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INTRODUCCION



Ciclo celular

Se define al ciclo de division celular como la secuencia de eventos por los que una célula
replica todos sus componentes y los divide para generar dos células hijas que contienen la
informacion y maquinaria necesarias para repetir el proceso (Mitchison, 1971; Murray y Hunt,
1993). El ciclo debe satisfacer dos condiciones basicas: alternancia entre replicacion del DNA
y segregacion de cromosomas (Botchan, 1996) y coordinacion de estos dos procesos con el
crecimiento celular (Hartwell y Unger, 1977, Fantes y Nurse, 1981).

1. Historia

Desde que en 1665 Robert Hooke acuiid la palabra “célula” al observar al microscopio que una
ldmina de corcho estaba formada por pequefias cavidades poliédricas, las células han sido
objeto de estudio como unidades basicas de la vida. Aunque en 1824 Henry Dutrochet fue el
primero en proponer que todos los organismos estan compuestos por células, fueron Theodor
Schleiden (en plantas) y Jacob Schwann (en animales) quienes enunciaron la “Teoria Celular”
entre 1838 y 1839, seglun la cual todos los organismos estdn compuestos por células.
Posteriormente, Rudolf Virchow, basandose en los trabajos de Robert Remak y en los suyos
propios, enuncia su axioma “ommni cellula e cellula”, es decir, todas las células provienen de
otras células. La division celular es por tanto un proceso clave, mediante el que nuevas células
se forman a partir de las células preexistentes, dando lugar a nuevos individuos en el caso de
seres unicelulares, o al crecimiento y desarrollo de organismos pluricelulares. Siguiendo el
axioma de Virchow, Flemming enuncid otro en 1882, “omnis nucleus e nucleo”, o todo nucleo
procede de otro nucleo. Flemming fue el primero en observar unas estructuras, que él llamé
hebras (los actuales cromosomas), y describié los cambios que estas hebras sufrian durante la
multiplicacién celular, un proceso que él bautiz6 como mitosis. Mds adelante, en 1953,
Howard y Pelc definieron el ciclo celular como la alternancia de dos fases principales, la
interfase (una fase que entonces se consideraba de reposo) y la mitosis, o divisién del nucleo

(Genética: Texto Y Atlas, Passarge).

2. Regulacion del ciclo celular

Hemos utilizado como organismo modelo de estudio a la levadura de gemacién, S. cerevisiae.
El ciclo de vida de esta levadura puede observarse en la Figura 1. En la Figura 2 se muestran las
diferentes fases del ciclo celular eucariota, ademas de la regulacion del mismo en esta

levadura.



Figura 1. La levadura
Saccharomyces cerevisiae.

La levadura de gemacion
Saccharomyces cerevisiae es un
organismo eucariota que cons-
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genético y, al ser un organismo
unicelular, facilita los estudios
sobre divisién celular (Hartwell,
2001). Otra de sus ventajas es
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celular, al contrario de lo que
sucede por ejemplo en mami-feros y plantas superiores. El huso mitdtico se forma dentro del nucleo
(Robinow y Marak, 1966) y la condensacion de los cromosomas apenas es visible. La segunda
peculiaridad es que en este organismo la fase G2 del ciclo celular es practicamente inexistente y el
crecimiento sucede durante G1, a diferencia de lo que ocurre en S. pombe y mamiferos, en los que el
crecimiento se produce en G2. A pesar de ello, en las figuras de este trabajo se ha incluido G2 para
mayor claridad.

El ciclo vital de esta levadura presenta una fase diploide (mitad inferior de la figura), la mas comudn en la
naturaleza, y una haploide (mitad superior de la figura), que en el medio ambiente se restringe a
situaciones transitorias, pero que es muy utilizada en laboratorio porque facilita el estudio de
mutaciones sobre genes individuales. En la naturaleza, ante condiciones ambientales favorables las
células de S. cerevisiae proliferan en su forma diploide, completando el ciclo celular en
aproximadamente 2 horas. Ante ambientes desfavorables (por ejemplo, carencia de nutrientes) las
células pasaran por meiosis, formando unas estructuras de resistencia llamadas ascosporas (las esporas
del asca, que es la estructura que las contiene) (1). Se producen 4 ascosporas haploides a partir de cada



célula diploide (2). Cuando la situacion ambiental es favorable de nuevo las esporas germinan,
generando células haploides (3), que pueden proliferar por si mismas (4), aunque lo normal es que se
produzca una fusion (conjugacién) entre células de diferente tipo sexual (a o a) (5), generando de nuevo
células diploides. Durante el proceso de conjugacion las células excretan una feromona sexual (factores
a o a), que al ser detectada por un individuo de tipo sexual opuesto provoca la parada de las células al
pasar por G1. La célula ademas adopta una morfologia especifica denominada shmoo (6). Tras la fusidn
de ambas células aparece una estructura denominada zigoto (7), que ya es diploide y a partir del cual
por gemacion surgird la célula

diploide hija.
al. G1 Start
Metafase/ S /
Figura 2. Fases y regulacién del Anafase , tart
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para la pos-terior duplicacién del

DNA en S. Al final de G1 hay un

“punto de no retorno” (Start en levaduras o punto de restriccidn en organismos superiores) que se
traspasa en condiciones adecuadas e implica que la célula debe terminar el ciclo (Hartwell et al., 1974;
Nurse, 1990). G2 separa S de M y durante ella se comprueba que la duplicacion del DNA ha sido correcta
antes de proceder a su reparto entre las células hijas en M.

El control del ciclo celular se basa en la regulacion ciclica de la actividad de los complejos CDK/ciclina. En
S.cerevisiae, una Unica CDK (Cyclin dependent kinase, kinasa dependiente de ciclinas), Cdc28, se encarga
de regular la progresion por el ciclo celular. Se han descrito nueve ciclinas capaces de unirse a Cdc28 que
se clasifican en dos grupos de acuerdo a su estructura y funcién: las ciclinas de G1 (CIn1, 2 y 3, G1-CDK
en la figura) (Hadwiger, 1989) y las ciclinas tipo B, divididas en ciclinas de M (Clbly 2, M-CDK en la
figura) y de fase S (CIb3, 4, 5y 6, S-CDK en la figura) (Richardson, 1992). La unién de Cdc28 con las Clns
promueve la transicion G1/S; los complejos Cdc28/CIb5 y 6 estan implicados en el inicio de la
replicacidon; Cdc28 acomplejado con Clb3 o Clb4 promueve el ensamblaje del huso mitdtico y la
separacién del cuerpo polar del huso (SPB); y Clb1 vy, sobre todo, Clb2 son las ciclinas promotoras de
mitosis, regulando eventos como la elongacidon del huso mitdtico y el crecimiento isotrépico de las
yemas. Con el fin de salir de mitosis, las células desactivan los complejos Cdc28/Clb por 2 mecanismos: a
través de la degradacion de Clb mediada por APC/C (Anaphase Promoting Complex or Cyclosome)
activado secuencialmente por sus dos presentadores, Cdc20 en primer lugar y Cdh1 a continuacién; y
por otro lado inhibiendo su actividad por la accidn de los CKls (CDK Kinase Inhibitors), Sicl y Cdc6 (ésta
en menor medida). De esta forma se crea el periodo de ausencia de actividad CDK/Clb en G1 necesario,
entre otras cosas, para que se licencien los origenes de replicacidn, o para que las células diferencien o
inicien ciclo sexual.



b). Fases de Mitosis.

Se representa una célula madre (évalo grande) y su célula hija (6valo pequefio) dentro de las que se han
marcado los nucleos, con dos hebras representando dos cromosomas, en azul y rojo, indicando como
duplican y segregan. Las lineas verdes corresponden a los microtubulos del huso mitético.

La fase M es una fase compleja, que a su vez se subdivide en 4 subfases: Profase, Metafase, Anafase y
Telofase. Profase es la etapa de transicion entre la fase G2 y la Mitosis y en ella la cromatina se
condensa, y se forma el huso mitdtico. La siguiente fase es la Metafase, que algunos autores diferencian
en dos momentos: la Prometafase, en la que suceden cambios en el nucleo y organulos de la célula
(dependiendo del organismo la envoltura nuclear puede llegar a disgregarse), y el huso mitdtico invade
la zona correspondiente al nucleo, uniéndose a una zona de los cromosomas conocida como cinetocoro;
y la Metafase propiamente dicha, durante la cual las tensiones generadas por el huso mitdtico sobre los
cromosomas llevan a los mismos a situarse en la placa metafasica, una zona localizada en el punto
medio de la célula, a igual distancia de los extremos del huso mitdtico. La transicién a la siguiente fase,
Anafase, estd marcada por la separacion de las cromdtidas hermanas de los cromosomas hacia polos
opuestos de la célula en division. Finalmente, en Telofase, el evento principal es que los cromosomas
llegan a los polos y el huso se desensambla. Si el nucleo se disgregd, ahora vuelve a formarse. Para
terminar, las dos células hijas deben separarse en un proceso denominado citocinesis, que consiste en la
separacion del citoplasma. Este proceso comienza en anafase y finaliza cuando las dos células son
totalmente independientes.



La regulacion del ciclo celular es importante para asegurar que una célula madre genera dos
hijas con una copia completa y correcta de su material genético. En todos los eucariotas, desde
los unicelulares hasta los multicelulares mas complejos, es necesaria una coordinacién precisa
entre la replicacion (copia) del DNA en la denominada fase S y la segregacién de los
cromosomas en la fase M o de mitosis. La replicacion del DNA comienza en unos puntos
determinados de los cromosomas, conocidos como origenes de replicacion. A partir de los
origenes la hebra de DNA se abre, permitiendo la entrada de la maquinaria encargada de

copiar el material genético.

Los organismos eucariotas poseen genomas grandes, divididos en varios cromosomas, que se
duplican a partir de numerosos origenes de replicacidn, lo que hace necesario un estricto
control de los eventos del ciclo celular para que todos los cromosomas se copien
completamente en cada ciclo, pero solo una vez. Esto se consigue haciendo que la replicacion
comience en un momento preciso (la fase S) y no en otros puntos del ciclo, duplicAndose
completamente el genoma en un tiempo relativamente corto. La replicacion sélo debe
comenzar una vez en cada origen en un mismo ciclo, evitando de este modo replicaciones
repetidas (o re-replicaciones) de algunas zonas del genoma, potencialmente dafinas. En

resumen, la replicacion debe ser correcta, Unica y completa.

Las transiciones entre fases sirven para establecer el orden, la direccionalidad y el momento en
gue suceden los eventos del ciclo celular (Harper et al., 2002). Sélo existe una direccion de
avance a través de las diferentes fases, de modo que cada evento relevante (por ejemplo, la
replicacion y la segregacion del material genético) ocurre una Unica vez por ciclo. La
alternancia de fase se consigue por la aparicién y desaparicién en la célula de una actividad
serina-treonina quinasa, la propia de los complejos CDK, donde la actividad quinasa se controla
por fosforilacién de la subunidad catalitica (Morgan, 1997) y por la abundancia de un regulador
positivo, la ciclina, una proteina que cambia de concentracion en el citoplasma a lo largo del
ciclo celular. CDK es quien regula la alternancia de fases, pero lo hace a través de diferentes
mecanismos, bien directamente fosforilando ciertos sustratos, bien indirectamente, regulando
otras quinasas o fosfatasas que a su vez regulan otras proteinas, o controlando a ciertos

factores de transcripcion para sintetizar grupos de proteinas.

Una de las formas mads efectivas de establecer la direccionalidad del ciclo es mediante la
destruccién y sintesis periddica de proteinas. Asi, una vez que cierta proteina ha cumplido su
funcion se degrada y no puede actuar hasta que vuelve a sintetizarse durante el siguiente ciclo.

Esto es lo que sucede por ejemplo con las ciclinas, los activadores de CDK (revisado en Bloom y



Cross, 2007). También con Sicl, un regulador negativo de CDK, que se sintetiza y estabiliza
desde la salida de mitosis y se degrada poco antes de la entrada en fase S una vez ha sido

fosforilada por la CDK de G1 (Mendenhall, 1993; Schwob et al., 1994; Schneider et al., 1996).

Ademas de la sintesis y degradacidn, también influye la fosforilacidn y desfosforilacién, aunque
se piensa que con un papel reversible. Normalmente la entrada en ciclo, asi como el avance
por fase S y Mitosis requiere la fosforilacion de proteinas por CDK, mientras que la salida de
mitosis y los eventos de G1 requieren desfosforilaciones. Por ultimo, CDK actia como
regulador y efector simultaneamente de “osciladores” del ciclo (Simmons Kovacs et al., 2012),
entendidos como grupos de proteinas que se sintetizan de forma periddica durante el ciclo
celular mediante una red de factores de transcripcién, haciendo la regulacién del ciclo celular

altamente compleja.

Quinasas dependientes de ciclinas, CDKs.

Las quinasas dependientes de ciclinas, como se ha mencionado, son una familia de serina-
treonina quinasas (Langan et al., 1989; Shenoy et al., 1989) altamente conservada en todos los
eucariotas que controla la unidireccionalidad y alternancia de fases durante el ciclo celular.
Aunque en organismos superiores hay varias CDKs diferentes controlando el ciclo celular (en
mamiferos Cdk4 y Cdk6 regulan G1, Cdk2 se encarga de la entrada y progresién por la fase S, y
por ultimo, Cdkl, o Cdc2, es necesaria para la entrada y la progresion por las primeras etapas
de la mitosis (Lees, 1995; Morgan, 1995; Malumbres et al., 2009)), en levaduras una Unica CDK
es responsable de la progresién por el ciclo celular. En S. cerevisiae se denomina Cdc28 o Cdk1l
(Reed et al., 1982; Reed et al., 1985) y en S. pombe recibe el nombre de Cdc2 (Simanis y Nurse,
1986).

Las CDKs realmente se componen de una subunidad catalitica, la CDK propiamente dicha y de
una subunidad reguladora, la ciclina. Para una actividad quinasa completa es necesaria la
unién de la CDK a una de sus ciclinas y la fosforilacion estimuladora de la subunidad catalitica
(Mendenhall et al., 1998). Ademas, la actividad CDK también se regula de forma negativa, por
medio de inhibidores (conocidos como CKls, CDK inhibitors), degradacion de los activadores via
proteasoma, por fosforilaciones activadoras/inhibidoras de la subunidad quinasa y por la

localizacién subcelular de los activadores.

Para comprender el alcance de este trabajo es necesario detenerse en las caracteristicas de
algunos de los reguladores de CDK, tanto positivos (las ciclinas) como negativos (las CKls y los

presentadores del proteasoma).



e) Ciclinas.

Se trata de una familia heterogénea de proteinas localizada en todos los organismos
eucariotas cuya caracteristica comun es que “ciclan” (se sintetizan y degradan durante el
ciclo celular) y que se unen y activan a miembros de la familia de proteinas CDK. En S.
cerevisiae hay 9 ciclinas, las citadas en la Figura 2, que se asocian a Cdc28. Se
detectaron por primera vez en invertebrados marinos, como proteinas que aparecian y
desaparecian periddicamente durante el ciclo celular (Evans et al., 1983). Aunque existe
cierta redundancia funcional entre las ciclinas que permite la delecion de algunas de
ellas sin afectar a la viabilidad celular, un ciclo celular robusto depende de la expresion
ordenada de estas proteinas (Schwob y Nasmyth, 1993; Cross et al., 1999; Donaldson,
2000; Hu y Aparicio, 2005; Bloom y Cross, 2007). Cada ciclina le da a la subunidad
catalitica especificidad de sustrato, de modo que se fosforilaran diferentes proteinas en
funcion de la ciclina asociada a la CDK (Songyang et al., 1994; Holmes y Solomon,
1996; Kitagawa et al., 1996; Songyang et al., 1996). La acumulacion y destruccion
periddicas de estas proteinas dirige el ciclo celular (Evans et al., 1983; Mendenhall,

1998; Diffley, 2004).

La regulacion de la aparicion y desaparicion de las ciclinas se consigue mediante el
control de su transcripcion y degradacion, ademas de la localizacion subcelular (Bloom
y Cross, 2007). El hecho de que estas proteinas se sinteticen y degraden periédicamente

provoca que las fases del ciclo celular s6lo puedan avanzar en una direccion.

Las ciclinas implicadas en la regulacion de las subunidades quinasa durante el ciclo celular
pueden clasificarse en 4 grupos segun el momento del ciclo en que se expresen y su funcion,
G1, G1/S, Sy M (revisado por Morgan, 2007), aunque habria mas: las especificas de meiosis, y
algunas proteinas de mamiferos con papeles no directamente relacionados con el tema que
nos ocupa. Sélo vamos a entrar en la descripcién lo grupos implicados en la regulacién del ciclo
celular mitético. La Tabla 1 indica los nombres de las ciclinas para diversos organismos,

incluyendo S. cerevisiae y mamiferos.



Tabla 1. Ciclinas que controlan el ciclo celular en diferentes especies.
Basada en Morgan, 2007

Especie G1 G1/S S M
. CIn3 CIn1,2 Clbs, 6 Clb1,2,3,4
Saccharomyces cerevisiae
(Cdc28) (Cdc28) (Cdc28) (Cdc28)
Schi " b Pucil Puc1 Cig1, Cig2 Cdc13
chizosaccharomyces pombe
e (Cdk1) (Cdk1) (Cdk1) (Cdk1)
) Ciclina D Ciclina E CiclinaE, A Ciclina A, B, B3
Drosophila melanogaster
(Cdk4) (Cdk2) (Cdk2, 1) (Cdk1)
. Ciclina E CiclinaE, A CiclinaA, B
Xenopus laevis
(Cdk2) (Cdk2, 1) (Cdk1)
. CiclinaD1, 2,3 Ciclina E Ciclina A CiclinaB
Homo sapiens
(Cdk4, 6) (Cdk2) (Cdk2, 1) (Cdk1)

Ciclina (Cdk asociada)

II.  Ciclinas de G1

Intervienen en el control de la entrada en ciclo desde G1 en funcidn de la situacién ambiental y
el crecimiento celular. Estas proteinas son especiales dentro de su familia, ya que sus niveles
no oscilan durante el ciclo, sino que su concentracién va aumentando gradualmente de forma
dependiente del crecimiento celular y de sefiales externas (revisado en Morgan, 2007). Cuando
se alcanza un umbral de concentracion determinado se produce la entrada en ciclo, es decir,
se activan los procesos necesarios para el paso por Start en levaduras o el punto de restriccion

en mamiferos.

III.  Ciclinas de G1/S

Su concentracidn oscila durante el ciclo celular, aumentando desde final de G1 en una forma
dependiente de la activacidon de las ciclinas de G1 y disminuyendo al principio de fase S. Su
funcién principal es promover el paso por Start y son imprescindibles para la replicacion del

DNA.

IV. Ciclinas de S

Aparecen en el momento en que las ciclinas de G1/S llegan a su maximo, y son directamente
responsables de la replicacién del DNA. Sus niveles se mantienen altos durante las fases S, G2 y

el principio de M.

V. Ciclinas de M



Aparecen al final de S, alcanzando su maximo de concentraciéon en metafase, durante mitosis.
Son necesarias para que M suceda correctamente, intervienen entre otros sucesos en el
ensamblaje del huso mitético y el alineamiento de cromosomas en la placa metafasica. Su

destruccién en anafase produce la salida de mitosis y la citoquinesis.

En la Figura 2 se muestran los momentos del ciclo en que aparece cada grupo de ciclinas.

f) APC/C.

El complejo promotor de Anafase (Anaphase-promoting complex, APC), también conocido
como ciclosoma (C), es una 20S ubiquitin-ligasa implicada en el control de la transicion
metafase-anafase (King et al., 1995; Fang et al., 1999) y esta conservado en todas las células
eucariotas (Zachariae y Nasmyth, 1999). La Figura 3 describe el proceso de marcaje de

proteinas para su degradacién por ubiquitinacién.
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Figura 3. Proceso de ubiquitinacion de proteinas. Basada en Harper, et al., 2002

La degradacion de proteinas dirigida por ubiquitinacion ocupa un lugar destacado en la regulacion del
ciclo celular. La ubiquitina (Ub) es una proteina esencial de 76 aminoacidos, y es una de las proteinas
mas conservadas en los organismos eucariotas (Glickman y Ciechanover, 2002). Este sistema de
degradacién de proteinas fue descrito por Hersko y Ciechanover en 1998 (revisado por Harper, et al.,
2002.), y comprende tres pasos. a) La enzima activadora de la ubiquitina, E1, utiliza ATP para unirse a un
residuo de Ub por su extremo C-terminal. b). A continuacion, esta Ub se transfiere al sitio activo de una
enzima conjugadora de ubiquitina, E2. c). La E2 transfiere la Ub que lleva unida a un residuo de lisina de
la proteina que se va a degradar, o de una Ub que ésta lleva ya unida, en varias rondas de unién de
ubiquitina. d). Al final se obtiene una proteina unida a cadenas de poliubiquitina (poli-Ub), que seran
reconocidas por el proteasoma. El ultimo paso puede producirse directamente o mediante una
ubiquitin-ligasa, o E3 (Ciechanover, 1994; Hochstrasser, 1996), el sistema representado en la figura.
APC/C y SCF, dos complejos proteicos que dirigen la degradacion de proteinas implicadas en el ciclo
celular, son E3. Las proteinas marcadas por la unién de poli-Ub son reconocidas y degradadas por el
proteasoma 26S (Goldberg y Rock, 1992; Coux et al., 1996; Zachariae y Nasmyth, 1999). El proteasoma
no es especifico de sustrato, y se encuentra activo durante todo el ciclo (Mahaffey et al., 1993), por lo
qgue la regulacion de la degradacion de las diferentes proteinas se realiza a nivel de ubiquitinacién
(Pfleger y Kirschner, 2000).



La destruccién de proteinas mediada por APC/C se encuentra altamente regulada. Se conocen
varios mecanismos que contribuyen a la regulacion de APC/C (Zachariae y Nasmyth, 1999;
Pines, 2011): Abundancia y estado de fosforilacién de proteinas activadoras de APC/C; estado
de fosforilacion de las proteinas del cuerpo de APC/C; proteinas inhibidoras de APC/C; estado
de fosforilacién de los sustratos y actividad del checkpoint (punto de control) de ensamblaje al
huso mitodtico, que inhibe la actividad de APC/C-Cdc20 hasta que los cromosomas estan unidos

correctamente al huso mitético.

Aqgui nos vamos a centrar en la regulacion dependiente de dos proteinas activadoras, Cdc20 y
Cdh1, sin las cuales la actividad E3 ubiquitin ligasa de APC/C es minima o despreciable (Fang et
al., 1998; Sorensen et al., 2000). La afinidad de Cdc20 por APC/C aumenta ante la fosforilacion
de algunas subunidades de APC/C por Cdc28/Clb (Fang et al., 1998; Rudner y Murray, 2000,
Kraft et al. 2003). La fosforilacion marca qué coactivador se une a APC/C. Cdc20 se une en M,
Cdh1 lo hace a partir de la salida de M y durante G1 (cuando cae la actividad CDK). Si se
eliminan sitios de fosforilacion de APC/C Cdhl puede unirse en M y Cdc20 deja de ser
necesario (Cross, 2003). Se ha demostrado que si Cdc20 o Cdhl estdn en exceso APC/C se

activa independientemente de su estado de fosforilacion (Fang et al., 1999).

Por otro lado, Cdc20 y Cdh1 podrian tener dominios activadores de la funcidn ubiquitin-ligasa
en la region N-terminal, pero no se ha confirmado. Se cree que la asociacion de estas proteinas
puede alterar la conformacién tridimensional acercando el sustrato y la E2 (Pines, 2011). Estas
proteinas ademas proporcionan especificidad de sustrato a APC/C (Visintin et al., 1997; Fang et
al., 1998; Pfleger y Kirschner, 2000; Burton y Solomon, 2001; Hendrickson et al., 2001; Hilioti et
al., 2001; Pfleger et al., 2001), dirigiendo la degradacion de diferentes proteinas. De hecho, se
piensa que Cdc20 y Cdh1 reclutan los sustratos hacia el APC/C (Wan y Kirschner, 2001; Peters,
2002). Tanto Cdc20 como Cdh1 interaccionan con las proteinas de forma independiente de
APC/C (Pfleger y Kirschner, 2000; Burton y Solomon, 2001; Hilioti et al., 2001; Pfleger et al.,
2001) y, aunque alguno de sus sustratos son compartidos, otros son especificos para cada
proteina. En la Tabla 2 se muestran algunos sustratos conocidos de APC/C en S. cerevisiae, y se
indica si son sustratos de Cdc20, de Cdhl o de ambos. Aunque existen multiples dominios de
reconocimiento, los mas importantes son las “cajas” D y KEN. Cdc20 reconoce proteinas que
tienen la llamada caja D (Destruction box), (Glotzer et al., 1991; Burton y Solomon, 2000 y
2001). Cdh1, reconoce proteinas con y sin D box (Fang et al., 1998), y ademas reconoce
especificamente proteinas que tienen la caja KEN, (KEN box) (Pfleger y Kirschner, 2000; Burton

y Solomon, 2001).



Tabla 2. Sustratos de APC/C

Proteina Funcion
Ciclina mitotica, activa a Cdc28 (Cdk1) desde el final de fase S
Clb2 . o
% hasta la salida de Mitosis.
w o Ciclina de fase S, activa desde el inicio de fase S hasta el final de
O N Clb5 o
- % Mitosis.
E v Hsl1 Regulador del checkpoint de morfogénesis. Promueve la
7 degradacion de Swet1.,
Pds1 Securing, inhibidor de anafase.
Ciclina mitotica, activa a Cdc28 (Cdk1) desde el final de fase S
Clb2 ) o
hasta la salida de Mitosis.
Cdc20 |Presentador de APC/C activado al final de Mitosis.
Hsl1 Regulador del checkpoint de morfogénesis. Promueve la
degradacién de Swel.
Pds1 Securina, inhibidor de anafase.
- . Motor de kinesinas, necesario para la formacién del huso
£ Cin8 : i
L] mitético.
‘; Motor relacionado con Kinesinas. Necesario para el ensamblaje
'3 Kip1 del huso mitotico y la segregacién de los cromosomas. Funcidn
S parcialmente redundante a la de Cin8.
©
E Cdc5  [Kinasa tipo Polo kinasa. Regulador de Mitosis y Citocinesis.
3
m Asel Proteina asociada a microtubulos necesaria para la elongaciéon y
estabilizacion del huso mitdtico.
Kinasa reguladora de la transicion G2/M por inhibicién de Cdc28.
Swe1l i
Homologa de Weel de S. pombe.
Fin1 Filamentos intermedios de anclaje al cuerpo polar del huso.
Nrm1 Represor transcripcional de genes de G1.
Yhp1 Represor transcripcional de genes de G1.

La especificidad de sustrato se une a una especificidad de fase para cada proteina (Visintin et
al., 1997; Fang et al., 1998; Zachariae et al., 1998; Kramer et al., 2000). Asi, como se puede
observar en la grafica de la Figura 2.a, Cdc20 se une a APC/C sélo durante mitosis, mientras
que Cdh1 actua desde final de mitosis y durante G1 (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997,

Fang et al., 1998), lo que permite a la célula regular de forma muy especifica las proteinas que

se degradan en cada momento.

A continuacion se describen estas dos proteinas, Cdc20 y Cdhl, y cdmo su carencia influye en

el ciclo celular.

I. Cdc20 es necesaria para la salida de Mitosis.




A partir de la transicion G2/M la alta actividad CDK de mitosis (dependiente de las ciclinas Clb1
y 2) tiene dos efectos importantes sobre APC/C: en primer lugar, activa la transcripcién del gen
CDC20 (Prinz et al., 1998), lo que provoca un aumento de los niveles celulares de la proteina
Cdc20. En segundo lugar, Cdc28/Clb1-2 fosforila a APC/C, lo que favorece la interaccién entre
el complejo y Cdc20 (Rudner y Murray, 2000). Los complejos APC/C-Cdc20 activos dependen
de la cantidad de Cdc20 presente en la célula (Fang et al., 1998; Kramer et al., 1998), y
alcanzan su maxima actividad en metafase. Una vez activada la ubiquitin ligasa APC/C-Cdc20,
se produce la degradacién de diversas proteinas (ver Tabla 2), entre ellas las propias Clbs que
la han activado. La caida de actividad CDK causada por la degradacién de las Clbs detiene Ila

sintesis de Cdc20.

Los sustratos esenciales de Cdc20 en la transicion metafase-anafase son la Securina, Pds1,
proteina implicada en la separacion de las cromdtidas hermanas durante la transicion
metafase-anafase (revisado en Bardin y Amon, 2001; Ostapenko y Solomon, 2011) y la ciclina
mitética Clb2 (que no se degrada completamente, pero si hasta unos niveles lo
suficientemente bajos como para que se produzca la separacién de cromatidas hermanas). La
delecion de Cdc20 es letal (Lim et al., 1998; Shirayama et al., 1998), muriendo las células en
metafase a causa de la acumulacién de sus sustratos esenciales. La viabilidad del mutante de
Cdc20 se recupera cuando se delecionan los genes de CLB2 y PDS1 (Shirayama et al., 1999;
Thornton y Toczyski, 2003). Aunque no es un sustrato esencial, también es importante la
degradacion de la ciclina de fase S Clb5, cuya actividad quinasa asociada estaria inhibiendo a

los reguladores de CDK en G1, Cdh1 y Sicl (Wasch y Cross, 2002).

II.  Cdhl mantiene bajos los niveles de CDK durante G1.

Cdhl, el homoélogo de Cdc20 (Schwab et al., 2001), se definid6 como una proteina no
esencial pero necesaria para la fluctuaciéon normal de Clb2 (Schwab et al., 1997). Su
regulacion no depende, como en el caso de Cdc20, de sintesis y degradacion. Cdhl es
estable durante todo el ciclo celular, pero se mantiene fosforilada por la accion de
complejos Cdc28/Clbs durante S, G2 y M. Esta fosforilacion impide que se una a
APC/C, pero no que se asocie a sus sustratos (Schwab et al., 2001). Al final de mitosis
la caida de actividad CDK provocada por Cdc20 permite la activacion de Cdcl4, que
desfosforila y activa a Cdhl. Esta desplaza a Cdc20 del sitio que ocupa en APC/C, la
sustituye y dirige su degradacion. En Drosophila y vertebrados existe un mecanismo de

regulacion de Cdhl extra, la proteina Emil, que actia uniéndose a Cdhl e impidiendo



que ¢ésta se asocie a sus sustratos. En levaduras se ha encontrado una proteina, Acml,
que aparece en la célula al final de G1 y se degrada al final de M, de forma casi
simultanea a la desaparicion de Clb2. Acml actlia como un pseudosustrato de APC/C-
Cdhl1, inhibiéndolo (Martinez et al., 2006; Ostapenko et al., 2008; Enquist-Newman et
al., 2008; revisado en Burton y Solomon, 2011). Cdhl se mantiene activo desde el final
de mitosis hasta el final de G1, jugando un papel fundamental en la estabilidad de esta
fase y en el control de un inicio de replicacion eficiente al mantener baja la actividad
CDK durante G1 (Wisch, Engelbert, 2005; Eguren ef al., 2011). Para mantener baja la
actividad CDK, se sabe que Cdhl promueve la degradacion de Clb2 (Schwab et al.,
1997; Visintin et al., 1997; Wisch y Cross, 2002) que inicié Cdc20, pero no de CIb5. Se
cree que el resto de ciclinas mitoticas (Clbl, Clb3 y Clb4) pueden también ser dianas
del complejo APC/C-Cdhl (Sudo et al., 2001; Ross, 2003; Engelbert et al, 2008;
Robbins et al., 2010).

La falta de Cdhl no es letal, pero tiene efectos graves sobre las células. En S. cerevisiae, el
mutante Acdhl presenta colonias con sectores (Yuen et al., 2007) y un menor tamafio celular
que el silvestre (Jorgensen et al., 2002). Las células sin Cdh1 geman, replican el DNA y separan
los nucleos de forma simultanea a las células silvestres, pero la salida de M estd retrasada, y
G1 es mas corto (Schwab et al., 1997). De hecho, células de S. cerevisiae Acdhl no pueden
pararse en G1 en presencia de la feromona sexual denominada factor a (Schwab, Lutum vy
Seufert, 1997). Se cree que este defecto se debe a la acumulacién de la ciclina Clb2, que
provoca un aumento de actividad CDK durante G1. Ademas, se ha detectado un requerimiento
de la actividad APC/C-Cdhl en G1 para prevenir la entrada incontrolada en fase S (Irniger y

Nasmyth, 1997).

En células animales cuando falta Cdhl G1 se acorta y continta una fase S larga y defectuosa vy
un retraso en mitosis (Garcia-Higuera et al., 2008; Engelbert y Wasch, 2008; Sigl et al., 2009;
Eguren et al., 2011). En células humanas la carencia de Cdh1 produce una estabilizacion de las
ciclinas mitéticas A y B en la salida de mitosis y su acumulacion prematura en G1 (Engelbert y
Wasch, 2008). El silenciamiento de Cdhl también provoca una reduccion de los niveles de
actividad de p27 y p21, dos CKls, porque cuando falta Cdh1l se estabiliza Skp2, una proteina
gue se promueve la degradacion de dichas CKls (Bashir et al., 2004; Wei et al., 2004). El efecto
final es un aumento de la actividad CDK en G1, y se ha propuesto que esto puede originar una
fase G1 mds corta y un ensamblaje incompleto de los complejos pre-replicativos, lo que

conllevaria errores en el inicio de replicacién (Wasch y Engelbert, 2005; Engelbert y Wasch,



2008). De hecho, se ha sugerido que MEFs derivados de embriones de ratdn sin el gen CDH1
pueden ser deficientes en la formacion de los pre-RCs (Garcia-Higuera et al., 2008). Cdh1 es
ademas necesario para mantener la estabilidad del genoma en células animales. Se ha
detectado una expresion reducida de Cdhl en el 50% de las lineas tumorales (Wang et al.,,
2003; Engelbert y Wasch, 2008), o sobre-expresion de alguno de sus sustratos (Carter et al.,
2006), por lo que se piensa que Cdh1 puede tener una actividad supresora de tumores. En este
aspecto Cdhl se ha descrito como un supresor tumoral haploinsuficiente, de modo que la
mutacién en sélo uno de los dos alelos ya es tumorigénica (Garcia-Higuera et al., 2008). Su
carencia puede desencadenar desregulacidon del inicio de replicacion (Bashir et al., 2004;
Wasch y Engelbert, 2005) o la acumulacion de alguno de sus sustratos que impida la
segregacion normal del DNA, como sucede en el caso de células animales con la acumulacién
de Aurora A, que se asocia con anormalidades en el centrosoma, mitosis multipolar y

poliploidias (Engelbert y Wasch, 2008).

g) Inhibidores de CDK, CKls.

Las CKls se asocian a los complejos CDK-ciclina e inhiben su capacidad para fosforilar proteinas
porque impiden la asociacién de los complejos quinasa y sus sustratos. Estas proteinas juegan
papeles centrales en el ciclo celular eucariota coordinando la proliferacion y la diferenciaciéon
celular (De Clercq e Inzé, 2006). En S. cerevisiae se conocen varias proteinas con actividad CKI:

Farl, Sicl y Cdc6. A continuacién profundizamos en las caracteristicas de cada una de ellas.

I. Farl.

Es la CKI encargada de unirse a e inhibir complejos Cdc28/Clins y media la respuesta celular a la
presencia de feromona sexual. Su funcidon principal es parar el ciclo antes de Start,
manteniendo a la célula en G1 ante la presencia en el ambiente de feromonas sexuales (Figura
2; Chang y Herskowitz, 1990; Peter y Herskowitz, 1994; Mendenhall, 1998). Tras la parada en
G1, se producen cambios morfoldgicos y de expresion génica en la célula que culminan con la
conjugacion y generacion de una célula diploide. Evidentemente, este mecanismo sdélo ocurre
en células de S. cerevisiae en fase haploide del ciclo celular, y es de gran importancia, ya que
permite que las células de diferente sexo se sincronicen en la misma fase del ciclo, con una
copia Unica y completa de material genético, de modo que al fusionarse puedan generar una

célula diploide.

Farl también puede retrasar el paso por Start en ausencia de factor a/a, de manera

dependiente de la cantidad de Farl. Los niveles normales de Farl en ausencia de feromona



sexual estarian inhibiendo los complejos Cdc28/CIn3, de modo que el paso por Start, que
depende de estos complejos, sélo se produce en el momento en que la cantidad de CIn3
supera la de Farl (McKinney y Cross, 1995; Alberghina, et al., 2004). Como la sintesis de CIn3
acompaia al crecimiento de la célula, este mecanismo define un umbral de tamafio que la

célula debe sobrepasar para poder continuar el ciclo celular.

Los niveles de Farl en la célula se regulan de varias formas. En primer lugar, la transcripcion
del gen FAR1 se activa en respuesta a la presencia en el medio de feromona sexual del signo
contrario al propio de la célula (a o a) (Chang y Herskowitz, 1990; McKinney et al., 1993).
Ademads, también depende del ciclo celular. Los niveles de mRNA de FARI son altos en G1
antes de Start, al final de fase S y durante G2 y M, y bajos desde Start hasta finales de fase S
(McKinney et al., 1993). La proteina, sin embargo, sélo se acumula durante G1 antes del paso
por Start (McKinney et al., 1993). Farl es inestable en el ciclo fuera de G1, estando controlada

su degradacion por protedlisis dirigida por ubiquitinacion (Henchoz et al., 1997).
II.  Sicl.

Inicialmente llamada p40, y descrita como un sustrato que se asociaba fuertemente a Cdc28
(Reed et al., 1985), Sicl es una CKI codificada por el gen SIC1 (Nugroho y Mendenhall, 1994)
que se une e inhibe a los complejos Cdc28/Clb, pero no a los que llevan ciclinas tipo Cln
(Mendenhall, 1993; Donovan et al., 1994; Schwob et al., 1994; Weinreich et al., 2001). Su
papel fundamental es inactivar a Cdc28/Clb5-6 al final de G1 (Lengronne y Schwob, 2002),

manteniendo una G1 estable con baja actividad Cdc28/Clb.

Sicl es un homodlogo funcional y estructural del CKI de S. pombe Rum1l (Sanchez-Diaz et al.,
1998). En mamiferos no existen homdlogos de Sicl (Sherr y Roberts, 1995 y 1999), aunque
éste comparte un dominio estructural conservado con la proteina p27, también llamada Kip1
(Barberis et al., 2005). p27 pertenece a una familia de CKls, la familia Cip/Kip, que se compone
de las proteinas p21, o Cipl, p27 y p57 o Kip2. Las proteinas de esta familia pueden unir e
inhibir complejos CDK/ciclina (Chen et al., 1995; Russo et al., 1996). Concretamente p21 vy p27
inhiben los complejos Cdkl-ciclina A durante la salida de mitosis, contribuyendo al
establecimiento de una G1 estable con actividad CDK minima que permita la activacién de los
origenes de replicacidon (Chibazakura et al.,, 2004) de forma similar a lo que sucede con Sicl

(Donovan et al., 1994; Foley et al., 1999; Foley y Sprenger, 2001).

La regulacién de Sicl es mediante sintesis y degradacion de la proteina, que aparece en

la célula en la salida de mitosis, se acumula durante G1 y desaparece poco antes de la



entrada en fase S (Mendenhall, 1993; Schwob et al., 1994). La degradacion depende de
la ubiquitin ligasa SCF (Schwob et al., 1994). Para que Sicl se degrade debe
fosforilarse previamente por actividad Cdc28/Cln (Schneider ef al., 1996).

La carencia de Sicl produce una activacion prematura de la actividad Cdc28/Clb5-6 que
provoca una entrada temprana en fase S (con el consiguiente acortamiento de G1), aunque la
delecion de SIC1 no es letal (Schwob et al., 1994; Donovan et al., 1994). Fenotipicamente,
células sin Sicl tienen tamafio heterogéneo (Donovan et al., 1994) y presentan con mayor
frecuencia cromosomas rotos o pérdida de cromosomas completos (lo que se conoce como
inestabilidad cromosdmica), estando mas afectadas las células hijas (Nugroho y Mendenhall,
1994). Las células que carecen de Sicl tienen una fase S mas larga que las silvestres,
probablemente por una replicacion mds lenta causada por tener menos origenes de
replicacién activos. Otro efecto es la acumulacion en mitosis temprana con cromatidas
parcialmente separadas, ademas de sufrir mds roturas cromosdmicas (Lengronne y Schwob,
2002). Si extrapolamos este fenotipo a organismos superiores, la mutacién de homadlogos de
Sicl esta asociada a enfermedades graves. Por ejemplo mutaciones en proteinas de la familia
Cip/Kip se han visto implicadas en el desarrollo de cancer en mamiferos (revisado en
Malumbres y Barbacid, 2009). En humanos se ha detectado una actividad reducida o
inexistente de p27 en cancer de colon (Loda et al. 1997) y en cancer de mama (Catzavelos et

al., 1997; Porter et al., 1997).
Il Cdc6.

Cdc6 es un componente del complejo pre-replicativo (Botchan, 1996), un complejo proteico
gue se monta sobre los origenes de replicacién en G1, necesario para un correcto inicio de
replicacién en la fase S del ciclo celular (hablaremos de los complejos pre-replicativos en un
apartado posterior). Esta proteina es esencial, siendo letal su delecién por un defecto de inicio
de replicacion (Giaever et al., 2002). Pero ademas de su papel en inicio de replicacion, se ha
demostrado que la proteina Cdc6 tiene actividad CKI en su extremo N-terminal. Esta proteina
es capaz de unirse e inhibir complejos Cdc28/Clb2 (Bueno y Russell, 1992; Elsasser et al., 1996;
Calzada et al., 2001; Archambault et al., 2003), aunque no pueden hacer lo mismo con
complejos de Cdc28 con Clb5 (Sanchez, Calzada y Bueno, datos no publicados), CIb3 o CIn2
(Archambault et al., 2003). Para que Cdc6 se asocie a la CDK son suficientes los 47 aminodcidos
del dominio N-terminal (Elsasser et al., 1996). Es en ese dominio donde se concentra la
actividad CKI de Cdc6, pudiendo eliminarse esta capacidad sin afectar a la funcién en inicio de

replicacidn si se eliminan esos 47 aminoacidos (Greenwood et al., 1998; Calzada et al., 2001;



Nguyen et al., 2001). Cdc6 es una proteina conservada en todos los organismos eucariotas
conocidos (Borlado y Mendez, 2007), e incluso se han encontrado genes relacionados en
Archea (Barry et al., 2006). Estos homdlogos comparten la actividad CKI conocida en el Cdc6 de
S. cerevisiae. Por ejemplo, el homdlogo de S. pombe, Cdc18 (Greenwood et al., 1998) o el Cdc6
de células animales (Yim y Erikson, 2010) también presentan actividad CKI. Gracias a su
capacidad CKI la sobre-expresion de Cdc6 puede recuperar la baja viabilidad que sufren células
qgue carecen de las proteinas Cdhl y Sicl, y que por tanto presentan un exceso de actividad
CDK dependiente de Clb (Archambault et al., 2003). Durante la salida de M Cdc6 se asocia a los
complejos Cdc28/Clb2, lo que contribuye a su estabilizacion ademas de inhibir a estos

complejos (Mimura et al., 2004).

h) Cdcl14 contrarresta la fosforilacion dependiente de Cdc28.

No se puede considerar a Cdcl4 como un regulador directo de la actividad CDK, pero es
importante ya que se trata de una fosfatasa que desfosforila sustratos previamente
fosforilados por CDK (Visintin et al., 1998; Jaspersen y Morgan, 2000; Menssen et al., 2001;
Stegmeier et al., 2002; Pereira y Schiebel, 2003; Stegmeier y Amon, 2004; Higuchi y Uhlmann,
2005; Holt et al., 2008; Khmelinskii et al., 2009; Konig et al., 2010). Durante la salida de M,
Cdc14 desfosforila al factor de transcripcion Swi5 (Visintin et al., 1998), que se transloca al
nucleo y activa la sintesis de Sicl y Cdc6 (Piatti et al., 1995; Visintin et al., 1998). Ademas,
Cdc14 mantiene a Sicl y Cdc6 desfosforiladas, de modo que las estabiliza, ya que en estado no
fosforilado no son reconocidas por SCF (Visintin et al.,, 1998; Zhai et al., 2010). También
permite la asociacion de APC/C a Cdh1l porque defosforila a este ultimo, lo que implica la
degradacién de Clb2 y la caida de actividad CDK asociada hasta los niveles minimos necesarios
para una G1 estable (Visintin et al., 1998; Jaspersen et al., 1999; Mimura et al., 2004). A esto
contribuye también la defosforilacion y activacion de componentes del pre-RC, como Orc2 y

Orc6 (Makise et al., 2009; Zhai et al., 2010), Cdc6 y Mcm3 (Zhai et al., 2010).

La regulacién de Cdc14 durante el ciclo celular depende de su localizacion subcelular. Cdc14 se
encuentra secuestrada en el nucleolo durante la mayor parte del ciclo celular, y sélo se libera
al nucleoplasma vy citoplasma, activandose, cuando entran en funcionamiento las rutas FEAR
(Cdc Fourteen Early Anaphase Release, liberacion temprana de Cdcl4 en anafase, activada en
anafase temprana) y MEN (Mitotic Exit Network, red de salida de mitosis, que se activa al final

de anafase).



En la figura 4 se resumen y simplifican las interacciones de las diferentes proteinas implicadas

en la regulacién del ciclo celular y se muestran las variaciones en actividad CDK en cada una de

las fases del ciclo celular. En la Tabla 3 se indica un resumen de los fenotipos de diferentes

mutaciones en proteinas implicadas en la regulacidn del ciclo celular y el inicio de replicacidn,

relevantes para esta tesis.

Tabla 3. Efectos de las mutaciones en reguladores de CDK en G1.

Viabilidad reducida respecto al silvestre, la fase S es prematura y més larga de lo normal. La
mitosis se extiende, y hay problemas en la segregacién de los cromosomas homélogos.

Nugrohoy Mendenhall, 1994;

Asicl . = o 2 : o T
Aparece inestabilidad genémica, especialmente en las células hijas. El inicio de replicacién |Lengronne y Schwob, 2002.
es menos eficiente que en células normales.
Schwab etal ., 1997; Jorgensen etal.,
Viable, pero de crecimiento lento. G1 acortado respecto al control. La fase S es larga y 2002; Wasch y Cross, 2002; Ross, 2003;
Acdht » p . R R Garcia-Higuera et al ., 2008; Engelbert y
defectuosa, la entrada en mitosis se retrasa y hay problemas en citocinesis. Wasch, 2008; Sigl etal., 2009; Equren et
al., 2011.
. 52 5 o done . ., |Greenwood etal. 1998; Calzada et
A 47cdc6 Viable. No hay efectos detectables sobrela funcion de esta proteina en inicio de replicacion.

al.,2001; Nguyen et al., 2001

A 47cdc6 Asicl

Viabilidad reducida respecto a los mutantes sencillos, aunque no letal. Las células se
acumulan grandes y gemadas, con el DNA replicado, 2 nucleos y husos mitéticos
extendidos, lo que corresponde a un defecto en anafase tardia.

Calzada et al., 2001; Archambault
etal, 2003

Acdhl A 47cdc6

Viable, crecimiento lento, fase G2 alargada y retraso al final de M.

Calzadaetal. 2001.

Acdh1 Asicl

Viabilidad reducida, problemas de germinacién en esporas y en la salida de mitosis. G1 se
acorta. Las células se paran en el ciclo como células grandes gemadas y con el DNA
replicado y husos mitéticos cortos.

Schwab et al., 1997; Visintinet al,
1997; Waschy Cross, 2002;
Archambault et al., 2003.

Acdhl Asicl
A 47cdc6

Inviable. Hay un defecto de citocinesis. Las células se paran en forma de 4 cuerpos celulares
con dos husos cortos y contenido de DNA 4C.

Archambault et al., 2003; Chen et
al., 2004; datos previos del grupo.

Basada en Chen et al., 2004
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Figura 4: Integracion global del ciclo celular en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae las células madres geman y generan células hijas, que se diferencian en el tamafio. La
célula madre, grande, vuelve a entrar en ciclo inmediatamente después de terminar la division celular.
La nueva célula debe crecer durante G1 hasta un tamafio critico en que acumula una cantidad suficiente
de CIn3 como para sobrepasar la inhibicion dependiente de Farl. El punto en que se alcanza el tamafio
critico es el denominado Start (1), y marca el punto de G1 a partir del cual la célula entra
irreversiblemente en un nuevo ciclo celular. CIn3, unida a Cdc28, activa la sintesis de las ciclinas CIn1y 2
(que activan la gemacion, 2) y Clb5 y 6 (ciclinas de fase S, responsables del inicio de replicacion, 3).
Aunque se sintetizan, la actividad dependiente de Clb5 y 6 no se activa inmediatamente por la presencia
en G1 de los CKls (4). La actividad CDK dependiente de CInl y 2 entre otras cosas fosforila a los CKls,
enviandolos a degradacién (5) y liberando la actividad Cdc28/Clb5 vy 6.

El otro grupo de ciclinas tipo B, las de mitosis (Clb1, 2, 3 y 4) durante G1 estan a unos niveles muy bajos
de actividad en la célula, porque su sintesis estd inhibida, su degradacién activada por APC/Cdh1 y los
CKIs activados. La accion de CIlnl y 2 y Clb5 y 6 inactiva APC-C/Cdhl (6). Todo ello permite la
acumulacion de las ciclinas mitéticas con cierto retraso respecto a las de fase S (primero Clb3 y 4, al final
de S, y las 4 a partir del final de G2, 7), lo que finaliza con la entrada en Mitosis. Cdc28/Clb1, 2,3y 4
también preparan la salida de mitosis porque promueven la sintesis de Cdc20 y la fosforilacién de
algunos componentes de APC, de modo que se puedan activar (8) y envien a degradacién a Clb2, Clb5 y
probablemente a otras de las ciclinas de S y M (9). Cdc20 se mantiene inactivo hasta que los
cromosomas estan correctamente alineados en la placa metafasica. Una vez alcanzado este punto,
APC/Cdc20 se activa y se produce la separacién de cromatidas hermanas y la degradacion parcial de
Clb2 y casi total de CIb5, desencadenando la salida de mitosis. Cdc20 también promueve la liberacion de



la fosfatasa Cdcl4 (10), que revierte las fosforilaciones que habia llevado a cabo la CDK de la fase
anterior. De este modo, se defosforila y activa Cdh1 (11) que continta con la degradacion de Clb2 y
otros sustratos, entre ellos Cdc20, se estabilizan las CKls y se activa la sintesis de CKls. Cdc14 junto a
Cdh1 y las CKls hacen que la célula entre en un nuevo periodo G1, con baja actividad CDK (12). Es
durante G1 cuando la célula prepara los origenes de replicacién para duplicar el DNA en la siguiente fase
S.

Linea en “T”: Inhibicion o inactivacion; Flecha: Activacion.



3. La replicacion del DNA

La replicacion del DNA es la duplicacién del material genético. Este proceso comienza a partir
de los origenes de replicacién, que son las zonas del DNA donde la doble hélice se abre para
permitir que las enzimas encargadas de sintetizar DNA a partir de un molde realicen la copia
de la hebra original. En el 2003 se cumplieron 40 afios desde que Jacob y Brenner enunciaron
su hipdtesis del replicén, segun la cual en la replicacidon intervienen dos estructuras: una
secuencia en cis dentro de la molécula de DNA, el replicador, y una molécula de actuacidn en
trans, el iniciador, que seria una proteina que se une al replicador. Al conjunto de los dos
elementos lo denominaron replicdn, y constituiria una unidad de replicacién (Jacob et al.,,
1963). Aunque esta terminologia estd en desuso, 40 afos después este modelo sigue
proporcionando un buen punto de partida para entender y explorar la replicacién del DNA

(Skarstad, Boye y Fanning, 2003).

Secuencias de replicacion en cis.

En todos los organismos eucariotas la replicacién comienza a partir de multiples origenes de
replicacién, cuya estructura y localizacidn difiere mucho entre especies. Dado que nuestro
trabajo se ha realizado sobre la levadura de gemacidon Saccharomyces cerevisiae, a
continuacién se van a detallar las caracteristicas de los origenes de replicacion en este

organismo.

d) Origenes de replicacidn en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae se les conoce como ARS (Autonomously replicating sequences, secuencias de
replicacién autonoma), y se definieron como secuencias que permiten el mantenimiento en la
célula de cromosomas artificiales (Hsiao y Carbon, 1979; Stinchcomb et al., 1979; Deshpande y
Newlon, 1992; Yang et al., 1999). En este organismo los origenes de replicacion se encuentran
espaciados de 40 a 100 kb y se caracterizan por contener un ACS o elemento A (ARS consensus
sequence, secuencia consenso de ARS) altamente conservado y que si se elimina provoca la
pérdida de actividad del origen (Theis y Newlon, 1997; Newlon y Theis, 2002). El resto del ARS
difiere mucho en su secuencia, hasta un tamano de 100 a 200 pares de bases, se compone de
una zona rica en Adenina y Timina, que parece facilitar la apertura de la doble hélice (Shirahige
et al.,, 1993), y que contiene algunas zonas parcialmente conservadas entre origenes, los
denominados elementos B (Shirahige et al., 1993; Bell y Dutta, 2002; Weinreich et al., 2004).

Los elementos B se localizan hacia 3' de la zona mas rica en A/T del ACS, y también son



importantes para la funcién del origen (Marahrens y Stillman, 1992; Rao et al., 1994; Theis y

Newlon, 1994).

En la figura 5 se muestra la estructura de un origen de replicacién de S. cerevisiae. Se piensa
que los elementos A y B sirven para unir proteinas implicadas en replicacién (revisado por Bell
y Dutta, 2002; Stillman, 2005). Hacia 5' del elemento A, aparecen zonas de unién de factores
de transcripcion (Walker et al., 1990; Sharma et al., 2001; Irlbarcher et al., 2005) que estimulan
la actividad del origen, aunque no son esenciales. También existen zonas inhibidoras del origen
hacia 3'del elemento B (descubiertos en ARS305 y ARS315), que afecta a la estructura local de

la cromatina (Crampton et al., 2008).

(T/A)T/A)T/A)NT/A)TTTATGTTT(A/T)GTT

Figura 5. Estructura de un origen de replicacion de S. cerevisiae. Se muestra el ACS con su secuencia
consenso de 17 bp, los elementos B y el punto de asociacion del complejo ORC al origen. Basada en
Chang et al., 2008. Secuencia consenso basada en Nieduszynski et al., 2006 ((T/A)TTTAT(A/G)TTT(T/A));
Xu et al, 2006 (TT(T/A)(T/A)TTTAT(A/G)TTT(T/A)GTT) y Eaton et al, 2010
((T/A)(T/A)(T/A)(T/A)TTTATGTTT(A/T)GTT). Las letras entre paréntesis indican que pueden ser una u
otra, siendo mas probable la que va en primer lugar.

En condiciones normales cada origen inicia replicacion como maximo una vez por ciclo,
durante la fase S, aunque en diferentes momentos de S segun el origen (Vujcic et al., 1999;
Poloumienko et al., 2001; Raghuraman et al., 2001). Se han clasificado los origenes de
replicacién por su eficiencia, entendida como el nimero de células en la poblacién en las que
un origen concreto inicia replicaciéon. Ningun origen de replicacidon tiene una eficiencia del
100%, es decir, ningln origen inicia replicacién en todos y cada uno de los ciclos celulares
(Hyrien, Marheineke y Goldar, 2003). Pero si hay origenes muy eficientes, que se activan en
casi todos los ciclos, otros de eficiencia minima, que se activan en muy pocos ciclos, y entre

esas dos situaciones, origenes de todo el rango de eficiencias (Raghuraman et al., 2001).

No hay una relacidn directa entre la eficiencia de replicacién de un origen y el momento de

fase S en que ese origen inicia replicacién. Unos origenes pueden ser muy eficientes y tardios,



mientras que otros pueden ser ineficientes y tempranos (Friedman, Brewer y Fangman, 1997;
Yamashita, et al., 1997). Algunos origenes tardios son ineficientes porque se encuentran cerca
de origenes tempranos, que replican la zona sin darle oportunidad a iniciar la replicacion

(Santocanale et al., 1999; Vujcic et al., 1999; Barberis et al., 2010).

e) Origenes de replicacidn en otros eucariotas.

A pesar de poseer los origenes de replicacion hasta ahora mejor conocidos entre los
eucariotas, Saccharomyces cerevisiae puede ser mas la excepcidon que la norma en cuanto a
origenes de replicacién se refiere. Una de las principales diferencias entre los origenes de S.
cerevisiae y de la mayoria de eucariotas es que los origenes de éstos ultimos no contienen una
estructura definida, y no son eficientes (es decir, no siempre se inicia la replicacion en los
mismos sitios, como sucede en S. cerevisiae) (Aladjem, 2007). Los origenes de metazoos tienen
una estructura extendida, sin requerir una secuencia especifica (DePamphilis, 2005). Otro
detalle importante es que, si bien en S. cerevisiae no se han asociado los origenes a zonas de
transcripcién activa (Raghuraman et al., 2001), en S. pombe y en mamiferos los origenes hay

una distribucidn especifica en regiones intergénicas asociadas a promotores.

A continuacidn resumiremos las caracteristicas de los origenes de replicacién en otra levadura,

S. pombe, y en mamiferos.

I. Schizosaccharomyces pombe.

En la levadura de fisidn, S. pombe, los origenes de replicacion comparten caracteristicas con
los de metazoos: son gendmicamente complejos, se componen de elementos redundantes, no
tienen secuencias especificas de origen, y son ineficientes, es decir, no inician replicacién en
todos los ciclos (Shinomiya e Ina, 1994; Clyne y Kelly, 1995; Dubey et al., 1996; Gilbert, 2001;
Dijkwel et al., 2002; Norio y Schildkraut, 2004).

Los origenes de S. pombe se han acotado hasta una longitud de aproximadamente una
kilobase (la distancia media de un fragmento capaz de actuar como origen estd entre 500 y
1500 bp), y a pesar de no tener una secuencia definida, se caracterizan por ser ricos en
secuencias A-T (Maundrell et al., 1988; Dubey et al., 1994; Okuno et al., 1997, Gémez y
Antequera, 1999 ; Segurado et al., 2003; Dai et al., 2005). Esto ha permitido identificar las

zonas que actlan como origenes de replicacidn en la levadura de fisién. En el estudio llevado a



cabo por Segurado et al. (2003), se emplearon técnicas bioinformaticas para encontrar las
coordenadas de regiones ricas en A-T (contenido en Adenina y Timina superior al 72% en una
ventana de 0,5 a 1 kb), que pueden servir como origenes. Dentro de este estudio, el 90% de las
islas analizadas mostraron tener actividad como origen de replicacion, lo que predice unos 345
origenes de replicacidn asociados a islas A-T en el genoma de la levadura de fisién (Segurado
et al., 2003). Un estudio posterior demostrd que secuencias ricas en A-T tan cortas como 30 bp
son suficientes para iniciar replicacion en regiones intergénicas y para predecir la localizacién
de origenes activos en el genoma de S. pombe (Cotobal et al., 2010). La mayor parte de las islas
identificadas por Segurado et al. unen ORC, un complejo proteico necesario para el inicio de
replicacién, in vivo (Hayashi et al., 2007) y colocalizan con zonas de replicacion temprana
durante fase S (Feng et al., 2006; Heichinger et al., 2006; Mickle et al., 2007). Ademas de la
secuencia rica en A-T, los origenes de S. pombe muestran preferencia por asociarse a
promotores, encontrandose las islas ricas en A-T preferentemente en regiones intergénicas,
aunque hay que afiadir que en S. pombe la actividad de un origen de replicacion no depende
de que haya procesos de transcripcion activa (Gémez y Antequera, 1999; Segurado et al.,

2003).

Il. Mamiferos.

Hasta la fecha sélo se han caracterizado un numero reducido de origenes de replicacion de
metazoos. En Xenopus se ha visto que los origenes estdn asociados a complejos de
transcripcién (Danis et al., 2004). En Drosophila y humanos se ha detectado una relacion entre

transcripcidn y replicacién temprana (MacAlpine et al., 2004; White et al., 2004).

Como en S. pombe, los origenes de replicacion de mamiferos no tienen secuencias consenso, y
sus ORC no presentan afinidad por una secuencia concreta, lo que sugiere que los factores
epigenéticos pueden jugar un papel importante en la especificacion de los origenes (Vashee et
al., 2003; Antequera, 2004). Se ha estudiado el DNA de las zonas que aparecen asociadas a
elementos de inicio de replicacion. En células humanas se ha utilizado analisis de ChIP con
anticuerpos contra proteinas del complejo ORC para identificar DNA unido al mismo (Keller et
al., 2002; Ladenburger et al., 2002). Mas del 50% de los fragmentos inmunoprecipitados en
estos ensayos tienen propiedades tipicas de las denominadas islas CpG (Delgado et al., 1998).
Estas islas son zonas ricas en Guanina y Citosina, no metiladas, de aproximadamente 1 kb de
longitud, estan asociadas a mas de la mitad de los promotores de los genes humanos y de
ratén (Antequera, 2003) y se unen a factores de transcripcion. Si se deleciona una isla CpG

adyacente a una zona de replicacion la actividad de este origen se reduce drasticamente



(Paixao et al., 2004). Por tanto, en mamiferos, como sucede con S. pombe y sus islas A-T, la

presencia de islas CpG permite predecir la localizacidn de los origenes de replicacion.

f) La_mayor parte de los origenes de replicacion no son imprescindibles para la

replicacion del DNA.

A pesar de lo comentado, los origenes de replicacién estdn en exceso y la mayoria de los
origenes de un cromosoma son prescindibles para su replicacion (Skarstad, Boye y Fanning,
2003). La eliminacion de un origen de replicacién no afecta a la estabilidad del cromosoma que
lo contiene (Theis y Newlon, 1993). Ademas, Dershowitz y sus colaboradores consiguieron
construir un derivado del cromosoma lll de S. cerevisiae al que se habian eliminado todos los
origenes de replicacién conocidos (tanto eficientes como ineficientes), (Dershowitz et al.,,
2007), y vieron que la pérdida de este derivado era minima (se mantenia correctamente en el
97% de las ocasiones). De hecho, se sabe que la concentracién de origenes de replicacidn en
los cromosomas es muy superior a la necesaria. Se ha estimado que una horquilla de
replicacién es capaz de replicar correctamente una distancia de 320 Kb (Raghuraman et al.,
2001), aunque, como indica el mismo estudio, la distancia media que separa a los origenes de
replicacién que se activan en el ciclo es de 40 kb. Asi, cada horquilla de replicacién debe viajar
Unicamente unas 20 kb hasta que se encuentra con la horquilla que procede del origen
contiguo. Parece que hay una seleccion evolutiva para mantener este espaciado tan pequefio
entre los origenes de replicacién, como se ha visto al analizar varias especies del género
Saccharomyces (Nieduszynski et al., 2006). Se ha sugerido que el exceso de origenes (los
durmientes o silenciosos) normalmente no se activan, pero pueden hacerlo en situaciones de
estrés replicativo, siendo de gran importancia para responder a estreses internos o externos y

para mantener la estabilidad del genoma (Ge et al., 2007).

Aunque la mayor parte de los origenes de replicacidon no sean esenciales, si que parece que las
células han tratado de mantenerlos, y en una concentracion muy superior a la que parece
necesaria, de lo que se desprende que estas estructuras en cis son muy importantes para que

la replicacion del DNA transcurra correctamente.

Moléculas de actuacion en trans. Los iniciadores.

Como indicamos anteriormente, los factores en trans corresponden a moléculas que se
asocian al DNA para permitir el inicio de replicacion. Se trata de proteinas que actian como

organizadores del complejo proteico encargado de la replicacidn, el replisoma (Skarstad, Boye



y Fanning, 2003), y que son necesarias para la union al origen de las diferentes enzimas
encargadas de la apertura de la doble hélice (la helicasa); de la sintesis de los primers o
cebadores de RNA, necesarios para el inicio de replicacion (la primasa) y de la sintesis de DNA

(la polimerasa).

Se consideran iniciadores las proteinas del complejo ORC (origin replication complex, complejo
de replicacién del origen), Cdc6 (Cdcl8 en S. pombe), Cdtl y el hexdmero MCM (compuesto
por las proteinas Mcm2 a 7, Mcm de minichromosome maintenance, mantenimiento de
minicromosomas). Todas estas proteinas se unen a los origenes durante la fase G1 del ciclo
celular, en ausencia de actividad CDK, y constituyen el llamado complejo pre-replicativo (Pre-
RC, pre-replication complex). En un siguiente paso, tras superar Start y la activacion de la CDK,
se uniran otras proteinas al complejo Mcm, como Cdc45 y Sld3 entre otras, y finalmente, tras
la apertura de la hebra de DNA, se uniran la primasa y la polimerasa, que se encargan de la
replicacién. Puede observarse todo este proceso mds detenidamente en la Figura 6. A
continuacién vamos a comentar los diferentes estados por los que pasa un origen de

replicaciéon segln va avanzando el ciclo celular, desde que termina una replicacién hasta que
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Mcm2-7 acompaiiara el avance de la horquilla de replicacion cumpliendo su funcion como parte de la
helicasa replicativa (6). No se ha representado el complejo proteico asociado a las horquillas de
replicacion (replisoma) para simplificar la figura.

c¢) Complejo post-replicativo. Proteinas Orc.

Tras terminar la replicacién del DNA, en los origenes de replicacion de S. cerevisiae sélo
permanece unido el complejo ORC, formando una estructura conocida como complejo post-
replicativo (post-replicative complex, post-RC; ver Figura 6). El complejo ORC estd compuesto
por seis subunidades proteicas (Orc 1 a 6), que se acocian al origen, entre el ACS y el elemento
B1 en S. cerevisiae (Bell y Stillman, 1992; Rao y Stillman, 1995; Rowley y Cocker, 1995). Sélo las
5 primeras subunidades son necesarias para la asociacién al DNA (Lee y Bell, 1997), pero Orc6
también es esencial para la supervivencia celular (Li y Herskowitz, 1993). Para que se produzca
la asociacion al DNA es necesario que Orcl y Orc5 (las Unicas subunidades con capacidad de
captarlo) unan ATP, pero no que lo hidrolicen (Bell y Stillman, 1992; Klemm et al., 1997; Austin
et al., 1999; Chesnokov et al., 2001), lo que parece indicar que el ATP unido a ORC se reserva
para un paso posterior en el inicio de replicacién (Bell y Dutta, 2002), probablemente la
disociaciéon de las proteinas Cdc6, Cdtl del DNA tras la carga del complejo Mcm2-7

(Tsakraklides y Bell, 2010).

d) Formacidn del complejo pre-replicativo (pre-RC). Licensing de origenes.

La union del resto de proteinas del pre-RC a ORC (reacciéon conocida como licensing o
licenciamiento de origenes) esta inhibida por actividad CDK, como se comenté en el apartado
anterior de introduccidn. Dos de las subunidades, Orc2 y Orc6, son sustratos de CDK (Nguyen
et al., 2001), y su fosforilacién contribuye al bloqueo del licensing (Nguyen et al., 2001; Wilmes
et al., 2004), aunque el estado de fosforilacion no afecta a la capacidad de ORC para unirse al
DNA. Cdc6 fosforilado es inestable, mientras que el complejo que forman las proteinas Mcm2-
7-Cdtl se excluye del nucleo cuando CDK las fosforila. Una vez que la actividad CDK decae
durante G1 y ORC esta desfoforilado, (como el resto de proteinas del pre-RC) se produce el
licensing y la formacidon del complejo pre-replicativo. Las proteinas del pre-RC se unen al
origen en el siguiente orden: Cdc6, y Cdtl junto al complejo proteico Mcm2-7. A continuacidn
se dan detalles de la funcidn, regulacién e importancia de estas proteinas. El proceso puede

seguirse en la Figura 6.

I. Cdcé6 se une a ORC., iniciando el licensing de origenes.




La proteina Cdc6, de la que ya hablamos en el apartado de CKIs, fue identificada
inicialmente por el efecto de su mutacion sobre el ciclo celular (Hartwell, 1973), y como
componente del complejo pre-replicativo (Piatti et al., 1995; Botchan, 1996; Cocker et
al., 1996; Detweiler y Li, 1997). Es la primera proteina en unirse a ORC (Bell y Dutta,
2002) y es necesaria para reclutar el complejo MCM (Coleman et al., 1996; Aparicio et
al., 1997; Leatherwood, 1998).

Cdc6, al igual que el resto de componentes del pre-RC, se regula de forma dependiente
de fosforilacion por CDK, que controla su transcripcion (Bueno y Russel, 1992;
Zwerschke et al., 1994; Piatti et al., 1995), degradacién (Drury et al., 1997, 2000;
Elsasser et al., 1999; Sanchez et al., 1999) y localizacién nuclear (Jong et al., 1996).
Cuando Cdc6 se fosforila por Cdc28/Cln se generan dos sitios de reconocimiento por el
complejo ubiquitin-ligasa SCF-Cdc4 (Piatti et al., 1996; Drury et al., 1997; Elsasser et
al., 1999; Jang et al., 2001; Perkins et al., 2001), que lo envia a degradacion por el
proteasoma. Durante mitosis Cdc6 se estabiliza parcialmente, porque la uniéon de esta
proteina con la ciclina Clb2 bloquea parcialmente algunos de los sitios de
reconocimiento por SCF, y esto contribuye a la formacion de los complejos pre-
replicativos al final de M (Elsasser et al., 1996; Weinreich et al., 2001; Mimura et al.,
2004). Los niveles tanto del mRNA transcrito de CDC6 como de la proteina alcanzan
un maximo en la transicion M/G1, momento en que empiezan a ser necesarios para la
formacion de los pre-RC (Bueno y Russell, 1992; Zwerschke et al., 1994; Piatti et al.,
1995). Es imprescindible que Cdc6 aparezca en la célula antes del final de G1 para que

se formen los complejos pre-replicativos (Piatti et al., 1996).

La carencia de Cdc6 es letal (Giaever et al., 2002). Mutantes condicionales o
termosensibles muestran defectos en el inicio de replicacion cuando falta la proteina

durante G1 (Hogan y Koshland, 1992; Liang ef al., 1995).

Il. Cdtl se asocia a Cdcb v es necesario para la unidn del resto de componentes del pre-

RC.

Otra de las proteinas que se asocian al complejo pre-replicativo es Cdtl. Se identificd primero
en S. pombe (Hofmann y Beach, 1994), en el que se asocia a Cdc18 (el homdlogo de Cdc6) por
su dominio C-terminal. Juntos promueven la asociacion al DNA del complejo MCM (Nishitani et

al., 2000).



Cdtl aparece conservado en otros eucariotas, como en S. cerevisiae (Jacobson et al., 2001;
Devault et al., 2002; Tanaka y Diffley, 2002). Su delecién es letal, y si se elimina sdlo
parcialmente provoca un inicio de replicacién desde menor nimero de origenes y defectos en

el inicio de replicacién (Devault et al., 2002).

Se ha demostrado que Cdtl se une a y es necesaria para cargar el complejo Mcm2-7 en el DNA
(Devault et al., 2002; Tanaka y Diffley, 2002) por medio de la interaccion entre Cdtl y Orc6
(Chen et al., 2007). Parece que el complejo Mcm2-7 existe como un hexamero que se une a
Cdt1, y este complejo se carga sobre el origen de replicacién por medio de la asociacién a ORC

y Cdc6 (Evrin et al., 2009).

I1l. El complejo Mcm2-7 parece ser la helicasa replicativa.

El complejo Mcm2-7, estd formado por 6 proteinas de la familia Mcm (MiniChromosome
Maintenance, mantenimiento de miniccomosomas), altamente conservadas en eucariotas y
con representantes identificados incluso en Archaea (Kearsey y Labib, 1998; Tye, 1999). Todas
las proteinas del complejo son esenciales, presentan alta homologia entre ellas y estan
implicadas en el inicio y la progresion de la replicacion del DNA (Hennessy et al., 1991; Yan et
al., 1991; Dalton y Whitbread, 1995; Kearsey y Labib, 1998; Bell y Dutta, 2002). La estructura
del complejo Mcm2-7 es de un heterohexamero con forma de anillo. Este complejo se asocia a
los origenes de replicacién durante G1, en un proceso dependiente de Cdc6 y Cdtl, como se ha
ido mencionando (Wilmes y Bell, 2002; Davey et al., 2003; Gowen et al., 2004; Biswas-Fiss et
al., 2005; Kawasaki et al., 2006; Tsakraklides y Bell, 2010).

La asociacion de Mcm2-7 al origen de replicacidn es el Ultimo paso del licensing. El siguiente,
activado por CDK de fase S (Cdc28/Clb5-6), es la union de otras proteinas y la apertura de la
doble hélice para el inicio de replicacidn. Esta apertura parece depender de Mcm2-7, ya que
tiene actividad helicasa asociada a las subunidades Mcm4, 6 y 7 (Wilmes y Bell, 2002; Kawasaki
et al., 2006) y viaja con la horquilla de replicacién (Aparicio et al., 1997; Remus et al., 2009).
Junto con Cdc45 y el complejo GINS como factores accesorios forma el llamado CMG, que ha

sido propuesto como la helicasa eucariota (llves et al. 2010).

La regulacion de Mcm2-7 pasa por el control de su localizaciéon subcelular. Fuera de G1, y a
causa de la fosforilacién dependiente de CDK, el complejo se excluye del nucleo, quedando

aislado de los origenes de replicacién (Hennessy et al., 1990; Chen et al., 1992; Aparicio et al.,



1997; Labib et al., 1999, Nguyen et al., 2000; Tanaka y Diffley, 2002; Liku et al., 2005). Cdtl
interacciona con el complejo Mcm2-7 como hemos mencionado (Devault et al., 2002; Tanaka y

Diffley, 2002; Kawasaki et al., 2006), lo que contribuye a su unidn al origen de replicacion.

Durante el licensing de origenes se cargan en el DNA multiples hexdmeros de Mcm2-7, que se
distribuyen a lo largo de toda la cromatina, aunque en condiciones experimentales es posible
reducir los niveles de Mcm2-7 hasta tan sélo 2 hexdmeros por origen sin afectar a la viabilidad
celular (Woodward et al., 2006; Ge et al., 2007; lbarra et al., 2008), al menos en levaduras,
Xenopus y Drosophila. Ademas, en mamiferos la mayor parte de complejos Mcm2-7 unidos a
DNA no colocalizan con zonas de replicacion activa (revisado en Hyrien et al., 2003). A este
fendmeno se le ha denominado la “paradoja de las Mcms”. De momento este exceso de
Mcm2-7 tiene una funcién desconocida, aunque parece ser que estd relacionado con el
mantenimiento de la estabilidad gendmica: el exceso de Mcms parece corresponder a origenes
durmientes que en situaciones de estrés replicativo se activan, manteniendo asi la integridad

gendmica (Ge et al., 2007; Ibarra et al., 2008).

e) Complejo de pre-inicio. Paso previo al inicio de replicacién.

La transicidn entre complejo pre-replicativo (pre-RC) y complejo de pre-inicio (Pre-IC) consiste
en la activacién de la helicasa por la unidén de mas proteinas al pre-RC, como son Cdc45, GINS
(Gambus et al., 2006; Moyer et al., 2006), Sld2, SId3, Sld7 y Dpb11 (Araki, 2010). La transicion
pre-RC/pre-IC se produce ante la activacion de CDK, pero también es necesaria otra actividad
guinasa, conocida como DDK (Dbf4-dependent kinase, quinasa dependiente de Dbf4), cuya
subunidad catalitica es Cdc7. La DDK se mantiene inactiva en G1 porque Dbf4 se degrada via
APC/C. Su principal sustrato una vez activada son las subunidades Mcm2, 4 y 6 in vitro e in vivo

(Sheu y Stillman, 2006 y 2010; Francis et al., 2009; Labib, 2010; Randell et al., 2010).

La accion de CDK sobre el pre-RC esta mediada principalmente por dos proteinas, Sld2 y Sld3,
cuya fosforilacion es necesaria y suficiente para el inicio de replicacion (Masumoto et al., 2002;
Tanaka et al., 2007; Zegerman y Diffley, 2007). Estas dos proteinas promueven la asociacion de
otra, Dpb11. La funcidn del pre-IC es la de establecer un punto de unién de las polimerasas que

se encargaran de la replicacion (Bell y Dutta, 2002).

Una vez abierta la horquilla de replicacion, el replisoma (el conjunto de proteinas que se
encuentran en cada extremo de la horquilla) avanza por el DNA realizando una copia del

material genético. No profundizaremos en este proceso, ya que no es objeto de este trabajo.



Cuando la copia se ha realizado los origenes de replicacion vuelven al estado post-RC y

empieza el ciclo de nuevo.

4. Inestabilidad gendmica asociada a la replicacion del DNA

Todo el proceso de formacion de los complejos pre-RC y pre-IC, asi como la
replicacion, deben realizarse correctamente para mantener la fidelidad de copia del
DNA, porque los fallos pueden provocar inestabilidad gendémica (Spruck et al., 1999).
Este término se refiere a un grupo de alteraciones del genoma, desde mutaciones
puntuales a reordenamientos cromosdmicos, que se transmiten a la descendencia
(Aguilera y Gomez-Gonzélez, 2008), y suele aparecer en las células tumorales
(Malumbres y Barbacid, 2001; Thompson, Bakhoum y Compton, 2010) asociada a un
exceso de actividad CDK (Malumbres y Barbacid, 2001). Un tipo de inestabilidad
gendmica son los reordenamientos cromosdmicos graves (gross chromosomal
rearrangements, GCRs), translocaciones, pérdidas de fragmentos grandes de los
cromosomas (deleciones internas o de gran parte de un brazo cromosémico) e

inversiones (Myung, Chen y Kolodner, 2001; Aguilera y Gomez-Gonzalez, 2008).

Fragilidad del DNA durante fase S

El DNA es mas propenso a sufrir roturas durante la fase S, ya que se encuentra descondensado,
presenta estructuras sensibles (las horquillas de replicacion) e incluso en algunas zonas
aparece como cadena simple, estado en que es estructuralmente mas fragil. Paradas o
problemas de progresion de las horquillas de replicacidén y errores en el control del inicio de

replicacién son fuentes de inestabilidad gendmica.

g. Problemas en las horquillas de replicacién

El replisoma debe superar obstaculos naturales, como acumulos de proteinas (por
ejemplo, pre-RCs de origenes que no han iniciado replicacion), zonas de transcripcion
activa, etc. Cuando una horquilla alcanza estas zonas se ralentiza o detiene hasta que es
capaz de sobrepasar el obstaculo. Una horquilla parada es una estructura sensible, que si
no se estabiliza y procesa correctamente puede generar roturas de doble cadena,
recombinacion homoéloga no programada o zonas del DNA sin replicar, desencadenando

inestabilidad gendmica (Tourriere y Passero, 2007; Aguilera y Gémez-Gonzalez, 2008).



Un estudio reciente (Feng et al., 2011) ha demostrado que la rotura cromosdmica
correlaciona con la progresion de la horquilla de replicacion. Es la primera
demostracion de que la fragilidad cromosomica depende, al menos en parte, de la

desestabilizacion de las horquillas de replicacion.

h. Errores en el inicio de replicacion

Errores por exceso de la actividad del origen (re-replicacion), o por defecto de su activacion
provocan inestabilidad gendmica. La re-replicacion implica que uno o varios origenes se
activan mas de una vez por ciclo, de modo que algunas zonas del genoma se copiaran mas de
una vez, originando zonas del DNA sobre-replicadas, duplicaciones génicas, horquillas
colapsadas y roturas de doble cadena (Blow y Gillespie, 2008). Por otro lado, si los origenes no
inician replicacion correctamente la replicacion en fase S transcurrird a partir de menos
origenes de replicacion, y por tanto habrd menor densidad de horquillas. A pesar de que se
sabe que la eliminacion de muchos de los origenes de replicacién de un cromosoma no causa
problemas a la célula en condiciones normales (Dershowitz y Newlon, 1993; Dershowitz et al.,
2007), el no tener suficientes origenes activos estd relacionado con una fase S mas lenta. En
este escenario la entrada en mitosis puede activarse antes de que los cromosomas estén
completamente replicados, generando roturas durante la separacién de las cromatidas

hermanas. Se han estudiado diferentes mutantes que tienen afectado el inicio de replicacidn:

e Mutantes de componentes del pre-RC. El mutante orc2-1 (Shimada et al., 2002)

desestabiliza la proteina Orc2, reduciendo en un 30% el nimero de horquillas de
replicacion durante fase S, que a pesar de todo muestra una cinética normal. La
mitosis es mds lenta que en un individuo silvestre a causa de un defecto en la
transicion metafase-anafase, y pierde la capacidad de activacion del checkpoint
de fase S, probablemente por no tener suficientes horquillas de replicacién que

actien como senal.

e Mutantes de reguladores de ciclo. La delecion del CKI Sicl afecta a la cinética

de entrada y progresion por anafase temprana, que se retrasa, provocando que las
células separen tarde las cromatidas hermanas (Lengronne y Schwob, 2002). La

fase S se alarga, y el nimero de origenes activos se reduce un 25% (Lengronne y

Schwob, 2002).



e Sobre-expresion de ciclinas. En S. cerevisiae se ha demostrado que la sobre-

expresion de la ciclina de G1 ClIn2 inhibe el inicio de replicacion y genera
inestabilidad gendémica impidiendo la localizacion nuclear del complejo Mcm?2-
7 (Tanaka y Diffley, 2002). En células animales la sobre-expresion de la ciclina
E afecta al ensamblaje del complejo pre-replicativo evitando principalmente la
union de Mcm4, lo que interfiere con el inicio de replicacion y el avance normal
de las horquillas (Ekholm-Reed et al., 2004). Ademas, el exceso de ciclina E
parece afectar al funcionamiento del checkpoint de fase S, no detectandose zonas

de DNA no replicado antes de entrar en mitosis (Ekholm-Reed ef al., 2004).

e Errores en la desfosforilacion. Cdc14, la fosfatasa que interviene en la salida de

mitosis y el inicio de GIl, desfosforila sustratos de CDK, entre ellos
componentes del pre-RC. Levaduras mutantes de Cdcl14 presentan un fenotipo
denominado de “puentes” de DNA, ya que las cromatidas hermanas no pueden
resolverse correctamente durante anafase a causa de una menor concentracion de
las proteinas del pre-RC en el nucleo durante G1 (Torres-Rosell et al., 2007,

Dulev et al., 2009), provocando roturas cromosomicas.

Todos estos errores estan relacionados con un aumento de la inestabilidad gendmica en zonas

concretas de los cromosomas, los sitios fragiles.

i. Sitios fragiles

Se trata de secuencias de DNA donde aparecen huecos y roturas después de una inhibicion
parcial de la replicacién (Sutherland, 1977), y estan asociados a puntos calientes de aparicion
de translocaciones, integraciones de DNA exdgeno o reordenamientos cromosémicos (Cha y
Kleckner, 2001; Durkin y Glover, 2007). Se cree que los sitios fragiles corresponden a zonas
donde la progresién de las horquillas de replicacién se hace mas lenta de forma natural, por
ser zonas codificantes de tRNA (Deshpande y Newlon, 1996), barreras de replicacién (Takeuchi,
Horiuchi y Kobayashi, 2003; Dalgaard y Klar, 2000), zonas de replicacién lenta (Cha y Kleckner,
2002) o repeticiones invertidas (Lemoine et al., 2005). Recientemente también se han asociado
a la escasez de eventos de inicio de replicacién en una zona cromosdmica de linfoblastos
humanos (Letessier et al., 2011; Huebner, 2011). En definitiva, se trata de una serie de
regiones cromosdmicas que comparten ciertas caracteristicas que les hacen sensibles al estrés
replicativo (Ozeri-Galai et al., 2012), y es de suponer que la sensibilidad depende de unos

pocos mecanismos comunes.



j- El estrés ambiental y las rutas de respuesta a daiio.

Un incremento en el niumero de horquillas de replicacién paradas o la disminucién de la
estabilidad de las horquillas pausadas de forma natural inducen un estrés conocido como
estrés replicativo (Halazonetis et al., 2008), que se ha asociado en células tumorales a la

aparicion de inestabilidad genémica (Negrini et al., 2010).

El genoma estd continuamente sometido a situaciones de estrés: agresiones provocadas por
agentes externos o internos, como agentes oxidantes generados por el metabolismo, errores
de replicacién, etc. Para responder a estos daios, la célula dispone de las rutas de respuesta a
dafio o DDRs (DNA damage responses). La respuesta a estrés es un mecanismo altamente
conservado en la escala evolutiva que puede definirse como una reaccién a cualquier forma de
dafio y que restaura la homeostasis celular (Kiltz, 2003; Kourtis y Tavernarakis, 2011). Estas
rutas integran procesos de reparacién de DNA, transcripcion y apoptosis, todo ello regulado
por los checkpoints, o puntos de control del ciclo celular. Los checkpoints (Figura 7) se definen
como mecanismos que bloquean el inicio de eventos cruciales hasta que un evento anterior ha
terminado con éxito (Hoyt, 2006). Hay varios checkpoints (Hartwell y Weinert, 1989; Pietenpol

y Stewart, 2002), que se activan segun la fase del ciclo en respuesta a situaciones de estrés.

El estrés puede entenderse como un factor nocivo, que implica cambios agudos y repentinos o
bien fluctuaciones frecuentes en el medio ambiente fisico, quimico o bioldgico de las células.
El dafio, que afecta a macromoléculas (proteinas, lipidos, DNA etc.), debe sobrepasar un
umbral establecido, y activa la respuesta a dafo independientemente de la causa que lo
provoca. Hay diferentes tipos de estrés ambiental, incluyendo el estrés osmotico (Hochachka y
Somero, 2002), radiacién ionizante (Kempner, 1993), estrés oxidativo (Kasprzak, 2002) y estrés

térmico (Shin et al., 1987; Jenkins et al., 1997).
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Checkpoint de G1/S o Start

El checkpoint de G1/S o Start evita la entrada en ciclo si las condiciones no son las adecuadas. Este
checkpoint mide el tamafio celular, de modo que la célula sélo atraviesa Start si ha alcanzado un tamafio
determinado, y cuando las condiciones para la proliferacion celular son ideales. Si no lo son, este
checkpoint impedira la activacion de CDK asociada a ciclinas CIn, bloqueando la entrada en ciclo.

Checkpoint de intra-S

Durante fase S, el checkpoint de intra-S detecta dafios en el DNA o errores en la replicacion y ralentiza la
progresion por fase S para permitir que la célula los solucione. También se le conoce como checkpoint de
estrés replicativo.

Checkpoint de daiio al DNA

Este checkpoint controla la entrada en mitosis regulando la activacion de las ciclinas de M (Clb1, 2, 3 y 4)
y bloquea la entrada en mitosis si detecta problemas en el DNA. Puede actuar tanto dentro como fuera de
fase S, aunque en la figura sélo se ha representado el bloqueo en la entrada en M.

Checkpoint de metafase/anafase

En metafase los cromosomas duplicados deben estar anclados al huso mitético por los cinetocoros lo que
crea una tension de separacion hacia cada polo. Fallos en el anclaje de todos los cromosomas impide la
tensién y se detecta por el checkpoint de metafase/anafase. Una vez que esto se ha conseguido, se
permite la transicion (mediada por APC/C) a anafase, momento en que las cromatidas hermanas son
separadas en las dos células hijas. También se conoce como SAC (Spindle assembly checkpoint,
checkpoint de ensamblaje al huso mitético).

Los checkpoints y las DDRs se activan a causa tanto del estrés como de los dafios
macromoleculares que éste provoca. Las DDRs coordinan el control del ciclo celular, las rutas
de reparacion del DNA, activacion de programas transcripcionales, la longitud de los telémeros
y en algunos casos la muerte celular por apoptosis (Zhou y Elledge, 2000). El mecanismo de
reparacion elegido depende del tipo de dafio que haya sufrido el DNA y del momento del ciclo
en que este dafio deba repararse. Si el dafo afecta sélo a una de las hebras de DNA, la
reparacion es por escision de bases (Base-excision repair, BER). Se eliminan las bases afectadas
y la hebra complementaria se utiliza como molde para reparar la dafiada (revisado en Kourtis y
Tavernarakis, 2011). En cambio, si se producen roturas de doble cadena (Double-strand breaks,
DSBs), la reparacion puede ser bien por unidn de extremos no homodlogos (Non-homologous

end joining, NHEJ), uniendo dos extremos sueltos de DNA; o bien por recombinacién homéloga



(Homologous recombination, HR), un sistema que utiliza la cromatida hermana a la dafada
para sintetizar el fragmento perdido sin introduccion de errores. La eleccion de un sistema de
reparacion u otro depende del momento del ciclo celular en que se ha producido el dafio, ya
que para la recombinacién homodloga es necesario que haya una copia de DNA, y ademas en la
eleccion del método interviene la actividad CDK. En S. cerevisiae, durante G1, sin actividad CDK
y el genoma sin duplicar, la reparacion se realiza por NHEJ. Durante el resto del ciclo, con
actividad Cdc28/Clb, el mecanismo preferido es la HR (revisado en Kourtis y Tavernarakis,

2011).

A pesar de lo necesarias que son las DDRs para mantener la viabilidad celular, la activacién
descontrolada de estas rutas tiene efectos no deseados en el desarrollo celular. Se ha
detectado en células tumorales una activacidon continua de las DDRs, lo que les confiere una
mayor resistencia a situaciones de estrés. Esto constituye un problema, ya que favorece el
desarrollo tumoral al permitir a las células tumorales sobrevivir en condiciones desfavorables

(Dai et al., 2007).

k. Caracteristicas de las células tumorales.

La inestabilidad gendémica es una caracteristica comin en las células tumorales
(Thompson, Bakhoum y Compton, 2010). Estas células se adaptan a un fenotipo de
proliferacion mucho mas rapida que las células normales, lo que les da una ventaja
respecto a estas, pero a costa de un mantenimiento preciso del genoma (Malumbres y
Barbacid, 2009; Diffley, 2011). La activaciéon de las DDRs tiene un papel vital para
evitar el avance del tumor (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005), pero la
tendencia de estas células a perder el control de la fidelidad de replicacion provoca que
acumulen mutaciones, alguna de las cuales podra desactivar las DDR, favoreciendo el
desarrollo del cancer (Venkitaraman, 2005). Todos los antecedentes sugieren que para
la reorganizacion del genoma deben ocurrir dos sucesos: un aumento de la inestabilidad

gendmica y una reduccion de las rutas de DDR (Strunnikov, 2010).

Una caracteristica frecuente en células tumorales es el tener un exceso de actividad
CDK durante la fase G1 (Malumbres y Barbacid, 2001), por sufrir sobre-expresion de
ciclinas o CDKs, o bien mutaciones en CKIs (Malumbres y Barbacid, 2001). Esta
desregulacion es vital para la hiper-proliferacion de las células e induce un estrés
replicativo que actualmente se sabe que aparece en los inicios de la carcinogénesis

(Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005).



1. Los estudios en levaduras pueden servir para entender los mecanismos que
provocan un tumor.

El estudio de los mecanismos que provocan el desarrollo de un tumor a menudo es
dificil en células animales, siendo imprescindibles los organismos modelo para entender

los mecanismos moleculares de la enfermedad (Petranovic et al., 2010).

La levadura de gemacion, como se indica en la Figura 1, es un perfecto sistema modelo
y puede utilizarse para estudiar las enfermedades humanas a causa de un
inesperadamente alto grado de conservacion de los mecanismos moleculares de
regulacion del ciclo celular entre los dos organismos (Botstein y Fink, 1988; Hartwell,
2001; Smith y Snyder, 2006). Sin embargo, como organismo unicelular, presenta la
limitaciéon de que no permite realizar estudios en aspectos relacionados con la

multicelularidad y las interacciones célula-célula (Pereira et al., 2012).

Células portadoras de mutaciones oncogénicas muestran una replicacion del DNA
anormal, denominada replicacion oncogénica (Venkintaraman, 2005), y que podria ser
el origen de la activacion constitutiva de las DDRs activadas desde fases muy tempranas
del desarrollo de la lesion tumoral (Venkintaraman, 2005; Bartkova et al., 2005;
Gorgoulis et al., 2005). Sin embargo, se desconoce qué es anormal durante la
replicacion inducida por ciclos celulares oncogénicos, y si estas aberraciones son causa
de la inestabilidad cromosomica. Las levaduras pueden resultar de gran utilidad en el
estudio de este tema, ya que gracias a que el mecanismo de regulacion del ciclo esta
muy conservado, podemos analizar en ellas los efectos de las mutaciones que se suelen
identificar en las células tumorales. En esta introduccion hemos mencionado tres
mutaciones que afectan a la regulacion de la actividad CDK durante el ciclo celular en
S. cerevisiae (Acdhl, Asicl y A47cdc6). En la Tabla 3 se resumen los efectos conocidos
de las deleciones simples, ademds de la combinacion de algunas de estas mutaciones en
la levadura de gemacion. Como se ve hay problemas de inestabilidad gendémica (Acdhl,
Asicl), asi como fallos en el inicio de replicacion (Asicl). Es importante identificar
correctamente estos mecanismos y conocer sus interacciones, determinando como se
produce la inestabilidad gendmica y cudl es su implicacion en el desarrollo del cancer
(Ozeri-Galai et al., 2012). Por ejemplo, es necesario saber si hay una relaciéon causa-

efecto real entre el exceso de CDK, un menor nimero de origenes activos, una fase S


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Petranovic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20977625

problematica y dafio al DNA e inestabilidad cromosomica. Si se demuestra la relacion,
seria interesante caracterizar como es la pérdida de eficiencia de inicio de replicacion y
determinar si la menor eficiencia de un origen estd relacionada con la aparicion de

reordenamientos cromosomicos en su entorno.



Objetivos



Los objetivos planteados en este trabajo son los siguientes:

1. Determinar la contribucion de cada uno de los reguladores de actividad CDK en
G1 (Cdhl, Sicl y el dominio N-terminal de Cdc6) a la estabilidad genémicay a
la activacion de un inicio de replicacion eficiente.

2. Establecer si existe una relacion causa-efecto entre regulacion de actividad CDK
en G1, eficiencia de inicio de replicacion y estabilidad gendmica.



Materiales y métodos



1.- Condiciones de cultivo y manipulacion de microorganismos

3. Escherichia Coli

Los protocolos basicos utilizados para el manejo de la bacteria E. coli se han basado en lo
descrito por Sambrook (Sambrook et al., 1989). El medio de cultivo utilizado es LB (0,5%
Extracto Levadura; 1% Triptona y 1% NaCl) liquido o LB-Agar (se afiade un 2% de Agar-agar) en
placas, en ambos casos suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. La temperatura de
incubacién fue de 379C. Para el mantenimiento y amplificacién de pldsmidos se utilizé la cepa
DH5a de E. coli. Las células competentes se produjeron en el Centro de Investigaciéon del

Céncer siguiendo el protocolo salino (Kushner, 1978), que se resume a continuacion:

Se cultivan células en LB hasta una concentracion de 10° células/ml (DOggonm de 0,4). Se elimina
el medio centrifugando el cultivo a 7000 rpm durante 5 minutos a 42C y se resuspenden las
células en igual volumen de tampdén CM1 (NaOAc 10mM, pH 5,6; MnCl, 50mM y NaCl 5mM),
incubando la mezcla en frio durante 20 minutos. El buffer se elimina del mismo modo que el
LB, y las células se resuspenden en el tampdén CM2 para su mantenimiento (NaOAc 10mM pH
5,6; glicerol 5%; CaCl, 70mM y MnCl, 5mM). El almacenamiento se hace en alicuotas del

volumen adecuado (normalmente 100ul) congeladas a -702C.

Transformacion de E. coli.

Para transformaciones con plasmidos el protocolo de eleccidon fue el método rdpido descrito

por Golub (Golub, 1988).
4. Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de S.cerevisiae utilizadas son de los fondos genéticos W303-1a y S288C. Se
emplearon mayoritariamente cepas del fondo W303-1a, utilizandose las cepas S288C se
emplearon Unicamente para estudios de estimacidn de las tasas de GCRs (ver mas adelante) y
corroborar algunos fenotipos encontrados en cepas W303-1a, como se describe en

Resultados. El listado completo de cepas y sus genotipos detallados estan en la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas utilizadas en este trabajo.



Numero de Fondo .
., Fuente .. Genotipo relevante
coleccién genético
W303-1a Karim Labib ~ W303-1a  MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 cani1-100
W303-1 Karim Labib  W303-1 MATa/a ade2-1/ade2-1 ura3-1/ura3-1 his3-11,15/his3-11,15 trp1-
1/trp1-1 leuz-3,112/leu2-3,112 can1-100/can1-100
YAC188 Este trabajo =~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT
YAC191 Este trabajo  W303-1a  MATa yjl193w::HphNT A47cdcé6 sic1:[TRP1]GAL1:SIC1
YAC198 Este trabajo  W303-1a  MATa yjl193w::HphNT sic1::[TRP1]GAL1:SIC1
YAC216 Este trabajo ~ W303-l1a  MATa yjl193w::HphNT A47cdc6
YAC230 Este trabajo ~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 pDK243
, MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 sic1:[TRP1]GAL1:SIC1
YAC233 Este trabajo ~ W303-1a
pDK243
YAC239 Este trabajo =~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 pDK243
YAC236 Este trabajo ~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 sic1:[TRP1]GAL1:SIC1 pDK243
YAC242 Este trabajo =~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 pDK368
, MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1
YAC245 Este trabajo =~ W303-1a
pDK368
YAC248 Este trabajo ~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 sic1::[TRP1]GAL1:SIC1 pDK368
YAC251 Este trabajo =~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT ADE3 ade2-1 A47cdc6 pDK368
YAC272 Este trabajo =~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT bar1::URA3
YAC274 Este trabajo =~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT A47cdc6 bar1::URA3
YAC276 Este trabajo ~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT sic1::TRP1GAL1SIC1 bar1::URA3
YAC278 Este trabajo ~ W303-la  MATa yjl193w::HphNT A47cdc6 sic1:TRP1GAL1SIC1 bar1::URA3
YAC308 Este trabajo =~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT cdh1::HIS3
Arturo . ,
YAC655 Calzada W303-1a  MATayjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl1:LEUZ sic1:[TRP1]GAL1:SIC1
Arturo , ;
YAC656 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl1::LEUZ sic1::[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo , .
YAC657 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEU2 sicl:[ TRP1]JGALI:SIC1
Arturo . :
YAC658 W303-1a  MATayjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEUZ sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1

Calzada




Arturo

YAC659 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEU2 sicl:[ TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . .

YAC660 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEUZ sic1::[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . .

YAC661 Calzada W303-la  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdh1:LEUZ sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . .

YAC662 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdh1:LEU2 sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . ,

YAC663 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl1::LEUZ sic1::[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . .

YAC664 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEUZ sicl::[TRP1]JGAL1:SIC1
Arturo . .

YAC665 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::URA3 A47cdc6 Acdhl:LEU2 sic1::[TRP1]JGAL1:SIC1

YAC796 Arturo W303-1a  MATa yjl193w:HphNT [pRS305 SIC1:SIC1]

-1a a W... .

Calzada Y p P
Arturo . .

YAC797 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::HphNT sic1:[TRP1]GAL1:SIC1 [pRS305 SIC1:SIC1]
Arturo .

YAC799 Calzada W303-1a  MATa yjl193w::HphNT cdh1::HIS3 [pRS305 SIC1:SIC1]

YAC800 Este trabajo W303-1a  MATa yjl193w::HphNT [pRS305 SIC1:SIC1]

YAC801 Este trabajo ~ W303-1a  MATa yjl193w:HphNT [pRS305 SIC1:SIC1] sic1:[TRP1]GAL1:SIC1

YAC803 Este trabajo ~ W303-1a  MATa yjl193w::HphNT [pRS305 SIC1:SIC1] cdh1::HIS3

MATa ura3-52 leu2A1 trp1A63 his3A200 lys2ABgl hom3-10 ade2A1
RDKY3615 RD Kolodner 5288C
ade8 YEL069::URA3

YAC177 Este trabajo $288C  MATa yjl193w::HphNT

YAC180 Este trabajo $288C  MATa yjl193w::HphNT A47cdc6

YAC217 Este trabajo $288C  MATa yjl193w:HphNT sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1

YAC219 Este trabajo $288C  MATa yjl193w:HphNT A47cdc6 sicl:[TRP1]GAL1:SICI

YAC300 Este trabajo $288C  MATa yjl193w::HphNT cdh1::HIS3

YAC302 Este trabajo 5288C  MATa yjl193w::HphNT A47cdc6 cdh1::HIS3

YAC304 Este trabajo 5288C  MATayjl193w:HphNT sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1 cdh1::HIS3

YAC306 Este trabajo $288C  MATa yjl193w:HphNT A47cdc6 sic1::[ TRP1JGAL1:SIC1 cdh1::HIS3




YAC380 Este trabajo $288C  MATa yjl193w::HphNT sgs1::kanMX4
YAC556 Este trabajo 5288C  MATa yjl193w:HphNT ars507::kanMX4
YAC558 Este trabajo 5288C  MATa yjl193w:HphNT sic1:[TRP1]GAL1:SIC1 ars507:kanMX4
YAC571 Este trabajo $288C  MATa sicl:HIS3
YAC700 Este trabajo S288C  MATa clb2:LEU2
YAC706 Este trabajo $288C  MATa clb2::LEU2 cdh1::HIS3
Arturo .
YAC800 Calzada 5288C  MATa yjl193w::HphNT YEL069::URA3 [pRS305 SIC1:SIC1]
Arturo MATa yjl193w::HphNT YEL069::URA3sic1:[TRP1]JGAL1:SIC1 [pRS305
YAC801 5288C
Calzada SIC1:SIC1]
Art MATa yjl193w::HphNT ura3-52 YEL069::URA3 yjl193w::HphNT
YAC803 rIure 5288C @)% oW EpR Y ur YJHZSWEEP
Calzada cdh1::HIS3 [pRS305 SIC1:SIC1]

Todas las cepas W303-1a son derivadas e isogénicas con W303-1a, y las 5288C de RDKY3615, y tienen el
mismo genotipo que ellas con las modificaciones que se incluyen.

Las células se cultivaron en medio liquido o en placas de medio sdlido. La temperatura
rutinaria de incubacidon es de 25°C, salvo en aquellos experimentos donde se indique lo
contrario. El crecimiento de S. cerevisiage se llevd a cabo en medio rico liquido con una
agitacién de 120-180 rpm segun el volumen de cultivo empleado. La concentracién celular
durante el crecimiento en medio liquido se midié por contaje celular total en una cdmara de
recuento Thoma Neubauer para evitar la variabilidad que células mutantes con tamafios
distintos producen cuando se emplea la medida de densidad dptica en espectofotometro para

estimar la concentracién celular.

e Medios de cultivo

Para el crecimiento rutinario de mantenimiento y preparacion de las células de S.cerevisiae en
los experimentos el medio de eleccion es el medio rico YPA (1% extracto de levadura, 2%
bactopeptonay 40 mg/l de adenina). La adenina extra compensa el retraso de crecimiento de
cepas portadoras de la mutacion ade2-1, mutacidn que portan las células que utilizamos.
Como fuente de carbono se afiade un 2% de glucosa (medio YPAD) o un 0,3% de galactosa mas

un 1% de rafinosa (medio YPARG). El medio YPA sélido se prepara afadiendo un 2% de agar.



Para la esporulacién de cepas diploides se utilizdé medio de esporulacion o RSM (Rich
Sporulation Medium) (0,25% extracto de levadura, 1,5% acetato potasico, 0,1% glucosa, 2%
agar y una mezcla de aminoacidos: 0,1 mg/ml de adenina; 0,1 mg/ml de uracilo; 0,05mg/ml de
histidina; 0,05mg/ml de leucina; 0,05mg/ml de lisina; 0,05mg/ml de triptéfano; 0,02mg/ml de
tirosina; 0,25mg/ml de fenialanina; 0,05mg/ml de metionina y 0,05mg/ml de arginina. Para

cepas S288C se afiade ademas 0,90 mg/ml de treonina y 0,30 mg/ml de serina).

Para la seleccion de transformantes se utilizd Medio Minimo Agar (0,7% base nitrogenada de
levaduras sin aminoacidos, 2% de agar y la fuente de carbono correspondiente: 2% de glucosa
o 0,3% de galactosa mas 1% de rafinosa) suplementado con los aminoacidos segun las
auxotrofias de la cepa (Tabla 4). 0,04 mg/ml de adenina; 0,04 mg/ml de uracilo; 0,04mg/ml de
histidina; 0,08mg/ml de leucina; 0,05mg/ml de lisina; 0,04mg/ml de triptéfano. Para cepas
S$288C se afiade ademas 0,15mg/ml de metionina; 0,15mg/ml de lisina; 0,18 mg/ml de
treonina y 0,11 mg/ml de serina. Para la seleccién de transformantes resistentes a geneticina
se afiadié dicho antibiético a YPAD o YPARG agar fundido y atemperado a 50°C a una

concentracién de 200 pg /ml, y en el caso de la higromicina a 300 pg/ml.

Para los ensayos que requieren seleccion con acido 5-Fluoroorético (5-FOA) y/o canavanina
(Can), se utiliza medio minimo agar suplementado con todos los aminoacidos excepto arginina,
y con 5-FOA 0,1% y/o Can 0,006%. La fuente de carbono sera la adecuada a la cepa (2% de

glucosa 6 0,3% de galactosa mas 1% de rafinosa).

e Construccion de cepas

La mayor parte de las modificaciones genéticas en células de S. cerevisiae se realizaron
utilizando la técnica de modificacion génica de un solo paso mediada por la técnica de
amplificacion de DNA “reaccién en cadena de la polimerasa”, Polymerase Chain Reaction, PCR
(Longtine et al., 1998; Storici y Resnick, 2006), que consiste en la sustitucidon exacta de una
region del genoma de la célula por otro gen contenido en un cassette de DNA. Para ello se
disefa el cassette de modo que contenga un gen marcador, que complementard alguna
auxotrofia propia de la cepa, ademas de secuencias homoélogas flanqueantes a la regién que
se desea modificar. Las zonas de homologia permiten la eliminacion de la regién y la
sustitucion por el gen marcador mediante un mecanismo de doble recombinacién. El cassette
se construye mediante una reaccién de PCR, empleando como DNA molde un plasmido que
contiene el marcador, y una pareja de oligos de unos 70 nucledtidos donde los 20 nucledtidos

en 3’ son homdlogos a los extremos del marcador, y los 50 (0 mas en algunos casos)



nucledtidos restantes hacia 5 son homdlogos a la secuencia flanqueante donde se dirige la

construccion.

En algunos casos, en lugar de eliminar la funcién de un gen el objetivo es sustituirlo por otro
integrando una secuencia de DNA contenida en el cassette junto al marcador de
complementacién. Este cassette se construye sobre un plasmido portador del gen marcador
introduciendo junto a él la secuencia a integrar, e incluyendo en los laterales de la
construccion zonas grandes de homologia (unas 500 bp) flanqueantes de la zona que se desea
modificar o remplazar. Esta zona de homologia es mas grande en estos casos porque cuanto
mayor sea el tamafio del cassette, mayor es dificultad de integracién, y una gran zona de

homologia favorece los eventos de recombinacién y por tanto la integracién.

Los plasmidos se amplifican en cultivos de E. coli, y posteriormente se purifican. El cassette de
transformacion se obtiene, bien por PCR utilizando oligos que anillan en las zonas de
homologia (cassettes pequefios), bien mediante una digestién de los plasmidos con enzimas de
restriccion (cassettes mayores). La transformacién se realiza siguiendo el método publicado
por Gietz y Woods (Gietz y Woods, 2006). Para cassettes no clonados utilizamos los
oligonucledtidos indicados en cada caso amplificando el marcador de seleccién de los

plasmidos pRS304 (TRP1); pRS305 (LEU2); pRS306 (URA3) y pRS303 (HIS3) (Stillman, 1993).

Para seleccionar los transformantes positivos se realiza la amplificacion del DNA mediante PCR.
Las colonias de células transformadas (llamadas transformantes) se aislan en una nueva placa
de medio selectivo. Se preseleccionan los clones mediante PCR de colonia (ver la descripcion
en el apartado “PCR, reaccién en cadena de la polimerasa”). Las cepas preseleccionadas que
son positivas se someten a un analisis exhaustivo de la construccién mediante un sistema de 4

PCRs sobre DNA purificado (Figura 10).

2. Construccidn y caracterizacion de la cepa A47cdc6.

La mutacion A47cdc6 consiste en la delecion de los 47 aminoacidos del extremo N-terminal de
la proteina Cdc6, pero manteniendo el coddn de inicio (ATG, correspondiente a metionina). En
un plasmido, pTZ19R, se introdujo el gen CDC6 sin los 141 nucleétidos que codifican el dominio
N-terminal, y esta mutacién se asocid al marcador de seleccion HphNT, que confiere
resistencia al antibidtico Higromicina. Flanqueando a esta construccion se situaron zonas de
homologia hacia 5’ y 3’ del gen CDC6 silvestre, justo entre sitios de restriccion para las enzimas
BamHI y Hindlll. La digestién de este plasmido con dichas enzimas se utiliza para la

transformacién de S. cerevisiae, seleccionandose los transformantes en placas de medio rico



YPAD suplementadas con 300 pg/ml de higromicina. El gen HphNT disrumpe el gen YJL193W,
una ORF cuyo producto es un hipotético transportador de triosas-fosfato, y cuya delecion
parece provocar un defecto de crecimiento (Paulsen et al., 1998; Steinmetz et al., 2002; De
Hertogh et al., 2002). Para comprobar si en nuestras manos se produce este defecto de
crecimiento, se marcé el gen CDC6 silvestre con el cassette de Higromicina (HphNT) en una
posicion idéntica a la que tiene en el mutante A47cdc6. En este mutante no se ha detectado
defecto de crecimiento en las condiciones de cultivo utilizadas. Sin embargo, previniendo
posibles cambios en el comportamiento celular a causa de la eliminacion de YJL193W, en este
trabajo se ha utilizado como individuo control en todos los casos un mutante

yjl193w::[HphNT], y todas las cepas construidas son isogénicas con este control.

3. Construccidn y caracterizacion de la cepa sic1::GAL1:SIC1.

En esta construccidén la ORF de SIC1 se situa bajo el control del promotor GAL1-10 de S.
cerevisiae (Johnston y Davis, 1984) insertando un cassette de DNA que contiene el promotor
GAL1-10y el cassette del marcador TRP1. Esta construccidn permite la expresion regulada del
gen SIC1, y ya que sdlo se expresa cuando el promotor GALI-10 esta activo, cosa que sucede
cuando hay galactosa en el medio y ausencia de glucosa. La presencia de glucosa reprime el
promotor, lo que provoca una deplecidn de Sicl. El cassette contiene por este orden: 50 bp del
extremo 5’ del gen SIC1 (19 pares de bases antes del coddn de inicio del gen); el gen TRP1, que
actia como marcador de seleccion; el promotor GALI; la ORF del gen SIC1 y 50 bp del
extremo 3’ de SIC1 justo a continuacién del codén de paro de SIC1. Este cassette de
transformacion se construyod sobre un plasmido pGEM-T (Promega). La digestidn del plasmido
(pGEMT sic1::[TRP1]JGAL1:SIC1) con las enzimas Sacl-Sphl, que cortan a ambos lados de la
construccion, se utiliza para transformar a S. cerevisiae. Los transformantes se seleccionan en
placas de medio minimo sin triptéfano y con rafinosa-galactosa como fuente de carbono, para

permitir la expresidn del gen SIC1.

Una vez construida la cepa se caracterizé su capacidad de deplecionar Sicl en medio que no
contiene galactosa. Para ello se realizaron cultivos de una cepa silvestre de S. cerevisiae y de la
cepa que contiene a SIC1 bajo el control del promotor GAL1 en medio rico, en diferentes
condiciones (medio rico con glucosa 2%, con rafinosa 1%-galactosa 0,3% o con galactosa 2%), y
se analizé por Western Blot la presencia de la proteina Sicl en los extractos celulares
obtenidos de estos cultivos (Figura 8.a). En medio rico con rafinosa-galactosa, y en cultivo
asincrono, la cantidad de Sicl es muy superior en la cepa GAL1:SIC1 que en el individuo

silvestre. Si se sincronizan las células del cultivo en una situacion en que Sicl no debe aparecer



(Schwob et al., 1994), por ejemplo, en mitosis con el inhibidor del huso mitético nocodazol, en
presencia de galactosa, el silvestre degrada completamente Sicl, pero el mutante condicional
no puede hacerlo en su totalidad debido a la continua expresion del promotor GAL1-10. Pero si
el cultivo se sincroniza con nocodazol en presencia de glucosa, Sicl desaparece en ambas
cepas. Por el contrario, en una situacién en que debe haber Sicl en la célula (sincronizaciéon
con factor a, una feromona sexual que bloquea a la célula en G1), sdlo el silvestre contiene
proteina Sicl, pero el mutante condicional no lo acumula en presencia de glucosa si
previamente se ha apagado el promotor en mitosis. A pesar de que no observamos proteina
Sicl en el Western blot, consideramos que nuestra construccién produce una deplecién de
Sicl, ya que se sabe que el promotor GAL1-10 no puede reprimir completamente la expresién
del gen que regula (nunca constituird una delecion total del gen) y exposiciones muy largas de
un Western blot con elevada cantidad de extracto proteico y el revelado con reactivos muy
sensibles origina una débil banda de Sicl (no mostrado). Por tanto podemos esperar que los
fenotipos de esta cepa no sean tan acusados como los descritos para la delecion de SIC1
(Asic1). Sin embargo células portadoras de esta construccién en condiciones de represion del
promotor (medio con glucosa y sin galactosa) son capaces de simular los fenotipos de la
delecién de SIC1 (4sicl), lo que valida la construccion para el estudio de la carencia de Sicl. Las
variaciones de la concentracion de Sicl en la célula modifican el ciclo celular respecto al de
células silvestres (Nugroho y Mendenhall, 1993; Schwob et al., 1994). Asi, el andlisis del perfil
de ciclo por citometria de flujo genera los perfiles que se pueden apreciar en la Figura 8.b. El
individuo control presenta el mismo perfil de ciclo en medio rico con glucosa o con rafinosa-
galactosa, con un pico de células con contenido de DNA 2C (DNA duplicado, una vez superada
la fase S, y previo a la mitosis), ligeramente superior al de 1C (DNA sin duplicar, justo después
de M y hasta la entrada en fase S). Células que contienen la mutacidn condicional GAL1:SIC1
tienen el ciclo modificado. En presencia de galactosa (medio YPARG) las células se acumulan en
G1, respuesta normal si pensamos que Sicl se encarga de prolongar esta fase del ciclo celular
como se ha indicado en la Introduccidn. Cuando hay glucosa en el medio (YPAD) el perfil de
ciclo se modifica, aumentando la proporcién de células con contenido 2C, a causa de un
avance mas rapido por G1 en las células carentes de Sicl y por el un retraso en la progresién a
través de anafase temprana durante mitosis (Lengronne y Schwob, 2002). Por ultimo, se ha
descrito que células Asicl presentan pérdidas de viabilidad a 302C (Nugroho y Mendenhall,
1993; Schwob et al., 1994). Se analizé la viabilidad de nuestras células tanto en ensayos de
dilucion en placa (Figura 8.c) como mediante recuento de viables durante 24 horas de cultivo
liquido (Figura 8.d) en medio rico con o sin galactosa, a 252C. En ninguno de los casos se

observé pérdida de viabilidad de las células portadoras de la mutacién condicional.
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Figura 8. La deplecion de Sicl a partir de la represion del promotor GAL1-10 (GAL1:SIC1) reproduce los
fenotipos de la delecién de SIC1 (4sic1). a). Western blot para determinar la presencia o ausencia de la
proteina Sicl en el individuo control o el sic1::GAL1:SIC1 en presencia o ausencia de nocodazol (Noc) o
factor alfa (a-F) segun se indica. Los cultivos se realizaron a 252C. b). Distribucién en el ciclo celular de
cultivos asincronos a 252C en medio con glucosa (YPAD) o rafinosa-galactosa (YPARG) de células control
0 sic1::GAL1:SIC1. c). Ensayos de dilucion en placa de células control o sic1::GAL1:SIC1 en medio YPARG
e YPAD. Las células crecieron a 252C. d). Curva de viabilidad de las células control o sic1::GAL1:SIC1 en
medio YPARG o YPAD a 252C.

4. Construccion del mutante cdh1::HIS3.

Para construir este mutante se clond en un plasmido pGEM-T (Promega) una secuencia de
DNA que se compone de la 500 bp en posicion 5" adyacentes a CDH1, el gen HIS3 procedente
de un plasmido pRS303 (Stillman, 1993) y los 500 bp hacia la posicién 3’ de CDHI. Se
comprobd la ausencia de mutaciones mediante secuenciacidon del plasmido. El cassette de
transformacion se extrae mediante una doble digestién con las enzimas Sacl y Sacll. La zona

sustituida es la correspondiente a las coordenadas de CDH1: cromosoma VIl 492423- 494175.

5. Construccion de la delecion no condicional de SIC1, sic1::HIS3.

En este caso se sustituye la ORF del gen SICI (localizado en el cromosoma XllI, entre las
coordenadas 286820 a 287674) por el marcador HIS3, procedente de un plasmido pTN18
(Nasmyth). El cassette de delecion se libera por digestion del plasmido con las enzimas de
restriccidon Ncol y EcoRlI. La integracion se comprueba mediante un Southern en 4 digestiones

simples: Bcll; Bglll; Clal y Hhal. La sonda se obtiene con los oligos “HIS3 upst oligo” (secuencia
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5’-GGCAGAAGCAGTAGCAGAAC-3’) Y “HIS3 dwst oligo” (secuencia 5’-CTCCTACTTTCTCCCTTTGC-

3’), que generan una sonda de 343 bp que reconoce HIS3.

6. Construccion de la delecion sgs1::kanMX.

Para eliminar a SGS1, gen localizado en el cromosoma Xlll, entre las coordenadas 645259-
640914, se construyd un cassette de delecion mediante PCR utilizando como molde el
plasmido pFA6a, que contiene a KanMX, vy los oligonucledtidos F1 sgsl1 (5'-
GATTATTGTTGTATATATTTAAAAAATCATACACGTACACACAAGGCGGTACGGATCCCCGGGTTAATT
AA-3’)y R1 sgs1 (5’-GCTTGGCGAATGGTGTCGTAGTTATA

AGTAACACTATTTATTTTTCTACTCTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3’), proceden-tes de la coleccidn
de Avelino Bueno. Se comprobaron los mutantes mediante 4 PCRs, utilzando los oligos Oc5

sgs1 (5-CGTGTTGGTGCTCTTCT-3'), Oc3 sgs1 (5'-CCCCAA

CGTTGGCCTTCCCTG-3’); KanRE  (5-GGATGTATGGGCTAAATG-3’) y Kan Fw (5'-
CCTCGACATCATCTGCCC-3').

7. Construccion de la delecion bar1::URA3.

Se elimind la zona comprendida entre las coordenadas 322292-324155 del cromosoma IX,
donde se encuentra el gen BARI. El cassette de delecion, que contiene el marcador URA3, se
produce mediante PCR sobre el plasmido pRS306 (Stillman, 1993) con los oligos 3' bar1-URA3
(5’-ACTATATATTTGATATTTATATGCTATAAAGAAATTGTACTCCAG

ATTTCGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGC-3’) y 5' bar1-URA3 (5'-ATCG

CCTAAAATCATACCAAAATAAAAAGAGTGTCTAGAAGGGTCATATATTCAATTCATCATTTTTTTTTTATT
C-3’). Se comprobd la correcta integracién con 4 reacciones de PCR, utilizando los oligos
externos a la construccién 3' Check Delta-barl (5’-TTACGGACGTTTAGGATGAC-3’) y 5' Check
Delta-barl (5'-ATATTAGAGATGCGT

TGTCC-3’). Como oligos internos se utilizaron: testURA3RFB -S2.5' (5"-CTGACATTGG

TAATACAGTC-3') y testURA3RFB -S6.3' (5-GACTGTATTACCAATGTCAG-3').

8. Construccion de la delecidn clb2::LEU2.


http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/chromosome.pl?chr=13

El gen CLB2, situado entre las coordenadas cromosémicas 771653 a 773128 del cromosoma
XVI, se sustituye por un cassette con el marcador LEUZ2. El cassette se obtiene utilizando como
molde de una reaccidn de PCR el plasmido pRS305, del que se extrae el marcador mediante los

oligos 3' oligo c/b2-LEU2 (5'-GGACATTTATCGATTATCGTTTT

AGATATTTTAAGCATCTGCCCCTCTTCTCGACTACGTCGTAAGGCCG-3’) y 5' oligo clb2-LEU2 (5'-
CAAGAAGCCTTTTATTGATTACCCCCTCTCTCTCTTCATTGA

TCTTATAGTCGAGGAGAACTTCTAGTATATCC-3’). Se comprueba que la integracion haya sido
correcta analizando los resultados de 4 reacciones de PCR, realizadas con dos oligos externos a
la construccion:5' oligo CLB2 (5'-TGAACTTCGGTGCCTGTCCC-3’) y 3' oligo CLB2 (5'-
TCTTTGTCTACCCTCGCTAC-3’) 'y  dos oligos internos: LEU2.2  Oligo (5’-
TTGATTCTGTGCGATAGCGC-3’) y LEU2.3 Oligo (5’-ATATGTTCATAGG

GTAGACG-3').

9. Delecion del origen de replicacion ARS507: ars507:: kanMX.

Para eliminar el inicio de replicacién en la regién correspondiente al origen ARS507 se elimind
la region del cromosoma V entre las coordenadas 59283 a 59516, donde se encuentra el ACS
de ARS507. El cassette de delecidn se produjo mediante PCR sobre el plasmido pKL183 (Karim
Labib), que contiene al marcador KanMX, con los oligos 3' ars507-kanMX (5'-

CCGCTTGTCCACAATCATGTAAATATAAATATTGAAACTTTTC

ACTTGTTTTCGACACTGGATGGCGGC-3’) y 5' ars507-kanMX (5’-TAACATCTTTTT

AAACAATCATAAATAGCACTTCTTATCATACAACCTCATGATATCGAATTCCTGCAGC-3’). Se
comprobd la eliminacidn de ARS507 por medio de 4 reacciones de PCR, utilizando como oligos
externos a 3' check ARS507 (5'-AGAGTCCTTGCGAAATTACC-3’) y 5' check ARS507 (5'-
GTGAGTTGGATGAGTTGGAC-3’), y como oligos internos a kanFW (5’-CCTCGACATCATCTGCCC-
3’) y kanRE (5’-GGATGTATGGGCTAAATG-3’).

10. Construccion de cepa portadora de una copia extra de SIC1 bajo el control de su
promotor, SIC1:SIC1.

Se cloné en el plasmido pGEM-T (Promega) un fragmento que incluye la ORF de SIC1 bajo el

control de su propio promotor (el localizado entre las coordenadas 286446-287933 del
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cromosoma Xll), incluyendo las secuencias intergénicas completas entre las secuencias
codificantes de los genes anterior y posterior. Una vez secuenciado este plasmido y
comprobado que el clonaje no habia introducido errores se transfirié la construccidn SIC1:SIC1
a un plasmido pRS305 (plasmido integrativo con el marcador LEU2, Stillman, 1993). Este
pldsmido se linearizé cortando el locus LEU2 con la enzima de restriccion Narl, y se utilizé para
transformar las cepas control yjl193w::[HphNT], sic1::GAL1:SIC1 y cdh1::HIS3 de los fondos
genéticos W303-1a y S288C. El plasmido se integrd en el locus de LEU2, que se encuentra en el

cromosoma lll. Se seleccionaron integrantes monocopia por analisis de 4 PCRs.

e Diluciones seriadas

Se trata de ensayos en placa que permiten determinar pérdidas de viabilidad respecto al
individuo silvestre. A partir de cultivos frescos en placa de cada cepa a analizar se toma una
colonia y se resuspende en agua estéril. Esta suspension se sonica para separar las células
(sonicador “Sonic Disembrator 550", Fisher Scientific, a baja intensidad). A partir de medidas
de concentracién celular por contaje en cdmara Thoma se obtiene una suspension de células a
3,33x10° células/ml. A partir de esta suspensién se realizan diluciones seriadas en agua,
dilucién 1/10, hasta 3,33x10% células/ml. Estas diluciones se depositan en placas de medio
sdlido, normalmente medio rico de forma ordenada, en alicuotas de volumen definido
(habitualmente 7ul) y se cultivan en las condiciones deseadas. Cada 24 horas se realiza un

escaneo de las placas para obtener un registro grafico.

e Determinacion de la curva de crecimiento

Para medir el tiempo que las células de las distintas cepas tardan en entrar en fase
estacionaria se realizan cultivos desde concentraciones celulares bajas hasta saturacién,
registrando a intervalos las concentraciones en células/ml de cultivo. Se inicia un cultivo con
una concentracion de células a 5x10° células/ml, y se realizan recuentos en cdmara Thoma a
intervalos regulares. Es importante realizar con mayor frecuencia los recuentos en los
momentos en que cambia la velocidad de crecimiento celular, en la transicidn entre la fase de
latencia y la de crecimiento exponencial y entre la exponencial y la fase estacionaria. Un
ejemplo de curva de crecimiento puede observarse en la Figura 9, curva realizada en el

laboratorio para la cepa control de S288C.
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e Determinacion de la curva de viabilidad

La curva de viabilidad difiere de la de crecimiento en que lo que se trata es de registrar
pérdidas de viabilidad de células que estan creciendo en las condiciones deseadas en la fase de
crecimiento exponencial. Por tanto, se parte de cultivos que estdn creciendo en las
condiciones Optimas para las células (por ejemplo, sin estrés térmico o expresando el gen
SIC1). Estos cultivos se diluyen a una concentracion que mantenga el crecimiento exponencial
(2,5x10° células/ml) y se sittan en las condiciones de experimentacién. En ocasiones es
necesario cambiar el medio de YPARG a YPAD, lo que se realiza centrifugando la cantidad
necesaria de cultivo a 3000 rpm durante 3 minutos, eliminando el sobrenadante y

suspendiendo las células en el medio deseado.

Se toman muestras del cultivo a intervalos regulares (3 horas) desde el momento inicial
(tiempo 0) hasta el tiempo que se desee registrar (usualmente 24 horas). Hay que diluir el
cultivo cuando sea necesario para que las células estén siempre en la fase de crecimiento
exponencial (para no llegar a los limites mantenemos los cultivos entre 2x10° y 2x10’
células/ml). Se somete la muestra a ultrasonidos (sonicador “Sonic Disembrator 550”, Fisher
Scientific, a baja intensidad) para eliminar agregados celulares y se realiza un recuento en
camara Thoma para calcular la concentracion real de células/ml. Se siembra en 3 placas de
medio rico en condiciones dptimas el volumen necesario para depositar 500 células en cada
placa y se dejan crecer 3 dias. Las placas del control dan el porcentaje de células viables
respecto a las 500 sembradas (considera el error de contaje y de plaqueo). Normalmente
crecen en torno a 300 colonias por placa control. Para cada punto el recuento de viables en las

células control se considera el 100%. En cada punto el recuento de viables mutantes se refiere



a los viables del control, y se representa el porcentaje de células viables respecto al tiempo en

horas. Se puede observar un ejemplo de este tipo de curva en la Figura 8.d.

2.- Experimentos de sincronizacion en el ciclo celular inducida por factor

a y nocodazol

Todos los cultivos, excepto cuando se especifique lo contrario, se han llevado a cabo de forma
asincrona con células distribuidas a lo largo del ciclo celular segun su genotipo. En ocasiones es
necesario que las células de un cultivo se sincronicen en la misma fase del ciclo celular, para lo

que utilizamos las siguientes técnicas:

1. Factor a. La feromona sexual de S. cerevisiae, anadida a un cultivo de células de tipo
sexual Mat a, provoca que todas las células del cultivo se paren en la fase G1 del ciclo
celular. El gen BAR1 codifica una proteina secrecion que degrada al Factor a, de modo
que las células pueden liberarse del bloqueo pasado un tiempo. Si queremos bloquear
células BAR1 se afiade a un cultivo de densidad 5x10° células/ml 7,5 ug de Factor a/ml
de cultivo en una primera dosis y 2,5 pg/ml una hora después. Si las células son Abar1
se utilizan 50 ng/ml en una Unica aplicacion. Para liberar las células del bloqueo se
realizan dos lavados, que consisten en dos centrifugaciones del cultivo a 3000 rpm
durante 3 minutos, lavando las células con 25ml de medio fresco sin Factor a y

resuspendiendo finalmente en el volumen deseado de medio.

2. Nocodazol. Su efecto es la despolimerizacidon de los microtibulos de actina, lo que
impide la formacién del huso mitético, deteniendo las células en la transicion G2/M.
Se utiliza en una dosis de 15ug /ml Afadida a un cultivo en crecimiento exponencial
(normalmente cuando se encuentra a una densidad de 5x10° células/ml). Para que el
bloqueo sea efectivo hay que dejarlo actuar durante 3 horas. Para liberar el bloqueo se
deben realizar dos lavados con medio fresco sin nocodazol de modo similar a los

realizados para factor a.

3. Combinacién de Factor a y Nocodazol. Para lograr una entrada sincronica en el ciclo

celular de células con Sicl deplecionado, es necesaria una doble sincronizacién. En
primer lugar se bloquean en nocodazol (15ug /ml) cultivos en crecimiento exponencial
con una concentracion de 5x10° células/ml en medio con galactosa (YPARG), a 252C

durante 3 horas. A continuacion, para deplecionar Sicl, se centrifuga el cultivo (3000



rpm, 3 minutos) y se sustituye el medio por medio con glucosa (YPAD) con 15ug /ml de
nocodazol. En este medio se mantiene el bloqueo durante 90 minutos, el tiempo
minimo para observar desaparicion completa de Sicl en Western Blot. Desde este
punto siempre se utilizara medio con glucosa para mantener la deplecién de Sicl. El
siguiente paso es sincronizar las células en G1, por lo que se vuelven a centrifugar los
cultivos (3000 rpm, 3 minutos) y se sustituye el medio por YPAD fresco con 7,5 ug de
Factor a/ml (si la cepa es BAR1) o 50 ng/ml (si la cepa es Abarl), y se deja actuar 2
horas. Para liberar los cultivos se realizan dos lavados con medio fresco (centrifugar el
cultivo a 3000 rpm 3 minutos, resuspender las células en medio fresco y repetir), y se

dejan los cultivos en medio fresco a la temperatura deseada.

3.- Citometria de flujo

Esta técnica se utiliza para analizar el contenido en DNA de células individuales, y permite
realizar un analisis de la distribucién de las células en el ciclo celular. El citdmetro utilizado en
este trabajo es un FACScalibur Benton Dickinson. A partir de cultivos celulares se fijan las
células mezclando 300ul de cultivo con 700ul de etanol. Estas muestras son estables durante

largos periodos de tiempo si se mantienen a 42C.

La preparacion de las células para citometria de flujo consiste en tomar células fijadas, eliminar
el etanol centrifugando a 13200 rpm durante 5 minutos, y resuspenderlas en tampdn citrato
sédico 50mM con RNAsa 0,2mg/ml, manteniéndolas en esta solucién durante 2-12 horas a
379C. El tratamiento con RNAsa sirve para evitar interferencias del RNA celular durante la
posterior tinciéon del DNA con ioduro de propidio. Transcurrido el tiempo de incubacién se
elimina el sobrenadante mediante centrifugacion similar a la anterior vy las células se
resuspenden en una solucion de pepsina 5mg/ml, 50 mM HCI, 50mM citrato sddico,
incubandolas durante 30 minutos a 372C. Se elimina de nuevo el sobrenadante y a
continuacién se resuspenden en una solucién de ioduro de propidio a 2pg/ml en 50mM citrato
sodico para tenir el DNA. Antes de pasar al citémetro las muestras se someten a ultrasonidos
en un sonicador “Sonic Disembrator 550” (Fisher Scientific) para eliminar agregados celulares.
El programa de adquisicidn y andlisis de muestras utilizado fue el Cell Quest 3.2.1f1 (Benton

Dickinson).



4.- Técnicas de manipulacion de acidos nucleicos

o Extraccion de DNA

Escherichia coli

Para aislar DNA de E. coli a pequeiia escala utilizamos el método de lisis por alta temperatura.
De un cultivo de bacteria se toma 1,5 ml, se elimina el sobrenadante por centrifugacién a
maxima velocidad durante 1 minuto y se resuspende el sedimento resultante en buffer de lisis
(8% Sacarosa, 0,5% Triton x-100, 50 mM EDTA y 10 mM Tris-HCI pH 8.0, lisozima 0,7 mg/ml). La
suspension resultante se hierve durante 1 minuto, y se centrifuga a maxima velocidad 15
minutos, quedando una sustancia viscosa que se elimina. El DNA contenido en el sobrenadante
se precipita anadiendo 20 ul de acetato sédico 3M y 200 pl de isopropanol. En este caso la
centrifugacién genera un pellet que contiene el DNA, que debe lavarse con etanol al 70% y

resuspenderse en H,0 o TE 1X (10mM Tris; 1mM EDTA pH 8.0) con 20ug/ml RNasa.

La obtencion de grandes cantidades de DNA plasmidico se realiza desde de cultivos grandes

mediante el kit de extraccion “Plasmid Maxi-Kit” (Quiagen).
Saccharomyces cerevisiae

A partir de un cultivo de células en medio liquido se obtiene un sedimento de células que se
resuspende en 200ul de buffer de lisis (100mM NaCl, 10mM Tris pH8.0, 1ImM EDTA, 1% SDS,
2% Triton), se afiaden 200ul de bolas de vidrio de 0,45 mm de didametro e igual volumen de
fenol/cloroformo isoamilico (Ambion). Se agita en agitador vortex durante 30 segundos, y se
anaden 200ul de TE, se mezcla y se centrifuga a mdxima velocidad durante 2 minutos. El
sobrenadante se recoge, con cuidado de no arrastrar la solucidn de fenol y se precipita el DNA
con etanol 100%, afadiendo el doble de etanol del volumen de sobrenadante que se ha
recogido. Una vez eliminado el sobrenadante se lava el sedimento con etanol 70 %, se
resuspende en agua o TE 1X con 50ug/ml de RNAsa, y se incuba a 372C durante 1 hora para

degradar el RNA. Se almacena congelado a -20°C.

o Digestion de moléculas de DNA: enzimas de restriccion




La digestion de moléculas de DNA se llevd a cabo utilizando endonucleasas de restricciéon de
diferentes casas comerciales: Fermentas, New England Biolabs, Promega y Takara. En cada
caso se utilizd la solucidn tampdn y temperatura recomendadas por los fabricantes, recogidas
en el programa EnzymeX (http://www.mekentosj.com/science/enzymex). El volumen de
reaccion estandar va de 20 a 60 pl, y el tiempo de reaccidn esta entre 1y 2 horas. En el caso de
digestiones para electroforesis bidimensional de DNA se utilizaron condiciones especiales de

digestion que se detallan en el apartado correspondiente.

e PCR, Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain
reaction

Para amplificar fragmentos de DNA rutinariamente, en situaciones en que la fidelidad de copia
no es limitante (comprobacién de integraciones, produccién de cassettes de delecién, sondas
de DNA), se ha utilizado una Taq polimerasa de alta eficiencia sin actividad exonucleasa 3’-5’,

la Eco-Taq (ETAQ-500, Ecogen).

Para la amplificacién de fragmentos de DNA con alta fidelidad hacen falta polimerasas con
actividad exonucleasa 3’-5’, como la High Expand (Expand High Fidelity PCR System, Roche) o la

pfu polimerasa (Promega), que también se utilizan cuando se realiza mutagénesis dirigida.

Las reacciones se llevaron a cabo en volumenes entre 10 y 50 pl, con el buffer recomendado
por el fabricante, oligonucledtidos sintetizados por Isogen Life Science, Sigma o Thermo
Scientific (a los que se ajusta la temperatura de anillamiento, en funcién de su Tm, o

temperatura de disociacién) y dNTPs de Roche.

El DNA utilizado como molde puede proceder de DNA de levadura o de bacteria extraido como
se ha indicado anteriormente, o incluso una pequefia cantidad de células de levadura tomadas
directamente de placa y sometidas a un calentamiento en horno microondas a maxima
potencia durante 90 segundos, de modo que se lisan las células y el DNA queda libre (a este
método se le conoce como “PCR de colonia”). Para comprobar el resultado de una
transformacién se utiliza un Sistema de 4 PCRs, que permite comprobar si el cassette de
delecidon se ha integrado en el lugar deseado y en una o varias copias. Por medio de 4
oligonucledtidos, dos externos y dos internos a la construccién, se realiza un set de 4 PCRs, de
modo que se amplifiquen los dos extremos y el fragmento completo introducido. Se afiade una
cuarta reaccidn que sélo mostrara amplificacion de DNA en caso de que se hayan producido

inserciones en tdndem. En la Figura 10 se puede apreciar el disefio de las 4 reacciones de PCRy


http://www.mekentosj.com/science/enzymex

las bandas que deben aparecer en un individuo haploide silvestre o transformado, y en un

diploide.
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Figura 10. Estrategia de analisis de reemplazamiento génico mediante PCR a). Sobre un cromosoma
silvestre (wt) o transformante anillan los oligonucleédtidos disefiados para comprobar si la
transformacién se ha realizado correctamente. Los oligonucleétidos de color verde (1 y 4) anillan en la
zona del cromosoma externa al cassette de transformacion. Los oligonucledtidos azules (2 y 3)
reconocen especificamente zonas del cassette de transformacion (color rojo). b). Bandas que se esperan
segun el individuo sea transformante negativo (arriba) o positivo (medio) en caso de células haploides, o
transformante positivo en un diploide. Para el primer cribado de clones trasnformantes se realiza una
PCR de colonia, empleando la pareja de oligos, 1-3 0 2-4.

e Separacion por electroforesis de moléculas de DNA en geles de
agarosa

Los fragmentos de DNA se separan por tamaio mediante electroforesis en geles de agarosa.
Segun el tamafio de las moléculas la concentracién de agarosa variard entre 0,8% y 2%, siendo
la concentracion mas habitual la del 1% (1 gramo de agarosa, Seakem LE, en 100ml de TAE 1x,
Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM). El gel con el DNA se somete a un voltaje constante de 120 V

en tampon TAE 1X para separar las moléculas de acido nucleico.

Para poder ver el DNA se afiade al gel bromuro de etidio a una concentracién final de 0,5
ug/ml, y se ilumina con luz UV en un transiluminador modelo Gel Doc XR (Bio-Rad) equipado
con una cdmara CCD para la captura de imagenes. Para estimar el tamafio de las moléculas de
DNA se utiliza un marcador de peso molecular, que contiene fragmentos de DNA de tamafio

conocido, 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

e Andlisis tipo Southern (Southern blot)




Esta técnica consiste en la transferencia del DNA contenido en un gel de electroforesis a una
membrana y el posterior reconocimiento de una secuencia determinada con una sonda

radiactiva disefiada especificamente para ello.

1. Transferencia del DNA a la _membrana. Se han utilizado transferencias salinas

(neutras) o alcalinas en funcidn de las caracteristicas de la membrana receptora del

DNA.

a. Transferencia Neutra. El gel se trata con HCl 0,25 M durante 15 minutos y

después con una solucién de NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M durante 30 minutos, lo
que depuriniza el DNA y lo desnaturaliza respectivamente. Finalmente se
neutraliza el gel con un tampdn que contiene Tris HCl 1M pH 8,0 y NaCl 1,5 M.
La transferencia a la membrana se realiza utilizando como solucidn de
transferencia SSC 10X (NaCl 1,5 M, citrato sddico 0,15 M). Finalizada la
transferencia hay que tratar la membrana con NaOH 0,4N durante 1 minuto,
para desnaturalizar el DNA, y neutralizarla con Tris-HCI 0,2M pH7.5 y SSC 1X
durante 1 minuto. A continuacion se fija el DNA a la membrana mediante
irradiacién con luz ultravioleta a 1200 J/m? en una cdmara Stratalinker 2400

(Stratagene).

b. Transferencia alcalina. EI DNA se depuriniza tratando el gel durante 10 minutos

con HCl 0,125M. Después se estabiliza durante 30 minutos en una soluciéon
desnaturalizante, compuesta por NaOH 0,5M y NaCl 1,5M, que también se
utiliza como solucién de transferencia. Una vez transferido, la membrana se
trata con SSC 2X durante 30 minutos. En este caso el DNA queda fijado a la

membrana y no es necesario el tratamiento con radiacién ultravioleta.

La forma de transferir el DNA puede ser forzado con un sistema de vacio, o por
capilaridad. Ambos sistemas son modificaciones del sistema estandar de

transferencia (Sambrook et al.1989).

a. Transferencia de vacio. Se utilizd un sistema llamado Vacugene XL (GE

Healthcare), aplicando una presién de 50 milibares durante 2 horas, utilizando
la solucién de transferencia correspondiente. La membrana se situa hacia el

lado por el que actua el vacio, poniendo el gel sobre ella.



b. Transferencia capilar. Es el sistema cldsico, se monta de forma que el gel queda

en la parte inferior, y la membrana sobre el gel. Se genera una corriente de
solucion de transferencia a través del gel y hacia la membrana utilizando
material absorbente y aplicando peso. Esta transferencia necesita varias horas

para ser efectiva, y normalmente se deja actuar durante toda la noche.

Hibridacidn: El reconocimiento de una secuencia de DNA especifica en el material
genético transferido a la membrana se consigue mediante sondas de DNA marcadas
radiactivamente y complementarias a la secuencia de interés. El primer paso consiste
en la amplificacién de la secuencia a detectar mediante una PCR. A continuacién se
realiza el marcaje radiactivo de esta secuencia de DNA. Para ello se utiliza el “Random
Primed DNA kit”, de Roche. Este kit se compone de tres desoxirribonucledtidos tri-
fosfato (dATP, dGTP y dTTP), una mezcla de hexanucleétidos al azar y el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa de E. coli, que replica el DNA de la sonda. El fragmento
de DNA amplificado por PCR se desnaturaliza mediante un tratamiento térmico (5
minutos a 1009C y 5 minutos en hielo). Se afaden los elementos del kit de Roche,
utilizando un dCTP marcado radiactivamente. Hemos utilizado dos marcas de [32P]-a-
dCTP: Redivue [32P]-a-dCTP de GE-Healthcare y [32P]-a-dCTP de Perkin EImer. Ambos
contienen 10 puCi/ul. Normalmente se afiaden 25 uCi (2,5 pl). Esta mezcla se mantiene
a 37°C durante 30 minutos, para permitir la accién de la Klenow, y a continuacion se
purifica la sonda en columnas Amersham G50 (ProbeQuant G-50 columns. GE-
Healthcare), lo que permite eliminar los nucleétidos radiactivos no incorporados.
Antes de utilizar la sonda es necesario desnaturalizarla mediante un tratamiento
térmico (5 minutos a 1002C y 5 minutos en hielo) para optimizar su capacidad de

hibridacion al DNA recogido en la membrana.

La hibridacion de la sonda se realiza en tubos de hibridacién, con un buffer compuesto
por SDS 1%, NaCl 1M, Dextran Sulfato 10% y 100 pg/ml de ssDNA desnaturalizado
(Roche). La membrana (GE-Healthcare Hybond-XL) se pre-hibrida en este buffer de 12
a 24 horas a 659C, de modo que el ssDNA cubre toda la superficie de la membrana.
Esto evitard reconocimiento inespecifico de secuencias de DNA por la sonda radiactiva.
A continuacidn se sustituye el buffer por otro fresco de igual composicion y se afiade la
sonda radiactiva previamente desnaturalizada. La hibridacién se mantiene 24 horas a
652C. Una vez finalizado el periodo de hibridacion, se debe retirar el exceso de sonda,

manteniendo el marcaje Unicamente en las zonas de reconocimiento especifico. Para



ello se realizan dos lavados de 5 minutos con 2X SSC a temperatura ambiente, y dos
lavados de 30 minutos con 2X SSCy 1% SDS a 602C. Por ultimo, se realizan dos lavados
de 15 minutos con 0,1X SSC y la membrana se introduce en una funda de pléstico para
evitar que se seque. La exposicidn se realiza sobre una pelicula radiosensible (Kodak
Biomax MS) o una pantalla radiosensible (BAS-IP MS2040; Fujifilm), durante un tiempo
de exposicion variable, que puede ir de pocos minutos a varias semanas, en funcion de
la fuerza de la sefial radiactiva. El escaneado de la pelicula sensible se realizd en un

“Phosphorimager” Bio-Rad Personal FX.

3. “Stripping” o _eliminacion de la sefal radiactiva: Las membranas que

contienen el DNA transferido son reutilizables (pueden hibridarse con
sondas que reconozcan secuencias diferentes) siempre que se elimine
correctamente la sonda hibridada previamente, proceso denominado
Stripping. Hemos seleccionado el sistema alcalino descrito a

continuacion por ser el recomendado para las membranas Hybond XL.

En primer lugar es necesario medir con un detector Geiger la cantidad
de sefial radiactiva que contiene la membrana antes del proceso, de
modo que una comprobacion posterior nos de una idea de la eficiencia
del stripping. A continuacion se realizan dos lavados de 5 minutos a
42°C con una solucion de NaOH 0,1M y SDS 1%. Finalmente se lava la
membrana con 0,1X SSC a 42°C durante 15 minutos, y se introduce en
una funda plastica. Se comprueba mediante un aparato Geiger que la
sefal radiactiva se ha eliminado. Si no es asi, se repite la operacion,
minimizando los lavados tanto como sea posible para evitar eliminar el

DNA transferido de la membrana.

e Determinacion de la eficiencia de un origen de replicacion

Se define la eficiencia de un origen de replicacién como el nimero de ciclos en que este inicia
replicacién, y en S. cerevisiae hay todos los grados de eficiencia, desde muy alta (origenes que
inician replicacion en casi todos los ciclos) hasta muy baja (casi nunca inician replicacién)
(Raghuraman et al., 2001). Si es necesario destacar que no se ha identificado nunca un origen
con una eficiencia del 100% (Hyrien, Marheineke y Goldar, 2003). Para determinar el estado de
un origen de replicacién en su entorno natural se pueden utilizar diversas técnicas, las

principales son: “Density substitution” (sustitucion de densidad), “footprinting genético” (o



huella genética), “Chromatin immunoprecipitation” (inmunoprecipitacién de cromatina, o
ChIP), “DNA combing” (peinado de DNA), y electroforesis bidimensional de DNA. Nosotros
hemos utilizado este ultimo, ya que nos permite ver el estado de inicio de replicacién de un
origen concreto y ademdas comparar las diferencias de actividad de un mismo origen entre

diferentes mutantes.

Electroforesis bidimensional de DNA

La electroforesis bidimensional de DNA en geles de agarosa consiste en realizar un andlisis tipo
Southern a partir de DNA total obtenido de un cultivo celular y digerido con enzimas de
restriccién. La electroforesis se realiza en dos dimensiones, una primera que separa los
fragmentos de DNA por tamafio y una segunda, perpendicular a la primera, que los separa por
estructura (Figura 11.a). Esta doble dimension permite la separacién de moléculas de DNA con
una estructura diferente a la normal de doble cadena, como sucede con los intermediarios de

replicacion. Se transfiere el DNA a una membrana y se hibrida con una sonda especifica del

origen.
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Figura 11. Separacién de intermediarios de replicacién mediante electroforesis bidimensional de DNA
en geles de agarosa, y determinacién de la eficiencia de inicio de replicacién de un origen. a). Partiendo



de DNA gendmico completo y fragmentado con enzimas de restriccion, la electroforesis bidimensional
de DNA se realiza en dos fases, una primera electroforesis que separa las moléculas de DNA por tamafio,
y una segunda, perpendicular a la primera, que las separa por estructura. La distribucion del DNA en el
gel adquiere forma de arco. Si este DNA se transfiere a una membrana y se hibrida con una sonda
radiactiva especifica de un fragmento particular, se obtiene una imagen de los intermediarios de
replicacién. b). Imagen esperada para una sonda que hibrida sobre un fragmento de DNA que no
contiene origenes de replicacién activos (Replicacion pasiva, panel izquierdo) o que si contiene un
origen (replicacion activa, panel derecho). Se muestran el tipo de intermediarios que migran en cada
punto. La zona reconocida por la sonda estd marcada sobre el DNA por el recuadro rojo. Nétese que en
el caso de la replicacion pasiva las horquillas llegan desde un origen externo a la region reconocida por
la sonda, y que en el caso de replicacién activa el avance de las horquillas a través del fragmento
culmina con la aparicion de intermediarios similares a los de replicacidon pasiva, y que por tanto migran
en el arco pasivo. Ademas, como ningun origen es totalmente eficiente, en parte de la poblacion la zona
se replica pasivamente, por lo que se ve siempre el arco de horquillas. c). Efecto del aumento o
disminucidn de la actividad de un mismo origen de replicacidon sobre la imagen obtenida. Obsérvese que
la sefial del arco interno disminuye a la vez que aumenta la sefial del externo (panel superior), o al
contrario segln se aumente o se reduzca la actividad del origen, respectivamente. d). Otros posibles
intermediarios detectados por electroforesis bidimensional de DNA, incluyendo los sitios de pausa
(STOP) y los intermediarios de recombinacién (caja de la izquierda) o de terminacién de replicacién (caja
superior).

La imagen que se obtiene en una zona donde hay un origen activo se puede apreciar en la
figura 11.b. El arco superior se denomina “arco activo” y corresponde a estructuras tipo
“burbuja” de replicacion. El arco inferior se denomina “arco pasivo” y corresponde a
estructuras tipo Y, u horquilla de replicacidn, que son bien horquillas procedentes de otros
origenes si la regidn se replica de forma pasiva, bien horquillas procedentes del propio origen
que han alcanzado la zona de restriccidn. La actividad de un origen se determina en funcién de
la intensidad de sus arcos. La intensidad del arco activo es directamente proporcional al
porcentaje de células de la poblacidon en las que el origen inicia replicacién. El arco pasivo
corresponde sin embargo a células en las que la zona se replica de forma pasiva a partir de
horquillas procedentes de origenes colindantes. Si en la poblacion el origen inicia replicacion
en la mayoria de las células serd muy activo, y la intensidad del arco activo serd mayor que la
del arco pasivo. Si por alguna razén el origen deja de iniciar replicacién en gran parte de la
poblacidn, el arco activo perdera intensidad, incrementandose la del arco pasivo (Figura 11.c).
De este modo es posible detectar cambios de eficiencia en el inicio de replicacion de origenes
especificos en su entorno cromosdmico. Este sistema permite ademas identificar cambios en el
inicio de replicacién de origenes concretos mas alld de los cambios de eficiencia. Por ejemplo,
podemos ver si en la zona de un origen que pierde eficiencia de inicio de replicacién aumentan
los intermediarios de recombinacién (estructuras con forma de X, figura 11.d), o si aparecen

zonas de bloqueo o pausa de horquillas, que se ven como un punto en alguna posicion de los

arcos. A continuacion se detallan los cambios técnicos especificos que se han empleado en una



electroforesis bidimensional de DNA sobre los empleados en un Southern normal y cuyo
procedimiento se ha explicado en el apartado anterior. El protocolo es una modificacién del

publicado (Wu vy Gilbert, 1995).
b. Obtencién del DNA

El DNA debe aislarse con la mayor integridad para preservar intactas las horquillas de
replicacién que son las moléculas de DNA mas fragiles. Se emplea un método delicado
qgue evite en lo posible la rotura de las horquillas de replicacidon. En primer lugar es
necesario parar las células en el momento exacto del ciclo celular en que estan cuando se
recoge la muestra. Para ello se recogen 200 ml de cultivo con una densidad celular de 1 a
2x10 células/ml y se mezclan con 100 ml de solucién de parada semicongelada (NaOH 0,5
M, EDTA 0,4 M, Azida Sédica 0,2%). Esta solucion mata instantaneamente a las células y
mantiene el perfil replicativo correspondiente al momento de toma de la muestra. La
suspension de células se centrifuga 5 minutos a 42C y una velocidad de 5000 rpm en un
rotor JLA-10.500 (Beckman). Se descarta el sobrenadante, y el precipitado, que contiene
células enteras, se transfiere a tubos de centrifuga JA25-50 utilizando 20 ml de H,0 a 49C,
gue sirve ademas para lavar el pellet de células. Una vez eliminada el agua, las células se
pueden mantener congeladas durante un tiempo prolongado, o proceder a su rotura
directamente. Si se ha congelado, antes de proceder al siguiente paso hay que dejar
descongelar las células lentamente en hielo el tiempo necesario para minimizar la rotura
celular (unos 15 minutos suele ser suficiente). El pellet se resuspende en 5 ml de buffer
NIB (glicerol 17%, MOPS 50mM, acetato potasico 150mM, MgCl2 2mM, espermidina
500uM (SIGMA), espermina 150uM (SIGMA) y se afaden 5 ml de perlas de vidrio de
0,45um de diametro (SIGMA). La rotura de la pared celular se realiza de forma mecanica,
aplicando ciclos de agitacion en vortex de 30 segundos, y manteniendo otros 30 segundos
en hielo para evitar el sobrecalentamiento de las muestras. Durante el proceso se observa
la rotura de las células al microscopio, y se para cuando estd en torno al 90%
(normalmente tras 15 ciclos de agitacidn). Hay que minimizar el numero de ciclos en lo
posible para evitar danar al DNA. Una vez rotas, el extracto se transfiere a un nuevo tubo
JA25-50 mediante pipetas Pasteur estériles de vidrio. Las perlas usadas en la rotura se
lavan 2 veces con 5 ml de buffer NIB, que se recogen y se afiaden a la muestra. Durante
todo el proceso los extractos se mantienen en hielo. El pellet, que contiene nucleos sin
romper, se recoge tras una centrifugacién de 10 minutos a 8000 rpm (42C) y se trata con

el sistema de Quiagen (QUIAGEN Genomic-Tip 100/G). El primer paso es resuspender el



C.

depdsito de nucleos en 5 ml de reactivo G2 con 0,2ug/ul de RNAsa (Roche), dejandolo
actuar a 379C durante 30 minutos. Afiadir a continuacion Proteinasa K (SIGMA), a una
concentracion final de 0,4ug/ul, y dejandolo actuar 1 hora a 372C. Durante el proceso hay
que remover suavemente la mezcla, invirtiendo el recipiente periddicamente, hasta
conseguir una suspensién homogénea. En esta mezcla se degradan tanto el RNA como las
proteinas y queda el DNA libre en el medio. Los restos celulares se eliminan centrifugando
la mezcla durante 5 minutos a 5000 rpm, en frio (42C), descartando el pellet en esta
ocasion. Se afiaden 5ml de solucidon QBT del kit y se resuspendee suavemente el pellet,
gue se afiade a las columnas de purificacidn, previamente activadas con 4ml de tampén
QBT. Tras pasar la muestra por las columnas, se lavan dos veces conn 7,5 ml de solucién
QC, eluyendo finalmente el DNA retenido en las columnas del sistema con 5 ml de la
solucion QF precalentada a 502C. El DNA se precipita con isopropanol (3,5 ml) y se
recupera tras una centrifugacion de 25 minutos a 8000 rpm en un rotor oscilante (J5131)
empleando tubos Corex de vidrio. Tras un lavado con etanol al 70% se resuspende en
150ul de TE. Al obtenerse DNA muy poco fragmentado es dificil resuspenderlo
completamente. Para mejorar la suspension es necesario dejarlo a temperatura ambiente

durante al menos 20 horas.

Digestidn del DNA con enzimas de restriccidn

Tabla 5. Digestiones para la electroforesis Una vez resuspendido el DNA se

bidimensional de DNA cuantifica su concentracion utilizando
Cromosoma Origen Digestion 3
un espectrofotémetro Nanodrop
] ARS305 Ncol
M ARS306 BSK* (Thermo Scientific). Se digieren de 5 pg
I HML** Clal-EcoRl de DNA con las enzimas de restriccion
v ARST Ncol
IV ARS432 BSK* adecuadas para el origen que se quiere
v ARS501 Clal-EcoRI estudiar (la digestion debe dejar el
Vv ARS503-ARS504| Clal-EcoRl ]
vV proARS504 Clal-Mlul origen lo mas centrado posible en el
v proARS506 | Clal-Mlul fragmento de restriccién). En la Tabla 5
Vv ARS507 BSK*
Vv ARS508 BSK* se pueden consultar las diferentes
v ARS603,5 Ncol digestiones utilizadas para el estudio de
Vi ARS607 Clal-EcoRl , ) )
VI ARS608 Clal-EcoRl los origenes analizados en este trabajo.
X ARS1014 BSK* La digestidon se lleva a cabo en un
*BSK: Digestion Sacl, Kpnly Bsu15l. volumen final de 500 pl, durante 4

**HML: origenes ARS302, ARS303 y ARS320.

s ; p : horas a la temperatura O6ptima de
Se hibridan simultaneamente con la misma sonda. P P



actuacién de la enzima, que en general es de 372C y empleando 75 unidades de cada

enzima. Transcurrido el tiempo de digestion, se comprueba mediante electroforesis

simple en gel de agarosa, y se concentra el DNA. Para ello se precipita con 71,4ul de

Acetato potdsico (KAc) 2,5 M y 571,4ul de Isopropanol 100%. El precipitado se lava con

etanol al 75% y se resuspende en 16 pl de TE, durante 24-48 horas a temperatura

ambiente. Si no se utiliza para el bidimensional tras las 24 horas, se debe almacenar a 42C.

Tabla 6. Sondas para bidimensional.

oligonucleétidos utilizados
Tamaiio de
Cromo- A - - la sonda
Origen oligo 3' oOligo 5'
soma (pares de
bases, bp)
Nombre Secuencia Nombre Secuencia
111 ARS305 3' Oligo cIIl ARS305 ATCCATTGCTCCTGCTATCG 5' Oligo cIll ARS305 TGTAACTGGTGCTTGTATCC 1485
il ARS306 | ARS306.3' (M20) CTTTAACTGCTCGTCGTAC ARS306.5' (M19) CACGTTCTAAACCATTGCCG 958
111 HML HMLprObe 3 GCCGTGATCTCTAATCAAAC | HML probe 5' CAGACTGCACTGAGTGTTAG 722
v ARS1 3' probe ARS1 short TCCACACCTCCGCTTACATC 5' probe ARSI short CTCTAGATTCCGATGCTGAC 532
v ARS432 3' probe ARS432 CAATGAAGCTACTAAACTCC |5' probe ARSA432 TTACTTACGGCAACCTTTCC 482
\% ARS501 3' Oligo ARS501 Short | CTAGCCCGTTGAGGTATCTG | 5' Oligo ARS501 Short | GTTAAGTGAGGTGAAAGTGG 1169
\'% ARS503 3' probe ARS503 TGCCGTTTCAATCTATCGTC 5' probe ARS503 CCATGTGGGACTCTAACTGC 345
\% ARS503-504 | 3' probe ARS503-4 CTTTATAAGAGTAGGCATTG | 5' probe ARS503-4 CCATGTGGGACTCTAACTGC 514
\'% ProARS504 | 3' proARS504 AACAGGGAAGGACATTAGAC | 5' proARS504 GGCCAATGTAAAAATAGCAG 529
\% pProARS506 | 3' ARS506 probe TGCTAATTCTCACCACTGTC 5' ARS506 probe AAAACTCAAATCTCGTCCAG 451
\% ARS507 3' probe ARS507 AATCACTGTCCGTCACCAAG | 5' probe ARS507 TAACGATGTTCACCGCTTTG 474
\'% ARS508 3' probe ARS508 TACCACGGGAAATACTCAAG |5' probe ARS508 ACGCCAGAAATCAGAAAAGC 409
\'% ARS603,5 3' probe ARS603,5 TAGTCACTTCGGTTATTACG |5' probe ARS603,5 TCTACTTCTTTGGGTCTAAC 361
VI ARS607 ARS607 REV TGTGATACTGATTCTCTCG ARS607 FOR GGTCACCAACAAGACGGA 888
VI ARS608 ARS608-1.3' TTTCAATAATTTTCTATTTG | ARS608-1.5' GAGAAGAGAATACTCAATTG 800
X ARS1014 3' probe ARS1014 TTTCGCAATCTACTATCACC 5' probe ARS1014 ACAACATGCGAAAATACTCC 742

d. Electroforesis bidimensional




La electroforesis se realiza en geles neutros de agarosa, de acuerdo a lo descrito (Brewer y
Fangman, 1987; Huberman, 1987), pero con modificaciones: la primera dimension se
realiza en geles a muy baja concentracion de agarosa (0,4%) sin Bromuro de Etidio (EtBr),
utilizando como tampdn TBE 1X, a temperatura ambiente y aplicando 0,7 voltios/cm
durante 36-40 horas (en funcion del tamafno del fragmento de interés). Asi se produce la
separacion del DNA por tamafio de los fragmentos. La segunda dimensidn transcurre
perpendicular a la primera, en geles con una concentracion de agarosa del 1% en TBE 1X y
0,3 pg/ml de EtBr. Se realiza a 4°C durante 7 horas. Esta dimensién diferencia los

fragmentos de DNA por estructura.
e. Southern

A partir de este punto, el proceso transcurre de modo similar a un Southern simple. Las

caracteristicas de las sondas utilizadas se recogen en la Tabla 6.

Las imagenes obtenidas al escanear la pantalla en un “Phosphorimager” Bio-Rad Personal FX
fueron tratadas con el programa Quantity One (Bio-Rad) para ajustar la exposicidn.
Posteriormente las figuras se tratan con el programa Adobe Photoshop ajustando el brillo, de
modo que el tono del fondo sea similar en todas las imagenes, favoreciendo asi su

comparacion.

e Separacidon de cromosomas completos por electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE)

Se ha utilizado esta técnica para separar cromosomas enteros de S.cerevisiae, de modo que
pueda determinarse si individuos mutantes han sufrido cambios cromosdmicos (como roturas
o translocaciones) respecto a un individuo silvestre. Para conseguir aislar los cromosomas
enteros sin romperlos la degradacion de la pared y las membranas celulares se realizan con las
células embebidas en una matriz de agarosa, de modo que los cromosomas quedan protegidos
por esta matriz y no se fragmentan. El campo eléctrico pulsado permite separar los
cromosomas enteros en un gel de agarosa de concentracién del 1%. El proceso puede

dividirse en 4 pasos:

1. Inclusidén de las células en la matriz de agarosa




2.

El objetivo es obtener unos bloques de agarosa con las células embebidas en su interior
gue se denominan plugs. Se ha empleado el kit de Bio-Rad CHEF Yeast Genomic DNA plug
kit.

A partir de un cultivo celular se recogen células y se resuspenden en 10ml de EDTA a pH 8
y 49C. Hay que calcular la concentracidon de células/ml en esta solucidén, ya que son
necesarias 6x10° células por cada ml final de bloque. Se centrifuga el volumen necesario
para obtener un sedimento con la cantidad de células deseada y se resuspende en la
cantidad adecuada de Cell Suspension Buffer (0,63 ml por cada ml final de bloque para
una concentracion final de agarosa del 0,75%) precalentado a 50°2C. La solucidn de
agarosa de bajo punto de fusién al 2% (CleanCut agarose solution) se mantiene también
fundida a 502C. De esta solucidon se empleardan 0,37 ml para cada ml final de bloque.
También es necesario afiadir 30 pl de solucién de Liticasa (una enzima que degrada la
pared celular de S. cerevisiae) por cada ml de bloque, mezclandola con la suspension de
células previamente a la adicién de la agarosa. Es necesario mantener esta mezcla a 502C
para evitar que solidifique. Con pipetas estériles se rellenan los moldes para construir los

bloques y se permite que solidifiquen.

Degradacidn de las células

Para la completa degradacion de la pared celular es necesario afiadir mas Liticasa una vez
los bloques de agarosa han solidificado. Se deben sacar del molde e introducir en una
solucidén de Liticasa preparada con 85 pul de Liticasa y 2,5 ml de Buffer de Liticasa (cantidad
suficiente para 1 ml de bloques) durante 2 horas a 379C. Tras lavar los bloques con agua
estéril se introducen en una solucion de 100 pl de Proteinasa K en 2,5 ml de Buffer de
Proteinasa K (también para 1 ml de bloques), que degradara las proteinas celulares. En
esta solucidén se mantienen desde una noche a 4 dias a 502C, sin agitacién. Finalmente se
lavan con el buffer de lavado durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién.

Llegados a este punto, los bloques de agarosa se pueden almacenar hasta 3 meses a 42C.

Electroforesis en campo pulsado

La electroforesis se realiza en un gel de 50 ml al 1% preparado con agarosa Megabase
(Bio-Rad) en 0,5X TBE. El DNA se carga en el gel cortando lonchas finas de los bloques
previamente tratados, e introduciendo una de estas lonchas en el pocillo del gel. La
electroforesis se realiza en un aparato CHEF-DRIl (Bio-Rad), durante 24 horas,

manteniendo el buffer de electroforesis a 14°C, aplicando 6 V/cm y con pulsos en



gradiente de 60 a 120 segundos. Finalmente el gel se tifie con EtBr a 1 pg/ml en 0,5X TBE,

entre 30’ y 2 horas, y se destifie durante 30 minutos en 0,5X TBE.

4. Interpretacion del resultado

Para analizar la separacion y estado de los cromosomas se fotografia el gel en un
transiluminador de luz UV conectado a un Gel-Doc (Bio-Rad), y se realiza un analisis de
cuantificacion de los cromosomas mediante el programa Quantity One (Bio-Rad), para
detectar variaciones en la distribucion de los cromosomas mas alla de los evidentes a
simple vista. Para cada cepa se realiza una cuantificaciéon de cada cromosoma en términos
relativos, se suman las cuantificaciones individuales y a ese valor se le considera el 100%.
Con cada valor individual se calcula el porcentaje de sefal correspondiente a cada
cromosoma. Al analizar ciertas cepas que parecen contener variaciones cromosémicas
(los que hemos denominado “supervivientes”) se analizan las diferencias en los

porcentajes de cada cromosoma en el superviviente respecto a la cepa madre.

Hay que indicar también que la imagen obtenida del gel en el transiluminador se modifica
en el programa Adobe Photoshop ajustando el brillo y contraste, para apreciar mejor los
detalles. En la imagen cuantificada, sin embargo, no se realiza ninguna modificacion

previa, para evitar errores de cuantificacion.

5.- Técnicas de manipulacion de proteinas

o Preparacidn de extractos proteicos

El sistema de extraccién que hemos utilizado en todas las ocasiones en este trabajo ha sido un
protocolo desnaturalizante con TCA basado en el descrito por Pellicioli et al., (1999), con
ligeras modificaciones. En este protocolo es importante recoger el mismo nimero de células
en todas las muestras, para igualar el contenido en proteina, ya que no se puede cuantificar
previamente a causa del método de extraccidn. Para ello, se mide la densidad dptica de todos
los cultivos y se recoge el volumen de cultivo necesario para obtener 1x10® células. El
tratamiento implica la centrifugaciéon de estos cultivos, el lavado con 10 ml de agua y a
continuacién con 10 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 20%. El TCA se elimina por
centrifugacion y se disuelve el pellet en un volumen final de 100ul con TCA fresco al 20%. En

este estado las muestras son estables a -202C.



Para proceder a la rotura de las células se utiliza un sistema mecanico mediante perlas de
vidrio de 0,45um lavadas con acido (calculando el volumen de perlas equivalente a 100 pl) en
una FAST-PREP TM FP120 (BIO101 Savant) aplicando 3 ciclos de 10 segundos a una velocidad
de 5, a 49C. El extracto se transfiere a un tubo limpio, lavando las perlas de vidrio dos veces
con 100ul de TCA 5% y afiadiendo los lavados a la muestra, de modo que al final se obtiene un
extracto de 300 pl en TCA al 10%. De aqui se elimina el sobrenadante, y el precipitado de
proteinas se trata con 100ul de Laemmli buffer y a continuacion se le anaden 50ul de 2M Tris.
Finalmente las muestras se hierven a 1002C durante 5 minutos, y se recupera el sobrenadante,
gue contiene las proteinas, descartando los restos celulares. Este sobrenadante se guarda en
alicuotas pequefias (10 a 20 pl), para evitar ciclos de congelacidn-descongelacién que dafien

las proteinas.

e Anailisis tipo Western (Western blot)

Para este andlisis se separan las proteinas por tamanos utilizando geles de SDS-poliacrilamida
(Laemmli, 1970) del 8 o 10%, salvo que se indique lo contrario. Como marcadores de peso
molecular se utilizan los marcadores pretenidos de Invitrogen (BenchMark Pre-stained Protein
Ladder). La electroforesis se realiza en el sistema Mini-PROTEAN Il Cell (Bio-Rad), a un voltaje
constante de 120 voltios el tiempo necesario para que el frente de las muestras llegue al final
del gel (unas dos horas). Como tampdn de carrera se utiliza Tris-HCl 25mM, glicina 200mM,

SDS 0,05%.

Una vez finalizada la electroforesis, se transfirieren las proteinas a una membrana
nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL) mediante el sistema de electrotransferencia en
himedo Mini Trans-blot Cell (Bio-Rad). El tampdn de transferencia se compone de CAPS 10mM
pH11l y metanol 10%, y la transferencia se realiza durante 1 hora y 30 minutos a un voltaje

constante de 100 voltios (el amperaje se mantiene en torno a 300 mAmperios).

Para comprobar que la transferencia ha funcionado correctamente y que las cargas han sido
similares en todos los carriles se realiza la tincion de la membra con Ponceau S (Ponceau-S al
0,3%, acido acético glacial al 1%). Se introduce el blot en plastico para evitar que se seque y se
escanea, guardandose una imagen de la membrana tefiida que sirve ademas como control de
carga. A continuacién se destifie la membrana totalmente mediante lavados con solucién de
PBS con un 0,1% de Tween 20 (PBS-T). Posteriormente la membrana se bloquea con PBS-T al

que se afiade un 5% de leche en polvo (Sveltesse, Nestle) durante 1 hora a temperatura



ambiente. Esto consigue recubrir la membrana con proteinas inespecificas y reduce los

reconocimientos inespecificos por los anticuerpos.

El reconocimiento de proteinas en nuestro caso implica dos anticuerpos, el primario, especifico
de la proteina que se desea identificar, y el secundario, que reconoce al anticuerpo primario.
En ambos casos el anticuerpo se afade a la concentracion deseada mezclado con la solucién
de bloqueo (PBS-T leche). La membrana se incuba con el anticuerpo primario durante la noche
a 49C, y después se lava con PBS-T tres veces, para eliminar los anticuerpos que puedan
haberse unido a la membrana de forma inespecifica. El anticuerpo secundario se incuba
durante 1 hora a temperatura ambiente, y se lava posteriormente la membrana con 3 lavados

de 10 minutos, el primero con PBS-T y los otros dos con PBS.

El revelado implica activar los marcadores de quimioluminiscencia del anticuerpo secundario,
mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL (ECL Western Blotting Detection Reagents, GE
Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizan varias exposiciones en

peliculas Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

Se han utilizado dos anticuerpos primarios en este trabajo:

1. Anti Sicl: Policlonal de conejo, contra la fraccion de Sicl de los aminoacidos 1-284. Santa
Cruz Biotechnology, sc-50441. Se utiliza en dilucién 1:4000 incubandolo durante la noche

a 4eC.

2. Anti-PGK: Monoclonal de ratén, reconoce la PGK (fosfoglicerato kinasa), proteina que
aparece en todas las cepas utilizadas en concentraciones similares, 22C5-D8. Molecular
probes (A-6457; ahora Invitrogen, 459250). Se usa en una concentracién de 1:5000

incubando 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 42C.

Los anticuerpos secundarios utilizados son los siguientes:

1. Anticuerpo contra primarios de conejo, como el de Sicl. Anti-conejo HRP. GE Healthcare,

NA934V. Se usa en una dilucién1:2000, incubando 1 hora a temperatura ambiente.

2. Anticuerpo que reconoce primarios de raton (como el de PGK). Anti-Raton HRP. GE
Healthcare, NA931V. Se utiliza con una dilucion 1:2500 incubando la membrana 1 hora a

temperatura ambiente.



6.- Andlisis del mantenimiento de minicromosomas (ensayo de pérdida

de plasmidos)

La ruta de sintesis de Adenina en la levadura Saccharomyces cerevisiae implica una serie de
genes, de los cuales la mutacién en ADE1 o ADE2 genera la acumulacidon de un intermediario
de color rojo, acompanado de una auxotrofia para la adenina, que debe suplementarse en el
medio (revisado en Meskauskas et al., 1985; Ugolini y Bruschi, 1996). Cuanta menos adenina
haya en el medio, mas intermediario se acumula y mas fuerte es el tono rojo de las colonias. Si
a la mutacién adel y/o ade2 se une una mutacién en algun otro gen en la ruta (ADE3 a ADES),
deja de acumularse el intermediario rojo, y las colonias adquieren color blanco (revisado en
Ugolini y Bruschi, 1996). Las cepas de trabajo, si no se especifica lo contrario, son ade2-1, y
silvestres para ADE3, de modo que las colonias se colorean de rojo en medio YPD sin
suplementar con Adenina. Para poder realizar el andlisis de pérdida de plasmidos se deleciona
el gen ADE3, de modo que las colonias pasan a ser de color blanco. El plasmido cuya pérdida se
analiza en este ensayo es un plasmido centromérico, que ademas del gen LEU2 como
marcador de seleccién, CEN3 (el centromero) y uno (plasmido pDK243, origen ARS1) o varios
(pldsmido pDK368, un origen ARS1 y 7 origenes ARS209) origenes de replicacidn, lleva el gen
ADE3. Al recibir el plasmido el producto de ADE3 se acumula y las colonias adquieren color
rojo. La pérdida del plasmido se detecta por la aparicidon de sectores blancos en las colonias.

Este sistema fue disenado por Hogan y Koshland en 1992.

A partir de un cultivo en placa en medio minimo sin Leucina, para mantener el plasmido, se
inoculan cultivos en medio YPARG liquido (las células que incluyan la mutacidn condicional
GAL1:SIC1 expresaran SIC1), y se mantienen 12 horas a 242C. En ese momento se diluyen a
5x10° células/ml, se mantienen un tiempo de generacidn, y se siembra un nimero conocido de
células (1000 y 2000) en placas de medio YPRG. Estas placas constituiran el tiempo inicial. En el
mismo momento se diluyen los cultivos a 1,25 x10° células/ml, sustituyendo el medio por
YPAD, de modo que el promotor GAL1 se apaga en las células que lo contienen, y se
mantienen los cultivos en agitacion a la temperatura deseada (24 o 372C) durante 8 horas, y a
continuacién se diluyen los cultivos de nuevo a una densidad de 2x10° células/ml y se
mantienen en las mismas condiciones otras 16 horas. Asi se asegura que los cultivos se
mantienen en la fase de crecimiento exponencial durante el experimento. Tras este periodo de
tiempo, se calcula la concentracion de células/ml y se siembran cantidades conocidas de
células en placas de YPRG (1000 y 2000 células), siendo estas placas las de tiempo final.

Transcurridos 3 dias de crecimiento en placa se cuentan 500 colonias de cada placa,



diferenciando las blancas y las rojas, para determinar el porcentaje de células que han perdido

los plasmidos.
La frecuencia de pérdida de pldsmidos se calcula con la siguiente férmula:
X=1-10"
Donde X es la pérdida de plasmidos por generacion.
m=(logB -logA)/n

En la que n es el numero de generaciones en crecimiento exponencial (se estima segun los
calculos de concentracion de células a lo largo del ensayo); A, el porcentaje de células que
contienen el plasmido en el tiempo inicial, y B, el porcentaje de células que contienen el

plasmido a tiempo final.

El resultado se expresara como la media de las X para cada cepa, indicindose la desviacion

tipica y el ntimero de tiempos de generacion del ensayo.

7.- Estimacidn de las tasas de Reordenamientos Cromosomicos Grandes
GCRs

Para calcular la tasa de reordenamientos cromosdmicos grandes (gross chromosomal
rearrangenments, GCRs) se utilizd el ensayo desarrollado por Chen y Kolodner en 1999,
mediante la adaptacion del protocolo cedido amablemente por Seiji Tanaka (Division of
Microbial Genetics, National Institute of Genetics, Mishima, Japan). El ensayo consiste en
detectar la pérdida de dos marcadores de seleccion situados hacia el telémero del brazo
izquierdo del cromosoma V, en una zona que carece de genes esenciales. Esta deteccion
implica la supervivencia en un medio con dos presiones de seleccidn. La cepa original, cedida
por Kolodner (Chen y Kolodner, 1999), contiene en su cromosoma V y hacia el telé6mero dos
marcadores de seleccidon: CAN1, que esta en la célula de forma natural y otorga sensibilidad a
la Canavanina; y URA3, utilizado para delecionar el gen HXT13, y que al estar presente en la
célula genera sensibilidad al acido 5-fluorordtico, o 5-FOA. En la Figura 12 se muestra un mapa
de la localizacién de estos marcadores en el cromosoma V, y cudl es el primer gen esencial de
la zona. Cuando células con los genes CAN1 y URA3 se cultivan en medio con Canavanina y 5-
FOA, su crecimiento queda impedido, y sélo pueden crecer en este medio de cultivo las células
gue hayan perdido ambos marcadores de seleccion. El medio de eleccién para el ensayo de

reordenamientos cromosdmicos es medio minimo suplementado con todos los aminoacidos



excepto arginina (que interfiere en la seleccién con canavanina), y con fuente de carbono
Rafinosa 1%, Galactosa 0,3% y glucosa 0,05%. 5-FOA se afiade en una concentracién del 0,1%,

y canavanina a 0,06 mg/ml.

CromosomaV Figura 12. Representacion del brazo

izquierdo del cromosoma V en las

Telomero URA3 CANI  PCM1 Centromero cepas modificadas para la medida de

i . reordenamientos cromosdmicos graves

1I 1l0 2I0 3|0 4|0 5'0 1_%1 (kbp) (Chen y Kolodner, 1999), mostrando la

mm Marcadores posicidon relativa de los marcadores

mm Primer gen esencial URA3 y CAN1 vy del primer gen esencial,
PCM1.

La deteccion de la pérdida de dos marcadores proporciona informacién de dafios en zonas
grandes del DNA, y minimiza probabilidad de la seleccién de mutaciones puntuales en los dos
genes, que suceden de forma simultanea con una frecuencia despreciable. El objetivo final es
obtener una serie de cultivos celulares (normalmente 5), que hayan crecido hasta la
saturacion, en los que se detecte al menos un individuo que ha perdido los dos marcadores
para poder tratar los datos estadisticamente. Por tanto, el volumen inicial de los cultivos debe
ajustarse a la inestabilidad gendmica esperada para cada cepa. Por ejemplo, una cepa
silvestre, con una alta estabilidad, necesitara volimenes muy grandes de cultivo (100 ml) para
gue al menos una de sus células haya sufrido un evento de reordenamiento. En cambio, para
un mutante con alto grado de inestabilidad gendmica bastaran 20 ml de cultivo llevados a

saturacion.

El disefio del experimento responde a las premisas del modelo de Lea-Coulson (Lea y Coulson,

1949; revisado en Foster, 2006), que son las siguientes:

1. Las células deben crecer de forma exponencial.

2. La probabilidad de mutaciones no se ve influenciada por eventos mutacionales previos

al ensayo.

3. La probabilidad de mutacion es constante en cada célula y en cada ciclo de vida.

4. Lastasas de crecimiento de mutantes y no mutantes son similares.



5. La proporcién de mutantes es siempre pequefia en relacion al numero total de células.
6. Las mutaciones reversas son despreciables.

7. La muerte celular es despreciable.

8. Todos los mutantes se detectan en el ensayo.

9. No aparecen mutantes después de que se retire la presion de seleccion.

10. El nimero de células en el inéculo es despreciable respecto al nimero final de células

en el cultivo.

11. La probabilidad de mutacién por ciclo celular no varia durante el crecimiento del

cultivo.
Procedimiento

En primer lugar, se realizan curvas de crecimiento de cada cepa individual a analizar, ya que el
ensayo finaliza en el momento en que las células han alcanzado la saturacidn, cuando llegan a
la fase estacionaria del crecimiento. Hemos detectado problemas de pérdida de viabilidad si
las células se mantienen durante mucho tiempo en la fase estacionaria, por lo que los cultivos
se recogeran al inicio de esta fase, segln la curva de crecimiento de la cepa. Normalmente la
entrada en fase estacionaria de la cepa silvestre se ha alcanzado a las 32 horas de inicio del
cultivo, pero en algunos casos se alcanza a las 48 horas como se indica en cada caso

(Resultados).

Para estandarizar los cultivos, se inocula siempre la misma concentracion de células al inicio

del ensayo. Normalmente se inoculan de 5 a 7 cultivos en el medio deseado (YPAD o YPARG) a
., 5 , .

una concentracién de 2,5x10° células/ml, que cumple la premisa 10 del modelo de Lea-

Coulson. Se dejan crecer los cultivos hasta la fase estacionaria el tiempo indicado por las

curvas de crecimiento y se procede de la siguiente forma:

1. Recuento de viables: Se realizan dos diluciones seriadas 1/100 y se siembran 25 pl de
la dilucién 1/10* en placas de medio no selectivo. Se cultivan las placas durante 3 dias

a 259Cy se realiza el recuento de células viables al final del experimento.

2. Deteccidon de células que han sufrido reordenamientos cromosémicos: en primer

lugar se realiza un recuento en cdmara Thoma del nimero de células efectivo al final



del ensayo (no se diferencia entre viables e inviables). Se siembran todas las células en
medio selectivo. Se centrifuga todo el cultivo (3000 rpm, 5 minutos, 252C), se elimina

el sobrenadante, se lava el sedimento de células dos veces con agua estéril y se

resuspende en un volumen de agua tal que obtengamos 5x10° células/400 ul. Se
siembran 400 pl de esta suspensién de células en placas de medio selectivo de 15 cm
de didmetro, o el volumen equivalente en placas de otros tamafos. Es importante no
sobrepasar el nimero de células sefialado (5x10® células en placas de 15 cm de
didmetro), ya que se ha comprobado que si se sobrepasa este nimero se reduce el
crecimiento de los supervivientes. Pasadas dos semanas de incubacién a 25°C se
realiza el recuento de colonias supervivientes (denominadas revertientes), que

corresponde a las que han perdido el fragmento con ambos marcadores en el brazo

izquierdo del cromosoma V.

Determinacion de la tasa de reordenamientos cromosémicos grandes

Las tasas de reordenamientos cromosémicos constituyen una estimacion de la probabilidad
que tiene cada célula de un cultivo de sufrir una mutacién durante un ciclo celular, y son

representativas de cualquier experimento. Las tasas se calculan a partir de las frecuencias de

mutacion (mutantes aparecidos respecto a células totales de un ensayo), que sélo aportan
informacién de un experimento concreto. Por tanto, la validez adicional de las tasas de
reordenamientos cromosdmicos sobre las frecuencias de reordenamientos es que tienen valor

predictivo. A partir de los recuentos de las placas se calcula:

1. Células viables en cada cultivo individual por ml de cultivo. Este es el nimero total de

células examinadas.

2. Numero de células revertientes por ml de cultivo.

3. La media de células viables/ml, que se denomina N.

4. La frecuencia de reordenamientos en cada cultivo individual, que se calcula dividiendo

el punto 2 entre el punto 1.

5. La mediana de las frecuencias de mutacién individuales, como valor que mejor
representa la aparicion de mutaciones en los cultivos individuales. El uso de la
mediana hace a este método relativamente insensible a las desviaciones que afectan a

los extremos de la distribuciéon de las mutaciones (valores anormalmente altos o



bajos), aunque, como se utiliza una baja proporcién de la informacion proporcionada
por el test de fluctuaciéon, hay que indicar que el método es relativamente ineficiente

(Rosche y Foster, 2000).

6. El nimero mas probable de células mutantes/ml, M, utilizando el estimador de la
mediana, de Lea-Coulson (Lea y Coulson, 1949; revisado en Foster, 2006). Este método
se basa en la observacion de que (r/M)-In(M)-1,24=0, donde r es la mediana del
nimero de mutantes. La ecuacidon se resuelve por iteracién, es decir, por un
mecanismo de prueba-error dando valores a M hasta que el valor de la ecuacién sea lo
mas préximo posible a 0. Para simplificar el calculo se cred una plantilla en Microsoft

Excel.

Obtenida M, la tasa de reordenamientos cromosémicos es M/N, es decir, el nimero

mas probable de mutantes/ml dividido entre el promedio de células vivas/ml.

Con determinadas cepas o situaciones no es posible cumplir todas las premisas del modelo de
Lea-Coulson. Es el caso de cepas que pierden viabilidad si se mantienen durante todo el ensayo
en estrés térmico (372C). Para evitar esto, se han disefiado experimentos en los que el agente
mutageno (la temperatura elevada) no actien durante todo el tiempo sobre las células. En
estos casos, la presion de seleccion se aplica durante dos tiempos de generacion
aproximadamente en el punto medio del ensayo (es decir, para un ensayo de 32 horas, se
aplicaria la seleccion durante 4 horas entre los puntos 14 a 18 horas de inicio del ensayo). Asi
se cumple la premisa 7, pero este cambio afecta a las premisas 3 y 11, que indican que la
probabilidad de mutacidon debe ser constante durante todo el tiempo de cultivo. En este caso,
aumentara la probabilidad de mutacién durante las 4 horas en que se aplica la presion de
seleccidon. Ya que no se cumplen las premisas, en el caso de estimacion de tasas con células
creciendo a 372C hemos decidido los resultados se presentaran como media de las frecuencias
de mutacion de cada ensayo individual, indicando la desviacién tipica. Esta solucién implica
gue no obtenemos una tasa (probabilidad de mutacién por célula y ciclo celular), sino que la
informaciéon sdlo habla de lo que ha sucedido en cada cultivo individual durante el

experimento.

8.- Microscopia de contraste de fases

Se ha utilizado un microscopio (Nikon Eclipse 50i) con objetivos 10X, 20X y 40X y con contraste

de fases para seguir los cultivos celulares, verificar el crecimiento celular correcto, comprobar



los bloqueos en factor alfa o nocodazol, recuento de células en cdmara Thoma, etc. También

se utilizé su camara acoplada para la toma de imagenes.

9.- Micromanipulacién de esporas

Para obtener esporas de un diploide se estria la cepa deseada en placas de RSM y se incuban a
252C hasta la formacién de ascas (el proceso, que lleva de 3 a 7 dias, se sigue con
observaciones al microscopio). Para conservar las ascas se guardan a 42C resuspendidas en

agua estéril durante varios meses.

Para realizar analisis genéticos o identificar individuos que acumulan varias mutaciones es
necesario analizar en conjunto las 4 esporas que proceden de una misma célula, contenidas en

un asca. Esto se consigue utilizando un micromanipulador (MSM Micromanipulator, Singer.

Se trata una suspension de ascas con 20ul (para un volumen final de 500 pl) de B-
glucuronidasa (SIGMA), entre 10 y 20 minutos a temperatura ambiente, lo que debilita Ia
pared del asca por digestion sin romperla completamente. Se deposita una gota de la
suspension de tétradas tratadas sobre una placa de medio rico y se buscan las ascas con el
microscopio. Cuando se detecta una que contiene las cuatro esporas se recoge con la aguja y
se depositan las ascas en una fila de 4. Se continta hasta haber recogido y colocado el nimero

deseado de esporas.

Las placas con las esporas se incuban 2-3 dias a 252C y se realizan réplicas en medio selectivo,
tantas réplicas como marcadores haya que analizar. De este modo se puede estudiar la
segregacion de las mutaciones, y se pueden seleccionar células haploides que contengan varias

mutaciones presentes en el diploide parental.

10.- Programas informaticos y bases de datos

Para el analisis y alineamiento de secuencias de DNA utilizamos los programas DNA Strider 1.4,

Sequencher 1.0 (Genecodes), Oligo 4.0 (www.oligo.net) y Lasergene (DNASTAR).

Para el disefio de digestiones con enzimas de restriccion se utilizé el programa EnzymeX

(http://www.mekentosj.com/science/enzymex).

Se han consultado las bases de datos online SGD (Saccahromyces Genome Database,
www.yeastgenome.org, Cherry et al., 2012) y OriDB (Origin DataBase, www.oriDB.org,

Nieduszynski et al., 2007). SGD permitié la obtencién de las secuencias de los genes, su


http://www.mekentosj.com/science/enzymex

localizacién y funcionalidad, y para el disefio de las sondas radiactivas. OriDB proporciond la
localizacién de los origenes de replicacion que se analizaron posteriormente por electroforesis

bidimensional de DNA.

Para la edicion de imdagenes se utilizaron los programas de Adobe lllustrator y Photoshop.

La adquisicion de imagenes en el transiluminador y el Phosphorimager, asi como la

cuantificacidon de bandas de DNA o proteina se realizd son el programa GelDoc, de Bio-Rad.



resultados



2. Cdhl, Sicl v la actividad CKI de Cdc6 cooperan para mantener
la estabilidad del genoma.

Como se explica en Introduccion, la inactivacién de los diferentes complejos Cdc28/Clb en G1
es redundante, y sucede por inhibicién mediante Sicl y Cdc6 (este Ultimo minoritariamente), y
por degradacion de ciclinas mitéticas via APC/C-Cdh1. Sicl regula los complejos Cdc28/Clb1-6,
actuando principalmente sobre Cdc28/Clb5. Este control favorece la salida de mitosis y
mantiene estable la fase G1, promoviendo la activacién correcta del inicio de replicacion y
previniendo la inestabilidad cromosdmica. La relacidon causa-efecto entre fallos de inicio de
replicacién y la aparicidn de inestabilidad gendmica no estd demostrada. Es posible que Cdh1l
y/o Cdc6 también intervengan en estos fendmenos a través de los complejos Cdc28/Clb que
regulan. Una opcidon es que su importancia para el mantenimiento de la estabilidad
cromosémica dependa de sus funciones reguladoras de CDK.Alternativamente, puede deberse
a sus otras funciones en degradacién de sustratos (Cdh1) o inicio de replicacion (Cdc6) (ver
Introduccion). Para analizarlo, comenzamos estudiando células triple mutantes en estos tres

genes: SIC1, CDH1 y CDCé6.

4.5. Aparecen focos de supervivientes espontaneos en la triple delecion de SIC1, CDH1 y del
dominio N-terminal de CDC6 (A47cdc6)

Las células que contienen la triple mutacion son inviables. Para poder trabajar con ellas hemos
construido un mutante condicional de SIC1 bajo el control del promotor GALI, que expresa
Sicl en presencia de galactosa y reprime la expresion cuando la fuente de carbono es glucosa
(Figura 8). En la Figura 13.a podemos observar un experimento en el que se siembran
diluciones seriadas de células de los diferentes individuos silvestre, mutantes simples A47cdcé6,
Acdhly GAL1:SIC1, y los dobles y triple mutantes (se incluyen dos clones del triple mutante a
efectos comparativos). En medio con galactosa (expresién de Sicl) el control y los mutantes
sencillos junto con el A47cdc6 Acdhl se comportan de forma similar, mientras que las cepas
Acdhl GAL1:SIC1 y A47cdc6 Acdhl GAL1:SIC1 son capaces de crecer. En medio con glucosa
(deplecion de Sicl) disminuye la viabilidad de Acdhl GAL1:5IC1, muriendo el triple mutante
A47cdc6 Acdhl GAL1:SIC1. Estos datos corroboran resultados anteriores (Schwab et al., 1997;
Visintin et al., 1997; Calzada et al., 2001; Archambault et al., 2003; Chen et al., 2004).
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Figura 13. Aparecen focos de supervivientes espontaneos en células portadoras de la triple delecion
de SIC1, CDH1 y el dominio N-terminal de CDC6. a). Diluciones seriadas de los individuos silvestre,
mutantes sencillos, dobles y triple se cultivaron en condiciones de expresién de Sicl (medio con
galactosa) y deplecidn de Sicl (medio con glucosa) a 252C durante el tiempo indicado. Tanto del doble
mutante Acdhl GAL1:SIC1 como del triple A47cdc6 Acdhl GAL1:SIC1 se comparan dos cepas (A y B). b).
Fotografias tomadas en las placas del punto a) tras 36 horas de cultivo. Se seleccionaron colonias
pequefias, de aproximadamente el mismo tamafio. Se muestran varias imagenes de células triples
mutantes para apreciar la diversidad de fenotipos. Fondo genético W303-1a. Escala: 1cm en la figura
corresponde a 250um).

Igualmente en concordancia con datos previos, fotos de las colonias (figura 13.b) en medio con
y sin galactosa tras 36 horas de cultivo muestran que células silvestres presentan un tamafio
celular homogéneo y forman colonias regulares en ambos medios. El fenotipo del mutante
A47cdc6 es similar al del silvestre como era de esperar (Drury et al., 1997). El mutante Acdhl

es viable, y muestra colonias con bordes irregulares y células de tamafio heterogéneo, acorde

con que haya variabilidad genética entre los descendientes. En glucosa la deplecion de Sicl



provoca sectorizacién en las colonias, que forman bordes irregulares, y las células son de
tamafio heterogéneo, lo que concuerda con la inestabilidad genética propia de estas células. Al
observar las combinaciones de mutaciones vemos que las células estdan mas enfermas que los
mutantes simples. Las cepas A47cdc6 Acdhl y A47cdc6 GAL1:SIC1 (esta ultima sdélo en
condiciones de depleciéon de SIC1) mantienen un fenotipo de colonias de borde irregular y
tamano celular heterogéneo. La cepa Acdhl GAL1:SIC1 se parece a la Acdhl cuando SICI1 se
estd expresando, pero cuando se depleciona vemos que las células aumentan mucho su
tamanio, y que las colonias se componen en general de menor niumero de células, lo que indica
que muchas de ellas tienen dificultad para proliferar, quiza porque se retrasan o bloquean en
el ciclo celular, o porque pierden viabilidad. Este doble mutante no es letal como se habia
descrito (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; Wasch y Cross, 2002). Probablemente la
expresion basal del promotor GALI hace que estas células sean viables, aunque aparecen muy
afectadas. Por ultimo, el triple mutante A47cdc6 Acdhl GAL1:SIC1 muestra un fenotipo similar
al A47cdc6 Acdhl cuando SIC1 se esta expresando. Cuando esta expresion se reprime, la triple
combinacion de mutaciones provoca el cese de la proliferacién celular tras varios ciclos de
replicacién, como demuestra el fenotipo de multigemacion (Figura 13.b; Archambault et al.,
2003; Chen et al., 2004; datos previos del grupo). Esto concuerda con la idea de que las células
pueden acometer varios ciclos celulares antes de acumular una cantidad de defectos tal que
impida continuar su proliferacion (Figura 13.b, triple mutante). Significativamente, y aunque
estd descrito que esta combinacién de mutaciones es letal (Archambault et al., 2003; Chen et
al., 2004; datos previos del grupo), no todas las células triple mutantes mueren sino que
aparecen repetitivamente focos de supervivientes espontdneos, como puede observarse en la
figura 13.a, en ambos clones A y B, aunque en mayor frecuencia en el clon B. La aparicién de
clones supervivientes se observa de forma repetitiva también en células del fondo genético

15Dau (datos no mostrados).

4.6. Los _supervivientes del triple mutante A47cdc6 GAL1:SIC1 Acdhl son viables en
condiciones de deplecién de Sicl, y presentan contenido de DNA anormal (aneuploidias)

En la figura 14.a se muestra que 11 supervivientes seleccionados al azar son viables en
situacion de deplecidn de Sicl, aunque presentan capacidades de proliferacién muy diferentes
entre ellos. Por ejemplo, la viabilidad de los supervivientes 6 y 7 es muy reducida, mientras
que la del 8 es superior a la del resto y del mismo orden de magnitud que en células control

(comparar con la Figura 13.a).
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Figura 14. Los supervivientes del triple mutante A47cdc6 GAL1:SIC1 Acdhl son viables en condiciones
de deplecion de Sicl, y presentan contenido de DNA anormal.

a). Diluciones seriadas de supervivientes aislados (numeracién 1 al 11) de la placa mostrada en la figura
13.a, comparados con dos individuos triples mutantes (A y B) en condiciones de expresidn (galactosa) o
deplecién (glucosa) de Sicl a 252C. b). Andlisis de FACS del contenido de DNA (FL2-H, columna 1, y
tamafio celular (FSC, columna 2) de los supervivientes 2, 8 y 11 del panel a). Se incluyen como referencia
células silvestre haploides (W303-1a), diploides (W303-1) y uno de los triples mutantes A47cdc6
GAL1:SIC1 Acdhl (Triple). En todos los casos la muestra se tomé en condiciones de expresion de Sicl
(medio con galactosa).

Por el fenotipo tan heterogéneo y repetitivo en cada superviviente, esto podria ser reflejo de
que estas células han sufrido variabilidad genética, o acumulado modificaciones en su genoma.
Para comprobarlo, analizamos el contenido de DNA por citometria de flujo de todos los
supervivientes (se muestran tres, representativos del resto, Figura 14.b, columna 1) en
comparacién con células silvestres haploides y diploides. Observamos que su contenido
gendémico es intermedio entre haploide y diploide. Esta variacién en el contenido de DNA
celular podria deberse a un aumento de tamafio celular que se asociaria a un aumento de la
cantidad de DNA mitocondrial. Esta hipdtesis queda descartada (figura 14.b, columna 2) ya que
por ejemplo, los clones 2, 8 y 11 muestran diferencias en el contenido de DNA pero
manteniendo el tamafio celular de la poblacion. Teniendo en cuenta que los mutantes iniciales
a partir de los que se aislan los supervivientes tienen un contenido haploide de DNA cuando se
expresa Sicl (Triple, en la figura 13.b.2), estos datos concuerdan con ganancias netas de DNA

cromosémico en cada superviviente sugiriendo que las células triple mutantes han sufrido

inestabilidad gendmica.

4.7. Los supervivientes del triple mutante A47cdc6 GAL1:SIC1 Acdhl contienen aneuploidias
y reordenamientos cromosémicos




Si los supervivientes del triple mutante tienen, como sugiere el experimento anterior, cambios
en su dotacidn génica, aneuploidias o reordenamientos cromosémicos, éstos deberian ser
visibles al separar sus cromosomas. Para ello realizamos un andlisis de PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, electroforesis en gel en campo pulsado, Figura 15.a) mediante el cual se
pueden separar cromosomas enteros en un gel de agarosa (ver el apartado correspondiente
de Materiales y Métodos), de modo que se pueden detectar cambios de tamafio
(reordenamientos cromosdmicos) o de niumero de cromosomas (aneuploidias). En la Figura
15.a se muestran supervivientes en los que no se aprecian cambios cromosémicos a simple
vista (supervivientes 3, 4, 5, 8, 9. 10 y 11). En los supervivientes 6 y 7, en cambio, se observa
qgue el cromosoma IV desaparece, existiendo una banda de mayor tamafio, probablemente a
causa de la ganancia de un fragmento de DNA en el cromosoma IV, que corresponderia a un
reordenamiento cromosémico. También se detectan aneuploidias, que se aprecian como un
aumento de intensidad de algunas de las bandas de un individuo respecto a la intensidad de la
misma banda en los individuos control, mientras el resto de las bandas no muestran cambio de
intensidad. Esto indicaria mayor cantidad de ese cromosoma y puede apreciarse en los
supervivientes 1 (cromosoma IX) y 2 (banda correspondiente a los cromosomas XV-VII). La
cuantificacién de cada banda (Figura 15.b) en el individuo control y los supervivientes 1y 2 (ver
detalles en Materiales y Métodos) confirma estas observaciones. Como variaciones mas
significativas, el cromosoma IX muestra una ganancia en el superviviente 1, y el conjunto XV-

VIl en el superviviente 2.

En conclusidn, se puede afirmar que los individuos supervivientes de cepas que carecen de
CDH1, SIC1 y del dominio N-terminal de CDC6 han sufrido inestabilidad cromosdmica. El hecho

de que estds células sobrevivan puede estar relacionada con los cambios ocurridos en su

genoma.
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GAL1:SIC1 Acdhl (A y B) y 11 supervivientes. Se muestra la tincion del gel con bromuro de etidio (la
imagen se ha invertido para mejorar el contraste). Las puntas de flecha indican los casos mas claros de
aneuploidias y reordenamientos cromosd-micos.

b). Cuantificacién correspon-diente a cada uno de los cromosomas de los supervivien-tes 1y 2 y de
células control (A y B). En la grafica se muestran para cada cromosoma barras correspondientes a cada
cepa cuya longitud indica el porcentaje (%) de sefial, de forma que hacia la derecha indica ganancias
respecto al control y hacia la izquierda, pérdidas respecto al control.

Es posible que los cambios en el genoma anulen el promotor GAL1 bajo el que se encuentra la
expresion de SIC1, de modo que Sicl se exprese en presencia de glucosa y recupere la
viabilidad celular. Para descartarlo se analizaron los niveles de Sicl (Figura 16) de los 11
supervivientes en condiciones de deplecién de SIC1. En la figura se aprecia cdmo los niveles de
Sicl en el triple mutante cuando SIC1 se expresa son superiores a los del silvestre, como era de
esperar para la sobre-expresién (ver Materiales y Métodos, figura 8.a). Los niveles de Sicl
cuando se apaga el promotor regulable son variables en los diferentes supervivientes, pero
siempre comparables a los del triple mutante en presencia de glucosa, e inferiores a los niveles
de Sicl del individuo silvestre en cultivo asincrono. Significativamente, algunos supervivientes
muestran muy poca cantidad de Sicl (1, 3, 8) y otros mas (2, 10, 11) pero sin correlacién con
mayores o menores defectos de contenido de DNA o crecimiento (Figuras 14 y 15). Por tanto la
supervivencia de estas células no se debe a que hayan conseguido expresar Sicl en medio sin
galactosa a niveles semejantes al silvestre o mayores de su cepa parental en condiciones de

represion cuando la mayoria de las células son inviables.
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individuo triple mutante (Triple) en condiciones de expresidon (galactosa) o represion (glucosa) del
promotor GAL1 y los 11 supervivientes mostrados en las figuras anteriores en condiciones de represion
de GAL1. Como control de carga se incluye la tincién de la membrana con Ponceau-S.

3. Importancia de Sicl, Cdhl vy la funcion CKI de Cdc6 en el
mantenimiento de la eficiencia de disparo de horquillas.

Se ha propuesto que los tres reguladores de CDK pueden ser importantes para un inicio de
replicacién robusto. Por tanto, es interesante estudiar el estado del inicio de replicacién en

mutantes de las actividades de Sicl, Cdhl y el dominio CKI de Cdc6. Para analizar la



contribucion individual de cada regulador de Cdc28/Clb en G1 a la eficiencia de inicio de
replicacién y la estabilidad gendmica, analizamos cepas mutantes para cada proteina por

separado.

7.1. Inhibidores de CDK. Sicl, pero no el extremo amino de Cdc6, favorece el disparo
eficiente de los origenes durante el inicio de replicacién

Como se indica en la Introduccién, la carencia de Sicl provoca un menor licenciamiento de
origenes, por lo que la replicacién del DNA se realiza con menos horquillas y la fase S dura mas.
Ademads hay un retraso en metafase, y problemas en la separacion de cromatidas hermanas en
anafase. La consecuencia final es una viabilidad reducida asociada a inestabilidad gendmica
(Lengronne y Schwob, 2002). Ya que Cdc6 tiene actividad CKI sobre complejos Cdc28/Clb2
(Archambault et al., 2003), en su dominio N-terminal (Introduccién, Elsasser et al., 1996;
Calzada et al., 2001; Perkins et al., 2001; Archambault et al., 2003; Mimura et al., 2004; Honey
y Futcher, 2007; Yim y Erikson, 2010), decidimos analizar la contribucion de esta actividad CKI
al mantenimiento de la estabilidad gendmica. Estudios previos muestran que una mutacion
cdc6-1 provoca inestabilidad gendmica (Bruschi et al., 1995), pero también defectos de inicio
de replicacion (Liang et al., 1995), por lo que la actividad esencial de Cdc6 puede estar
afectada en ese mutante. En nuestro caso decidimos analizar células que carecen del dominio
CKI de Cdc6, A47cdc6. Este mutante no manifiesta defectos en el inicio de replicacién (Drury et

al., 1997).

Como control positivo de inestabilidad y de fallo de inicio de replicacidn utilizamos células sin
Sicl. Debido a la inestabilidad asociada a la delecién de SIC1, y para evitar la seleccién
indeseada de individuos que hubieran sufrido inestabilidad gendmica y por tanto variaran
(tanto agravando como mejorando) el fenotipo de la falta de Sicl, decidimos trabajar con la

delecién condicional de Sicl, GAL1:SIC1 (Figura 8).

7.1.1. Papel de Sicl y el extremo amino de Cdc6 en el mantenimiento de minicromosomas

Un minicromosoma es un plasmido que contiene como minimo un centromero y un origen de
replicacién, y que puede mantenerse dentro de S. cerevisiae porque es capaz de replicarse
(Materiales y Métodos, punto 6). Mutantes de proteinas de inicio de replicacién pierden
minicromosomas con un solo origen de replicacidon (que en este caso es ARSI, en el plasmido
pDK243) (Hogan y Koshland, 1992) porque no inician replicacion correctamente, y esta pérdida
revierte cuando se introducen origenes de replicacién extra en el plasmido (hasta 7 origenes
extra, en este caso ARS209 en el plasmido pDK368). Decidimos utilizar este ensayo para

comprobar si los mutantes de Sicl o Cdc6 sufren problemas en el inicio de replicacién. Se



analizaron las cepas control, GAL1:SIC1, A47cdc6 y GAL1:5IC1 A47cdc6 siempre en condiciones
de represion de SICI1. En la Figura 17 se indican las frecuencias de pérdida de plasmidos para
cada mutante. El control muestra una frecuencia de pérdida de plasmidos en torno al 0,3%, y
no se aprecian diferencias dependientes del nimero de origenes del plasmido, lo que encaja
con que esa pérdida no se debe a problemas de los origenes de replicacién, los cuales estan
funcionando correctamente. Como control positivo para la pérdida de plasmidos utilizamos a
la cepa GAL1:SIC1 en condiciones de deplecién de Sicl. Como era de esperar segun los
resultados publicados (Lengronne y Schwob, 2002) para una célula sin Sicl la pérdida del
pldsmido con un unico origen de replicacidn es alta, y disminuye cuando se afladen origenes
extra, aunque sigue siendo superior al control silvestre o negativo. De forma significativa, la
cepa A47cdc6 muestra una tasa de pérdida de plasmidos similar al control silvestre, por lo que
la ausencia del dominio N-terminal de Cdc6 no incrementa la pérdida de plasmidos, sugiriendo
que la eficiencia del origen no se ve afectada. Tampoco la pérdida de plasmidos disminuye
cuando se introducen origenes extra, por lo que se puede concluir que en células A47cdcé6 el
inicio de replicacion es normal, es decir, similar al individuo control. Cuando se combinan en la
misma célula la delecion de SIC1 y la proteina Cdc6 sin el extremo N-terminal las tasas de
pérdida de plasmidos estan dentro del mismo rango que las de la cepa que sdlo carece de SIC1.
Estos resultados demuestran que el extremo amino de Cdc6 es prescindible para la replicacién
eficiente de plasmidos con un solo origen de replicacién, y sugieren que células de la cepa
A47cdc6 Asicl tienen afectado el inicio de replicacién en un rango similar a la cepa que sdlo
carece de SIC1 en esos origenes en localizacién plasmidica. Estos experimentos se realizaron
Unicamente con dos tipos de plasmidos, que tienen 1 origen (ARS1) u 8 (ARS1 y 7 ARS209), por
lo que no se descarta que el inicio de replicacion sea distinto para otros origenes, o para estos

mismos u otros si se estudia su actividad en localizacién cromosdmica.

6, [l 24°CARST+7 ARS209 Figura 17. Células con Sicl deplecionado, pero no
O 24°CARsT las carentes del dominio CKI de Cdc6, sufren
pérdida de plasmidos reversible cuando se

§ 5 incrementa el nimero de origenes de replicacion.
E Ensayo de pérdida de plasmidos realizado en
%’-; 3 condiciones de deplecién de Sicl. Las células de
< cada genotipo mostrado contienen un plasmido
% 2 bien con un origen (pDK243, con el origen ARS1) o
& con 8 origenes (pDK368, con un origen ARS1y 7

,28+0,20
0,2610,42

origenes ARS209). El resultado mostrado en la

0,33+0,08

0,1610,28
4,1811,15
3,6010,61

grafica corresponde a la media de las frecuencias

F
]

" j j de pérdida de plasmidos de 3 experimentos
Control A47cdc6 GALT:SICT A47cdc6

GAL1:SICT independientes expresadas como porcentaje de
divisiones celulares en que se ha detectado un evento de pérdida de plasmidos en mitosis (Hogan y



Koshland, 1992) + la desviacidn tipica. El eje de ordenadas corresponde al porcentaje de pérdida de
plasmidos, en el eje de abscisas se indica cada mutante considerado. Fondo genético W303-1a.

7.1.2. Sicl mantiene la eficiencia de inicio de replicacion en los origenes

Una carencia del ensayo de pérdida de plasmidos es que aunque da una idea de cémo es el
inicio de replicacion, el resultado no indica cdmo se comportan los origenes en su entorno
cromosémico. Esto supone un problema, ya que el desplazar un origen de su localizaciéon
cromosdmica provoca cambios en su eficiencia (Ferguson y Fangman, 1992). Para comprobar si
los resultados obtenidos se reproducian en el entorno cromosémico medimos la eficiencia de
origenes de replicacion mediante electroforesis bidimensional de DNA (la interpretacidon de la
imagen obtenida se detalla en la Figura 11). Analizamos varios origenes de replicacién, en las
cepas control y GAL1:SIC1, cultivando las células durante 4 horas en un medio con glucosa para
reprimir el promotor GALI1. Estas cuatro horas corresponden al tiempo minimo necesario para
equilibrar el ciclo después del cambio de medio (datos no mostrados). Estudiamos los origenes
analizados previamente (Lengronne y Schwob, 2002) en células Asicl para confirmar el
resultado y usarlo como control positivo: ARS1, ARS305, ARS306 y ARS501 (Figura 18.a, Tabla
7). Estos origenes cubren tanto origenes muy eficientes y tempranos (ARS305 y ARS306), como
origenes de disparo medio (ARSI y ARS501) en fase S. Los resultados muestran que en el
mutante con Sicl deplecionado, en los origenes ARS1 y ARS306 se aprecia una pérdida de
eficiencia de inicio de replicacién, esperable segln los datos publicados (Lengronne y Schwob,
2002), mas importante en el caso de ARS306. Inesperadamente, los origenes ARS305 y ARS501

no muestran pérdida de la eficiencia de inicio de replicacién en el mutante GAL1:SIC1.

Ante el hecho de que dos de los origenes de replicacién analizados no presentan sensibilidad a
la desregulacion de CDK, decidimos analizar un mayor nimero de origenes de replicacién para
determinar si esto sucede en todo el genoma. Para ello seleccionamos una serie de origenes
de replicacion al azar de modo que todos los tipos de origen estén representados: tempranos
(ARS305, ARS306, ARS432, ARS508, ARS607 y ARS1014), medios (ARS1, ARS501, ARS507 y
ARS603,5), tardios (ARS608) y silenciosos (ARS302, ARS303 y ARS320), asi como mas y menos
activos usando para ello la informacion disponible en la base de datos de origenes de

replicacion de S. cerevisiae, OriDB (Ori Data Base, http://www.oridb.org; Nieduzynski et al.,

2006) (Figura 18.b; Tabla 7). Los origenes de replicacion fueron analizados por electroforesis
bidimensional de DNA en las mismas condiciones que los de la figura 18.a. Hay que sefalar que
cuatro de estos origenes, ARS432, ARS1014, ARS507 y ARS508, no habian sido analizados

previamente por electroforesis bidimensional de DNA.


http://www.oridb.org/

Sorprendentemente, de los 14 origenes analizados sélo 4 muestran pérdidas de eficiencia de

inicio de replicacion, de los que dos son tempranos (ARS306, muy eficiente y ARS432, de

eficiencia de replicacién intermedia) y dos inician replicacidon algo mas tarde, siendo ambos

eficientes (ARS1 y ARS507). El resto de origenes analizados son resistentes a la desregulacion

de CDK. Ninguno de los activos aumenta de actividad, ni se aprecia que los silenciosos inicien

replicacién, cosa que podria suceder como una compensacion de la pérdida de eficiencia de los

otros origenes.
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Figura 18. No todos los origenes
de replicacién pierden
eficiencia en células con Sicl
deplecionado.

a). Se realizaron cultivos
asincronos a 25eC en
condiciones de represion de Sicl
durante 4 horas (medio con
glucosa) de las cepas control, y
GAL1:SIC1 y se estudio el perfil
de ciclo de los cultivos mediante
citometria de flujo (parte
superior de la figura, indica el
contenido de DNA 1C o 2C, en
cada pico). Se analizaron por
electroforesis bidimensional de
DNA los origenes de replicacion
ARS1, ARS305, ARS306 y ARS501
a partir de estos cultivos. En dos
columnas, a la izquierda de cada
columna se indican los origenes
analizados en cada fila; en la
parte superior de la figura
aparece la cepa correspondiente
en cada caso. lLas puntas de
flecha indican aumentos de
intensidad apreciables del arco
pasivo respecto al arco activo en
comparacién con intensidad
relativa de ambos arcos en la
cepa control. Fondo genético
W303-1a.

b).Se analizaron de modo similar a los origenes mostrados en a) los origenes de replicacion HML
(ARS302, ARS303, ARS320), ARS432, ARS507, ARS508, ARS603,5, ARS607, ARS608 y ARS1014. No se
muestran los perfiles de ciclo por ser los mismos que en a).
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Figura 18. Continuacion.

c). Se
condiciones

realizd6 un ensayo en
similares a los
puntos anteriores en células de
fondo genético S288C vy se

analizaron los origenes de

replicacién ARSI, ARS305,
ARS306, ARS432, ARS507 vy
ARS508.

d). Se analizaron los origenes de
replicacion ARS507 y ARS508 en
una cepa sicl::HIS3 de fondo
genético S288C de forma similar
al resto de ensayos. Los paneles
de Control y GAL1:SIC1 se repiten
para facilitar la comparacién.

Dado lo inesperado de estos resultados de eficiencia de origenes, para confirmar que

responden a una situacién bioldgica, decidimos repetir el mismo andlisis en células con otro

fondo genético diferente, S$288C (Figura 18.c).

En este fondo genético analizamos

representantes de origenes sensibles (ARS1, ARS306, ARS432, y ARS507) y resistentes (ARS305

y ARS508) observados en células W303-1a. Significativamente, estos origenes responden de la

misma manera a la desregulacion de CDK en células S288C, por lo que se confirman los

resultados obtenidos.

Ya que la mutacién de SICI1 que utilizamos es una deplecién, y no una delecién como en el

estudio previo (Lengronne y Schwob, 2002), decidimos comprobar los resultados en una



delecién de SIC1 (Figura 18.d.). Analizamos un origen de replicacién sensible, ARS507. Ambos
origenes se comportan en la delecion completa de S/IC1I como lo hacen en el caso de la
deplecién: ARS507 es sensible a la desregulacién de CDK y ARS508 mantiene su resistencia
cuando falta totalmente Sicl. Al menos en este caso podemos afirmar que la delecidn
completa de SIC1 afecta a los origenes del mismo modo en que lo hace la deplecién de la

proteina.

Tabla 7. Comportamiento de los origenes de replicacién analizados

(1]

5 Inicio de replicaciéon Desregulacion

g relativo de CDK
Origen S Coordenadas Tipo 1 2 345|167
ARS305] Il | 39158-39706 |Temprano| 0,033 |0,119 | Si [ No | No | No| Si
ARS306| Il | 74457-74677 |Temprano| 0,000 0,045 | Si |(SD) | si | Si|si
ARS432| IV |1159250-1159499| Temprano| 0,034 |0,008 | No| Si | Si | Si | Si
ARS508] V | 93977-94218 |Temprano| 0,064 |0,114| Si [No| - [ No|Si

ARS607( VI [ 199382-199493 | Temprano| 0,036 (0,151 [ Si | No [No | Si | si
ARS1014| X | 416888-417134 | Temprano| 0,108 |0,096 | Si [ No [No | No| -

ARST| IV | 462430-462700 Medio |[0,231 (0,186 Si | Si | - | Si|Si
ARS501| V | 549560-549809 Medio | 0,399 - Si | No [No | No| Si
ARS507] V 59282-59516 Medio | 0,165 [ 0,14 | Si @ Si | Si|Si

ARS603,5] VI | 118631-118952 Medio |0,197 |0,214 | Si | No | No [ No| Si

ARS608| VI | 216344-216692 | Tardio - - | Si[No| - | NIINI
ARS302| Il | 14574-14849 | Silencioso| - - L N[ NE | N[N
ARS303| Il | 14870-15213 | Silencioso| - - L] N[ NE | N[N
ARS320( Il | 15213-16274 | Silencioso| - . L] NE | NE [ N[N
ARS503| V 6464-7230 | Silencioso| - - LN - [N -
ARS504| V 8786-10019 Silencioso - - I | NI| - | NI -
proARS504| V | 10425-12929 |Silencioso| - 2 LN - (O -
proARS506| V 17067-19023 | Silencioso| - - I | NI - [ NI -
Aars507| V | 59282-59516% | Nofuncional| - - S Y/ e

1). Tiempo relativo de inicio de replicacion, estudio: Raghuraman et al., 2006.

2). Tiempo relativo de inicio de replicacion, estudio: Yabuki et al., 2002.

3). Reinicia (si o no) en condiciones de actividad CDK alta, Tanny et al., 2006

4), Efectos sobre el inicio de replicacion, células GAL1:SICT, este trabajo.*

5). Efectos sobre el inicio de replicacion, células A47cdc6 GAL1:SIC1, este trabajo.*
6). Efectos sobre el inicio de replicacién, células Acdhl, este trabajo.*

7). Efectos sobre el inicio de replicacion, células Acdh1 GAL1:SIC1, este trabajo.*

8). Se eliminan 233 pares de bases del ACS de ARS507. Las coordenadas no varian.*
*Si, pérdida de eficiencia. No, no afecta a la eficiencia. I. Inicia; NI, no inicia.

En conjunto estos resultados confirman que en células GAL1:5IC1 en condiciones de deplecidon
de Sicl se reproducen los datos obtenidos en el ensayo de pérdida de plasmidos: el origen de

replicacién del plasmido, ARS1, presenta un inicio de replicacion menor en su entorno



cromosomico cuando falta Sicl. Significativamente y de forma inesperada, sdlo algunos de los
origenes de replicacién analizados son sensibles a la desregulacion de CDK dependiente de la

carencia de Sicl.

7.1.3. El dominio N-terminal de Cdc6 no es importante para el disparo eficiente de
horquillas de replicacién

Para extender al entorno cromosémico natural de los origenes la conclusién obtenida en el
ensayo de pérdida de plasmidos, de que el extremo amino de Cdc6 es prescindible para un
inicio de replicacién eficiente, decidimos analizar también el estado del inicio de replicacion de
células que carecen del dominio terminal de Cdc6 por electroforesis bidimensional de DNA, del
mismo modo que se ha hecho para células GAL1:S/C1 en glucosa (figura 18). En la figura 19 se
muestran los origenes de replicacién analizados (ARS305, ARS306, ARS432, ARS501, ARS507,
ARS603,5, ARS607, ARS1014 y los contenidos en el locus HML). Por dificultades técnicas, para
algunos de los origenes de replicacidon que aparecen en la figura 18 (como ARSI y ARS508) no
ha sido posible obtener imdagenes adecuadas, por lo que no se muestran en la figura. Al
analizar el estado del inicio de replicacion, vemos que la eficiencia de inicio de replicacién en el
mutante A47cdc6 se mantiene intacta en todos los origenes analizados. Esto confirma que el
dominio N-terminal de Cdc6é no es necesario para el disparo eficiente de horquillas de

replicacién en los origenes, como apuntaban los ensayos de pérdida de plasmidos.

La informacion publicada para Cdc6 indica que su actividad CKI sélo es importante cuando la
célula carece de Sicl (Calzada et al., 2001; Archambault et al., 2003), y por tanto el inicio de
replicaciéon puede verse afectado cuando falta la actividad CKI de Cdc6, pero sélo en
combinacion con la carencia de Sicl. Para analizarlo, hemos examinado células A47cdc6
GAL1:SIC1 en condiciones de deplecién de Sicl. A diferencia de células A47cdc6, cuando se
combina la mutacién A47cdc6 con la deplecién de Sicl algunos origenes de replicacién
muestran ineficiencia de inicio de replicacidon (ARS306, ARS432 y ARS507). Esta ineficiencia en
el doble mutante es superior a la observada en caso de deplecién simple de Sicl. Sin embargo,
en ningun caso se ve la aparicion de ineficiencia de inicio de replicacién en origenes resistentes

a la carencia de Sicl.

Por tanto, podemos concluir que la actividad CKI de Cdc6, aunque prescindible cuando Sicl
estd intacto, es necesaria para un inicio de replicacion eficiente en algunos origenes de
replicacién cuando falta este regulador de CDK. Los origenes resistentes a la carencia de Sicl

no sufren pérdidas de eficiencia cuando ademas falta el dominio CKI de Cdc6. Esto concuerda



con un papel minoritario de la actividad CKI de Cdc6 en la eficiencia de los origenes en

situaciones ya comprometidas en la regulacion de CDK.
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Figura 19. El dominio N-terminal con funcién CKI de Cdc6 coopera con Sicl para el disparo eficiente de
algunos origenes de replicacion.

Se analizaron de modo similar a los origenes mostrados en la figura 18 células de las cepas control,
A47cdc6 y Ad47cdc6 GAL1:SIC1. Se muestra el perfil de ciclo de los cultivos analizado mediante citometria
de flujo (parte superior de la figura, indica el contenido de DNA 1C o 2C, en cada pico). Los origenes de
replicacién estudiados son ARS305, ARS306, ARS432, ARS501, ARS507, ARS603,5, ARS607, ARS1014 y
HML. A la izquierda se indica el origen analizado en cada fila; en la parte superior aparece la cepa
correspondiente en cada caso. Las puntas de flecha marcan cambios de intensidad apreciables del arco
pasivo respecto al arco activo respecto al individuo control. Fondo genético W303-1a.

7.2. Cdh1l es necesaria para el disparo eficiente de horquillas de replicacién en los origenes
durante el inicio de replicacidon

Teniendo en cuenta el papel de Cdhl y los fenotipos de inestabilidad cromosdémica de su
delecidn descritos en Introduccién, decidimos estudiar también el efecto de la falta de Cdhl

sobre el inicio de replicacidn. Valordbamos dos opciones. En primer lugar, si el defecto de



inicio de replicacion observado cuando falta Sicl responde a niveles elevados de actividad CDK
en G1, la delecién de Cdhl deberia afectar al estado de los origenes de igual modo.
Alternativamente, ya que Cdhl solo regula la actividad CDK mitética y no de fase S
directamente, como hace Sicl (ver Introduccién), es posible que los fenotipos de pérdida de
eficiencia en mutantes de Sicl y Cdhl no sean similares. Hemos analizado la eficiencia de
disparo de horquillas de replicacién en los origenes ARS1, HML, ARS305, ARS306, ARS432,
ARS501, ARS507, ARS508, ARS603,5, ARS607, ARS608 y ARS1014 (Figura 20), en el fondo
genético W303-1a, Figura 20.a; y ARS306, ARS432,ARS507 y ARS508, en 5288C (Figura 20.b). El
analisis se ha realizado por electroforesis bidimensional de DNA de forma idéntica a la
sefialada en el apartado anterior. Se aprecia un inicio de replicacién ineficiente en ausencia de
Cdh1 en todos los origenes sensibles, si bien el efecto es menos acusado que en condiciones
de deplecidon de Sicl (comparar con los datos de la figura 18). Hay que destacar que se aprecia
una ligera ineficiencia en el origen ARS607, no detectada en la deplecion de Sicl. Los origenes
resistentes a la deplecion de Sicl también lo son a la delecién de Cdhl. Los 4 origenes

analizados en ambos fondos genéticos presentan un comportamiento similar.

Como conclusién, el presentador de APC/C Cdhl es necesario para que ocurra un inicio de
replicacion eficiente, y esto se reproduce en dos fondos genéticos diferentes. Como sucede
con Sicl, el comportamiento de los origenes en ausencia de Cdh1 responde a un patrén segin
el cual algunos origenes son sensibles a la desregulacion de CDK asociada a la delecién de
Cdh1, mientras que otros son resistentes. Este patron es similar ante la carencia de Sicl y la de
Cdh1 (aunque en Acdhl encontramos un origen ineficiente nuevo, ARS607), lo que refuerza la
idea de que este efecto se debe a la desregulacion de CDK. Significativamente, esta
conservacién de sensibilidad o resistencia de cada origen particular a la desregulacion de CDK
(por eliminacion de uno u otro de sus reguladores) sugiere la existencia de un control de la
eficiencia de los origenes por la maquinaria del ciclo celular desconocido hasta ahora, que
difiere de unos origenes a otros. Por tanto el establecimiento de la eficiencia de los origenes

seria un proceso regulado y especifico de cada origen.
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Figura 20. Cdhl es necesario
para el disparo eficiente de
horquillas de replicacion. Se
analizaron por electroforesis
de DNA en las
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7.3. Todos los origenes pierden eficiencia de inicio de replicacion ante la_desregulacién
severa de CDK cuando faltan los reguladores Cdh1l y Sicl

Es sorprendente que algunos origenes sean resistentes a aumentos de CDK mientras otros no,
teniendo en cuenta que la maquinaria de inicio de replicacién es Unica para todos los origenes,
y que no se ha descrito ninglin componente diferencial de esta maquinaria. Para determinar si
esta diferencia solo atiende al nivel de CDK desregulado, analizamos el inicio de replicacién en
mutantes dobles Acdhl GAL1:SIC1, que estan severamente desregulados en la actividad

Cdc28/Clb inhibidora del licenciamiento de origenes en G1.

Figura 21. La pérdida de los dos principales reguladores de actividad CDK/ciclinas Clb en G1, Sicl y
Cdh1, empeora la eficiencia de
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21. Los cinco origenes sensibles en las

condiciones de carencia de Sicl o Cdhl, ARS1, ARS306, ARS432, ARS507 y ARS607 se ven mas



afectados en el caso de la doble delecién que en las deleciones individuales. De hecho, en los
casos de ARS306 y ARS432 la pérdida de eficiencia es tan grande que el origen pasa a ser casi
completamente ineficiente. En el caso de ARS1, ARS507 y ARS607 el defecto es menos
acusado, aunque la eficiencia de inicio de replicacion también se reduce respecto a las
mutaciones individuales. Lo que mas llama la atencidn de estos resultados es que el resto de
origenes analizados, que son resistentes en las deleciones simples, pierden eficiencia de inicio
de replicacion cuando faltan ambos reguladores de CDK. Esto concuerda con los datos previos
(Schwab, 1997; Ross y Cohen-Fix, 2003) que sugieren que Sicl y Cdhl forman parte de dos
rutas complementarias en la regulacién de actividad CDK en G1, y cuando fallan ambas los

defectos detectados son mayores que en el caso de los mutantes simples.

En conclusién, la mayor o menor pérdida de eficiencia de los origenes de replicacién ante la
eliminacion conjunta de Sicl y de Cdh1 puede deberse al nivel de desregulacion alcanzado. De
acuerdo con ello, la eficiencia de todos los origenes de replicacion esta ultimamente regulada

por la actividad CDK.

3. La regulacion de CDK es especialmente importante para el disparo
eficiente de las horquillas ante estrés térmico

Una posible causa para la ineficiencia de inicio de replicacion detectada en los mutantes de
regulacion de CDK es que la duracién de G1 no sea la adecuada para la preparacién de la
magquinaria de inicio de replicacién. Es decir, la reduccién de G1 puede limitar el tiempo
necesario para formar suficientes complejos pre-replicativos en los origenes, de forma que
haya menos origenes capaces de disparar horquillas en fase S. Como ya hemos mencionado, la
delecién de Sicl provoca una fase G1 mas corta porque se produce una entrada temprana en
fase S (Lengronne y Schwob, 2002; Figura 18). La carencia de Cdh1 se asocia a un retraso en la
salida de M, con una entrada tardia en G1 y su consiguiente acortamiento (Schwab et al.,
1997; Figura 20). Si esto es cierto y la fase G1 se acorta alin mas, los problemas en el inicio de
replicacién deberian ser mayores. Una forma de acelerar la progresion por el ciclo celular es el
aumento de la temperatura a la que crecen las células. Asi, el tiempo de generacion de células
de S. cerevisiae a es mas corto a 252C que a 372C (Louderback et al., 1961; Figura 23.b). Hemos
seguido esta aproximacion repitiendo a 379C algunos de los ensayos mostrados hasta ahora

realizados a 25°C.

8.1. Sicl y Cdh1 son necesarios para la tolerancia celular a estrés térmico




Para responder a la pregunta de si el hecho de acelerar el ciclo celular mediante un aumento
de la temperatura agrava los problemas de las células con la actividad CDK desregulada,
decidimos estudiar el comportamiento de células GAL1:SIC1 o Acdhl a temperaturas altas,
cuyo ciclo avanzard mas rapido que el de células que crecen a 252C. De acuerdo a la hipdtesis,
los defectos de estas células en presencia de glucosa al deplecionar Sicl deberian de aumentar

con la temperatura.

Inesperadamente, observamos que las células que carecen de los reguladores de CDK Sicl y
Cdhison sensibles a temperaturas de 372C vy superiores (38 y 38,52C) (Figura 22.a.), siendo
mas sensibles las células sin Sicl, pero significativamente no mostraban problemas a
temperaturas inferiores a 379C (datos no mostrados). A 372C solo es perceptible un menor
diametro de las colonias. A 382C este retraso de crecimiento es mds apreciable en el didmetro
de las colonias y finalmente a 38,59C la pérdida de viabilidad respecto al silvestre es de tres

ordenes de magnitud para células con Sicl deplecionado y de dos érdenes para Acdhl.

Como las células mas sensibles son las que tienen Sicl deplecionado, nos centramos en
analizar la viabilidad celular del control y el mutante carente de SICI1. En la curva de viabilidad
(Figura 22.b.) observamos que las células sin Sicl pierden viabilidad respecto al individuo
control a medida que aumenta la temperatura, y que la viabilidad es menor cuanto mayor es el
tiempo en que las células estan sometidas a la situacién de alta temperatura, hasta el punto de
ser cercana a tan solo el 10% de supervivencia tras 24 horas a 38,52C. La supervivencia del
individuo control en las temperaturas de ensayo es del 100% (figura 22.c), y cuando la cepa
GAL1:SIC1 crece en condiciones de expresiéon de Sicl la viabilidad es similar a la del control

(figura 22.d).

En conclusidon, tanto Sicl como Cdhl son necesarios para la tolerancia celular a un estrés
térmico.
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Figura 22. Sicl y Cdhl son
necesarios para la tolerancia
celular a estrés térmico.

a). Diluciones seriadas de células
de las cepas indicadas a la
izquierda de la figura se
inocularon en placa en
condiciones de deplecion de Sicl
a las temperaturas indicadas
durante 72 horas. Fondo
genético W303-1a.

b). Se realizd una curva de
viabilidad celular para los
individuos silvestre y GAL1:SIC1
en condiciones de deplecion de
Sicl. Se mantuvieron cultivos
celulares en fase de crecimiento
exponencial a las temperaturas
indicadas durante 24 horas y se
sembraron células en placa (500
células por punto) en los tiempos
0, 3,6, 15, 18, 21 y 24 horas. Las
placas se incubaron a 25°C
durante 3 dias y se contaron las
células formadoras de colonias.
En cada punto la viabilidad del
control se considera 100%. La
viabilidad de los mutantes se
refiere en % a las células
formadoras de colonias del
control para cada punto vy
temperatura.

c). El mismo tipo de ensayo se
realizé sobre el individuo control
a las temperaturas indicadas en
la grafica.

d). Ensayo realizado de forma

similar sobre el control y el individuo GAL1:SIC1 en condiciones de expresién de Sicl a 2429C.

8.2. Sicl es necesario para ralentizar G1 en _respuesta a estrés térmico

Teniendo en cuenta que Sicl actia regulando la duracidon de G1 y que células sin Sicl son

sensibles al estrés térmico, es posible que esta proteina sea necesaria para que las células



adapten la duracién de G1 en respuesta al estrés. Se ha analizado la duracién de G1 (Figura
23.a). Como puede observarse en la figura, el ensayo de FACS muestra el perfil asincrono del
ciclo celular de un individuo control y de otro con Sicl deplecionado en dos condiciones de
temperatura diferentes: 242C y 372C. A 249C, el individuo sin Sicl presenta un menor numero
de células en G1 (pico 1C) (Schwob et al., 1994) que el individuo control, y esto se agrava
cuando aumenta la temperatura de crecimiento celular a 372C (Figura 23.a). Ademds, se sabe
(Figura 23.b) que la temperatura afecta a la velocidad a la que transcurre el ciclo celular, y a
379C la velocidad a la que avanza el ciclo es mayor que a 25°C (Louderback et al., 1961). Para
estas cepas y en nuestras manos, son 117 minutos para el control a 242C, y 108 minutos a

379C, y en células con Sicl deplecionado 146 minutos a 242Cy 124 a 37°C.
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cultivaron células control y GAL1:SIC1 en medio rico con galactosa (expresién de Sicl) hasta fase
exponencial a 242C y se sincronizaron con factor a y nocodazol como se ha descrito en Materiales y
Métodos (punto 2, pagina 56). El bloqueo en G1 y la liberaciéon posterior se realizaron a 249C,
recogiéndose muestras a los tiempos indicados para analisis de FACS. Los cuadrados rojos indican el
punto en que la mayor parte de las células estadn en fase S. d). El bloqueo en G1 se realizé a 249C, las
células se liberaron a 372C y se tomaron muestras para analizar el contenido el DNA mediante FACS a los
tiempos que se indican. e). Todavia en presencia de factor a, las células se incubaron a 372C durante 45
minutos antes de la liberacion, también a 372C, para adaptar las células al estrés térmico. Fondo
genético W303-1a.

Células silvestres sometidas a estrés térmico se paran temporalmente en G1 antes de
continuar con el ciclo celular (Johnston y Singer, 1980; Shin et al., 1987; Jenkins et al., 1997).
Para comprobar si las células con Sicl deplecionado estaban adaptando correctamente el ciclo

a la temperatura realizamos ensayos de FACS en cultivos sincrénicos para determinar el perfil

de ciclo tanto en individuos control como en los que carecen de Sicl. En primer lugar



determinamos la duracion de G1 a 2429C (Figura 23.c). Para ello sincronizamos células control o
con Sicl deplecionado en G1. Como Sicl es estable en G1 (Schwob y Nasmyth, 1994) se ha de
deplecionar Sicl previamente en el ciclo, para que llegue a G1 sin esta proteina. Para lograrlo
se presincronizaron células en nocodazol durante 3 horas en condiciones de expresién de Sicl,
y 30 minutos adicionales para deplecionar Sicl (Figura 23.c). Tanto células control como
células del mutante sin Sicl siguen una cinética de G1 similar a 2429C (Figura 23. d). La entrada
en fase S sucede en ambos casos en torno al minuto 30 tras la liberacién del bloqueo en factor
a. Sin embargo, cuando las células se someten a un estrés térmico durante G1 (Figura 23.e) al
liberarlas de factor a G1 es mas corto en las células que crecen sin Sicl que en el individuo
control. Asi la entrada en fase S para las células control se retrasa hasta el minuto 50, a causa
de una parada en G1 transitoria, como era de esperar en caso de estrés térmico (Johnston y
Singer, 1980; Shin et al.,1987; Jenkins et al., 1997), mientras que en células carentes de Sicl
en el minuto 40 ya hay gran parte de células con contenido de DNA intermedio entre 1C y 2C,
lo que concuerda con que las células estan en fase S. En el minuto 50 la mayoria de las células
sin Sicl tienen contenido de DNA en torno a 2C, y por tanto estan finalizando fase S. Como
conclusiéon, podemos decir que la carencia de Sicl impide a las células parar en G1 el tiempo

necesario para que se adapten al estrés térmico.

Para demostrar que efectivamente Sicl es necesario para la respuesta celular a estrés térmico
en G1 decidimos preadaptar las células a 379C antes de liberarlas del bloqueo de factor q,
pensando que asi eliminariamos la dependencia de Sicl. En esta situacién, al salir del bloqueo
en factor a, las células control ya estan adaptadas y no requieren alargar G1 y de nuevo
entran en fase S antes de los 30 minutos de la liberacion como sucedia a 249C (Figura 23.f). Las
células con Sicl deplecionado no son capaces de recuperar una cinética silvestre, presentando
un G1 5 minutos mas corto que células control. Por tanto, podemos concluir que Sicl es
necesario para la correcta adaptacién de las células a estrés térmico mediante la extension de

G1y para la duracién de G1 en células ya adaptadas.

8.3. Sicl es especialmente necesario para la respuesta celular a factor a a 37°2C

Las células sin Sicl son parcialmente resistentes al bloqueo por factor a (Schwob, 1994;
Mendenhall 1994). Esto no ocurre a 249C en células con Sicl deplecionado (Figura 24.a.), quiza
de acuerdo con que hay niveles remanentes de Sicl (Figura 8). En cambio, aparecen colonias
abundantes de células con Sicl deplecionado a 372C que no responden a factor a, hecho
concordante con que son ampliamente resistentes a la presencia de feromona sexual. En

medio con Galactosa las células GAL1:SIC1 responden correctamente al bloqueo con Factor a,



tanto a 24 como a 379C. Al analizar por citometria de flujo de células control y con Sicl
deplecionado en presencia de factor a a 372C (Figura 12.b.) vemos que las células sin Sicl no
son capaces de bloquear completamente el ciclo con contenido de DNA 1C (G1) ni tras 4 horas
en presencia de factor a, un tiempo suficiente para las células control. Ademas, estas células
tampoco mantienen el bloqueo en el tiempo y vuelven a entrar en el ciclo celular, como se
deduce del aumento del pico de DNA entre 1C y 2C, que corresponde a células que estan

realizando fase S.
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Figura 24. Sicl es especialmente necesario para la respuesta celular a factor a a 372C. Se deleciond el
gen BAR1 en las cepas control y GAL1:SIC1 con el fin de hipersensibilizar las células al factor a. a).
Células control y GAL1:SIC1 se sembraron en placas con factor a y se cultivaron a 24 y 379C, tanto en
condiciones de expresion como de represion del promotor GAL1. b). Perfil de ciclo analizado por FACS.
Células de cultivos control y GAL1:SIC1 se cultivaron a 372C en condiciones de deplecion de Sicl (medio
con glucosa) y en presencia de factor a durante 4 horas. Se recogieron muestras cada 30 minutos y se
analizé el contenido de DNA de las células.

8.4. Sicl es importante para el disparo eficiente de horquillas de replicacién en situaciones
de estrés térmico

La carencia de Sicl provoca un inicio de replicacion menos eficiente. Si Sicl es especialmente
importante para la correcta duracion de G1 a 379C, la eficiencia de los origenes de replicacion
a esta temperatura deberia verse reducida respecto a 242C en ausencia de Sicl. Para
determinarlo, analizamos la eficiencia de los origenes de replicacién estudiados a 249C en
condiciones de estrés térmico. En la figura 25 se observa que los origenes que eran sensibles
ante la carencia de Sicl a 24°C (ARS1, ARS306, ARS432 y ARS507) lo son también a 379C, y que
ninguno de los origenes resistentes a 242C (HML, ARS305, ARS501, ARS508, ARS603,5, ARS607,
ARS608 y ARS1014) modifican su eficiencia a 372C. Significativamente, si comparamos el
estado del inicio de replicacion a 372C en los origenes sensibles ARS1, ARS306 y ARS507 (Figura

25) con el resultado a 249C (Figura 18.a y b, puntas de flecha), la deficiencia de inicio de



replicacién es mayor a 372C. Para el ARS432 no vemos diferencias, pero el origen es muy

ineficiente cuando falta Sicl en ambas temperaturas.
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Figura 25. La ausencia de Sicl
en situaciones de estrés
térmico reduce la eficiencia de
los origenes sensibles ain mas
que en ciclos normales.

Electroforesis bidimensional de
DNA de los origenes de repli-
cacion indicados en la figura a
partir de cultivos asincronos tras
4 horas en condiciones de
deple-cion de SIC1 a 37°C. Se
han analizado las cepas control y
GAL1:SIC1. En la parte superior
de la figura se muestra la cepa
correspondiente y el perfil de
ciclo obtenido por FACS de los
cultivos a tiempo final, indi-
cando el contenido de DNA 1C o
2C en cada pico. A la izquierda
se indican los  origenes
analizados en cada fila. Las
puntas de flecha marcan cam-
bios de intensidad apreciables
del arco pasivo respecto al
activo comparado al individuo
control. Fondo genético W303-
1a.

Por tanto, el requerimiento de Sicl para el disparo eficiente de las horquillas de replicacién

durante el inicio de fase S es mayor cuando las células estdn sometidas a situaciones de estrés

térmico, en correlacidon con una duracidon de G1 mas corta que en células control. De forma

relevante, los origenes resistentes no pierden eficiencia tampoco en esta situacion.



4. Correlacion entre regulacidon de CDK, eficiencia de inicio de replicacidn

y estabilidad gendmica

Se ha postulado una correlacién entre la pérdida de eficiencia de un origen y la apariciéon de
inestabilidad cromosdmica (Lengronne y Schwob, 2002; Tanaka y Diffley, 2002; Ekholm-Reed
et al., 2004). Si esto es cierto, nuestros resultados apoyarian la idea de que en condiciones de
desregulacion de actividad CDK en G1 las zonas del genoma mas fragiles, o susceptibles de
sufrir roturas cromosdmicas estarian en la proximidad de los origenes sensibles. En cambio, las
zonas en el entorno de los origenes resistentes mantendrian la estabilidad normal. Ademas,
como hemos observado variaciones en la ineficiencia de los origenes sensibles segun el grado
de desregulacién de CDK, se podria predecir que la inestabilidad gendmica sera mayor cuanto

mayor sea la pérdida de eficiencia de los origenes.

9.1. Dinamica de inicio de replicacidon en el brazo izquierdo del cromosoma V

Ante la idea de determinar la correlacion entre pérdida de eficiencia de un origen y la
inestabilidad en su proximidad, se analizé la dindmica de inicio de replicacién en el brazo
izquierdo del cromosoma V, zona donde se producen los reordenamientos detectados en el
ensayo de estimacion de la tasa de GCRs (Chen y Kolodner, 1999; Figura 26.a y apartado 7 de
Materiales y Métodos), y la pérdida de eficiencia de esos origenes cuando se desregula CDK. Si
la hipdtesis anterior es cierta, el origen a partir del cual se replica la zona en la que se

producen los reordenamientos deberia ser sensible a la desregulacidn de CDK.

El brazo izquierdo del cromosoma V contiene origenes tanto silenciosos (ARS502, ARS503,
ARS504) como activos (ARS507 y ARS508) por sus perfiles de cinética de replicacion
(OriDataBase). Los origenes hipotéticos proARS504 y proARS506 se han identificado por su
secuencia por Nieduszinski et al. (2006), pero no se ha confirmado su actividad por
electroforesis bidimensional de DNA ni por estudios gendmicos. La figura 26.a muestra un
diagrama proporcional de la posicion de cada uno de estos origenes respecto al telémero vy el
centrémero, y a los marcadores del ensayo de reordenamientos cromosémicos (en rojo) vy el
primer gen esencial desde el teldmero (en azul). El origen activo conocido mds cercano a la

zona donde se encuentran los marcadores es ARS507.
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Figura 26. Los origenes ARS507
y proARS504 del brazo
izquierdo del cromo-soma V
reducen su eficiencia de inicio
de replicacion cuando falta
Sicl.

a). Diagrama de la posicidon
relativa de los origenes de re-
plicacion putativos o confirma-
dos en el brazo izquierdo del
cromosoma V. Los nimeros bajo
el dibujo indican las coordena-
das cromosdémicas en kilobases
(kbp) desde el telémero iz-
quierdo.

b). Anadlisis de eficiencia de
disparo de horquillas de repli-
cacion de células por geles bi-
dimensionales de DNA de las
cepas control y GAL1:SIC1 de
cultivos asincronos en condi-
ciones de deplecion de Sicl
(medio rico con glucosa)
durante 4 horas a 242C o 379C.
Se anali-zaron los origenes
indicados en la parte superior
de la figura. Las puntas de flecha
indican cambios de intensidad
apreciables de los arcos

correspondientes a pérdida de eficiencia de inicio de replicacion respecto al individuo silvestre. Fondo
genético W303-1a.

Para determinar la cinética de inicio de replicacién del brazo izquierdo del cromosoma V,

medimos la actividad de inicio de replicacidn de todos los origenes confirmados y tedricos de

la zona para demostrar si son origenes de replicacidn activos y cual es su eficiencia de inicio de

replicacién mediante electroforesis bidimensional de DNA. El resultado puede verse en la

Figura 26.b., en células control y GAL1:5IC1 en condiciones de Sicl deplecionado a 24 o 37°C.

También se incluyen los datos de mutantes Acdhl, pero soélo a 242C. ARS502 no ha podido ser

estudiado por encontrarse en la zona subtelomérica, sin secuencias especificas que lo

diferencien de otros origenes en esas regiones de otros cromosomas, lo que no permite

disefiar sondas especificas.



De todos los origenes analizados, s6lo ARS507 y ARS508 resultaron ser origenes activos en
todas las condiciones ensayadas. ARS503 y ARS504, son origenes silenciosos. proARS506 no se
ha activado bien por ser silencioso o bien por no ser un origen de replicacidon. proARS504 es
débilmente activo en células control, por el arco activo que aunque muy leve se observa en las

imagenes mas expuestas, sélo a 249C.

Ante la pregunta de si la carencia de Sicl afecta a la actividad de estos origenes de replicacién,
los Unicos origenes sensibles son ARS507 y proARS504. Ni ARS508 (activo) ni los silenciosos
ARS503, ARS504 o proARS506 ven su actividad modificada, y tampoco lo hacen ante estrés
térmico (podria esperarse una activacion para compensar la pérdida de eficiencia de ARS507,

pero esto no sucede).

Significativamente, en el mutante Acdhl vemos que si bien ARS507 pierde eficiencia de inicio
de replicacidn, como sucede cuando falta Sicl, el origen proARS504 aparece con un arco activo
de mayor intensidad que en el control, lo que demuestra que ese origen silencioso esta

iniciando replicacién para compensar la carencia de horquillas por la ineficiencia de ARS507.

Por tanto, se confirma que los dos origenes activos responsables de replicar la zona donde se
miden los reordenamientos sufren una pérdida de eficiencia de inicio de replicacién cuando
falta Sicl, mientras que cuando falta Cdh1l el origen silencioso se encarga de la replicacién de

la zona.

9.2. Sicl es necesario para el mantenimiento de la estabilidad gendmica

La técnica para determinar las tasas de GCRs (frecuencia de aparicién de reordenamientos en
una poblacidn) fue desarrollada por Chen y Kolodner en 1999 y se explica en el apartado 7 de
Materiales y Métodos. Se han analizado la cepa silvestre isogénica a todas las células
transformantes como control de estabilidad, un Asgsicomo control de inestabilidad, un
sic1::HIS3 para comparar con los resultados publicados previamente (Lengronne y Schwob,
2002; Ross y Cohen-Fix, 2003; Enserink, 2009) y el GAL1:SIC1 en condiciones de deplecién de
Sicl. Se ha observado una alta variabilidad entre los datos publicados para la delecién de SIC1,
por lo que sdlo vamos a considerar las variaciones de estabilidad de los mutantes que

analizamos con respecto al control isogénico analizado (Tabla 8).

La tasa de GCR de las células GAL1:SIC1 en condiciones de deplecidn de Sicl es de 3,44x10°,
13,5 veces superior al control silvestre (Tabla 2), e inferior a lo esperado segin los datos

publicados, por lo que pensamos que la expresidn basal podria estar recuperando parte de la



inestabilidad asociada a la mutacidn. La delecidon no condicional de SIC1, Asicl, presenta una
tasa de GCRs de 8,31x10-%, 32,6 veces mas inestable que el control y superior a la inestabilidad

del mutante condicional, lo que confirma que cierta expresion de Sicl favorece la estabilidad

gendmica.

Tabla 8. Medida de la tasa de GCRs De estos datos podemos concluir que la
Genotipo relevante  Tasa de GCR (*)  deplecion de Sicl, aunque gendémicamente
o 2’55“0-9 M mas estable que la delecion completa,
Asgs1 718x107 (2,8) presenta un alto grado de inestabilidad

-9

M7cdc6 3,07x10 (1,2) cromosdémica, con una tasa del mismo orden

) -8
Gacioic] 3'44“(_)8 ER de magnitud que la asociada a la delecion
Asicl 8,31x10 (32,6) ]
M7 cdct GALISICT 5,82x10'8 (22.8) total de SIC1. Por tanto, confirmamos que
Acdhi 5,64 x 10°° 2,2) Sicl es necesario para el mantenimiento de la
Acdh1 GALT:SICT 2,20x10°® (8,6) estabilidad gendmica (Lengronne y Schwob,
fcdhi GALISICI'  861x10° (34 2002; Enserink et al., 2009).

*Incremento respecto al control
-Datos de un test (al menos 5 colonias por test) a 24°C,
32 horas en glucosa.

-Todas las cepas excepto AsgsT son isogénicas
con yjl193w::hphNT

728 horas con expresion de SIC1, 24°C; 4 horas deplecionando
Sic1 durante crecimiento exponencial.

9.3. El extremo amino de Cdc6 solo es relevante para el mantenimiento de la estabilidad
gendmica en células privadas de Sicl

La falta del extremo amino de Cdc6 no tiene efecto en el mantenimiento de la eficiencia del
disparo de horquillas de replicacién (Figura 19) para el origen ARS507. Si hay una correlacidn
entre pérdida de eficiencia de un origen y aumento de la tasa de GCR, en estas células no
deberiamos ver incremento. En efecto, cuando determinamos la tasa de GCR con estas células
de forma similar a la empleada en el punto anterior (Tabla 8) el resultado obtenido para las
células A47cdc6 es que no aumentan la tasa de GCR respecto a las células control. Sin
embargo, ya hemos mencionado que la actividad CKI de Cdc6 es importante en células que
carecen de Sicl para un inicio de replicacion eficiente (Figura 19). Por este motivo decidimos
medir si células doble mutantes A47cdc6 GAL1:SIC1 en condiciones de deplecién de Sicl tienen
una tasa de reordenamientos mayor que células GAL1:SIC1 en las mismas condiciones. La
observaciéon de que el inicio de ARS507 es menos eficiente en las células doble mutantes que
en las células GAL1:SIC1, hace pensar que hay una relacion entre la eficiencia de ARS507 vy la
aparicion de reordenamientos cromosdmicos. El resultado muestra que en efecto, si aumenta

la inestabilidad de 13,5 veces superior al silvestre en la deplecidn de Sicl a 22,8 veces en el



mutante GAL1:SIC1 A47cdc6 con Sicl deplecionado (Tabla 8). Este resultado refleja la buena
correlacién entre el grado de ineficiencia del origen sensible ARS507 (Figuras 18 y 19) y la
inestabilidad gendmica. La eficiencia de inicio de replicaciéon de ARS507 es silvestre en
A47cdc6, y va disminuyendo en los mutantes GAL1:SIC1 y GAL1:SIC1 A47cdc6 con Sicl
deplecionado. La inestabilidad genémica aumenta al mismo tiempo que la ineficiencia de inicio
de replicacion. Sin embargo se trata de una observacién cualitativa, ya que no podemos

cuantificar la pérdida de eficiencia de ARS507.

De nuevo observamos una dependencia de la actividad CKI del dominio N-terminal de Cdc6

so6lo cuando no hay Sicl en la célula, como se afirmé en el punto 2.1.3.

9.4. Cdhl es menos relevante que Sicl para el mantenimiento de la estabilidad genémica

La delecién de Cdh1 afecta al inicio de replicacidn en los origenes que también son sensibles a
la carencia de Sicl, aunque parece que lo hace en menor nivel (el cambio de intensidad de los
arcos es menos acusado que cuando falta Sicl, Figura 20) y no a todos los origenes. Esto se
puede observar claramente en el caso de ARS507: pierde menos eficiencia en células Acdhl
que en células sin Sicl. Ademas el origen silencioso proARS504 es incapaz de iniciar replicacion
en el mutante de Sicl, pero lo hace en Acdhl, lo que puede estar evitando que se produzcan
roturas en la zona comprendida entre los origenes proARS504 y ARS507. Si nuestra hipdtesis es
correcta y la correlacién entre pérdida de eficiencia de inicio de replicacion e inestabilidad
genodmica existe, con Acdhl deberiamos ver inestabilidad genémica, pero en un grado menor
gue cuando falta Sicl, porque la ineficiencia de ARS507 es menor, y ademas proARS504 esta
iniciando replicacion. Como cabria esperar, la inestabilidad de Acdhl es inferior a la que se
aprecia para el mutante de SIC1 (5,64x10°, 0 2,2 veces por encima del silvestre, Tabla 8) y se
aproxima a los datos publicados hasta el momento de 8,5x10° (1,6X veces respecto a su

control, Ross y Cohen Fix, 2003).

Podemos concluir que el presentador de APC/C Cdh1, ademas de necesario para un inicio de
replicacién eficiente (punto 2.2.), también lo es para el mantenimiento de la estabilidad

gendmica.

9.5. Sicl y Cdh1l colaboran para prevenir el aumento de GCRs en la proximidad de ARS507

Como venimos mostrando, hay una correlacion entre intensidad de la pérdida de eficiencia en
un origen de replicacién y tasa de inestabilidad gendmica en su entorno. Por tanto, ante la
situacidon de mayor pérdida de eficiencia en el inicio de replicacion de ARS507 que hemos visto

(el doble mutante sin Cdhl y Sicl), la inestabilidad gendmica deberia aumentar mucho. Al



analizarlo, hemos observado que la tasa de reordenamientos cromosdémicos para esta
combinacion de mutaciones es inferior a la obtenida para la delecion simple de SIC1 (8,6 veces
mas inestable que el control en el doble mutante frente a 13,5 veces mas inestable que el
control en la deplecién de Sicl, Tabla 8). Estos datos pueden estar infravalorados por la
elevada pérdida de viabilidad de las células doble mutantes (Figura 13.a; Schwab et al., 1997,
Visintin et al., 1997; Calzada et al., 2001; Archambault et al., 2003; Chen et al., 2004). Ademas,
es necesario que la muerte celular sea despreciable para poder calcular las tasas de
reordenamientos cromosémicos (premisa 7 del modelo de Lea-Coulson, ver el apartado 7 de
Materiales y Métodos). Para solucionar esto, modificamos el experimento de modo que las
células sdlo carecian de ambos reguladores durante un periodo de 4 horas (tiempo de
represion del promotor GAL1 para eliminar SIC1 en los experimentos de bidimensionales; ver
el apartado 7 de Materiales y Métodos para mas detalles), siendo el resto del tiempo mutantes
simples Acdhl. Al estar sometidas durante menos tiempo a la carencia de ambas proteinas, la
muerte celular se reduce, aunque no se recupera la viabilidad silvestre al final del experimento
(datos no mostrados). La cantidad de reordenamientos cuantificados en este caso puede
aumentar, ya que se estardn detectando células que en el ensayo normal habrian muerto. Sin
embargo, la tasa de GCRs obtenida en este ensayo es de tan solo 8,61x107, 3,4 veces superior
a la del silvestre. La razén para una tasa tan baja puede ser que la doble mutacién sélo afecta a
las células durante 4 horas, en lugar de las 32 que dura el ensayo normal. Hay que destacar
gue en tan sélo dos tiempos de generacién aumenta la tasa de GCRs de 2,2 veces mas
inestable que el control para Acdhl a 3,4 para la doble delecion. Sin embargo, este ensayo
puede no ser correcto. Como se explicd en el apartado correspondiente de Materiales y
Métodos, se incumplen las premisas 3 y 11 del modelo de Lea-Coulson (la probabilidad de
mutacion es constante y no varia con el crecimiento del cultivo). Por esta razén calculamos la
frecuencia de mutacion, que no proporciona la estimacion de los reordenamientos producidos
por ciclo y por célula, pero si ofrece informacion de qué sucede en los cultivos individuales

cuando se eliminan Sicl y Cdhl

durante dos tiempos de generacién.
Tabla 9. Frecuencias de aparicion de GCRs

Genotipo relevante Frecuencia de GCR Repeticiones  (¥) En la Tabla 9 se muestran las
Control (942+208)x100 19 (1) frecuencias de reordenamientos
GALT:SIC (1,70*1,67)x 10”7 n (180.9)  romosomicos  calculadas para
Acdh + # 6 (34)

1 CAL1SICH E?iii;g; ’; 12_8 . sy Cultivos control, GALLSIC, Acdh1 y

Acdh1 GALTSICT! (230%4,19)x108 12 (24,4) € doble GALLSICI Acdhi, todos
Datos medios del nimero de cultivos indicado, 24°C, 32 horas en glucosa cultivados durante 32 horas en
*Incremento de la frecuencia media respecto al control.

-Todas las cepas son isogénicas con yjl193w::hphNT

128 horas con expresion de SIC1, 24°C; 4 horas deplecionando Sic1 durante

crecimiento exponencial.




glucosa (Sic1 deplecionado), excepto el doble mutante marcado con *, que ha crecido todo el
cultivo expresando SIC1 excepto durante 4 horas. Como se observa en la tabla, las frecuencias
medias reflejan la tendencia mostrada por el calculo de las tasas de GCRs: la deplecién de Sicl
es la mas inestable (1,70x107, 180,9 veces mas reordenamientos que el control), mientras que
la frecuencia asociada a Acdhl es mucho mas baja (3,20x10°, 3,4 veces el control). La
frecuencia de GCRs detectada en el doble mutante (1,44x10%, 15,3 veces el control) es
superior a la de Acdhl pero inferior a la de GAL1:SIC1, probablemente debido a que no se
detectan muchos de los revertientes porque mueren durante el cultivo. La frecuencia en el
ensayo que sélo elimina Sicl durante dos tiempos de generacién supera al doble mutante
continuo (2,30x10%, 24,4 veces el control), lo que indica que la recuperacién de viabilidad
permite detectar mas revertientes, aunque no alcanza a la deplecién de Sicl probablemente a
causa de que solo cuenta con dos tiempos de generacion para acumular dafos.
Significativamente, éste Ultimo dato supera al de Acdhl, que es la situacion en que estos
cultivos pasan la mayor parte del tiempo, lo que refuerza la idea de que la carencia de ambos

mutantes afecta mucho a la estabilidad gendmica.

Estos datos sugieren que los dos reguladores principales de actividad CDK en G1, Sicl y Cdh1,
tienen un efecto aditivo en el mantenimiento de la estabilidad gendmica. La carencia de
ambos parece agravar el fenotipo de inestabilidad de las mutaciones individuales, que no
serian epistaticas en la prevencion de los reordenamientos cromosdmicos grandes, al igual que
no lo son en el control de G1, la regulacién de CDK, o en la activacién eficiente del inicio de

replicacion.

Podemos concluir que todos los reguladores mayoritarios de actividad CDK en G1 son
importantes para el mantenimiento de la estabilidad gendmica en S. cerevisiae, y de forma
complementaria. Primero, la actividad CKI de Cdc6 sélo es necesaria cuando también falta Sic1l.
Segundo, aunque Cdhl promueve la estabilidad gendmica lo hace en menor medida que Sic1.
Y por ultimo la carencia conjunta de Sicl y Cdhl reduce la viabilidad celular y se asocia a

incrementos de la frecuencia de reordenamientos, incluso durante periodos cortos de tiempo.

9.6. Sicl previene reordenamientos cromosdmicos en situaciones de estrés térmico

Si la hipétesis de que la inestabilidad cromosdmica es resultado de la pérdida de eficiencia de
inicio de replicacion en los origenes, y esto a su vez de la reduccién de tamano de G1
consecuencia de la desregulacién de CDK, entonces la frecuencia de reordenamientos
cromosémicos de células con Sicl deplecionado aumentara a 372C, dada la elevada pérdida de

eficiencia de ARS507 a 37°C respecto a 24°C.



Como mencionamos anteriormente, células con Sicl deplecionado tienen una elevada pérdida
de viabilidad a altas temperaturas (Figura 22). Como una de las premisas de los test de
fluctuacién (Luria y Delbriick, 1943; Lea y Coulson, 1949; Foster, 2006); apartado 7 de
Materiales y Métodos) es que la muerte celular es despreciable (premisa 7), no podemos
calcular la tasa de GCRs en células sin Sicl que hayan crecido durante tiempos largos en una
situacion de temperatura elevada. Este problema es parecido al planteado anteriormente con
la doble mutacion de CDH1 y SIC1 (punto 4.5), y para solventar el problema decidimos realizar
un experimento similar: las células crecen 32 horas en un cultivo en condiciones de deplecién
de SIC1, pero incluyendo un cambio de temperatura de 4 horas, que es el tiempo minimo que
tarda el ciclo celular en estabilizarse una vez sometidas las células a 372C. El cambio de
temperatura se aplica una vez que los cultivos han alcanzado la fase de crecimiento

exponencial, a las 15 horas de inicio del cultivo.

Los datos de recuento de viables medios son de 1,01x10° células/ml para el control (células con
Sicl deplecionado creciendo 32 horas a 242C); de 2,6x107 células/ml de media en los cultivos
que pasaron 32 horas a 372C (24% respecto al control) y de 9,31x10 células/ml en cultivos que
pasaron 4 horas a 379C, y el resto del tiempo a 242C (85% de viabilidad respecto al control). Se
observa que con la modificacién obtenemos una mejora en la viabilidad de los cultivos. En el
caso de 382C no tenemos datos de recuento de viables para cultivos que hayan crecido 32
horas a esa temperatura, ya que en ensayos anteriores (Figura 10.b) habiamos visto que a las
24 a 382C horas la viabilidad de estas células estad por debajo del 40% y omitimos este paso. En
un ensayo de 32 horas en las que 4 son a 382C el recuento de viables final es de 6,30x10’
células/ml, un 57% de viabilidad respecto al crecimiento a 242C, que mejora la viabilidad
esperada para el cultivo continuo a 389C. Expresamos el resultado como frecuencia de
mutacién, teniendo de nuevo el problema de que el resultado no predice la tasa de mutacion
de futuros cultivos. En la tabla 10 se muestra la media de la frecuencia de mutacién de cada
cultivo independiente junto con la desviacidén estandar calculada a partir de las repeticiones
indicadas en la tabla para cada condicion. Vemos que un incremento transitorio de la
temperatura a 372C no provoca un incremento de la frecuencia de reordenamientos
cromosémicos respecto al control si tenemos en cuenta la desviacidn tipica de ambas (101
veces mas inestable que el control si no hay cambios de temperatura; 120 veces en el caso de
un cambio de temperatura a 372C). Sin embargo, hay un aumento de 337 veces respecto a las
células control cuando la temperatura aplicada es de 382C. Estos datos correlacionan con la

viabilidad celular, la duracion de G1 vy la eficiencia de los origenes en el inicio de replicacidn.



Tabla 10. Frecuencia de mutantes (incremento respecto al control)

Genotipo relevante 0 ciclos 1 ciclo 4H (37 C) 1 ciclo 4H (38 C)

Control ‘9,42 x 10 +2,08x 107(1) **%882x107°+1,45x10° (1) *7,93x10"+1,12x10°(1)
sic1:GALTSICT *%9,55% 10° +4,75 x 10 (101) **1,04x 107 +£6,54x 10® (120) **2,67 x 107 £ 1,21 x 107 (337)

Datos de 6%, 8**, 9%** or 19" repeticiones tras 0 (32H en glucosa 24°C) o 1 ciclo (4H) de estrés térmico (37 or 38°C).

Todas las cepas son isogénicas con yjl193w:hphNT
A partir de estos datos podemos concluir que Sicl es importante para prevenir la formacion de
reordenamientos cromosdmicos cuando la célula estd sometida a estrés térmico, y que cuanto
mayor es la temperatura a que se ven sometidas las células mayores son los reordenamientos

cromosémicos producidos en células sin Sicl.

5. Relacion de causa-efecto entre desregulacion de CDK, ineficiencia de

inicio de replicacidn e inestabilidad gendmica

Como hemos visto, el exceso de actividad CDK en G1 produce fallos en el inicio de replicaciéon
que correlacionan con una mayor inestabilidad cromosdmica (Spruck et al., 1999; Ekholm y
Reed, 2000; Lengronne y Schwob, 2002; Tanaka y Diffley, 2002; Ekholm-Reed et al., 2004; Keck
et al., 2007; Engelbert et al, 2008; Punto 4). Notablemente, también hay una fuerte
correlacidon entre la ineficiencia de ARS507 y los reordenamientos cromosémicos graves
(Figura 14, Tablas 2, 3 y 4). Estas correlaciones sugieren con fuerza una relacion directa entre la
desregulacidon de la actividad CDK en G1 y la inestabilidad cromosémica, a través de la
reduccién de la eficiencia de inicio de replicacidn en los origenes. Sin embargo, no se ha
demostrado una relacién causa-efecto entre los tres eventos. Alternativamente, el exceso de
actividad CDK podria estar afectando a otros procesos celulares y causando reordenamientos
cromosomicos de forma independiente al grado de eficiencia del inicio de replicacién. Esta

cuestion ha sido el objeto de estudio de este punto.

10.1. El exceso de actividad CDK es lo que mds contribuye a la ineficiencia de origenes de
replicacion y la inestabilidad gendmica de células Acdh1

Se ha demostrado que los defectos de inestabilidad y eficiencia de origenes en cepas carentes
de Sicl se deben a una activacidon temprana de la actividad CDK de fase S (principalmente
dependiente de CIb5) durante la fase G1 del ciclo celular. La deleciéon de CLB5 suprime los
defectos de células Asicl (Lengronne y Schwob, 2002). Los defectos asociados a la falta de
CDH1 podrian ser también causados por un aumento de actividad CDK. Cdh1 no regula los

niveles de las ciclinas de Fase S, y solo se ha demostrado que participe en la degradacién de



Clb2 (principal ciclina mitdtica) inactivando M-CDK. Sin embargo, Cdh1 también promueve la
degradacion de un gran numero de proteinas durante G1 implicadas en muchos procesos
celulares durante el ciclo celular cuya acumulacién en ausencia de Cdh1 podria contribuir o ser
la causa del aumento de reordenamientos cromosdémicos de estas células. Asi, los
reordenamientos cromosémicos de células Acdhl podrian tener un origen complejo, mediado
o no por la desregulacion de la actividad CDK de mitosis. Nuestro objetivo ha sido medir
cuanto contribuye la desregulacién de CDK la produccién de reordenamientos cromosémicos

en mutantes Acdhl.

10.1.1. La delecidn de CLB2 no revierte los defectos derivados de la delecion de CDH1

Para determinar en qué medida los defectos de inicio de replicacion y el aumento de
reordenamientos cromosdmicos asociados a la falta de Cdhl se deben al exceso de actividad
CDK se deleciond Clb2, la unica ciclina que se ha demostrado sustrato de Cdh1l, y principal
ciclina mitética. Esto compensaria la carencia de Cdhl, y al no haber exceso de actividad
Cdc28/Clb2 se eliminarian los defectos de inicio de replicacién e inestabilidad genémica que
lleva asociados. El perfil de distribucién de las células en el ciclo celular, analizado por FACS
(Figura 27.a) reproduce los datos publicados (Surana et al., 1991; Richardson et al., 1992): las
células sin Clb2 se acumulan en G2/M, con un contenido de DNA 2C, lo que se interpreta como
un retraso en mitosis (Surana et al., 1991). Asimismo, el mutante sin Cdhl también presenta
un mayor nimero de células en G2/M (Visintin et al., 1997; Figura 27.a). La interpretacién que
se hace del perfil de FACS en este mutante Acdhl es que la salida de mitosis estd retrasada
(Schwab et al., 1997) o que las células tardan en entrar en G1 por el exceso de actividad CDK
gue conlleva la delecién de CDH1. Los datos de FACS para el doble mutante AcdhlAclb2
(Figura 27.a) muestran que éste acumula las células en G2/M, con un contenido de DNA 2C,
siendo las células en G1 casi inexistentes. Se ha propuesto que estos mutantes tienen
problemas para completar mitosis (Cross, 2003), lo que justificaria la acumulacién de células
en G2/M ademas de la pérdida de viabilidad apreciada a 25°C (figura 27.b). Al analizar la
viabilidad en placa de estos mutantes (Figura 27.b), se observa que si bien las deleciones
simples se comportan de forma similar al control como ya se habia propuesto a partir de
analisis de germinacion de esporas (Cross, 2003), el doble mutante Acdh1Aclb2 muestra una
viabilidad comprometida a 252C (figura 27.b), como ya se ha mencionado (Cross, 2003). La
ineficiencia de inicio de replicacién de los origenes observada por electroforesis bidimensional
de DNA del mutante carente de CDH1 y CLB2 (figura 27.c) muestra que a pesar de eliminar

Clb2 al delecionar el gen CLB2, aun se mantiene la ineficiencia de inicio de replicacién en



ARS306 y ARS507 cuando también falta Cdhl. Por tanto concluimos que eliminar CLB2 no

compensa el defecto de ineficiencia de inicio de replicacion derivado de la delecién de CDH1.
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dependiente de la carencia de Cdh1 (ARS306 y ARS507) se analizaron por electroforesis bidimensional
de DNA en cultivos asincronos crecidos en medio YPAD durante 4 horas de las cepas Acdhl, Aclb2 y
Aclb2Acdhl. Las puntas de flecha indican cambios en la intensidad relativa de los arcos activo y pasivo
respecto al control.

Tabla 11. GCRs en mutantes Aclb2 Al analizar la tasa de reordenamientos

Benotiporelevante Tasa de GCR (¥) cromosémicos (Tabla 11) no obtuvimos
) supervivientes con los tamafos de cultivo

Control 2,55x10 7 (1) ‘

Aclb2 <185x10°2 (1) empleados. No es posible por tanto

Aclb2 Acdh1 <4,40x10‘9(1,7) determinar la tasa correcta de GCRs. Sin

embargo, con estos datos si podemos afirmar
*Incremento respecto al control bargo, €stos datos st po

-Datos de un test (al menos 5 colonias por test) que la inestabilidad de las cepas es, al menos,
a 24°C, 48 horas en glucosa.

. . 9 . ..
Todas las cepas son isogénicas con yjl193w:hphNT inferior a 1,85x10™ (niveles similares a un

control) en el mutante Aclb2y de 4,4x10° (1,7 veces superior al control) en el Acdh1Aclb2, es
decir semejante a la tasa de las células Acdhl. Este dato sugiere que la delecién de CLB2 no
suprime los reordenamientos de las células Acdhl. Aunque seria interesante repetir el ensayo
con tamanfos de cultivo mayores, para obtener la tasa de GCRs real, decidimos no realizar el

experimento por dos motivos: primero, la doble delecién no revierte la ineficiencia de inicio de



replicacién en los origenes; y segundo, la elevada pérdida de viabilidad sugiere que el sesgo
durante el experimento es alto.

Tabla 12. Tasa de GCRs en sobre-expresion de Sicl

Genotipo relevante Tasa de GCR (¥)

ool 2,02x 1072 (1) 10.1.2. Una copia extra de SIC1 revierte los

GALISICT 1.09% 108 (5.4) defech’)s de Acdhlen tfr'ecm\‘lento,
9 duracion de G1 vy eficiencia de

Acdhi 3,33x 10_8 (1.7) disparo de horquillas en los origenes

Acdh1 GAL1:SICT 1,90x10 " (9,4)

La doble deleciéon de CDHI y CLB2 no
*Incremento respecto al control

-Datos de un test (al menos 5 colonias por test) cumple la hipodtesis de que los defectos
a 24°C, 48 horas en Rafinosa-Galactosa.

-Todas las cepas son isogénicas con yjl193w::hphNT asociados a Acdhl revierten al eliminar

CIb2. Esto puede deberse a que es posible
que Cdhl dirija la degradacion de otras ciclinas mitdticas y por tanto la eliminacion de
CIb2 no sea suficiente para compensar el defecto. Otra posibilidad es que los niveles de
CIb2 sean irrelevantes para la inestabilidad gendmica y la eficiencia de inicio de
replicacion de los origenes en células sin CDHI. Por ultimo, se sabe que esta doble
delecion afecta a la estabilidad de la proteina Swel, una kinasa que interviene en el
control de la transicion G2/M, y que se degrada de forma constitutiva cuando faltan
Cdhl y CIb2 al mismo tiempo (Simpson-Lavy y Brandeis, 2010). La degradacion total
de Swel puede generar problemas en Mitosis que no permitan detectar si la eliminacion
de CIb2 revierte los problemas derivados de la delecion de CDHI. Por eso concluimos
que delecionar CIb2 puede no ser un experimento limpio, ya que se estan afectando

otros puntos del ciclo.

Decidimos enfocar el problema desde otro punto de vista. Si la inestabilidad y el defecto
de inicio de replicacién se deben soélo al exceso de actividad CDK, al eliminar este
exceso de actividad kinasa de forma especifica mediante Sicl, cuya unica funcidén
conocida es inhibir a los complejos Cdc28/Clb, deberian revertir ambos defectos. Para
ello se puede utilizar el mismo mutante GAL1:SIC1, en células cultivadas en medio con
galactosa, de modo que el promotor GAL! se active. Sabemos que de este modo la
proteina Sicl se encuentra sobre-expresada (Figura 8). Al calcular la tasa de
reordenamientos cromosomicos (Tabla 12) la combinacion de la sobre-expresion de
SIC1 y la delecion de CDH1 en las mismas células provoca una inestabilidad superior a
la observada para la sobre-expresion simple de SICI. De hecho parece que ambas

inestabilidades son aditivas, ya que la tasa de inestabilidad observada en el Acdhl con



SIC1 sobre-expresado es 1,7 veces superior a la sobre-expresion simple de SICI, que es
justo la inestabilidad observada en este caso para Acdhl. Constatamos que la sobre-
expresion de SIC/ ya es inestable por si misma. G1 es mas larga con un exceso de Sicl
que en un individuo silvestre (Figura 8), y ademds es posible que Sicl, al estar en
exceso, esté inhibiendo la actividad Cdc28/Clb en un grado demasiado elevado,
retrasando la entrada en mitosis. Esta situacion seria proxima a la que se produce en

Aclb2 y presenta los mismos problemas.

A continuacion, la alternativa utilizada fue una duplicacion génica de SICI pero bajo el
control de su propio promotor (construccion detallada en el punto 9 del apartado
“Construccion de cepas” de Materiales y Métodos) y que hemos llamado SICI:SICI.
Para comprobar su funcionalidad transformamos también células portadoras de la
construccion GALI:SICI. En caso de que el SICI de la construccion SICI:SICI se
exprese y sea funcional se deberia observar la complementacion de la deplecion de Sicl

en células GAL1:SIC1 creciendo en glucosa.
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Figura 28. Una copia extra de SIC1 bajo el control de su promotor (S/IC1:SIC1) revierte los defectos de
la delecion de CDH1 en crecimiento, duracion de G1 y eficiencia de disparo de horquillas en los
origenes. a). Diluciones seriadas en placa en situacion de deplecién de SIC1 crecidas 72 horas a 252C en
medio rico con glucosa (YPAD). Fondo genético W303-1a. b). Andlisis de perfil de ciclo mediante FACS
realizado con células de cultivos asincronos de las cepas indicadas en condiciones en que la construccion
GAL1:SIC1 esta encendida (medio con glucosa, Glc +) o apagada (medio con rafinosa-galactosa, RG +).
Fondo genético W303-1a. c). Anadlisis de la eficiencia de disparo de horquillas en los origenes de
replicacion mostrados en individuos carentes de SIC1 o de CDH1 que tenian una copia extra de SIC1
controlada por su promotor. Cultivos asincronos, 4 horas en medio con glucosa. Fondo genético W303-
la.

El ensayo de viabilidad en placa (Figura 28.a) muestra que efectivamente es asi tanto a

25 como a 38,5°C. Ademas, mientras las células Acdhl forman colonias mas pequenas



que el control, las células Acdhl con SIC1:SIC1 crecen como el control (figura 28.a), es
decir, recuperan el fenotipo de crecimiento en placa. El perfil de ciclo por FACS (figura
28.b) muestra que la construccion SICI:SICI no altera el perfil de ciclo cuando se
introduce en un individuo silvestre. Ademas, células GAL1:SICI en glucosa recuperan
el perfil silvestre cuando portan el alelo SIC1:SICI. De forma significativa, duplicar la
copia de SICI con su promotor en células Acdhl es capaz de revertir los retrasos de
progresion por el ciclo de células con CDHI delecionado. Asi, células Acdhl
SIC1:SICI tienen un perfil indiferenciable del perfil del individuo control. Al analizar la
tasa de reordenamientos cromosomicos (Tabla 13) vemos que la inestabilidad de la cepa
SIC1:SICI es similar a la del control. La inestabilidad de la cepa con Sicl deplecionado
disminuye cuando contiene la construccion SICI:SICI. Significativamente, en la cepa
Acdhl SICI1:SICI la tasa de GCRs vuelve a niveles silvestres, consistente con que la
inestabilidad de células Acdhl se debe principalmente a un exceso de actividad
Cdc28/Clb. Ademas, el inicio de replicacion recupera su eficiencia original (figura 28.c)

Tabla 13. Tasa de GCRs con una copia extra de Sic1  en c€lulas Acdhl SIC1:SIC1, mientras que

Genotipo relevante Tasa de GCR (%) no afecta a las células control, y suprime a

T 219162 (1) células con Sicl deplecionado (figura

GAL1:SICT SICT:SICT 516x 107 (2,4) 28.b). En conclusion, la adicion de una
-9 . .

Acdh1 SICT:SICT 2,26x10 7 (1) copia extra del gen SIC! bajo el control de

*Incremento respecto al control su propio promotor, de acuerdo con el

-Datos de un test (al menos 5 colonias por test)
a 24°C, 32 horas en glucosa.

-Todas las cepas son isogenicas con yjl193w:hphNT ~ G1, revierte los defectos de ineficiencia de

aumento de los niveles de Sicl durante

inicio de replicacién y de reordenamientos cromosomicos asociados a la delecion de
CDH]. Esta reversion se debe previsiblemente a la eliminacion del exceso de actividad
CDK en G, ya que la tnica funcién conocida de la proteina Sicl es actuar como CKI

de los complejos Cdc28/Clb.

10.2. La falta de actividad de un origen de replicacién no es suficiente para aumentar la
tasa de GCRs en su entorno

Si la hipétesis de relaciéon de causa-efecto entre ineficiencia de un origen y aparicion de
reordenamientos cromosdmicos es correcta, la falta de un origen (ineficiencia total) deberia
estar asociada a una inestabilidad superior, incluso en condiciones de actividad CDK
correctamente regulada. Para estudiarlo aprovechamos el conocimiento de que ARS507 es el

origen a partir del cual se replica la zona donde se producen los GCRs que podemos medir,



eliminandolo. Ya que no se conocen los elementos reguladores del origen salvo el ACS,

suprimimos completamente el ACS de ARS507 y hasta 233 bp alrededor tanto en células

control como GAL1:SIC1.

Figura 29. La delecion del ori-
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que se recoge la comparacion entre las tasas de reordena-mientos cromosémicos de los individuos con

el origen ARS507 o con este origen delecionado.

En la Figura 29.a vemos un diagrama del brazo izquierdo del cromosoma V donde se indican

los dos genes cuya pérdida se detecta en el ensayo de GCRs (en rojo), el primer gen esencial

desde el teldmero (en azul) y la posicion de ARS507, que se ha delecionado con el marcador

kanamicina (ars507::KanMX). Al medir la actividad del origen observamos que la actividad de

ARS507 como origen de replicacién se anula (Figura 29.b.) y que ese locus ahora se replica

pasivamente en ambas cepas. Como control de que este cambio no afecta a la actividad de

Tabla 14. Tasa de GCRs cuando falta ARS507

Genotipo relevante Tasa de GCR (¥)

Control e e
Aars507 225%107 (1)
GALT:SICT 3,44x 108 (13,5)

Aars507 GAL1:SICT 3,49 x 108 (13,7)

*Incremento respecto al control
-Datos de un test (al menos 5 colonias por test)
a 24°C, 32 horas en glucosa.

-Todas las cepas son isogénicas con yjl193w::hphNT

origenes cercanos analizamos la actividad de
ARS508 (Figura 29.b), que se mantiene
normal tanto en células control como en
células con actividad CDK desregulada.
Medimos también la tasa de
reordenamientos cromosdmicos y en contra
de lo esperado, la carencia de ARS507 no
provoca un aumento de la inestabilidad

gendémica ni en la situacién control ni con la



actividad CDK desregulada por la carencia de SIC1 (Figura 29.c y Tabla 14). En ambas cepas las
tasas de inestabilidad son equiparables a las de la situacion similar con ARS507 normal. Por

tanto la hipodtesis es incorrecta, o al menos incompleta.

Este experimento demuestra que la desregulacion de CDK es necesaria y suficiente para que se
produzca inestabilidad gendmica en forma de reordenamientos cromosémicos, y que la
pérdida completa de la actividad de un origen no es un requisito imprescindible, lo que
concuerda con lo descrito previamente (Dershowitz y Newlon, 1993, Dershowitz et al., 2007).
Esto sugiere que la pérdida de eficiencia de un origen no basta para originar inestabilidad
gendmica, aunque este experimento no excluye que en este caso la pérdida de eficiencia del
origen ARS507, o de otros origenes, o la desregulacién de otros aspectos de la replicacién del
DNA si sean necesarios para la aparicidén de inestabilidad gendmica. Por tanto, la causa de los
reordenamientos cromosdmicos puede tener un origen y una explicacién mas compleja que

seria un buen tema de estudio futuro.



discusion



El ciclo debe satisfacer dos condiciones bdsicas: alternancia entre replicacion del DNA y
segregacion de cromosomas y coordinacion de estos dos procesos con el crecimiento celular.

Un reto que deben afrontar todas las células eucariotas es el de duplicar su genoma
correcta y completamente, y repartirlo entre las dos células hijas en dos lotes exactos,
cumpliendo al menos dos requisitos:

* La replicacion debe ser completa y unica, evitando entrar a mitosis con zonas de
DNA no replicadas o con zonas sobre-replicadas, lo que podria originar roturas
cromosdmicas o aneuploidias.

* Fidelidad en la replicacion, sin introduccion de mutaciones.

* Segregacion de una copia completa del material genético en cada una de las
células hijas.

Los errores en el control de estos puntos pueden propiciar la aparicion de nuevas
alteraciones si afectan a genes implicados en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica, agravando el problema, y son frecuentemente causa de enfermedades en

organismos superiores.

Cdhl1, Sicl vy la actividad CKI de Cdc6 cooperan para mantener la
estabilidad del genoma y un inicio de replicacion eficiente en
algunos origenes de replicacion.

Las células eucariotas necesitan una ventana de actividad CDK minima desde el final de
M y durante la fase Gl del ciclo celular que permita el correcto ensamblaje del
complejo pre-replicativo en los origenes. Como se indicdé en Introduccion, esto se
consigue en S. cerevisiae gracias a la degradacion de ciclinas via APC/C y su
presentador Cdhl, y a los inhibidores de CDK Sicl y el extremo N-terminal de Cdc6.
Sicl actua sobre todos los complejos Cdc28-Clb, aunque su principal accidon es sobre
los complejos de Cdc28 con CIb5 y CIb6 (ciclinas de fase S) (Lengronne y Schwob,
2002). Cdhl (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; Wisch y Cross, 2002) y Cdc6
(Bueno y Russell, 1992; Elsasser ef al., 1996; Calzada et al., 2001; Archambault ef al.,
2003) regulan la actividad kinasa asociada a ciclinas mitdticas, principalmente CIb2. La

regulacion de diferentes actividades CDK estd de acuerdo con los datos de



mantenimiento de la estabilidad gendémica y del efecto sobre el inicio de replicacion
presentados en este trabajo, que muestran que los genes de CDH1, SICI y CDC6 tienen
efectos complementarios, y no epistaticos. Mutaciones en estos reguladores afectan a las
funciones celulares. Por ejemplo, la delecion simple de SICI provoca inestabilidad
gendmica a causa del exceso de actividad CDK en GIl, que afecta al inicio de
replicacion (Lengronne y Schwob, 2002). Es probable que en el caso de la delecion de
CDH1 suceda lo mismo (Engelbert y Wisch, 2008), aunque la acumulacion de alguno
de sus sustratos puede estar relacionada también con la aparicion de inestabilidad
gendmica, independientemente del exceso de actividad CDK. El hecho de que Cdhl
actue como supresor tumoral en células animales y humanas (Wang et al., 2003; Carter
et al., 2006; Engelbert y Wisch, 2008; Garcia-Higuera et al., 2008), hace que sea
importante entender el mecanismo por el cual errores en esta proteina, ademas de en los

otros reguladores, pueden desencadenar inestabilidad gendmica y provocar tumores.

En este trabajo hemos demostrado que los origenes de replicacion se ven afectados en
diferentes grados cuando falla la regulacion de CDK en Gl, y ademas hemos
cuantificado la inestabilidad gendmica de estos mutantes, repitiendo algunos de los
experimentos ya publicados (Lengronne y Schwob, 2002; Ross y Cohen Fix, 2003;
Enserink et al., en 2009) y midiendo situaciones no analizadas previamente. La
importancia de estos andlisis radica en que permiten estudiar las causas de la
inestabilidad gendmica y su posible relacion con los errores de inicio de replicacion de

algunos origenes.

Vision general del patron de eficiencia de disparo de horquillas al desregular
CDK en G1.

Se resumen los resultados de eficiencia de los origenes en la Tabla 7, donde se muestran
los diferentes origenes de replicacion analizados, indicando el cromosoma en que se
encuentran, las coordenadas cromosomicas y el tipo de origen segun su momento
relativo de inicio de replicacion. Hemos analizado 6 origenes tempranos (ARS305,
ARS306, ARS432, ARS508, ARS607 y ARS1014), 4 origenes que inician replicacion a
tiempos medios (ARSI, ARS501, ARS507 y ARS603,5), 1 origen tardio (4ARS60S), 3
origenes silenciosos (ARS302, ARS303, ARS320) y 4 origenes del extremo izquierdo del

cromosoma V no estudiados previamente en su cinética de disparo en fase S (4RS503 ,



ARS504, proARS504 y proARS506). Todos que han resultado silenciosos excepto
proARS504. Las imagenes de los geles bidimensionales correspondientes pueden verse
en las Figuras 19, 20, 21, 25 y 26. Se indica el tiempo relativo de disparo de horquillas
de cada origen a lo largo de la fase S (Raghuraman et al., 2001; Yabuki et al., 2002).

Como puede observarse en la Tabla 7 y se ha comentado en los apartados
correspondientes de Resultados, la mayoria (73,6%) de los origenes de replicacion son
resistentes a la desregulacion de actividad CDK en G1 dependiente de las mutaciones de
los diferentes reguladores de CDK (Sicl, Cdhl y el dominio N-terminal de Cdc6), no
variando su eficiencia de inicio de replicacion. De los 19 origenes analizados so6lo 5
(26,3%) muestran pérdidas de eficiencia de inicio de replicacion, y este hecho parece
independiente de las caracteristicas individuales de cada origen, como puede ser la
eficiencia y el tiempo de disparo. Los origenes sensibles son tempranos (4ARS306,
ARS432, ARS607), intermedios (ARSI, ARS507) o casi silenciosos (proARS504).
Ademas, 4 son muy eficientes (de mayor a menor eficiencia, ARS306, ARSI, ARS507 y
ARS607), y uno es menos eficiente de forma natural (4RS432). En cuanto a la
localizacidon cromosodmica, destaca que origenes vecinos con eficiencia y momento de
disparo semejantes (como sucede con ARS305 y ARS306, o con ARS507 y ARS508),

presentan sensibilidades diferentes a la desregulacion de CDK.

También se detalla el comportamiento de cada uno de los origenes analizados en
condiciones de re-replicacion de acuerdo con el estudio de Tanny et al. publicado en
2006. En este estudio se comprueba el comportamiento de los origenes cuando se
desregulan los mecanismos redundantes de prevencion de la replicacion (Tanny et al.,
2006). No se aprecia una relacion entre los origenes que sufren re-replicacion (Tanny et
al., 2006) y los sensibles a desregulacion de CDK, pero es relevante que en este estudio
también observan variabilidad en la respuesta a la desregulacion en CDK de diferentes

regiones del genoma, ya que algunas regiones re-replican y otras no.

Cabe destacar que los origenes sensibles son los mismos ante diferentes motivos de
desregulacion de actividad CDK en G1 (deplecion de Sicl, delecion de Cdhl,
combinacion de A47cdc6 y deplecion de Sicl), aunque hay un origen sensible en Acdhl
que no lo es en Asicl (ARS607) y al contrario, proARS504 so6lo es sensible en el mutante
de SICI. En el caso de la doble eliminacion de Sicl y Cdhl todos los origenes de

replicacién analizados se ven afectados. Como se ha mencionado en apartados



anteriores, estos efectos de sensibilidad se aprecian en fondos genéticos diferentes, por
lo que podemos afirmar que la sensibilidad o resistencia a la desregulacion de CDK es
inherente al origen. En el caso de la deplecion de Sicl ademés observamos que el efecto
del estrés térmico se ejerce solo sobre origenes de replicacion que ya muestran una
sensibilidad a la desregulacion de actividad CDK en condiciones normales, y el efecto
de este estrés no es uniforme. Solo 2 origenes de los 4 sensibles a la carencia de Sicl
(ARS306 y ARS507, Tabla 7) sufres una mayor pérdida de eficiencia cuando las células
se someten a estrés térmico, ARS306 y ARS507, que aparecen marcados con un circulo

en la tabla.

Como conclusion, podemos afirmar que la desregulacion de CDK no afecta de forma
general a todo el genoma, modificando el patron de eficiencia de inicio de replicacion,
sino s6lo afecta a algunos de los origenes. Como la sensibilidad o resistencia de un
origen no depende de su localizacion (datos no mostrados), tiempo de disparo en fase S,
eficiencia de disparo de horquillas en un ciclo normal, o capacidad de reiniciar
horquillas en presencia de alta CDK, actualmente desconocemos qué hace que un origen
sea sensible o resistente a CDK y no podriamos predecir el comportamiento de un
origen sin estudiarlo previamente. Los datos presentados no son extrapolables a todo el
genoma, de modo que seria interesante analizar la respuesta de todos los origenes de
replicacion a situaciones de actividad CDK desregulada, por ejemplo a través de la

utilizacion de microarrays.

La resistencia o sensibilidad de un origen a la desregulacion de CDK se debe a
sus caracteristicas internas y es independiente del entorno cromosémico.

Por el momento se desconoce la razon por la cual los origenes de replicacion responden
de manera diferente a la desregulaciéon de CDK. En origenes sensibles, la causa mas
probable de la ineficiencia es que el licensing de origenes no ocurre correctamente por
el exceso de actividad CDK, como se ha propuesto (Lengronne y Schwob, 2002) y se ha
demostrado para un origen individual (Tanaka y Diffley, 2002). En esta situacion los
componentes del pre-RC disponibles para montar origenes son limitantes, ya que el
exceso de CDK inhabilita su capacidad de formar el complejo pre-replicativo (Diffley,
2004). Estos componentes del pre-RC son comunes a todos los origenes, por lo que es

logico pensar que la limitacion, y la pérdida de eficiencia, deberia afectar a todos por



igual, por lo que extrafia la sensibilidad diferencial que hemos detectado. Hay varias
explicaciones alternativas para este suceso. Una de ellas es la posible relacion entre
longitud de G1, expresion de genes e inicio de replicacion. Recientemente se ha descrito
un efecto de la traduccion sobre los origenes de replicacion (Ldoke et al., 2010). En un
ciclo normal, mas o menos la tercera parte de los genes que flanquean los origenes de
replicacion de S. cerevisiae se transcriben al final de G1, y esta transcripcion inhibe la
formacion del complejo pre-replicativo (Ldoke ef al., 2010). Los origenes inactivados
por la transcripcion pueden montarse de nuevo durante Gl, ya que existe un
licenciamiento continuo que los mantiene funcionales para el inicio de replicacién. En
una célula sin Sicl el acortamiento de G1 puede provocar que origenes localizados en
zonas de transcripcion activa sean incapaces de volver a licenciarse, quedando inactivos
en la inmediata fase S. Asi, ante la carencia de Sicl, la ineficiencia de los origenes
podria no deberse a la inhibicién por CDK de los componentes del preRC sino a la
actividad transcripcional de la zona concreta de cada origen en el genoma. De acuerdo
con esta hipdtesis estd un estudio realizado en S. pombe, que demuestra que parte de los
origenes se licencian entre el final de Mitosis y el inicio de G1, mientras que otros lo
hacen al final de G1 (Wu y Nurse, 2009). En contra tenemos dos factores. En primer
lugar, aunque no hemos comprobado la actividad transcripcional de los genes que
flanquean a los origenes sensibles es significativo que €stos no coinciden con origenes
afectados por transcripcion en el trabajo de Ldoke ef al., 2010. En segundo lugar, hay
que destacar que se puede cambiar un origen sensible a desregulacion de CDK por uno
resistente, recuperando la eficiencia de inicio de replicacion (los origenes ARS507 y
ARS305 respectivamente, Devesa y Calzada, datos no publicados), s6lo modificando la
secuencia exclusiva del origen y manteniendo los genes flanqueantes. Por tanto, al
menos para estos origenes y este locus de ARS507 parece que la pérdida de eficiencia de
inicio de replicacion responde maés a variaciones en los elementos reguladores del
origen que al perfil transcripcional de la zona cromosdmica. Sin embargo, es posible
que la eliminacion de la secuencia que contiene al origen ARS507 haya eliminado
secuencias importantes para la transcripcion de los genes flanqueantes que no se
reponen con la secuencia del origen 4RS305, afectando a la transcripcion y haciendo

resistente al origen.



Los reguladores de CDK promueven el mantenimiento de la estabilidad
genomica ademas de un inicio de replicacion eficiente.

Previamente a este trabajo se habian publicado los efectos de la carencia de Sicl sobre
el inicio de replicacion y la estabilidad genomica (Lengronne y Schwob, 2002). Este
trabajo afirma que Sicl es importante para un inicio de replicacion eficiente en S.
cerevisiae, y que células sin este regulador sufren reordenamientos cromosémicos en
forma de translocaciones y pérdida de fragmentos grandes de DNA (Nugroho y
Mendenhall, 1994; Lengronne y Schwob, 2002). También se ha demostrado que la
delecion de CDH1 en células de S. cerevisiae provoca inestabilidad gendémica (Ross y
Cohen Fix, 2003), sugiriéndose un problema de inicio de replicacion (Ross y Cohen-
Fix, 2003; Engelbert ef al., 2008) quiza con un posible licenciamiento ineficiente de los

origenes en MEFs (fibroblastos embrionarios) de raton (Garcia-Higuera et al., 2008).

Sicl es necesario para el mantenimiento de la estabilidad genomica.

El ensayo de reordenamientos cromosomicos (Materiales y métodos, punto 7) es una
prediccion de la tendencia que va a tener una célula a sufrir un evento de inestabilidad
genomica por ciclo celular, y se ha utilizado en muchos trabajos para determinar la
estabilidad genomica de diferentes mutaciones. Al estudiar algunas de las publicaciones
que han realizado estas medidas hemos encontrado mucha variabilidad. Desconocemos
la causa de la alta variabilidad entre los trabajos, pero las repeticiones realizadas en el
laboratorio han generado resultados repetitivos, por lo que consideramos que el ensayo
es valido, siempre que se comparen los datos de inestabilidad con los de un control

obtenido en el mismo laboratorio.

Lengronne y Schwob concluyen que Sicl es importante para un inicio de replicacion
eficiente en S. cerevisiae (Lengronne y Schwob, 2002), estudiando 4 origenes de
replicacion (ARS306, ARSI, ARS305 y ARS501) por electroforesis bidimensional de
DNA en mutantes Asicl, lo que hemos corroborado con el ensayo de pérdida de
plasmidos (Figura 17) y los experimentos de electroforesis bidimensional de DNA
(Figura 18) sobre el mutante GALI: SICI. Células sin Sicl ademds sufren
reordenamientos cromosdmicos en forma de translocaciones y pérdida de fragmentos

grandes de DNA (de brazos cromosdmicos, por ejemplo) (Nugroho y Mendenhall,



1994; Lengronne y Schwob, 2002), que hemos cuantificado mediante la estimacion de
la tasa de GCRs (apartado 7 de Materiales y Métodos). Nuestros datos difieren de los
publicados, como hemos comentado, pero son consistentes con un alto grado de
inestabilidad cromosomica asociada a la carencia de Sicl. Si nos referimos al control, la
inestabilidad es 32,6 veces superior en el mutante Asic/ o 13,5 en la deplecion
condicional. Nuestra tasa de reordenamientos es consistente con la publicada por
Enserink, (Enserink, 2009), ademas de con otros datos referidos a la sobre-expresion de
ClIn2, de 18,7 (Tanaka y Diffley, 2002). En este mutante uno de los efectos del exceso
de actividad CDK-CIn2 es la fosforilacion de Sicl que lo envia a degradacion por SCF,

mimetizando en parte la delecion de Sicl.

El extremo amino de Cdc6 solo influye en el inicio de replicacion y la
estabilidad gendmica en células privadas de Sicl.

Como se comentd en Introduccion, el extremo N-terminal de Cdc6 tiene actividad CKI
sobre complejos Cdc28-Clb2 (Bueno y Russell, 1992; Elsasser et al., 1996; Calzada et
al., 2001; Archambault et al., 2003), pero no sobre Cdc28-Clb5 (Sanchez, Calzada y
Bueno, datos no publicados), CIb3 o CIln2 (Archambault ef al., 2003). Ya que la
actividad CDK asociada a CIb2 es un buen inhibidor de la formacién de los complejos
pre-replicativos (Detweiler y Li, 1998), el mutante de Cdc6 sin actividad CKI
(A47cdc6) podria tener afectado el inicio de replicacion y la estabilidad gendmica como
en el caso del mutante de Sicl. Sin embargo, nuestros datos demuestran que en S.
cerevisiae el extremo amino de Cdc6 es prescindible para el mantenimiento de
plasmidos centroméricos (Figura 17), para un inicio de replicacion eficiente en los
origenes cromosomicos (Figura 19), y para el mantenimiento de la estabilidad gendémica
(Tabla 8), al contrario de lo que sucede con Sicl (Figuras 17 y 18 y Tabla 8). En
cambio, la carencia conjunta de las actividades CKI de Sicl y Cdc6 empeora los
defectos respecto a células sin Sicl en inicio de replicacion e inestabilidad gendmica
(Figura 19 y Tabla 8). En conclusion, la actividad CKI de Cdc6, aunque prescindible
cuando los reguladores de CDK en G1 funcionan correctamente, es necesaria para un
inicio de replicacion eficiente en algunos origenes de replicacion cuando hay un exceso
de actividad CDK a causa de un déficit de Sicl en la célula. Es importante destacar que
cuando faltan ambos reguladores el inicio de replicacion es peor en los origenes

sensibles, y eso se asocia a una mayor tasa de inestabilidad genémica.



La actividad CKI de Cdc6 podria no ser relevante para el control del ciclo celular in vivo.

La actividad CKI del extremo amino de Cdcé se ha demostrado en diferentes experimentos: la sobre-expresién de
Cdc6 recupera la baja viabilidad que sufren células con la doble inactivacion de Cdh1 y Sic1 (Archambault et al.,
2003); la formacion de un complejo estable de Cdcé con Cdk1/Clb2 in vivo inactiva la CDK. Sin embargo, existe
cierta controversia en cuanto a la relevancia fisiolégica de la funcién CKI de Cdc6 in vivo. Como muestran nuestros
resultados, el mutante A47cdc6 no presenta por si mismo ningun fenotipo in vivo, lo que indica que esta funcion
no es vital para la célula. Se ha publicado que la unién de Cdc6 a Cdc28/CIb2 inhibe la asociacién de Cdc6 al pre-RC,
lo que puede contribuir al control de re-replicacién (Mimura et al., 2004). Otra posibilidad es que la unién de Cdc6
a CDK relocalice a la quinasa llevédndola al origen, donde ésta podria liberarse y fosforilar a los componentes del
pre-RC e inhibir su ensamblaje (Honey et al., 2007). La dltima opcién es que Clb2 estabiliza a Cdc6 durante M, para
que al final de esta fase puedan ensamblarse pre-RCs antes de que se sintetice nueva Cdc6, a partir de la liberada
por Clb2 (Elsasser et al., 1996; Weinreich et al., 2001; Mimura et al., 2004). Segun estos estudios, la capacidad CKI
existe, pero no seria la funcién real, sino una consecuencia secundaria de la capacidad de Cdcé para unirse a Clb2.
Por tanto, si Cdc6 se sobre-expresa si tendra actividad CKI, pero eso no implica que sea su funcién in vivo.
Sin embargo, estos datos no descartan que el extremo amino de Cdcé pueda ser relevante inhibiendo Cdk1/Clb2
en entornos especializados, como puede ser la zona proxima a los origenes de replicacion, manteniendo bajos
los niveles de actividad CDK en la zona en que deben ensamblarse los pre-RCs, aunque solo de forma comple-
mentaria a Sic1.

Cdhl es necesaria para el disparo eficiente de horquillas de replicacion en
los origenes y para el mantenimiento de la estabilidad genomica.

Los datos previos a este trabajo sobre mutantes de Cdhl sugerian, aunque no
demostraban, un problema de inicio de replicaciéon (Ross y Cohen-Fix, 2003) y un
licenciamiento ineficiente de los origenes (Garcia-Higuera, 2008), ademas de confirmar

inestabilidad genomica (Ross y Cohen-Fix, 2003).

Nosotros hemos demostrado que Cdhl es importante para un inicio de replicacion
eficiente, ya que su carencia provoca pérdida de eficiencia de inicio de replicacion en
algunos origenes (Figura 20), manteniendo el patron de resistencia o sensibilidad
apreciado en la deplecion de Sicl, pero siendo menos acusada en origenes individuales.
Esto indica que la importancia de Cdhl en promover la activacion correcta de los
origenes es menor que la de Sicl. También hemos determinado una tasa de
reordenamientos cromosomicos de 2,2 veces la del control (Tabla 8), con un valor de
5,64x10”, cercana a los datos publicados previamente (8,5x10”, Ross y Cohen Fix,
2003). Esta tasa es muy inferior a la que hemos obtenido para la deplecion de Sicl (13,5
veces superior al control, Tabla 8), lo que puede deberse a la capacidad de proARS504
para iniciar replicacion en el mutante de CDH1, pero no en el de SICI.

Como Cdhl, ademas de la actividad CDK en G1, regula la degradacion de otros
sustratos, cabe la posibilidad de que el efecto sobre el inicio de replicacion y estabilidad
genomica se deba al exceso de actividad CDK o por el contrario dependa de la

estabilizacion de sustratos de Cdhl.



Los defectos observados en el mutante de Cdh1 se producen por exceso de
la actividad Cdc28/Clb.

Se ha demostrado que la causa de los problemas asociados a la delecion de Sicl es el
exceso de acividad CDK-CIb5 y 6 (Lengronne y Schwob, 2002), pero en el caso de
Cdh1 esto no esta claro. Cdhl regula la degradaciéon via APC/C de un gran nimero de
sustratos (Tabla 2). En §. cerevisiae, ademas de sus dos sustratos mas importantes (la
Securina, Pds1, y la ciclina mitética Clb2, Thornton y Toczyski, 2003), se ha propuesto
que Cdhl dirige la degradacion del resto de ciclinas mitéticas (Clbl, CIb3 y Clb4)
(Robbins et al., 2010) y de dos grandes grupos de proteinas: las implicadas en la
formacion del huso mitético (Kipl (Gordon y Roof, 2001), Cin8 (Hildebrandt y Hoyt,
2001), Asel (Juang et al., 1997) y Finl (Woodbury y Morgan, 2007)), cuya acumula-
cion genera errores en la segregacion de los cromosomas y en la transicion
metafase/anafase; y las relacionadas con la salida de Mitosis (Hsl1 (Burton y Solomon,
2000), Cdc5 (Charles et al., 1998; Shirayama et al., 1998) y Pdsl (Cohen-Fix et al.,
1996)), que si se estabilizan provocan errores en la segregacion de los cromosomas,
cambios en el tamafio celular y gemaciones multiples. Es decir, la acumulacion de
sustratos de Cdhl puede potencialmente afectar a la estabilidad genomica. Sin embargo,
el hecho de que el mutante de Sicl tenga los mismos problemas (aunque mas acusados)
en el inicio de replicacion y estabilidad genoémica que el Acdhl, y que el patron de
ineficiencia en los origenes de replicacion sea similar para los dos mutantes refuerza la
idea de que los defectos de Acdhl se deben solo a los errores de regulacion de actividad
CDK. Para comprobarlo planteamos suprimir el exceso de Cdc28/Clb2 y comprobar si
los defectos del mutante revierten. Para ello existen varias aproximaciones. La mas
obvia es la delecién conjunta de CDHI y CLB2. Sin embargo, este doble mutante no
revierte los defectos de inicio de replicacion (Figura 29) asociados a Acdhl, y presenta
problemas en la germinacioén de esporas (Cross, 2003) y viabilidad reducida en placa,

que desaconseja la realizacion de un ensayo de reordenamientos cromosomicos.

Como segunda opcion, suplementar a la célula con un exceso del CKI Sicl puede
inhibir el exceso de Cdc28/Clb2 asociado a Acdhl, y se estudio utilizando el mutante
GALI:SICI. Inesperadamente, la sobre-expresion de Sicl no sélo no compensaba el

defecto de Acdhl, sino que agravaba el fenotipo del mismo, generando una tasa de



inestabilidad gendmica 9,4 veces superior al silvestre, cuando la mostrada por Acdhl es
de tan solo 1,7 (Tabla 11). Observamos también que la sobre-expresion de Sicl genera
una cierta inestabilidad gendmica (5,4 veces superior al silvestre, Tabla 11), mayor que
la asociada a Acdhl. Esto puede deberse a que el promotor GALI en presencia de
galactosa y en ausencia de glucosa en el medio se mantiene activo durante todo el ciclo
celular, por lo que Sicl no sélo se expresa en G1, sino también fuera de su ventana
normal de actuacion. Un exceso de actividad CKI durante todo el ciclo celular puede
provocar un retraso en la activacion de APC/C-Cdc20 a causa de la inhibicion de los
complejos CDK-ciclina mitética, pudiendo asociarse a retrasos y problemas en la
entrada en anafase. El defecto de actividad CDK/Clb dependiente del exceso de Sicl
puede afectar a otros sucesos del ciclo que dependen de actividad CDK y en conjunto

ser la causa de la tasa de inestabilidad de 5,4.

Para evitar la actuacion de Sicl durante todo el ciclo y restringir su accion solo a G1 se
procedi6 a realizar una duplicacién génica de SICI bajo el control de su propio
promotor (SIC1:SICI). De este modo, habrda mas cantidad de Sicl en la célula, que
inhibird los complejos Cdc28/Clb, incluido Cdc28/Clb2, pero s6lo durante G1. La
expresion de una copia extra de Sicl revierte el fenotipo de la cepa Acdhl (tamano
celular, perfil de ciclo, tasa de reordenamientos cromosdmicos e inicio de replicacion
toman valores de silvestre, Figura 29). Este dato sugiere que el exceso de actividad
CDK asociada a ciclinas Clb (las inhibidas por Sicl) durante G1 es el causante de los

fenotipos originados por la delecion de CDH .

Estos resultados sugieren fuertemente que los problemas de Acdhl se deben a la
acumulacién de actividad M-CDK en GI, pero no lo demuestran definitivamente, ya
que Sicl inhibe todos los complejos Cdkl1/Clbl-6 y no solo los de Mitosis. Para
demostrarlo lo ideal seria mantener activo a Cdhl de modo que pueda degradar a todos
sus sustratos excepto a Clb2. Esto podria realizarse utilizando un mutante desarrollado
2KEN-AAA

por Simpson-Lavy en 2009, llamado Clb
APC/C-Cdc20, pero es insensible a degradacion promovida por APC/C-Cdhl. De este

, que se degrada de forma normal por

modo, mimetizariamos el efecto de la delecion de Cdhl en relacion a su papel en el
control de la actividad CDK, sin afectar a la degradacion del resto de sus sustratos. Si

los defectos observados en Acdhl (acortamiento de Gl1, pérdida de viabilidad a



temperaturas altas, ineficiencia de inicio de replicacion, e inestabilidad gendmica) se
reproducen en ese mutante, confirmaria que los problemas se deben al exceso de

actividad CDK. Es un proyecto que el grupo pretende acometer en el futuro.

Un dato a destacar de la construccion SICI:SICI es que se consigue recuperar la
eficiencia de inicio de replicacion en los tres origenes sensibles analizados y esto va
acompaifiado de la recuperacion de la estabilidad gendomica de las células, una evidencia

mas para la posible relacion entre ambos hechos.

La desregulacion severa de CDK asociada al doble mutante Acdhl Asicl afecta
a todos los origenes de replicacion, aumenta la inestabilidad genémica y
disminuye la viabilidad celular.

Hemos visto que mutantes simples en los reguladores de CDK de G1 tienen problemas
en el inicio de replicacion, y suponemos que los origenes sensibles pueden serlo por
alguna pequefia diferencia en su regulaciéon que se ve afectada por la limitacion de
maquinaria de los pre-RC. Si esto es cierto, el agravamiento de la desregulacion de
CDK deberia incrementar los defectos de inicio de replicacion, quizé afectando al resto
de origenes. Para comprobarlo decidimos utilizar el doble mutante Asic/ Acdhl. Como
ya se ha comentado, estudios previos en este doble mutante indican que tiene una
viabilidad muy reducida, hasta ser practicamente letal (Schwab et al., 1997; Visintin et
al., 1997, Wisch y Cross, 2002). Nuestro mutante mantiene cierta viabilidad
probablemente a causa de la expresion basal del promotor GAL I, aunque aparecen muy
afectadas (Figura 13). El mutante reproduce los fenotipos descritos para la doble
delecion: tiene problemas de germinacion en esporas y en la salida de mitosis, G1 es
mas corto de lo normal y las células se paran en el ciclo como células grandes gemadas
y con el DNA replicado (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; Wisch y Cross,
2002; Archambault et al., 2003).

En efecto, nuestros resultados muestran que eliminando al mismo tiempo a CDHI y a
SICI todos los origenes analizados se sensibilizan e inician replicacion muy
ineficientemente, incluso los resistentes a excesos de CDK moderados, como sucede en
el caso de ARS305 y ARS508 (Figura 21). Una posible explicacion seria que parte de los

origenes de replicacion soportan un grado moderado de reduccion de los niveles de los



componentes del complejo pre-replicativo, teniendo mayor capacidad para atraerlos que
los origenes sensibles. En células Acdhl Asicl la actividad quinasa estd mas
desregulada, siendo probablemente los niveles de componentes del pre-RC tan bajos
que ni siquiera los origenes resistentes pueden unir correctamente la maquinaria de

inicio de replicacion, de modo que todos los origenes son ineficientes.

Nos hemos encontrado con un problema al tratar de cuantificar los reordenamientos
cromosdmicos en este mutante, ya que la elevada pérdida de viabilidad que sufre
probablemente esté afectando al dato, registrdndose menos revertientes de los
esperados. Asi, la tasa de reordenamientos calculada es 8,6 veces superior al control,
frente a los 13,5 de la deplecion de Sicl (Tabla 8), cuando se esperaria una tasa
superior. La aproximacion aplicada para evitar la pérdida de viabilidad, el someter a las
células a so6lo dos ciclos de deplecion de Sicl, genera una tasa de 3,4 veces la del
control. Este dato es superior al obtenido para Acdhl, que es la situacion en que estas
células pasan la mayor parte del ensayo, lo que indica que la carencia de Sicl durante
tan solo dos tiempos de generacion afecta a la inestabilidad gendmica de las células. Sin
embargo esta aproximacion incumple las premisas 3 y 11 del modelo de Lea-Coulson
(la probabilidad de mutacion es constante y no varia con el crecimiento del cultivo),
como se explico en Materiales y Métodos, y puede que la tasa obtenida no sea un dato
real. Por esta razon calculamos la frecuencia de mutacion, que informa de qué sucede en
los cultivos individuales ante diferentes mutaciones, aunque no estima los
reordenamientos que pueden producirse por ciclo y por célula. Los datos, recogidos en
la Tabla 9, muestran la misma tendencia que sugieren las tasas de reordenamientos si
atendemos a las frecuencias medias: la mas que mas roturas sufre es la deplecion de
Sicl, 180,9 veces mas reordenamientos que el control, y la que menos Acdhl, tan solo
3,4 veces. El doble mutante sufre 15,3 veces mas GCRs que un control cuando se
somete a 32 horas de deplecion de Sicl, mientras que esta aumenta a 24,4 cuando Sicl
solo falta 4 horas, lo que vuelve a sugerir que la combinacion de ambas mutaciones
compromete la estabilidad genomica, y que la pérdida de viabilidad hace subestimar los
reordenamientos cromosomicos que se producen. Sin embargo, hay tener en cuenta que
los resultados obtenidos presentan una gran variabilidad, que puede apreciarse en la
desviacion estandar calculada para cada mutante (Tabla 9), y que si tomamos los valores

extremos de diferentes mutaciones los datos en ocasiones solapan, y por tanto no hay



diferencias entre las mutaciones. Ademas, hay que tener en cuenta que estos datos solo
reflejan lo que ha sucedido durante los diferentes cultivos individuales, y no son

predictivos de lo que puede suceder en futuros ensayos.

La regulacion de CDK es especialmente importante en situaciones de estrés
térmico.

Una de las hipdtesis para la ineficiencia de inicio de replicacion ante CDK desregulada
es que el acortamiento de G1 (cuando falta Sicl) influya en la formacién correcta del
pre-RC. Si esto es cierto, acortar aun mas G1 deberia agravar el problema. Hemos
comprobado que ante la carencia de Sicl las células sometidas a estrés térmico
(temperaturas de 37°C y superiores, Raboy et al, 1999; Davidson y Schiestl, 2001)
tienen una G1 mas corta, entrando prematuramente en fase S (Figura 23), ademds de
sufrir pérdidas de viabilidad (Figura 22), una reduccién en la eficiencia de inicio de
replicacion (Figura 25) y sufren mas reordenamientos cromosomicos (Tabla 10). No
hemos comprobado los efectos del estrés ante la carencia de Cdhl, pero el hecho de que
el mutante Acdhl pierda viabilidad en condiciones de temperatura elevada (Figura 22)
demuestra que esta proteina también es importante para la respuesta a estrés térmico.
Por tanto, concluimos que los reguladores de CDK en G1, Sicl y Cdhl, son importantes
para la respuesta al estrés térmico en S. cerevisiae favoreciendo una activacion robusta

de la replicacion del DNA y preservando la estabilidad del genoma.

Sic1 y estrés osmotico

No se ha implicado a Sic1 en la respuesta a estrés térmico en estudios previos. Sin embargo, si se sabe que este CKI
representa un papel importante el la respuesta a estrés osmoético, en la que Sic1 produce una parada del ciclo celular
en G1, favoreciendo asi la adaptacion a la situacidn estresante y la supervivencia celular (Escoté et al., 2004). Esta
respuesta depende de la kinasa Hog1 (Winkler et al., 2002), que disminuye la actividad CDK en la célula mediante un
mecanismo dual, bajando la expresion de ciclinas y fosforilando a Sic1, lo que lo estabiliza y activa (Saito et al., 2004).
Células sin Sic1 o con un Sic1 no fosforilable por Hog1 son sensibles a estrés osmético. Se ha demostrado ademas
que Hog1 se activa durante la respuesta a estrés térmico (Winkler et al., 2002). Por tanto, el mecanismo de parada de
ciclo en respuesta a estrés térmico puede estar siguiendo un esquema similar al observado en estrés osmotico,
terminando con la parada transitoria en G1 a través de Sic1 y posiblemente de Cdh1.




Relacion de causa-efecto entre regulacion de CDK., eficiencia de inicio
de replicacion y estabilidad genomica.

Como se ha venido sefialando, nuestros resultados y otros publicados anteriormente
sugieren que la inestabilidad cromosomica esta relacionada con la pérdida de eficiencia
de un origen de replicacion por tres evidencias: Primero, ARS507 y proARS504, los
origenes activos mas proximo a la zona donde se miden reordenamientos cromosomicos
disminuyen su eficiencia en el brazo izquierdo del cromosoma V cuando falta Sicl
(Figura 26) y esto se asocia a un aumento de la tasa de GCRs (Tablas 8 y 14), y sin
embargo, en mutantes de CDHI, aunque ARS507 pierde eficiencia, proARS504 la
aumenta, lo que conlleva una baja inestabilidad. Segundo, se observa una correlacion
entre el grado de ineficiencia de los origenes de replicacion sensibles y la tasa de GCRs
en las diferentes situaciones estudiadas (ausencia de Sicl, de Cdhl o de ambos; mutante
AsicIA47cdc6; reduccion de G1 por estrés térmico; compensacion de Acdhl por
SICI:SICI). Y tercero, 8 origenes extra insertados entre los marcadores CANI y
URA3::hxtl3 en el cromosoma V suprimen los reordenamientos (Tanaka y Diffley,
2002), al aumentar la probabilidad de que alguno de los origenes replique la zona. Estos
hechos sugieren una relacion directa entre el exceso de actividad CDK, la ineficiencia
de los origenes de replicacion y la inestabilidad gendmica. Sin embargo, debemos
recordar que CDK regula la actividad de otros muchos procesos celulares. Se han
identificado numerosas dianas de CDK en S. cerevisiae (Ubersax et al., 2003; Enserink
y Kolodner, 2010; Holt et al., 2009), aunque se cree que aun quedan muchas por
identificar. Las proteinas reguladas por CDK intervienen en diferentes procesos:
regulacion de la actividad CDK, replicacion del DNA, regulaciéon de APC, respuesta a
las feromonas sexuales, regulacion de la transcripcion, entrada en Anafase, reparacion
del DNA, mantenimiento de los telomeros, checkpoint, regulacion de la formacion del
huso mitotico, polaridad celular etc. La gran variedad de estos procesos sugieren que la
inestabilidad gendmica asociada a la desregulacion de CDK puede deberse al efecto

sobre otros sustratos distintos de los relacionados con el inicio de replicacion.

Para determinar si actividad CDK, inicio de replicacion y estabilidad genomica estan

directamente relacionados, nos propusimos dos objetivos sobre ARS507, eliminar el



origen de replicacion y recuperar su eficiencia, para observar el efecto de ambos sucesos

sobre la estabilidad gendmica de su entorno.

La eliminacion del origen ARS507 no origina inestabilidad gendomica por si
mismo.

Para resolver el primer objetivo procedimos a la eliminacion del origen activo mas
cercano a la zona donde se producen los reordenamientos, ARS507 (Figura 30). La
delecion de este origen no produce un aumento de la inestabilidad gendmica respecto a
la misma situacion con el origen intacto en células silvestres (Figura 30 y Tabla 14).
Esto es coherente con publicaciones anteriores (Dershowitz y Newlon, 1993;
Dershowitz et al., 2007) que demuestran que un cromosoma tolera la eliminacion de
origenes sin aumentar su inestabilidad. Tampoco se produce un aumento de la
inestabilidad gendmica ante la delecion de ARS507 en condiciones de deplecion de Sicl
respecto a la misma situacion con ARS507 silvestre (Figura 30 y Tabla 14). Esto es
consistente con que la aparicién de reordenamientos cromosémicos en esta region del
genoma es independiente de la eficiencia o ineficiencia de un origen de replicacion

concreto.

Recuperacion de actividad de inicio de replicacion en el locus de ARS507.

Si la falta de eficiencia de un origen (parcial o total) es la causante de inestabilidad
gendmica, la recuperacion de la eficiencia de este origen deberia recuperar la
estabilidad. Hemos demostrado que una copia extra de SIC/ bajo el control de su propio
promotor (SIC1:SICI) consigue eliminar la inestabilidad genomica asociada al mutante
Acdhl, al mismo tiempo que recupera el inicio de replicacion de ARS507 (Figura 29 y
Tabla 13). El mayor problema con la interpretacion de este resultado es que, al anadir la
copia extra de SICI presumiblemente estamos recuperando unos niveles normales de
actividad CDK en la célula, asi que no se puede confirmar que la recuperacion de la
eficiencia de ARS507 sea la causa directa del restablecimiento de la estabilidad
gendmica, pudiendo deberse a otros efectos de la normalizacion de la actividad CDK.
Para confirmar la relacién entre ineficiencia de inicio de replicacién y estabilidad
genOmica es necesario recuperar la actividad del origen en condiciones de CDK

desregulada, para lo que proponemos dos aproximaciones: utilizar proteinas del pre-RC



insensibles a la regulacion por CDK y sustituir el origen de replicacion sensible por uno
resistente. Si asi se recupera la estabilidad cromosomica aun con CDK desregulada,
podria afirmarse que la inestabilidad asociada a la desregulacion de CDK depende de

los fallos en el inicio de replicacion de los origenes sensibles.

2.2.1. Componentes del pre-RC resistentes a la regulacion por CDK pueden
restablecer el inicio de replicacion cuando la actividad kinasa en G1 esta
desregulada.

Tres son los puntos de control principales mediante los cuales CDK inhibe la formacion
del Pre-RC en S. cerevisiae: el complejo ORC (Nguyen et al., 2001; Wilmes et al.,
2004); Cdc6 (Piatti et al., 1996; Drury et al., 1997; Elsasser et al., 1999; Jang et al.,
2001; Perkins et al., 2001); y MCM2-7 (Hennessy et al., 1990; Chen et al., 1992;
Aparicio et al., 1997; Labib ef al., 1999, Nguyen et al., 2000; Tanaka y Diffley, 2002;
Liku et al., 2005). La anulacién de estos sistemas de regulacion mediante el empleo de
mutantes refractarios a la inhibicion por CDK permiten el montaje de pre-RCs fuera de
G1, cuando la actividad CDK es alta, y la combinacién de mas de una de estas
mutaciones provoca re-replicacion e inestabilidad gendmica: mutantes no fosforilables
de Orc2 y Orc6 (orc2-64 y orc6-44), la proteina Mcm7-2NLS, que elimina la exclusion
nuclear del complejo Mcm2-7 fosforilado, y por ultimo, mutantes de Cdc6 no
fosforilables en su dominio N-terminal (como A47cdc6), lo que estabiliza a la proteina
(Nguyen et al., 2001). En condiciones de actividad CDK desregulada, dichos mutantes

deberian permitir el montaje correcto de los pre-RCs durante G1.

En el momento en que se preparaba este trabajo, las cepas de cada uno de los mutantes
individuales estaban construidas. Ninguno de los mutantes individuales ha mostrado
recuperaciones en la viabilidad celular o duracién de G1 al combinarlas con las
deleciones de SICI o CDHI. Esto era de esperar, ya que si solo falla uno de los
mecanismos de regulacion, la célula posee los otros dos sistemas para inhibir el montaje
de los pre-RCs. Se sabe que la re-replicacién empieza a ser apreciable por FACS a partir
de la combinacion de 3 fallos en la prevencion de la re-replicacion (Nguyen ef al., 2001)
o con dos de ellos si se detecta la re-replicacion mediante microarrays (Green et al.,

2004; Tanny et al., 2004), y por el mismo motivo es probable que no se vean efectos de



recuperacion del inicio de replicacion con CDK desregulada a no ser que se combinen

dos 0 mas de estas mutaciones.

2.2.2. La sustitucion de ARS507 por un origen de replicacion resistente al exceso
de CDK en G1 podria restaurar un inicio de replicacion normal y la
estabilidad genémica de la zona.

La segunda aproximacion es la sustitucion de ARS507 por un origen resistente a la
desregulacion de CDK, en este caso ARS305 (ARS507::ARS305). Si el nuevo origen
mantiene su resistencia a la desregulacion de CDK en el locus de ARS507, podremos
medir si la tasa de reordenamientos cromosomicos se recupera con el inicio de
replicacion eficiente independientemente de que CDK esté desregulado. Este trabajo
estd realizdndose actualmente en el laboratorio (Devesa y Calzada) y a fecha de
publicacion de esta tesis se habia conseguido sustituir el origen ARS507 por el ARS305,
confirmandose que éste mantiene su eficiencia de inicio de replicacion en la nueva
localizacion en condiciones de CDK desregulada (datos no mostrados) y que la tasa de
GCRs muestra que en células con Sicl deplecionado no se consigue la
complementacion. Sin embargo, esta si ocurre en células sin Cdhl (datos no mostrados),
lo que sugiere una diferencia entre los efectos de ambos reguladores, que puede
depender del tipo de actividad CDK regulada por cada uno (de mitosis Cdhl y de S
Sicl).

Con los datos obtenidos podemos concluir en primer lugar que un unico origen de
replicacion no es el responsable de la inestabilidad en una region cromosoémica concreta
cuando se desregula CDK, aunque si es evidente que problemas en el inicio de
replicacion estan asociados a un aumento en la inestabilidad gendémica de la zona
replicada desde ese origen. Es posible que la inestabilidad gendmica se deba a la
pérdida de actividad de varios origenes proximos que disminuyan la densidad de
horquillas para replicar la zona, o que existan factores adicionales, quizd algunos
dependientes de defectos de replicacion (maduracion de las horquillas de replicacion,
defectos de progresion y/o estabilidad, o simplemente que la replicacion depende de
horquillas que parten de origenes mas alejados y no tienen tiempo para alcanzar la

zona).



Una de estas posibilidades, la maduracion y/o la estabilidad de las horquillas de
replicacion que si se forman sugiere que el problema puede afectar a las horquillas
procedentes de cualquier origen y no sélo de los sensibles. Las horquillas pueden
avanzar de forma mas lenta al replicar el DNA, o ser incapaces de volver a iniciar la
replicacion si se detienen en zonas de pausa natural, lo que influiria también en la
pérdida de estabilidad del genoma. Aunque en la zona del cromosoma V donde se
miden los GCRs no se ha detectado ninguna de las secuencias normalmente asociadas a
sitios fragiles en la base de datos de su genoma (Saccharomyces Genome Database,
SGD), si se ha relacionado con una alta tasa de produccion de recombinaciones
mitoticas (Lee ef al., 2009). Es posible que en esa region sucedan paradas naturales de
las horquillas de replicacion, y si las horquillas salen debilitadas desde los origenes de
replicacion sensibles o proceden de origenes lejanos cuando hay un exceso de CDK en
la G1 previa puede que no sean capaces de re-iniciar la replicacion después de la parada.
Alternativamente, algin problema asociado al exceso de CDK en G1 puede afectar al
avance de las horquillas de replicacion, provocando una replicacion tan lenta que sea

imposible terminar la replicacion antes de la entrada en fase S.

Son necesarios mas experimentos para relacionar de forma definitiva los errores en el
inicio de replicacion con la inestabilidad genomica. Ademas, seria interesante estudiar
de forma global la respuesta de todos los origenes del genoma a la desregulacion de
CDK mediante arrays. De esta forma podria definirse el nimero de origenes de
replicacion sensibles y resistentes. Ya que se han relacionado los sitios fragiles con una
menor densidad de horquillas de replicacion (Letessier et al., 2011; Huebner, 2011),
las regiones que contengan origenes sensibles pueden asociarse a sitios fragiles. Esto, en
combinacion con la busqueda de los sitios fragiles del genoma de S. cerevisiae, por
ejemplo mediante la localizacion de acimulos de la histona y-H2AX (Szilard et al.,
2010), podria emplearse para generar un mapa de prediccion de sitios fragiles en la
levadura, en la que se ha propuesto la existencia de mas de 1400 sitios fragiles
potenciales como zonas que interfieren con el avance de las horquillas de

replicacion (revisado en Szilard et al., 2010).



Modelo de trabajo.
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Figura 31. Zonas fragiles del genoma podrian colocalizar con origenes sensibles a la desregulacion
de CDK en G1. Ver la explicacion de la figura en el texto.

Ante los datos presentados en este trabajo, propongo un modelo para la aparicion de
inestabilidad genomica asociada a problemas en el inicio de replicacion cuando la

actividad CDK est4 desregulada en G1.

En una situacion normal en G1 actuan los reguladores de actividad CDK Sic1 (inhibidor
de complejos Cdc28-Clb), Cdc6 (inhibidor de Cdc28-Clb2) y Cdhl (presentador de
APC que dirige la degradacion de Clb2 y probablemente el resto de ciclinas mitdticas).
Estos reguladores consiguen una bajada de actividad CDK estable que permite el

correcto licenciamiento de los origenes de replicacion (1). Asi, durante G1, los origenes



unen los componentes del complejo pre-replicativo, de forma independiente a sus

caracteristicas temporales y de localizacion.

Cuando la célula supera Start, al final de G1, comienza un proceso que culminaré con la
divisién de la célula original en dos células hijas con la misma dotacidon genética que su
madre. Lo primero que sucede es la duplicacion del material genético, durante la fase S,
que se produce a partir de los origenes licenciados durante G1. La replicacion empieza
en un momento caracteristico inherente al origen (2). Asi, los origenes tempranos
comienzan antes la replicacion, los intermedios después y los silenciosos pueden
iniciarla o no, dependiendo de si las horquillas de replicacion procedentes de otros
origenes ya ha alcanzado y replicado la zona en la que se encuentran. La actuacion
conjunta de todos los origenes finaliza con la replicacion completa de los cromosomas
(3) al final de la fase S, que en mitosis se separaran y repartirdn entre las dos células

hijas (4).

La carencia de alguno de los reguladores de CDK en G1 provoca problemas a la célula.
La mutacion Acdhl lleva asociado un aumento de la actividad M-CDK dependiente de
un exceso de Clb2, que se asocia a una G1 mas corta de lo normal. Si la que falta es
Sicl, el exceso es de M y S-CDK, especialmente de esta ultima actividad. En este
mutante la fase G1 también es mas corta. Ambas situaciones provocarian errores en el
montaje de los complejos pre-replicativos sobre los origenes de replicacion, ya que el
licenciamiento de origenes se inhibe por accion de actividad CDK. En este escenario,
solo parte de los origenes de replicacion (los resistentes) seran capaces de montar
correctamente los complejos pre-replicativos (5), y esto es independiente del resto de las
caracteristicas del origen, como el momento de disparo o la eficiencia natural de inicio
de replicacion. Por tanto, las zonas del DNA donde se localicen los origenes sensibles
se replicaran durante fase S a partir de una menor densidad de horquillas de replicacion
(6), lo que puede verse agravado por el hecho de que en S. cerevisiae no existen
origenes eficientes al 100%, es decir, que ningln origen inicia replicacion en todos los
ciclos. Por tanto, puede darse la situacion de que incluso alguno de los origenes
resistentes no envien horquillas en una zona en la que hay pocos origenes capaces de
iniciar la replicacion, por lo que la densidad de horquillas serd atin menor. Ademas, si
alguna de las horquillas que replican una zona se para, puede suceder que no lleguen

horquillas desde otros origenes (que llegarian en condiciones normales) y que parte de



ese cromosoma quede sin replicar. Si la horquilla esta parada, pero no ha colapsado, no

tiene capacidad para activar el checkpoint, y la célula no detecta el problema.

La fase S se alarga normalmente en mutantes de SIC/ o de CDH]I, indicando que hace
falta mas tiempo para replicar el material genético, probablemente a causa de esta baja
densidad de horquillas. Pero la extensiéon de fase S es limitada, y la célula puede
progresar a mitosis con zonas del DNA sin replicar (7). En los mutantes de regulacion
de CDK se detectan problemas durante mitosis, con activacion del checkpoint de
ensamblaje al huso mitotico, reflejo de los problemas que provocan los cromosomas con
zonas sin replicar. Finalmente, los cromosomas que no se han replicado completamente
provocan, bien la muerte celular, bien pérdidas de fragmentos cromosémicos en algunas

de las células (8).

Se sabe que algunas zonas del genoma son mas propensas a sufrir roturas y
reordenamientos, los sitios fragiles (Sutherland, 1977). Se han asociado en células
animales zonas de baja densidad de horquillas de replicacion con los sitios mas
susceptibles de sufrir roturas (Letessier et al., 2011). Esto, en conjunto con los
resultados de este trabajo, permite proponer que los origenes de replicacion de S.
cerevisiae sensibles a la desregulacion de CDK son marcadores de sitios fragiles en el

genoma.



conclusiones



El presentador de APC/C Cdhl es necesario para el disparo eficiente de las
horquillas de replicacion durante el inicio de fase S en S. cerevisiae.

Cdhl o Sicl solo influyen en la eficiencia de inicio de replicacion de algunos
origenes. La sensibilidad o resistencia de un origen es independiente de su
eficiencia natural, su tiempo de disparo durante una fase S normal, o de si es
activo o durmiente.

Cdhl y Sicl promueven la estabilidad cromosomica en S. cerevisiae, mientras el
dominio CKI de Cdc6 es prescindible.

Cdhl promueve el inicio eficiente de la replicacion y la estabilidad gendmica
inactivando principalmente complejos Cdc28/Clb.

La abundancia de origenes activos y su eficiencia en un brazo cromoséomico
correlaciona con la estabilidad de dicho fragmento de DNA frente a
reordenamientos cromosomicos.

Los reguladores de CDK en G1, Sicl y Cdhl, son importantes para la respuesta
a estrés térmico en S. cerevisiae.
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