar	   las	  
células	  a	  -‐80ᵒC	   indefinidamente,	  o	  se	  puede	  proceder	  directamente	  a	  la 	  prepara-‐
ción	  de	  los	  extractos	  totales.

Para	  la	  preparación	  de	  los	  extractos	  totales	  de	  proteínas,	   se	  añadieron	  200mg	  de	  
Ballo:ni	  con	  el	  fin	  de	  romper	  las 	  células	  mediante	  el	  uso	  de	  un	  aparato	  Fast-‐Prep	  
(Bio101)	  durante	  10	  segundos	  a	  una	  potencia	  de	  5.5.	  Esta 	  operación	  se	  repi6ó	  tres	  
veces.	  Los	  extractos	  totales	  se	  recogieron	  añadiendo	  200μl	  de	  TCA	  al	  5%.	  A	   con6-‐
nuación	  se	  centrifugaron	  a	  3000rpm	  durante	  5min,	   para 	  producir	  la	  precipitación	  
de	  los	  extractos 	  con	  el	  TCA.	  El 	  sobrenadante	  fue	  eliminado	  mientras	  que	  el	  pellet	  de	  
proteínas	  fue	  resuspendido	  en	  100μl	  de	  tampón	  de	  carga 	  (Tris-‐HCl	  pH	  6,8,	  80mM,	  
DTT	  5mM,	  SDS	  2%,	  glicerol	  7,5%,	  EDTA	  5mM,	  azul	  de	  bromofenol	  0,002%)	  y	  en	  50μl	  
de	  TRIS	  base.	  Antes 	  de	  la	  carga	  en	  el	  gel	  de	  acrilamida,	  se	  hirvieron	  las	  muestras	  a	  
100ᵒC	  durante	  5	  min	  y	  se	  centrifugaron	  a	  máxima	  velocidad	  durante	  1	  minuto.

ii.	  Preparación	  de	  extractos	  proteicos	  de	  S.	  cerevisiae:	  condiciones	  desna-‐
turalizantes

Para	   la	  preparación	   de	  los 	  extractos 	  proteicos	  de	  S.	  cerevisia,	   se	  siguió	  el	  mismo	  
protocolo	  que	  para	  S.	  pombe,	   con	  la	  única	  diferencia	  de	  que	  sólo	  se	  recogieron	  5	  
densidades	  óp6cas	  de	  células	  en	  cada	  caso.
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iii.	  Preparación	  de	  extractos	  proteicos	  de	  S.	  pombe:	  condiciones	  naLvas

En	  esta	  ocasión	  el	  número	  de	  células	  recogidas 	  por	  centrifugación	  fue	  de	  tal.	  Estas	  
células	  se	  congelaron	  inmediatamente	  en	  nitrógeno	  líquido	  o	  hielo	  seco	  y	  se	  alma-‐
cenaron	  a	  –80ᵒC	  hasta	  su	  procesamiento.	  Con	  el	  fin	  de	  preparar	   los	  extractos,	  se	  
resuspendieron	  las	  células	  en	  el	  tampón	  HB	  (MOPS	  25	  mM,	  MgCl2	  15	  mM,	  DTT	  1	  
mM,	  Tritón-‐X100	  1%,	  EGTA	   5	  mM)	   con	  los	  inhibidores	  de	  proteasas	  leupep6na	  10	  
μg/ml,	  apro6nina	  10	  μg/ml	  y	  PMSF	  100	  μM.	  A	  con6nuación,	  se	  añadieron	  750	  mg	  
de	  bolas	  de	  vidrio	  Ballo:ni	  (0,4	  mm	  Sigma)	  y	  se	  rompieron	  en	  un	  aparato	  Fast-‐Prep	  
(Bio101)	   durante	  15	  segundos	  a	  una	  potencia 	  de	  4,	  operación	  que	  se	  repi6ó	  dos	  
veces.	  Los	  extractos 	  totales	  se	  recogieron	  en	  1	  ml	  de	  HB	  con	  los	  inhibidores	  de	  pro-‐
teasas.	  Para	  eliminar	  los 	  restos	  de	  membranas	  y	  paredes	  celulares,	  se	  centrifugaron	  
los	  extractos	  dos 	  veces	  durante	  10	  minutos	  a	  15000	  rpm	  a	  4ᵒC	  en	  una	  centrífuga	  
Microfuge®R	  (Beckman)	  y	  se	  desecharon	  los	  precipitados.	  La	  concentración	  de	  pro-‐
teína	  se	  determinó	  colorimétricamente	  u6lizando	  el	  sistema	  BCA	  (Pierce).

7.2	  Valoración	  de	  la	  concentración	  de	  proteína	  en	  los	  extractos	  tota-‐
les

Para	  cuan6ficar	   la	  concentración	  de	  proteína	  de	  los	  extractos	  totales	  u6lizamos	  el	  
sistema	  colorimétrico	  BCA	  (Pierce),	  siguiendo	  las	  indicaciones 	  del	  fabricante.	  La	  in-‐
tensidad	  de	  color	  de	  cada	  reacción	  colorimétrica,	  que	  depende	  de	  la	  can6dad	  de	  
proteína 	  presente	  en	  cada	  muestra,	  fue	  cuan6ficada	  en	  espectrofotómetro	  a 	  λ=562	  
nm.	  A	  con6nuación,	  la 	  concentración	  de	  proteínas	  de	  cada	  muestra,	  se	  determinó	  a	  
par6r	  de	  una	  recta	  patrón	  de	  concentraciones	  conocidas	  de	  albúmina	  sérica	  bovina	  
(BSA).

7.3	  Electroforesis	  de	  proteínas	  en	  SDS-‐PAGE

Mediante	  la	  electroforesis	  en	  una	  dimensión	  en	  geles	  de	  SDS-‐PAGE	   (del	  inglés	  So-‐
dium-‐Dodecyl	   Sulfate-‐PolyAcrilamide	   Gel	   Electrophoresis,	   geles 	  de	   SDS-‐poliacrila-‐
mida),	  se	  pueden	  separar	  las	  proteínas	  de	  una	  muestra	  en	  función	  de	  su	  peso	  mo-‐
lecular	   (Laemmli	  1970),	  ya	  que	  el	  SDS	   es	  un	  detergente	  aniónico	  que	  rodea	  a	  las	  
proteínas	  confiriéndoles	  una	  carga	  nega6va	  proporcional	  a	  su	  tamaño.

Los	   geles	  SDS-‐PAGE	   pueden	   contener	   dis6ntos	   porcentajes	  de	  poliacrilamida,	   de	  
manera	  que	  altos	  porcentajes	  de	  poliacrilamida	  son	  adecuados	  para	  separar	  pro-‐
teínas 	  de	  bajo	  peso	  molecular	  y	  viceversa.	  En	  nuestro	  caso	  los	  geles	  u6lizados 	  fue-‐
ron	  del	  10	  y	  del	  12%.

El	  volumen	  de	  extractos	  totales	  cargados	  en	  cada	  caso,	  fue	  de	  4μl	  para	  S.	  pombe	  y	  
8μl	  para	  S.	  cerevisiae,	  de	  una	  concentración	  no	  conocida.	  Como	  marcadores	  de	  pe-‐
so	  molecular,	  se	  cargaron	  marcadores	  preteñidos	  de	  Invitrogen.	  La 	  electroforesis 	  en	  
una 	  dimensión	  se	  llevó	  a 	  cabo	   u6lizando	   el	   sistema	  Mini-‐Protean	   de	  Bio-‐Rad,	  en	  
condiciones	  desnaturalizantes 	  debido	  al 	  tampón	  de	  carrera 	  empleado	   (Tris-‐HCl	  25	  
mM,	  glicina	  192	  mM,	  SDS	  0,1%,	  a	  pH	  8,3),	  con	  un	  voltaje	  constante	  (120V).	  Finali-‐
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zada	  la	  electroforesis,	  estos 	  geles	  se	  pueden	  fijar	  y	  teñir	  con	  azul	  de	  Coomassie,	  o	  
bien	   ser	   some6dos	  a 	  electrotransferencia	   e	   inmunodetección,	   por	   la	   técnica	  de	  
Western	  blot.

7.4	  Análisis	  de	  proteínas	  por	  la	  técnica	  de	  Western	  blot

Los	  geles	  SDS-‐PAGE	  se	  electrotransfirieron	  durante	  1,5	  horas	  a	  amperaje	  constante	  
(300mA)	  a	  una	  membrana	  de	  nitrocelulosa	  (Hybond	  ECL 	  de	  Amersham)	  u6lizando	  el	  
sistema	  Mini-‐Transblot	   de	   Bio-‐Rad.	   Empleamos	   como	   tampón	   de	   transferencia	  
CAPS	   (ácido	   3-‐(ciclohexil-‐amino)-‐1-‐propanosulfónico	   10	  mM,	   metanol	   10%,	   a	   pH	  
11).

A	  con6nuación,	  la	  membrana	  de	  nitrocelulosa	  fue	  saturada	  durante	  1	  hora	  a	  tem-‐
peratura	  ambiente	  o	  RT,	  (del	   inglés	  Room	  Temperature)	   en	  una	  solución	   con	   PBS	  
(tampón	  fosfato	  10	  mM	   pH	   7,2,	   NaCl	  145	  mM),	   leche	   en	  polvo	  al	  5%	   (Sveltesse	  
Nestlé)	  y	  detergente	  Tween-‐20	  al	  0,1%.

La	  inmunodetección	  de	  proteínas	  consiste	  en	   su	   detección	  u6lizando	   an6cuerpos	  
monoclonales	   o	   policlonales	  específicos	   (Tabla).	   Se	  u6lizan	   dos	  an6cuerpos,	   uno	  
primario	  que	  reconoce	  específicamente	  a	   la	  proteína 	  problema	  y	   otro	   secundario	  
que	  reconoce	  al	  anterior	  y	  que	  está 	  conjugado	  con	  una	  enzima,	  como	  la	  peroxidasa,	  
que	  cataliza	  la	  reacción	  de	  detección.	  La 	  incubación	  con	  el	  an6cuerpo	  primario	  se	  
llevó	  a	  cabo	  en	  la	  solución	  de	  bloqueo,	  bien	  a	  RT	  durante	  2	  horas,	  o	  a	  4ᵒC	  durante	  
toda	  la	  noche	  dependiendo	  del	  6po	  de	  an6cuerpo.	  Después	  del	  periodo	  de	  incuba-‐
ción,	  se	  lavó	  la	  membrana	  cuatro	  veces	  durante	  5	  minutos 	  con	  una	  solución	  de	  PBS	  
con	   Tween-‐20	   al	   0,1%.	  La	  incubación	   con	   el	  an6cuerpo	  secundario	   (an6-‐ratón	  o	  
an6-‐conejo	  conjugados 	  con	  peroxidasa	  de	  rábano,	  Amersham-‐Pharmacia)	  se	  realizó	  
también	  en	  la 	  misma	  solución	  de	  bloqueo	  durante	  una 	  hora	  a	  RT.	  El	  exceso	  de	  an6-‐
cuerpo	  se	  re6ró	  mediante	  tres	  lavados	  de	  5	  minutos	  en	  PBS	  con	  Tween-‐20	  al	  0,1%.	  
Antes	  de	  revelar,	  se	  re6ró	  el 	  exceso	  de	  detergente	  lavando	  la	  membrana	  dos	  veces	  
durante	  5	  minutos	  con	  PBS.	  Para	  revelar	  el	  Western	  blot	  se	  u6lizó	  en	  función	  de	  la	  
proteína,	  el	  sistema	  de	  quimioluminiscencia	  ECL	  (Amersham	  Pharmacia	  Biotech)	   o	  
el	  de	  Super	  Signal	  (Pierce),	  siguiendo	  las 	  indicaciones	  de	  los	  fabricantes.	  La	  quimio-‐
luminiscencia	   se	   detectó	   mediante	   exposición	   de	   películas	   de	   auto-‐radiogra~a	  
(Hyperfilm	  ECL	  de	  Amersham).

En	   la	  mayoría	  de	  los	  casos	  se	  cuan6ficó	  la	  intensidad	  de	  las	  bandas	  proteicas	  de	  
interés	  con	  el	  programa	  Quan:ty	  One	  de	  Bio-‐Rad.

7.5	  Tinción	  con	  Azul	  de	  Coomassie

Tras 	  la	  electroforesis,	  los	  geles	  de	  poliacrilamida	  se	  6ñeron	  con	  solución	  de	  azul	  de	  
Coomassie	  (azul	  de	  Coomassie	  al	  0,5%,	  metanol	  al	  20%	  y	  ácido	  acé6co	  al	  10%)	  du-‐
rante	  10	  minutos	  en	   agitación	  a 	  RT.	  A	   con6nuación	  se	  des6ñeron	  en	  solución	  de	  
des6nción	   (metanol	  al	  20%	  y	  ácido	  acé6co	  al	  10%)	  en	  agitación	  a	  RT,	  cambiando	  
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periódicamente	  dicha	  solución,	   hasta	  dis6nguir	   con	  ni6dez	   las	  bandas	  correspon-‐
dientes	  a	  las	  proteínas	  de	  interés.

7.6	  Inmunoprecipitación

Las	  inmunoprecipitaciones	  permiten	  purificar	  proteínas	  por	  su	  unión	  a	  un	  an6cuer-‐
po	  específico,	  formando	  inmuno-‐complejos.	  La	  purificación	  de	  estos	  inmuno-‐com-‐
plejos	  se	  realiza	  gracias	  a 	  la	  u6lización	  de	  las	  proteína	  A	  o	  G,	  ya	  que	  presentan	  afi-‐
nidad	  por	  la	  región	  constante	  de	  las	  cadenas	  de	  las	  inmunoglobulinas.

En	  todos	  los	  casos	  las	  inmunoprecipitaciones	  se	  realizaron	  a	  par6r	  de	  extractos	  de	  
proteínas	  obtenidos	  en	  condiciones	  na6vas,	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  el 	  apartado	  
correspondiente.

La 	  proteína	  PCNA-‐3Flag,	  se	  inmunoprecipitó	  a	  par6r	  de	  2mg	  de	  extractos	  celulares	  
totales.	   Se	  u6lizaron	  Dynabeads®	  Proteína	  G	  de	   Invitrogen	  (20μl/mg	   de	  proteína),	  
previamente	  equilibradas,	   las	  cuales	  fueron	   incubadas	  con	  el	  an6cuerpo	  an6-‐Flag	  
(2mg/mg	   extracto)	   durante	  30	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente.	  Posteriormente,	  
se	  añadió	   la	  can6dad	  de	  extracto	   indicada	  y	   se	  realizó	  una	  incubación	  durante	  3	  
horas	  a	  4ᵒC.	  Antes	  de	  cargar	   los	  inmunoprecipitados,	  se	  lavaron	  entre	  5	  y	  6	  veces	  
con	  1	  ml	  del	  tampón	  de	  lisis,	  para	  eliminar	  uniones	  inespecíficas.	  A	  con6nuación	  se	  
resuspendieron	  en	  50	  μl	  de	  tampón	  de	  carga	  2X	  y	   se	  desnaturalizaron	   hirviendo	  
durante	  5	  minutos.	  Finalmente,	  las	  muestras 	  se	  resolvieron	  en	  una	  electroforesis	  en	  
gel	  de	  poliacrilamida	  del	  10%	  y	  se	  analizó,	  mediante	  Western	  blot,	  si	  las	  proteínas	  
de	  interés	  se	  detectaban	  en	  los	  inmunoprecipitados.

7.8	  AnLcuerpos	  uLlizados

En	  la	  Tabla	  7	  aparecen	  recogidos 	  todos	  los 	  an6cuerpos	  u6lizados	  en	  este	  trabajo,	  su	  
procedencia,	  así	  como	  su	  aplicación	  y	  condiciones	  de	  uso	  (dilución	  o	  concentración	  
final).

7.9	  Purificación	  de	  proteínas	  a	  parLr	  de	  células	  de	  E.	  coli

La	  purificación	  de	  las	  proteínas	  de	  fusión	  con	  GST,	  se	  realizó	  a 	  par6r	  de	  células	  de	  E.	  
coli 	  transformadas	  con	  plásmidos	  pGEX-‐6P-‐1	  que	  contenían	  el	  ADNc	  de	  la 	  proteína	  
a	  purificar.	  Para	  ello,	  las	  células	  de	  E.	  coli	  se	  cul6varon	  primero	  en	  LB	  con	  100	  μg/ml	  
de	  ampicilina	  y	  posteriormente	  se	  indujo	  la	  síntesis	  de	  la	  proteína	  por	  medio	  de	  la	  
incubación	  de	  este	  cul6vo	  durante	  4	  horas	  a 	  37ᵒC,	  en	  presencia	  de	  IPTG	  (0,5	  mM).	  
Tras 	  este	  6empo,	  las	  células	  fueron	  recogidas	  por	  centrifugación	  (a	  8000rpm	  duran-‐
te	  10	  minutos)	  y	  se	  resuspendieron	  en	  un	  tampón	  de	  lisis 	  (PBS	  frío,	  Tritón	  X-‐100	  al	  
1%,	   Lisozima	   0,2	   μg/ml,	  DTT	   2	  mM,	   y	   los	   inhibidores	   de	  proteasas	  PMSF	   1mM,	  
apro6nina	  10	  μg/ml	  y	   leupep6na	  10	  μg/ml).	  Tras	  la 	  incubación	   de	  la 	  suspensión	  
celular	   durante	   30	   minutos	   a	   4ᵒC,	   ésta	   fue	   sonicada	   con	   el	   sonicador	   Misonic	  
XL2010,	  y	  después	  se	  centrifugó	  a 	  15000rpm	  durante	  30	  minutos	  a	  4ᵒC.	  El	  sobrena-‐
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dante	  fue	  incubado	  con	  bolas 	  de	  Gluta:ón-‐sefarosa	  (Amersham)	  durante	  1	  hora	  a	  
4ᵒC,	   las	  cuales	  fueron	   recuperadas	  y	   lavadas	  posteriormente	  5	   veces	   con	   PBS	   (al	  
que	  se	  le	  añadieron	  inhibidores	  de	  proteasas).	  La	  pureza	  de	  la	  proteína	  y	  el	  rendi-‐
miento	  del	  proceso	  se	  comprobaron	  mediante	  electroforesis	  en	  SDS-‐PAGE	  y	  poste-‐
rior	  6nción	  con	  Azul	  de	  Coomassie.

7.10	  Ensayo	  in	  vitro	  de	  desubiquiLnación	  de	  PCNA	  por	  Ubp16

Tras 	  la 	  purificación	  de	  las	  proteínas	  GST-‐Ubp16	  3Flag	  y	  GST-‐Ubp16CS	  3Flag	  a 	  par6r	  
de	  células 	  de	  E.	  coli,	  así	  como	  de	  la	  purificación	  de	  PCNA	  por	  inmunoprecipitación,	  
se	   realizó	   el	  ensayo	   de	   desubiqui6nación	   in	   vitro,	   incubando	   ambas	   proteínas	  a	  
30ᵒC	  en	  agitación	  durante	  toda	  la 	  noche,	  en	  el	  tampón	  DUB	  descrito	  en	  Huang	  et	  al.	  
2006,	  de	  composición	  HEPES	  60mM	  pH	  7.6	  5mM,	  Mg2Cl	  5mM	  y	  	  glicerol	  4%.	  A	  con-‐
6nuación	  se	  centrifugaron	  las	  muestras	  y	  se	  añadió	  el	  tampón	  de	  carga	  (Tris-‐HCl	  pH	  
6,8,	   80mM,	   DTT	   5mM,	   SDS	   2%,	   glicerol	   7,5%,	   EDTA	   5mM,	   Azul	   de	   bromofenol	  
0,002%).	  Por	  úl6mo	  se	  hirvieron	  las	  muestras	  durante	  5	  minutos	  a	  100ᵒC	  y	  se	  sepa-‐
raron	  las	  proteínas	  mediante	  electroforesis	  en	  SDS-‐PAGE.
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An0cuerpo Procedencia Tipo/Especie U0lización

an6-‐PCNA
(S.	  pombe) Dr.	  Lehman Policlonal/Conejo 1:2500

an6-‐PCNA
(S.	  cerevisiae) Dr.	  Kaufmann Policlonal/Conejo 1:2500

an6-‐Flag Sigma	  Aldrich Monoclonal/Ratón 1:1000

An6-‐Myc Sigma	  Aldrich Monoclonal/Ratón 1:500

An6-‐HA Roche Monoclonal/Ratón 1:500

An6-‐H2B Ac:ve	  Mo:f Policlonal/Conejo 1:100

An6-‐Cig2 Dr.	  Bueno Policlonal/Conejo 1:750

An6-‐Cdc13 Dr.	  Bueno Policlonal/Conejo 1:500

An0cuerpo Procedencia Enzima	  asociada U0lización

An6-‐ratón Amersham HRP	  Peroxidasa 1:2000

An6-‐conejo Amersham HRP	  Peroxidasa 1:3000

Tabla	  7:	  An0cuerpos	  u0lizados	  en	  este	  trabajo.



8.	  MICROSCOPÍA

8.1	  Microscopía	  de	  contraste	  de	  fases

Cuando	   fue	  necesaria	  la 	  observación	  de	  las 	  levaduras	  S.	  pombe	  o	   S.	  cerevisiae,	  se	  
realizaron	   preparaciones	   húmedas	  y	   se	  observaron	   en	  un	  microscopio	  Leyca	  DM	  
6000B	  o	  en	  un	  microscopio	  de	  Olympus	  BX60.

8.2	  Microscopía	  de	  contraste	  interferencial	  y	  de	  fluorescencia

Las	  fotogra~as	  de	  células	  de	  S.	  pombe	   se	  realizaron	  mediante	  microscopía	  de	  epi-‐
fluorescencia	  y	  de	  contraste	  por	  interferencia	  diferencial	  (DIC)	   en	   los	  microscopios	  
Zeiss	   Axioplan	  2,	  Nikon	  Eclipse	   TE	  2000E,	  DeltaVision	  by	  Applied	  Precision,	   y	  Leica	  
DM6000B.,	   acoplados 	  a 	  cámaras	  6po	   CCD	  para	  la 	  captura	  de	   las	  imágenes	  (Delta	  
Photometrics	  Cool	  Snap	  HQ2,	  en	  el	  caso	  de	  DeltaVision,	  y	  Hamamatsu	  mod.	  ORCA	  
para	  el	  resto	  de	  microscopios.

Los	  programas	  de	  captura	  u6lizados	  fueron	  Openlab	  improvision,	  Metamorph	  Mo-‐
lecular	  Devices,	  y	  SofWorkx	  de	  imsol.

Cada	  fluorocromo	  u6lizado	  en	  este	  trabajo,	  GFP,	  DAPI	   (4,6-‐diamidino-‐2-‐fenilindol,	  
Sigma	  D-‐	  9542),	  calcofluor,	  CY3	  o	  FITC,	  6ene	  diferente	  longitud	  de	  onda	  de	  excita-‐
ción	  y	  emisión,	  por	  lo	  que	  fue	  necesario	  u6lizar	  diferentes	  filtros.

8.3	  Tinciones	  de	  núcleos	  y	  septos

Las	  células	  se	  fijaron	  en	  etanol	  al 	  70%	  y,	  a	  con6nuación,	  se	  rehidrataron	  eliminando	  
el	  etanol	  y	  añadiendo	  50	  μl	  de	  PBS.	  

Para	  observar	   los	  septos,	  las 	  células 	  se	  6ñeron	  añadiendo	  1	  μl	  de	  una	  solución	  de	  
calcofluor	  a	  50	  μg/ml.	  Las	  6nciones	  de	  núcleos	  se	  realizaron	  añadiendo	  1	  μl	  de	  DAPI	  
(4,6-‐	   diamidino-‐2-‐fenilindol,	  Sigma	  D-‐9542)	   a	  0,1	  mg/ml	  (Moreno	  et	  al.,	  1991).	  Fi-‐
nalmente,	  las	  células	  se	  extendieron	  en	  un	  cubreobjetos	  y,	  una	  vez	   que	  se	  secó	  la	  
muestra,	  el	  cubre	  objetos	  se	  colocó	  en	  un	  portaobjetos	  sobre	  una	  gota	  (3	  μl)	   de	  
glicerol	  al	  50%	  con	  1	  mg/ml	  de	  para-‐fenilendiamina	  (Sigma	  P-‐1519).

8.4	  Micromanipulación

El	  micromanipulador	  u6lizado	  para	  la	  construcción	  de	  los	  dobles,	  triples	  y	  cuádru-‐
ples	  mutantes	  de	  este	  trabajo	  fue	  Singer	  MSM	  System	  200.
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9.	  TRATAMIENTO	  INFORMÁTICO	  DE	  SECUENCIAS	  Y	  PRE-‐
SENTACIÓN	  DE	  DATOS

9.1	  Tratamiento	  informáLco	  de	  secuencias	  de	  ADN	  y	  proteína

Para	  la	  edición	  detallada	  de	  las	  secuencias,	  así	  como	  las	  comparaciones	  de	  secuen-‐
cias,	  se	  u6lizaron	  los	  programas	  Strider	  1.1,	  DNA	  cloner	  y	  Sequencher.

La 	  búsqueda	  de	  secuencias	  de	  ADN	  o	  de	  proteínas	  se	  efectuó	  en	  las	  bases	  de	  datos	  
GeneDB,	  PomBase,	  GenBank,	  SWISSPROT,	  YeastGenome	  y	  Centro	  Sanger.

9.2	  Presentación	  de	  datos

La	  redacción	  del	  presente	  trabajo	  se	  efectuó	  con	  el	  procesador	  de	  texto	  Pages	  4.1	  
(Apple).	  Las	  representación	  gráfica	  de	  datos	  se	  realizaron	  con	   la	  aplicación	  Micro-‐
sof	  Excel	  (Microsof	  Office	  2008).	  Las	  ilustraciones	  y	  esquemas	  presentados,	  se	  rea-‐
lizaron	  con	  el	  programa	  Adobe	   Illustrator	  CS6	  (Adobe).	  Las	  imágenes	  que	  aparecen	  
en	   esta	   memoria	   se	   adquirieron	   con	   un	   escáner	   Hewlet	   Packard	   ScanJet	   3c	  
(Hewlet	  Packard).	  Dichas	   imágenes	  se	  manipularon	   con	  el	  programa	  Adobe	   Pho-‐
toshop	  CS6	  (Adobe).	  Para	  la	  ges6ón	  de	  las	  citas	  bibliográficas	  se	  u6lizó	  la	  aplicación	  
EndNote	  X2	  (Niles	  and	  associates).	  

La 	  búsqueda	  de	  referencias	  se	  realizó	  a	  través	  de	  la 	  página	  web	  Medline	  (Na6onal	  
Library	  of	  Medicine	  con	  dirección	  h�p://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/).
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Apéndice
1. Células carentes de Ubp16 acumulan más histona 

H2B ubiquitinada
En	   S.	   cerevisiae	   existen	   dos	  proteasas 	  de	  ubiqui6na	  relacionadas	   con	   el	  silencia-‐
miento	  de	  genes:	  Ubp8	   y	  Ubp10.	   Aunque	  poseen	  funciones	  diferentes,	  conjunta-‐
mente	  parece	  que	  se	  encargan	  de	  desubiqui6nar	  a	  la	  histona	  H2B,	  ya	  que	  la	  supre-‐
sión	  de	  ambos	  genes	  se	  traduce	  en	  un	  aumento	  sinérgico	  de	  los	  niveles	  de	  ubiqui6-‐
nación	  de	  dicha	  histona	  (Emre	  et	  al.	  2005;	  Gardner	  et	  al.	  2005;	  Schulze	  et	  al.	  2011).	  
Dado	  que	  Ubp16	  de	  S.	  pombe	  es	  el	  ortólogo	  de	  Ubp10	  de	  S.	  cerevisiae	  y	  que	  la 	  fun-‐
ción	  desubiqui6nadora	  de	  PCNA	  también	  se	  ha	  mantenido	  en	  esta	  proteína,	  deci-‐
dimos	  comprobar	  si	   también	  ocurría	   lo	  mismo	   con	   la	  función	   desubiqui6nadora	  
sobre	  la	  histona	  mencionada	  en	  la	  levadura	  de	  fisión.

Para	  ello	  analizamos	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la 	  histona	  H2B,	  en	  los	  mutantes	  
de	  las 	  proteínas	  homólogas	  de	  S.	  pombe,	  ∆ubp8	  y	  ∆ubp16,	  así	  como	  en	  un	  doble	  
mutante	  ∆ubp8	  ∆ubp16,	  construido	  mediante	  micromanipulación.	  Como	  se	  mues-‐
tra	  en	  la 	  Figura	  26,	  tanto	  en	  presencia	  como	  en	  ausencia	  de	  daño,	  la	  falta	  de	  Ubp16	  
y/o	  Ubp8	  en	  la 	  célula,	  se	  traduce	  en	  un	  aumento	  de	  la	  histona	  H2B	  ubiqui6nada,	  
mostrando	  el	  doble	  mutante	  ∆ubp8	  ∆ubp16,	  mayor	  can6dad	  de	  ubiqui6nación	  que	  
los	  mutantes	  simples.	   Este	  resultado,	  al	   igual	  que	   en	   S.	   cerevisiae	   (Schulze	   et	   al.	  
2011),	  hace	  pensar	  que	  aunque	  ambas	  proteínas	  tengan	  como	  obje6vo	  común	  a	  la	  
histona	  H2B,	  su	  ruta	  de	  acción	  es	  diferente.
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Figura	   38:	   Células	   carentes	   de	   las	   proteasas	   Ubp8	   y/o	   Ubp16,	   acumulan	   mayor	  
canLdad	  de	  histona	  H2B	  ubiquiLnada.	  Se	  recogieron	  muestras	  asíncronas	  y	  dañadas	  
durante	  3	  horas	  con	  MMS	  0.01%,	  de	  los	  mutantes	  ∆ubp6,	  ∆ubp8	  y	  ∆ubp6	  ∆ubp8.	  Se	  
prepararon	   extractos	  proteicos	  con	  TCA	  y	  se	  analizaron	   a	  con6nuación	  por	  Western	  
blot,	  u6lizando	  el	  an6cuerpo	  α-‐H2B.	  Como	  se	  observa	  en	  la	  figura,	  la	  falta	  de	  ambas	  
UBPs	  se	  traduce	  en	  un	  aumento	  sinérgico	  en	  el	  estado	  de	  ubiqui6nación	  de	  la	  histo-‐
na	  H2B.



2. Análisis del mutante ∆ubp16 cdc10-129
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Figura	   39:	  Análisis	   de	   la	  ubiquiLnación	   de	   PCNA	  a	   lo	   largo	  del	   ciclo	   celular	  en	  el	  
mutante	  ∆ubp16	  cdc10-‐129.
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3. Análisis del mutante ∆ubp15 ∆ubp16 cdc25-22
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A

B

C *	  cdc25-‐22 *	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  cdc25-‐22

Figura	   40:	  Análisis	   de	   la	  ubiquiLnación	   de	   PCNA	  a	   lo	   largo	  del	   ciclo	   celular	  en	  el	  
mutante	  ∆ubp15	  ∆ubp16	  	  cdc25-‐22.
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4. Sensibilidad del mutante ∆ubp2 a MMS
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Figura	  41:	  Cepas	  carentes	  de	  Ubp2	  muestran	  una	  gran	  sensibilidad	  a	  MMS.



En	  esta	  memoria	  se	  ha	  tratado	  de	  evitar	  el	  uso	  de	  anglicismos.	  Sin	  embargo,	  en	  al-‐
gunos 	  casos	  se	  ha	  preferido	  mantener	  el	  término	  original,	  por	  no	  exis6r	  aún	  una	  
correspondencia	  adecuada	  en	  castellano.

Error	  prone:	  rama	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño	  “propensa	  al	  error”.
Error	  free:	  rama	  de	  las	  rutas	  de	  tolerancia	  al	  daño	  “libre	  de	  errores”.
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esas quedadas cada vez más fugaces que siempre me ayudan a ordenar ideas. A Miguel 
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por ser mi lingüista personal. Que viva el castellano!!! A Jorge por ayudarme a creer que 
conseguiría terminar esto. A Diego y Maite por ser los mejores anfitriones. Y por supues-
to, a Fernando: gracias por todo lo que llevas enseñándome toda la vida... porque sea la 
hora que sea siempre estás ahí para echar un cable... porque mucho de lo que sé hoy en día 
te lo debo a ti... por ser mi compañero de alegrías y penurias... porque ni el Atlántico ha 
conseguido que te separases de mí... por quererme tanto y por dejar que te quiera tanto... y 
sobre todo, por recordarme que “la paciencia es la madre de la ciencia”!!

A todo el clan del “Lourdes” (y “apósitas”) por todo lo que me habéis ayudado a desconec-
tar en la recta final. Por todas esas conversaciones tan interesantes sobre LEDs... por 
todo lo que me hacéis reír. A Sara porque eres de esa clase de gente que infunde alegría... 
ya verás como todo sale bien!! Y por supuesto a Ánder. Puf!! lo que ha costado eh?? 
pero esto ya está ingeniero!! Lo hemos conseguido!!! Siiiiiii... gracias por tu “inestimable 
ayuda”, por prestarme el ordenador que me ha dado la vida!! Por esforzarte hasta el infinito 
en que esta bióloga soñadora aprenda a ser un poco más práctica. Gracias por los empujo-
nes y por las zancadillas... por tu paciencia... por esforzarte infinito en comprender este 
mundo... pero sobre todo, por haberme sacado de la caverna en que estaba metida ayudán-
dome a llegar al final.

Gracias a ti Goñalons... porque aunque las cosas hayan cambiado tanto, realmente sin ti 
esto no habría sido posible......Gracias por tu infinita paciencia, por todos esos fines de se-
mana que no pudieron “ser”... y gracias por aprender, siempre riendo, que no trabajar un 
“finde” significaba poner cultivos los domingos. Gracias por salir de tu isla por mí. Por to-
do lo que has sufrido este “mundillo de la ciencia”... sobre todo ese año tan horrible que por 
fin ha pasado... Gracias porque no dudo que realmente eres una de las mejores personas de 
este mundo y yo he tenido la suerte de tenerte a mi lado... de veras que sin ti no lo habría 
conseguido... Esto también es tuyo!!

Y por último, gracias a familia... a TODOS!!! A mis tíos... a mis tías... a toooooodos mis 
prim@s.... Gracias por vuestras visitas todos estos años... por las innumerables mudanzas 
en las que habéis participado... Gracias por estar siempre cuando se os necesita y cuando 
no, también. Gracias a mi tío Angel por haber sido “mi carpintero”, a mi tía Mari por estar 
tan orgullosa de su sobrina y por meterme tanta caña para que me ponga a trabajar de una 
vez!! A mi prima Natalia por ser mi amiga, mi otra hermana... Gracias por preocuparte 
siempre tanto de mí... porque sin ti no habría podido seguir adelante estos últimos meses... 
gracias por quererme tanto!! ERES LA MEJOR!!
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Y ahora sí... (esto se acaba)... A los de casa. A mis padres y a mi hermana. Gracias por 
apoyarme en esta locura de hacer un doctorado. Gracias porque nunca me habéis cuestio-
nado... gracias porque de vosotros ni una sola vez he escuchado que por qué no dejaba de 
complicarme la vida y me ponía a trabajar en “algo” que diese más dinero. Gracias papá 
por estar orgulloso de mí... por dejar que te de tanta “guerra”... por haber haber sido mi 
chófer un millón de veces y por haber montado y desmontado mi escritorio otras tantas... 
Gracias Raquel por todo lo que me cuidas... por las risas que no echamos juntas... porque 
siempre estás ahí apoyándome en todo sin cuestionar ni juzgar nada de lo que hago... No 
sólo eres la mejor maestra del mundo, también eres la mejor hermana del mundo!! Y a ti 
mamá. Por ser mi ejemplo en la vida... por quererme tanto... por acompañarme en tantas 
noches de insomnio... porque es muy fácil seguir adelante teniendo una madre que siempre 
te recuerda que te mires al espejo y que te repitas lo que vales... nada de esto habría sido 
posible si tú no hubieses estado a mi lado... Y para terminar, a mi abuela, la otra mujer de 
mi vida... porque aunque ya no estés, en mi corazón nunca dejarás de estar. Ojalá estuvie-
ses aquí para ver esto... seguro que estarías orgullosa de mí...

En fin chicos... que por fin he terminado!!! No tengo ni idea de lo que vendrá ahora y si os 
soy sincera, tengo que reconocer que eso me da pánico... pero estoy segura de que voso-
tros haréis que las cosas sean más fáciles...

Así que lo dicho... Gracias a todos!!... os quiero... hasta el infinito... y más allá!!!!
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