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Introduccion

El ADN, tal y como se espera del material portador de la informacidn genética de la
célula, es una molécula altamente estable. Sin embargo, esa estabilidad se encuen-
tra constante e inevitablemente en peligro, por agentes de diferente naturaleza que
dafian su estructura. Asegurarse de que estos dafios no pasen a generaciones pos-
teriores por medio de la replicacidn, serd primordial para asegurar la integridad del
genoma y por lo tanto la supervivencia celular.

Para conseguir tal propésito, las células han evolucionado con la capacidad de de-
tectar y propagar esas sefiales de dafo, activando distintas rutas moleculares. Estas
rutas, denominadas colectivamente como “Respuestas al dafio” (Figura 1), estdn
constituidas por:

6. Rutas de reparacion: Primera linea de defensa de la célula contra muchos
tipos de lesiones. Actlan principalmente sobre el duplex de ADN y se basan
en la escisidon y resintesis posterior de la secuencia dafada, utilizando para
ello la informacién codificada por la cadena complementaria.

7. Checkpoints: También llamados “controles de comprobacién”. Son los me-
canismos encargados de producir un retraso en la progresién del ciclo celular
cuando existe algin problema, dando asi a la célula el tiempo suficiente para
solventarlos.

8. Rutas de tolerancia al dafio: Nombre bajo el que se incluyen todos los me-
canismos que capacitan a la célula para continuar una replicacién que se en-
cuentra bloqueada o parada, por la existencia de algun tipo de dafio que al-
tera la estructura del ADN.

Conocer el funcionamiento exacto de estas rutas, se ha convertido en los ultimos
anos en uno de los centros de la investigacion bdsica del cancer, ya que la desregu-
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lacién de los componentes de las mismas, se traduce en la mayoria de los casos en
el desarrollo de tan temida enfermedad. Aunque el trabajo llevado a cabo para el
desarrollo de esta Tesis Doctoral, se centra en el campo de la tolerancia al dafio,
comenzaremos este capitulo explicando brevemente el funcionamiento de las otras
rutas.

MDA

CHECKPOINTS

REPARACION

TOLERANCIA

Figura 1: Respuestas celulares al daio. llustracion esquematica de las distintas res-
puestas posibles de las células, ante la presencia de dafio en el ADN.

1. Rutas de reparacion del daino en el ADN

Son varios los mecanismos de reparacidn de los que dispone la célula para hacer
frente a diferentes tipos de dafios (Figura 2). De forma general se distinguen entre
si en el tipo de dafio que reconocen, el momento del ciclo celular en el que actuan
y en la maquinaria enzimatica que utilizan. Sin embargo, a pesar de estas diferen-
cias, todos ellos comparten el mismo esquema general de actuacién, consistente en
la identificacidn y eliminacién del fragmento de ADN daiiado, restablecimiento de
la secuencia original a través de una ADN polimerasa (la cual utilizara la hebra no
dafiada como patrén) y por ultimo, en la unién de la brecha formada por medio de
una ADN ligasa.

1.1 REPARACION POR ESCISION DE BASE: BER

El mecanismo de reparacidn por escision de base o BER (del inglés Base Excision
Repair), se ocupa de corregir diferentes tipos de lesiones que afectan a una sola
hebra del ADN. Todas las lesiones reparadas por esta via, tienen en comun la pro-
duccién de modificaciones poco voluminosas en el ADN, que afectan levemente al
apareamiento de bases y que por lo tanto, no distorsionan mucho la estructura de
la doble hélice. Ejemplos tipicos de lesiones reparadas por esta via son: la presencia
de bases modificadas quimicamente por alquilacién, oxidaciéon, o desaminacién
(Lindahl and Wood 1999); la insercidn de bases modificadas por una ADN polimera-
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sa (dUTP, 8-oxodGTP) (Dianov et al. 1992; Singhal et al. 1995); la pérdida esponta-
nea de una base generando sitios abasicos (Fortini et al. 2003); asi como roturas de
ADN de cadena sencilla (Lindahl 1990).

El desarrollo de este mecanismo se lleva a cabo por una bateria de enzimas, las
ADN glucosilasas, que se encargan de identificar y eliminar la base dafiada. Como
consecuencia de esta eliminacién, se generara un azucar desoxirribosa sin base ni-
trogenada, que sera eliminado a continuacion por una AP endonucleasa. La ADN
Polimerasa B serd la encargada de sintetizar el oligonucledtido que falta para que a
continuacién, una ADN ligasa, se encargue de sellar la muesca (Sancar et al. 2004).

TIPO DE LESION MECANISMO
I NHEJ
I DSB HR
. HR
m Entrecruzamientos NER
T SSB
g sitios abésicos BER
I I I uracilo
7
T=T I I _Fotoproduct.os NER
T-T I I Lesiones voluminosas
N/
! o L
AfT Emparejamientos MMR
9 E erréneos

Figura 2: Mecanismos de reparacion del ADN: Representacién esquematica de los
diferentes tipos de dafio que puede sufrir el ADN, asi como de las rutas de repara-
cién que se encargan de ellos. Las celdas sefialadas con el asterisco rojo, hacen refe-
rencia a la posibilidad de utilizar (ademas de los mecanismos indicados) las rutas de
tolerancia al dafio, en caso de que dichas lesiones se encuentre durante la Fase S del
ciclo celular. Figura modificada de Bergink & Jentsch 2009.

1.2 REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDO: NER

Al igual que BER, este mecanismo de reparacion actua sobre lesiones que solo afec-
tan a una de las dos cadenas del ADN, sin embargo, a diferencia de él, las lesiones
sobre las que actua son voluminosas vy si distorsionan la estructura de la doble héli-
ce. Como ejemplo de lesiones reparadas por esta via, se encuentran las que se ge-
neran a través de la reaccién covalente de las bases nitrogenadas con grandes mo-
léculas de hidrocarbonos (como el compuesto carcinégeno benzopireno), o con va-
rios dimeros de pirimidinas (T-T, T-C y C-C) generados por accidon de la luz solar.

Aungue se han descrito dos tipos de NER (del inglés Nucleotide Excision Repair) en
funcidn de ddnde se localice la lesién, el desarrollo de la reparacién serd el mismo
en ambos casos. Tras la identificacidn del problema, una serie de helicasas desenro-
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llardn la doble hélice, generando una burbuja de unos 30 pares de bases alrededor
de dicha lesién. A continuacién, la hebra no dafiada sera recubierta por la proteina
replicativa A o RPA (del inglés Replication Protein A), dejando a la hebra dafiada
desnuda para que pueda ser reconocida por nucleasas especificas de esta ruta, que
se encargaran de hacer cortes a ambos lados de la lesidn, eliminado el fragmento
de 30 pares de bases. Finalmente, un proceso de sintesis y ligacidon posterior, resul-
tard en una reparacion exitosa (Friedberg 2001).

Este mecanismo ha sido muy bien caracterizado, ya que la mutacién de cualquiera
de las proteinas implicadas en esta ruta, conllevara al desarrollo de la enfermedad
conocida como Xerodermia Pigmentosa (XP). XP es una enfermedad autosdmica
recesiva, que confiere a los pacientes que la presentan, una mayor predisposicion a
desarrollar cancer de piel como consecuencia de la exposicion a la luz ultravioleta.
La existencia de esta enfermedad por lo tanto, pone de manifiesto la trascendencia
de NER en la reparacion del dafio producido por luz ultavioleta.

1.3 REPARACION DE APAREAMIENTOS ERRONEOS: MMR

MMR (del inglés MisMatch Repair), es el mecanismo encargado de restaurar los
errores producidos durante la replicacién, eliminando los nucledtidos incorrecta-
mente incorporados por las ADN polimerasas, asi como los fragmentos nucleotidi-
cos producidos como consecuencia del deslizamiento de éstas cuando replican se-
cuencias repetitivas o durante la recombinacion (Jiricny 2006). Esta falta de coinci-
dencia sera reconocida y eliminada por la accién de varias proteinas diferentes, al-
gunas de las cuales también estan presentes en NER (Schofield and Hsieh 2003). La
magquinaria de replicacidon hara entonces un segundo intento con el fin de replicar
el ADN correctamente.

1.4 REPARACION DE ROTURAS DE DOBLE CADENA

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

Los mecanismos de los que dispone la célula para reparar estas DSB son dos: la re-
combinaciéon homdloga o HR (del inglés Homologous Recombination) y la unién de
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extremos no homodlogos o NHEJ (del inglés Non-Homologous End-Joining), siendo
este ultimo el mecanismo de reparacidon mas sencillo.

A través de la recombinacion homoéloga, las células repararan el fragmento de ADN
dafiado, utilizando la informacién genética de la cromatida hermana o del cromo-
soma homoélogo. Para ello dispondrdn de unas proteinas de recombinacién especia-
les, que seran capaces de reconocer y acercar entre si las zonas de homologia entre
dos cromosomas. Una vez proximas dichas zonas, el cromosoma dafiado sera repa-
rado a través de un proceso de replicacidn, utilizando como molde la informacién
genética del cromosoma no dafiado. Este hecho garantizard que no se produzca
ningun cambio en la secuencia del cromosoma dafiado.

Por otro lado, el mecanismo NHEJ, mas sencillo que el anterior, yuxtapone directa-
mente los extremos rotos de los cromosomas, para unirlos a continuacion sin nin-
gun tipo de homologia, aunque produciendo eso si, la perdida de uno o mas nu-
cleétidos en el punto de unién. Es por este motivo, que a este mecanismo de repa-
racién se le considera mutagénico.

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

2. Checkpoints

Ya que es vital para la célula mantener el ADN intacto y sin dafios de una genera-
cion a la siguiente, no es de extrafiar que éstas dispongan de mds de un mecanismo
para conseguir tal fin. Aparecen asi en escena los mecanismos denominados
checkpoints.

Parece implicito hablando de “dafos” en el ADN, que lesiones en la estructura de
éste sean los Unicos problemas que desencadenan la activacidn de los checkpoints.
Sin embargo, para la célula existen muchas otras situaciones problematicas que
conllevan a la activacién de estos mecanismos.

Existen por lo tanto diferentes tipos de checkpoints, en funcién de cual sea el pro-
blema y en qué momento del ciclo celular tengan lugar. A pesar de estas diferen-
cias, todos ellos se pueden describir como cascadas de sefializacidn para regular la
progresién por el ciclo celular, con el fin de asegurar la estabilidad del material ge-
nético, asi como su replicacidn y distribucidon adecuada, ademas de garantizar el
mantenimiento de la homeostasis interna.
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Ya que no es objeto de esta tesis aportar ningin dato mds acerca de los
checkpoints, a continuacidén explicaremos sdlo sucintamente los principales tipos
descritos.

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

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

¢ Checkpoint de replicacion o de estrés replicativo: Se activa en respuesta a
determinados problemas que afectan (en ausencia de dafio directo al ADN) a
la replicacidn, pudiendo inducir incluso su parada.

e Checkpoint de G2: Es el encargado de impedir la entrada en mitosis si la
célula no ha alcanzado el tamafo necesario o si las condiciones del medio
son desfavorables. Ademads, también bloqueara el ciclo celular si la replica-
cién no se ha completado normalmente.

¢ Checkpoint de mitosis: en realidad son varios los puntos de control que
existen en esta fase. Su funcidn consiste en impedir la divisién celular si los
diferentes pasos que se tienen que producir en esta fase, no han ocurrido
correctamente. Por ejemplo, el checkpoint de metafase retrasara la segrega-
cién de los cromosomas, si estos no se han alineado correctamente en la pla-
ca metafasica.

3. Tolerancia

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

Como su propio nombre indica, las rutas que se esconden bajo este nombre daran
a la célula la capacidad para continuar la progresion por el ciclo celular, “tolerando”
el dafo, en lugar de “reparandolo” (Lehmann 2002; McGlynn and Lloyd 2002). A
priori, la adquisicién de estos mecanismos por parte de la célula a lo largo de la
evolucidn, no parece ser muy ventajoso por todos los riesgos que conlleva conti-
nuar dividiéndose en presencia de lesiones que alteren la secuencia del genoma.
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Sin embargo, si recordamos que los mecanismos de reparacidn, ni son infalibles, ni
son capaces de activarse cuando la célula se esta replicando (ya que actuan princi-
palmente sobre el duplex de ADN), entenderemos por qué la ganancia de estos
mecanismos ha constituido un enorme logro para la célula.

Las rutas de tolerancia al dafio requieren un escenario especial para su activacion.
Dicho escenario estd constituido por una Fase S en la que existen, independiente-
mente de su etiologia, lesiones que han provocado un bloqueo o parada de la repli-
cacion. Este estancamiento se debe a que las polimerasas replicativas, Polé y Polg,
no son capaces de pasar por los sitios dafiados, ya que cualquier tipo de lesién en el
ADN, provocard un cambio estructural en su geometria, que no podra ser acoplado
en el centro activo de estas polimerasas (Baynton and Fuchs 2000). Esta situacion
de “parada”, es tremendamente problemdtica para la célula, ya que un estanca-
miento prolongado de las horquillas de replicacién, puede generar colapsos de hor-
quillas, roturas de doble cadena, anomalias cromosdmicas, inestabilidad gendmica,
acabando incluso en muerte celular. Que las células tengan o no la capacidad de
terminar dicha replicacidn, serd por lo tanto determinante para la superviviencia
celular (Paulsen and Cimprich 2007; Cimprich and Cortez 2008).

Los mecanismos de tolerancia al dafo, son los mecanismos encargados de otorgar a
la célula esa capacidad para terminar con una replicacion bloqueada, ofreciendo
para ello dos alternativas distintas: la via error prone o TLS (acrénimo del inglés
Trans-Lesion Synthesis, Sintesis a través de lesiones) y la via error free o de inter-
cambio de molde.

Estas dos opciones difieren entre si en su potencial para causar mutaciones. Asi, en
la primera de las opciones, conocida como Sintesis a través de lesiones (TLS), el
ADN daiiado sera replicado a costa de intercambiar las polimerasas replicativas es-
tancadas, por otro tipo de polimerasas especiales (Shcherbakova and Fijalkowska
2006) que si seran capaces de replicar ese ADN, aunque no necesariamente con
mucha fidelidad (Pages and Fuchs 2002); de ahi que también se conozca a esta ruta
como via error prone (Lehmann et al. 2007; Waters et al. 2009). A través de la se-
gunda opcidn, la célula utilizara alternativas de replicacidn consistentes en evitar
replicar directamente el ADN dafiado, utilizando en su lugar como molde el ADN
complementario. Este mecanismo asegurara la no introduccién de mutaciones en la
célula, de ahi que también se le conozca como via error free (Michel et al. 2001; Cox
2002; McGlynn and Lloyd 2002; Heller and Marians 2006).

Aunque la mayoria de las aportaciones hechas en el campo de la tolerancia provie-
nen de los ultimos 10 afios, hay que irse mucho mas atrds en el tiempo, para encon-
trar los primeros trabajos que hablaron de la existencia de estas nuevas rutas celu-
lares.
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3.1 Una perspectiva histdrica

3.1.1 Inicios en E. coli

En 1968, Paul Howard-Flandes y Dean Rupp, publicaron los resultados obtenidos en
el estudio de la replicacion del ADN, en células de Escherichia coli expuestas a ra-
diacidn ultravioleta; una de las causas que provoca parada en la replicacidon debido
a la formacién de fotoproductos. Flandes y Rupp observaron que después de la ra-
diacion, el ADN era inicialmente sintetizado como pequefios fragmentos disconti-
nuos, convirtiéndose después en piezas de mayor peso molecular y de igual tamafio
al observado en las células no irradiadas. A partir de estas observaciones postula-
ron que, una vez provocado el bloqueo de la replicacion por la formacién de foto-
productos, ésta se reiniciaba a continuacion aguas abajo de los sitios dafiados que
produjeron el arresto, pero dejando huecos justo enfrente de dichos sitios.

Bryn Bridges y Evelyn Witkin, especularon posteriormente que los espacios pro-
puestos por Rupp y Howard-Flandes, podrian ser los sitios donde se generan las
mutaciones que se sabe estan asociadas a la radiacidon UV (Bridges 2005). Ademas,
Witkin ya habia demostrado previamente, que las mutaciones inducidas por radia-
cién UV, no aparecian en las células portadoras de una mutacidn puntual en el gen
LexA (gen encargado de regular la Respuesta SOS bacteriana), hecho que no parecia
tener ningun efecto sobre la replicacién discontinua observada por Flandes y Rupp
(Witkin 1967). A raiz de estos resultados, Bridges y Witkin especularon que este
proceso replicativo (hoy tolerancia) de fragmentos de ADN dafados, constaba de
dos eventos diferentes, uno de los cuales es mutagénico (“error prone” en palabras
de Witkin) y el otro libre de errores.

La siguiente aportacion se realizé en el campo de la tolerancia error prone y vino de
la mano de Miroslav Radman. Radman, en un trabajo publicado en 1974, postulé
por primera vez la hipdtesis de que en las células existe ademas de la replicacién
normal o “vegetativa”, otro tipo de replicacion “inducible” que se diferencia perfec-
tamente de la primera y que requiere algunas funciones especificas. Trabajos gené-
ticos posteriores identificaron los primeros genes que, fuera de la ruta SOS, pare-
cian tener un papel directo en el mecanismo error prone, ya que células con dichos
genes mutados, no presentaban las mutaciones inducidas por radiacién UV. Estos
genes fueron denominados umuC y umuD (del inglés UV non-mutable) (Kato and
Shinoura 1977; Steinborn 1978; Steinborn 1979).

Los siguientes trabajos en el campo no aparecieron hasta 1990, momento en el que
Harrison Echols y colaboradores, describieron que las proteinas codificadas por los
genes umuC y umuD, eran modificadores de la polimerasa replicativa Pol Il de E.
coli, encargados de relajar su centro activo para que ésta fuese capaz de replicar el
ADN dafiado (Echols and Goodman 1990; Echols and Goodman 1991; Rajagopalan
et al. 1992). Esta vision de “modificadores”, no cambid hasta finales de los 90,
cuando se demostré que estas proteinas en realidad no eran modificadores de las
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polimerasas replicativas, sino polimerasas per se (Reuven et al. 1999; Tang et al.
1999) pertenecientes a una gran familia de polimerasas especiales también identifi-
cadas en eucariotas (McDonald et al. 1997; Roush et al. 1998).

3.1.2 Primeros descubrimientos en eucariotas

El descubrimiento de la existencia de las rutas de tolerancia en eucariotas, tuvo lu-
gar en 1981, al demostrar L. Prakash, que la replicacion discontinua de ADN, poste-
rior al tratamiento con UV, también existe en la levadura de gemacién Saccharomy-
ces cerevisiae. Prakash observo ademas, como en ausencia de NER, células mutan-
tes en Rad6 y Rad18, no eran capaces de rellenar las brechas formadas (inducidas
por luz UV) en la hebra recién sintetizada (Prakash 1981). A partir de este momen-
to, rad6* se convirtio en el miembro fundador del grupo epistatico de genes del
mismo nombre.

El siguiente paso en el entendimiento de las rutas de tolerancia al dafio, se dio con
el descubrimiento de que el gen rad6* codificaba una proteina conjugadora de ubi-
quitina (E2) (Jentsch et al. 1987) y que precisamente esta actividad enzimatica era
determinante para el buen funcionamiento de estas rutas (Sung et al. 1991). Traba-
jos posteriores en la identificacién de un complejo estable entre Rad6 y Rad18 (Bai-
lly et al. 1994), en la descripcidon de Rad18 como una ubiquitina ligasa E3 (Saurin et
al. 1996), asi como en la identificacidon de la diana de dicha ubiquitinacion, PCNA
(del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Hoege et al. 2002; Stelter and Ulrich
2003; Ulrich 2004), terminaron de establecer las bases moleculares de las rutas de
la tolerancia al dafio.

A partir de este momento saldran a la luz muchos trabajos cientificos, que corrobo-
raran la importancia del papel de PCNA en el desarrollo de los mecanismos de tole-
rancia al dafio. Es por ello que conocer a este antigeno nuclear, asi como a la modi-
ficacién post-traduccional que sufre, la ubiquitinacién, se convertira en algo im-
prescindible para entender el desarrollo de dichos mecanismos.

3.2 PCNA

PCNA o antigeno nuclear de células proliferantes (codificado por po/30* y por pcni*
en las levaduras de gemacién y fisidn respectivamente), es un homotrimero con
forma de anillo, que actlia como una abrazadera deslizante sobre el ADN (Krishna et
al. 1994; Fukuda et al. 1995; Bowman et al. 2004; Sakurai et al. 2005). Sirve como
plataforma para una plétora de proteinas con multiples funciones sobre el ADN,
siendo una parte esencial para el desarrollo de las mismas. De todas las proteinas
con las que interactua, probablemente las mas famosas sean las polimerasas repli-
cativas 6 y €, siendo totalmente necesario para que dichas polimerasas sean capa-
ces de sintetizar miles de nucleotidos; motivo por el cual también se le conoce co-
mo factor de procesividad.



Introduccion
3.2.1 Descubrimiento de PCNA

Sus origenes fueron diversos, ya que fue identificado en distintos trabajos como
proteinas diferentes. Fue descubierto por primera vez hace 35 afios por Miyachi y
colaboradores, como un antigeno en pacientes con Lupus Eritematoso (Miyachi et
al. 1978). Por otro lado, en 1980, Bravo y Celis, descubrieron una proteina 4acida
que se expresaba de manera diferencial a lo largo del ciclo celular, por lo que le die-
ron el nombre de “ciclina” (Bravo et al. 1982). Dos aiflos mas tarde, Mathews y co-
laboradores, descubrieron que el “antigeno” y la “ciclina” eran en realidad la misma
proteina. Ya que el nombre de “ciclina” fue asignado a otro tipo de proteinas, la
abrazadera paso a llamarse a partir de ese momento como PCNA.

Eubacterias Humano

Figura 3: PCNA: A: Estructura en forma de anillo de la abrazadera deslizante, a partir
de la uniéon de tres mondmeros iguales. Como se observa, la parte interna del anillo
esta formada por hélices a, mientras que la parte externa esta constituida por lami-
nas B. B: Vista lateral de PCNA, con los dominios de interconexién representados en
naranja. Como se muestra en la figura, todos ellos sobresalen hacia el mismo lado de
la abrazadera, la Ilamada Cara Frontal o Cara C de PCNA; cara por la que se producen
todas las interacciones proteicas descritas hasta el momento. C: Estructura de la
abrazadera en distintos sistemas. Aunque todos ellos presentan una disposicidon en
anillo, las unidades por las que éste estd constituido, son diferentes en cada caso.
Figura modificada de Bloom 2009.
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3.2.2 Estructura

PCNA pertenece a la familia de las abrazaderas B. Esta estructural y funcionalmente
conservado tanto en procariotas como en eucariotas. Aunque apenas existe simili-
tud entre las secuencias aminoacidicas (solo un 35% entre levaduras y humanos),
estudios cristalograficos ponen de manifiesto que en todos los organismos tiene
una estructura tridimensional increiblemente parecida (Krishna et al. 1994,
Naryzhny 2008), formando un anillo (homodimero en eubacterias, homotrimero en
eucariotas y en el fago T4 y heterotrimero en arqueas) (Majka and Burgers 2004)
(Figura 3) con simetria pseudohexamérica que rodea al ADN y que le permite desli-
zarse libremente en ambas direcciones.

El PCNA de eucariotas esta organizado por lo tanto por tres mondmeros iguales que
se agrupan formando una estructural toroidal (Figura 3A). Cada mondmero de
PCNA, tiene dos dominios globulares similares, unidos entre si por un dominio largo
y flexible llamado dominio de interconexidn. Una disposicidon cabeza-cola de los 3
mondmeros, formara la ya conocida estructura en anillo de PCNA, en la cual se di-
ferencian dos caras, una interna formada por hélices a y un externa formada por
[dminas B. Aunque la carga neta de PCNA es negativa, el anillo interno esta cargado
positivamente debido a su riqueza en residuos de arginina y lisina (10 por subuni-
dad), hecho que garantiza un agarre eficiente entre la abrazadera y el duplex de
ADN cargado negativamente. Se estima que la estructura general del anillo triméri-
co de PCNA mide ~30A de espesor , ~34A en el diametro interno y ~80A en el ex-
terno (Krishna et al. 1994; Gulbis et al. 1996).

En el anillo de PCNA se distinguen ademas dos caras bien diferenciadas. Una frontal
y otra posterior, siendo la frontal la que contiene los dominios de interconexién y la
que soporta todas las interacciones con las proteinas, ya que hasta el momento,
ninguna interaccién en su cara posterior ha sido identificada (Figura 3B).

3.2.3 Interacciones y funciones de PCNA

PCNA esta desprovisto de actividad enzimatica stricto sensu, por lo que las funcio-
nes que desempefia en la célula, radican en su papel como plataforma mdévil para
un sinfin de factores que actian de forma concomitante con el ADN (Warbrick
2000; Maga and Hubscher 2003). Hasta la fecha se han identificado mas de 100
proteinas que interactian con PCNA (siempre por su cara frontal) sin modificar, o
con alguna de sus formas modificadas (Moldovan et al. 2007). En la mayoria de es-
tas proteinas se encuentra un dominio conservado denominado “caja PIP” (del in-
glés PCNA Interaction Protein), que actla como un tapon hidréfobo y que se acopla
en el bolsillo hidréfobo de PCNA, el cual se encuentra enterrado bajo el dominio de
interconexion (Gulbis et al. 1996; Bruning and Shamoo 2004). El elemento central
de esta caja PIP es un péptido con la secuencia QxxW (siendo W cualquier residuo
hidréfobo como L, H, o 1), flanqueado en su extremo C-terminal por la secuencia
xx00 (siendo O alguno de los residuos aromaticos F o Y ) y en su extremo N-termi-
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nal, por la secuencia KAx (Xu et al. 2001). Ademas, algunas de estas proteinas con
cajas PIP, también utilizaran regiones adicionales para interaccionar con PCNA.

Es importante destacar que todas las proteinas que contienen cajas PIP, se unen a la
misma region de PCNA (es decir, al bolsillo hidréfobo, al bucle del dominio de inter-
conexion y a las regiones vecinas), por lo que la unién de estas proteinas sera com-
petitiva y excluyente. Sin embargo, ya que PCNA es un homotrimero, tedricamente
sera posible que varias proteinas con caja PIP se unan simultdneamente a PCNA.

Funciones de PCNA:

A partir del descubrimiento de estas interacciones, se han desarrollado muchos
trabajos, con el fin de descubrir de qué manera esta involucrada la abrazadera en
distintos procesos celulares. A continuacién, describiremos brevemente el papel
gue juega en alguno de ellos:

i. Replicaciéon del ADN: Estimulando por un lado a las polimerasas replicati-
vas 8 y g, y por otro coordinando el procesamiento y la unién de los fragmen-
tos de Okazaki (Chapados et al. 2004; Pascal et al. 2004).

ii.Tolerancia al daiio: Su ubiquitinacion en el residuo K164, sera la seial ne-
cesaria para la activacidn de las dos rutas de la tolerancia al dafio. Los reque-
rimientos moleculares y el desarrollo de cada una de estas dos vias, sera des-
crito en el siguiente apartado.

iii. Prevencion de la re-replicacion: La replicacién debe iniciarse una sola vez
por ciclo celular en cada origen de replicacidn, para prevenir fenémenos tales
como inestabilidad gendmica o aneuploidia. Asi, con el fin de evitar la re-re-
plicacion, la célula separa temporalmente el “licenciamiento” del inicio de la
replicacién (Diffley 2004), a través de varios mecanismos. Uno de estos me-
canismos es la degradacién por ubiquitinacidn de la proteina Cdtl, siendo
esta degradacion, dependiente de la interaccion de dicha proteina con PCNA
(Arias and Walter 2006). Cdt1 contiene una “caja PIP” a través de la cual inte-
racciona con la abrazadera, de tal manera que, defectos en dicha interaccién,
se traducirdn en una pérdida de ubiquitinacidn de Cdt1, estabilizacion de ésta
y re-replicacion.

iv. Prevencidn de la recombinacion de cromatidas hermanas: A través de la
modificacién de la abrazadera por SUMO (del inglés Small Ubiquitin-like Mo-
difier). Se ha observado que incluso en ausencia de dafio en el ADN, tanto en
la levadura de gemacién, como en Xenopus y en células de pollo (aunque en
estos Ultimos en menor medida), existe una pequefa fraccion de PCNA que
durante Fase S estd modificada por dicha proteina (Hoege et al. 2002; Leach
and Michael 2005; Arakawa et al. 2006). Dicha modificacidon ocurre en el re-
siduo K164, el mismo en el que se produce la ubiquitinacidon que activa las
rutas de tolerancia al dafio. Sin embargo, PCNA de S. cerevisiae, también
puede ser SUMOQilado en el residuo K127 (que a diferencia de K164 es parte
de un motivo consenso de SUMOilacién, pero que no esta presente en el
12
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PCNA de otros organismos (Ulrich 2007a)) localizado dentro del dominio de
interconexion.

El fin de dicha modificacidon también ha sido un tema sujeto a debate. Por un
lado se ha propuesto que dicha modificacidon es necesaria para activar las
rutas TLS al igual que la ubiquitinacion, solo que para determinados lugares
dafiados (Stelter and Ulrich 2003). Mientras, por otro lado, diversos estudios
genéticos han puesto de manifiesto cdmo la SUMOQilacién de PCNA, inhibe la
reparacion del ADN si la via regulada por Rad6 no es funcional (Hoege et al.
2002; Pfander et al. 2005). En efecto, la SUMOilacion de PCNA en la levadura
de gemacion (en cualquiera de los dos residuos mencionados), produce el
reclutamiento de la helicasa Srs2; proteina antirrecombinogénica, por inte-
rrumpir la formacidn de los filamentos Rad51, cruciales para una recombina-
cién homdloga exitosa (Papouli et al. 2005; Pfander et al. 2005; Watts 2006;
Ulrich 2007b). Al parecer, la recombinacion entre cromatidas hermanas de-
pendiente de Rad52, representa una de las vias de recuperacién para las
horquillas paradas. Sin embargo, esta via se mantiene bajo estricto control,
por la SUMOilacion de PCNA vy el consiguiente reclutamiento de la helicasa
Srs2 (Pfander et al. 2005). El motivo de este control, se debe a que el empleo
de la recombinacién como solucidn a las horquillas paradas, puede ser perju-
dicial para la célula, por conducir a la aparicién de grandes reordenamientos
cromosémicos deletéreos para la célula (Lambert et al. 2005). Por lo tanto, la
formacion del complejo PCNA-SUMO-Srs2, funcionard como un guardian en-
cargado de impedir la recombinacion entre cromatidas hermanas, quiza faci-
litando asi el uso de las vias de tolerancia.

Quiza sea significativo que estando la SUMOQilacién de la abrazadera conser-
vada en células de vertebrados (aunque de forma residual), en ellas no exista
ningin homologo de la helicasa Srs2 (Leach and Michael 2005; Arakawa et al.
2006). Aungue hasta el momento no se ha descubierto cudl es entonces la
funcidn de esta SUMQilacidn, si se ha sugerido que distintas actividades anti-
recombinogénicas podrian estar reclutadas en eucariotas superiores por di-
cha modificacion (Moldovan et al. 2007).

Por otro lado, la helicasa Srs2, si estda conservada en la levadura de fisidon
aunque sin el dominio que determina su interaccion con SUMO. Este hecho
sugiere que la regulacion de la helicasa en dicha levadura, debe ocurrir por
una via diferente a la SUMOilacién, hipétesis apoyada por el hecho de que en
S. pombe no parece existir SUMOQilacién de PCNA (Frampton et al. 2006).

v. Reparacién de ADN danado: a través de las rutas:

¢ Reparacion de apareamientos erréoneos o MMR: no sélo porque in-
teraccione con todas las proteinas implicadas en esta ruta, coordinan-
do el reclutamiento ordenado y progresivo de todas ellas; si no porque
la orientacion de su carga (con la cara frontal situada hacia el extremo
creciente de la hebra recién sintetizada) es imprescindible para la
identificacién de la lesion (Umar et al. 1996; Kadyrov et al. 2006; Mo-
drich 2006).
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® Reparacion por escision de base o BER: ya que al igual que en MMR,
PCNA interacciona con todas las proteinas implicadas en esta ruta,
marcando el orden de intervencién de las mismas (Oyama et al. 2004;
Xia et al. 2005). Es importante destacar ademas, que al igual que con
las polimerasas replicativas, PCNA es capaz de estimular la actividad de
todas estas proteinas (Tsuchimoto et al. 2001; Unk et al. 2002).

¢ Reparacion de escision de nucledtidos o NER: debido a que PCNA
interacciona con XPG (una de las endonucleasas que intervienen en
este proceso) a través de la caja PIP que contiene. Sin este dominio,
XPG no serd capaz de interaccionar con la abrazadera, por lo que las
células portadoras de esta mutacién, no serdn capaces de activar NER
(Gary et al. 1997).

vi. Ensamblaje de cromatina: Aunque el mecanismo exacto se desconoce
actualmente, las histonas de los nucleosomas parentales, son transferidas
directamente a las dos hebras hijas durante la replicacion. Para obtener el
numero original de nucleosomas, preservando asi el estado de la cromatina,
la mitad de los nucleosomas de las cadenas hijas deberan ser formados de
novo desde histonas sintetizadas durante la Fase S. Diferentes chaperonas
seran las encargadas de llevar a las histonas recién sintetizadas a los sitios de
ensamblaje de la cromatina. Una de estas chaperonas es CAF-1, la cual pre-
senta una caja PIP a través de la cual interacciona con PCNA. De nuevo, célu-
las mutantes en esta interaccién, no serdn capaces de focalizar correctamen-
te a CAF-1 en la cromatina y por lo tanto presentardn defectos en el silencia-
miento de genes (Zhang et al. 2000).

vii. Cohesion de las cromatidas hermanas: a través de su interaccidon con
Ecol, proteina encargada de dicha cohesion. Una vez mads la interaccion en-
tre ambas proteinas, se dara por medio de la caja PIP presente en Ecol. En
ausencia de este dominio, Ecol no podrd localizarse en la cromatina para
desempenar su funcidn, por lo que las cromatidas hermanas no podran
cohesionar y la viabilidad celular se vera seriamente comprometida (Moldo-
van et al. 2006).

3.3 Ubiquitinacion

La Ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos que estd, como su propio nombre
indica, extraordinariamente conservada a lo largo de la evolucién (Glickman and
Ciechanover 2002). La unidn de esta pequefia proteina a sus sustratos, se produce
mediante una cascada de reacciones enzimaticas que también estd muy conserva-
da.

El proceso de ubiquitinacion comienza con la activacién de la ubiquitina, mediante
la formacién dependiente de ATP, de un enlace tioéster entre el grupo carboxilo de
la glicina del extremo C-terminal de la ubiquitina, con una cisteina de la enzima ac-
tivadora de la ubiquitina, también denominada E1. En un segundo paso, la ubiquiti-
na se transfiere, también mediante un enlace tioéster, a un residuo de cisteina de la
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enzima conjugadora de ubiquitina o E2. Finalmente, en una reaccién catalizada por
la proteina ubiquitin-ligasa o E3, se forma un enlace peptidico entre el extremo car-
boxilo terminal de la ubiquitina y el grupo e-amino de un residuo de lisina de la pro-
teina sustrato (Hershko and Ciechanover 1998) (Figura 4).

Esta cascada enzimdtica puede detenerse aqui formando un conjugado monoubi-
quitinado, o puede repetirse sucesivamente hasta sintetizar un conjugado formado
por la proteina sustrato y una cadena de ubiquitinas. Estas cadenas se pueden for-
mar de diferente manera, en funcién de cual de los 7 residuos de lisina (K6, K11,
K27, K29, K33, K48, y K63) se utilicen para unir a las ubiquitinas entre si. La utiliza-
cion de uno u otro dard a la proteina etiquetada un papel diferente dentro de la
célula. Por todos estos motivos, la ubiquitinacion posee una mayor complejidad y
versatilidad, que la modificacién post-traduccional por excelencia hasta la fecha, la
fosforilacién (Welchman et al. 2005).

ATP PP,

Figura 4: Cascada de ubiquitinacion. A través de dicha cascada, la proteina diana
guedara marcada con una o con varias moléculas de ubiquitina, en un proceso de-
pendiente de ATP en el que participan tres enzimas: E1 o proteina activadora de ubi-
quitina, E2 o proteina conjugadora de ubiquitina y E3 o proteina ubiquitina ligasa.
Ademas, enzimas especiales denominadas DUBs, seran capaces de revertir dicha
modificacion post-traduccional. Adaptada de Hochstrasser 2009.

Aungue la ubiquitinacién en su origen fue descrita como una sefial post-traduccio-
nal, que marcaba a las proteinas hacia un inevitable destino degradativo via protea-
soma (Goldberg and Rock 1992; Coux et al. 1996; Zachariae and Nasmyth 1999),
hoy sabemos que esto sélo es asi, si la proteina diana es marcada con una cadena
de ubiquitinas unidas entre si a través del residuo K48. El resto de uniones no canoé-
nicas, ya sea a través de alguna de las otras lisinas presentes, o a través de la adi-
cion de una Unica molécula de ubiquitina al sustrato (lkeda and Dikic 2008), traeran
consigo la activacién de distintas vias no degradativas.
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Dos ejemplos de uniones no canédnicas ocurren en la abrazadera deslizante. En pri-
mer lugar, PCNA puede ser exclusivamente monoubiquitinado, pero ademas, en
segundo lugar, también puede ser poliubiquitinado a través de uniones K63. En
ambos casos, dichas modificaciones post-traduccionales, conllevaran a la activacién
de vias no degradativas; de tal modo que la monoubiquitinacién de la abrazadera,
conllevara a la activacién de la via TLS de la tolerancia al dafio y la poliubiquitina-
cién, a la de la via error free.

Al igual que el resto de modificaciones post-traduccionales, la ubiquitinacién tam-
bién posee su proceso antagonico, la desubiquitinacién. Las proteinas encargadas
de llevar a cabo este proceso, conocidas como desubiquitinasas (DUBs), seran des-
critas en profundidad mds adelante.

Conocidos ya los protagonistas moleculares de la tolerancia, asi como la modifica-
cion post-traduccional que la regula, la ubiquitinacién, pasaremos a continuacion a
explicar en detalle el funcionamiento de las dos rutas de la tolerancia al dafo.

3.4 Seiial de activacion y requerimientos moleculares de
la tolerancia

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, la célula dispone de dos alter-
nativas diferentes para rescatar las horquillas de replicaciéon estancadas, sin tener
que reparar la lesiéon que produjo el bloqueo de las mismas (Lehmann 2002;
McGlynn and Lloyd 2002). Estas alternativas difieren entre si, en la precision con la
que rellenan la posicién opuesta a la lesion, de ahi que sean llamadas como via
error freey via error prone.

Dada la diferente naturaleza de estas dos vias, parece implicito que los requeri-
mientos moleculares de cada una de ellas tengan que ser distintos. Sin embargo,
aungque asi es en ultima instancia, es importante constatar que no lo es en el origen
de las mismas, ya que tanto la sefial de activaciéon, como las proteinas que transmi-
ten dicha sefial, son las mismas en ambas rutas.

Todos los datos moleculares que se describan a partir de este momento (salvo que
se indique lo contrario), se referirdn a la levadura de gemacion S. cerevisiae, ya que
las herramientas genéticas disponibles en este organismo modelo, han permitido el
analisis mds detallado de todos y por lo tanto la mejor caracterizacién de estas ru-
tas.

3.4.1 Activacion de las rutas de tolerancia al dano

Durante una Fase S sin dafios, se produce una sincronia total entre el avance de la
helicasa que desenrolla el ADN y las polimerasas replicativas. Sin embargo, cuando
se produce una lesidon que altera la estructura del ADN (ya sea causado por dafio
enddgeno o exdgeno), se produce un desacople entre las actividades de dichas pro-
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teinas, ya que mientras que la helicasa no se ve afectada por la lesidn, las polimera-
sas se quedardn atascadas por la incapacidad de acoplar sus centros activos a esas
estructuras distorsionadas del molde (Byun et al. 2005). Dicho desacople originard
un fragmento de ADN de cadena sencilla que rdpidamente serd recubierto por la
proteina RPA (Iftode et al. 1999; Fanning et al. 2006; Zou et al. 2006), constituyendo
asi la Unica sefial necesaria para que se activen las rutas de tolerancia al dafio (Figu-
ra5).

El siguiente paso en la transmisidon de la sefial, vendra dado por la acumulacién de
la E3 Rad18 en esos sitios estancados (Davies et al. 2008). Debido a la gran afinidad
gue presenta esta E3 por PCNA y por la E2 Rad6, se formard un complejo proteico
entre ellos, que resultard en la monoubiquitinacion de la abrazadera en el residuo
K164 (Figura 6) (Hoege et al. 2002; Stelter and Ulrich 2003). Esta modificacion post-
traduccional, la monoubiquitinacion de PCNA, sera la Unica sefal necesaria para la
activacion de la via error prone de la tolerancia al dafio. Sin embargo, para la activa-
cion de la ruta error free, serd necesario un paso mas, consistente en la poliubiqui-
tinacion de la abrazadera a través de uniones ubiquitina-K63, por accion del com-
plejo formado por las E2 Mms2-Ubc13 y la E3 Rad5 (Hoege et al. 2002) (Figura 6).

@ PCNA

@ Polimerasa Replicativa
P Helicasa

* Lesion en el ADN

*® RPA

® Rad6/Rad18

» Ubiquitina

M Polimerasa TLS

o

Figura 5: Senal de activacion de las rutas de tolerancia; papel de RPA. La presencia
de lesiones en la hebra molde, provoca un desacople entre las funciones de la heli-
casa y la ADN polimerasa (izquierda), formandose un fragmento de ADN de cadena
sencilla que sera recubierto por la proteina RPA. Alternativamente, la maquinaria de
replicacion puede continuar (derecha) dejando un hueco en la hebra hija, que de
igual modo sera recubierto por RPA. En ambos casos, la acumulacion de dicha pro-
teina, producirad el reclutamiento del complejo Rad6/Rad18, para ubiquitinar a la
abrazadera deslizante, con el fin de activar las rutas de Tolerancia al dafio. Figura
modificada de Ulrich 2009.
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3.4.2 Ruta TLS

Como ya se ha descrito, la sintesis a través de lesiones o via error prone, es una de
las opciones que tiene la célula, para continuar con una replicacién bloqueada por
la presencia de lesiones que no pudieron ser reparadas antes de Fase S. Estas lesio-
nes suponen una barrera para las polimerasas replicativas, por su incapacidad para
acoplar sus centros activos a estas lesiones (Byun et al. 2005), pero no para unas
polimerasas especiales llamadas polimerasas TLS, que si seran capaces de hacerlo
(Friedberg 2005). Estas polimerasas especiales, seran la clave para el correcto desa-
rrollo de esta alternativa de la tolerancia al dafo.

Recombinacién
homologa

8 Complejo E2-E3
@) sumo

. Ubiquitina Error prone Error free

Figura 6: Esquema general de ubiquitinacion y SUMOilacion de PCNA, y la activa-
cion de las rutas de tolerancia al dafno. Todas las proteinas que se indican pertene-
cen a la levadura de gemacién Saccharomyces cerevisiae.

i. Polimerasas TLS

En base a las relaciones filogenéticas, las ADN polimerasas han sido agrupadas en 6
familias distintas llamadas: A, B, C, D, X e Y; siendo la Y la familia que acoge a todos
los miembros de las polimerasas TLS de todos los organismos, excepto a Pol 7, que
pertenece a la Familia B (familia en la que también se encuentran las polimerasas
replicativas a, 8 y €). La singularidad de esta familia, radica en su capacidad para
replicar ADN a través de lesiones (Ohmori et al. 2001; Prakash et al. 2005), sin em-
bargo, la fidelidad con la que abordan tal fin, sera diferente en cada una de las po-
limerasas, aunque en términos generales, serd mucho menor que la que presentan
las polimerasas replicativas (Kunkel 2004).
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Para ser capaces de replicar un molde dafiado, las polimerasas TLS disponen de
unas caracteristicas Unicas y especiales. Sin embargo, como polimerasas que son,
también compartirdn con el resto las siguientes propiedades:

* Mecanismo de polimerizacion. Como el resto de polimerasas, catalizan el
ataque nuleofilico del grupo 3°0OH del desoxirribonucledsido monofosfato
(dNMP) en posicion 3" de la cadena que esta siendo sintetizada, conocida
como iniciador o cebador, sobre el fosfato a del desoxirribonucledtido tri-
fosfato (ANTP) que va a ser incorporado.

¢ Necesitan la existencia de un extremo iniciador o cebador que aporte el
grupo 3’'0OH.

e Utilizan desoxirribonucleétidos para llevar a cabo la polimerizacién del
ADN, mediante la incorporacion de un residuo dNMP a la cadena cebadora,
con la posterior liberacidon de una molécula de pirofosfato.

¢ Necesitan la presencia de dos iones metalicos divalentes, preferentemente
Mg?* (Steitz et al. 1994), que actien como cofactores en dicha reaccion.

¢ Realizan la sintesis del ADN de manera unidireccional, desde el extremo 5’
al extremo 3’ de la cadena de ADN.

¢ Se pliegan en forma de mano (Beard and Wilson 2003), presentando los
tres dominios caracteristicos de todas las polimerasas: “palma” (base de
contacto con el ADN), “dedos” y “pulgar” (encargados de regular la interac-
cién con el nucledtido entrante). Sin embargo, a pesar de esta estructura
conservada, también presentan una serie de diferencias que seran deter-
minantes para su funcién durante la replicacién en presencia de dafos.
Estas diferencias seran explicadas en el siguiente apartado.

Estructura de las polimerasas TLS

Ademads de los tres subdominios estructurales ya descritos: “palma”, “dedos” vy
“pulgar”, las polimerasas TLS presentan un cuarto subdominio denominado “mefii-
que” (para continuar con la analogia de “mano”) solo presente en ellas (Ling et al.
2001).

El nicleo catalitico de estas polimerasas esta formado por los primeros 250-350
residuos, los cuales constituyen los tres subdominios presentes en todas las poli-
merasas (Yang and Woodgate 2007) (Figura 7). Dichos subdominios presentan tanto
diferencias como similitudes importantes con los de las polimerasas replicativas.
Por ejemplo, aunque no exista ningun tipo de homologia en la secuencia aminoaci-
dica, el subdominio “palma” esta muy conservado al resto de las familias, ya que los
tres grupos carboxilos esenciales para la catalisis, se encuentran estructuralmente
localizados en el mismo lugar (Yang 2005). Respecto a las estructuras de los subdo-
minios “pulgar” y “dedos”, éstas varian ampliamente en las diferentes familias de
polimerasas, aunque tanto su ubicacién en la estructura terciaria, como sus funcio-
nes en la interaccién con el ADN y con los sustratos de nucleétidos, estan conserva-
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das. Probablemente, una de las diferencias mds importantes en estos subdominios
sea su tamafio, siendo los de estas polimerasas significativamente mas pequefios

(Yang and Woodgate 2007).

682608
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Figura 7: Dominios estructurales de las polimerasas humanas de la Familia Y. En
rojo, azul y verde, se representan los subdominios “palma”, “dedos” y “pulgar” res-
pectivamente. La region representada en morado, se corresponde con el subdominio
especifico de esta familia, el subdominio “mefiique”. Ademas, todas ellas represen-
tan dominios adicionales necesarios para desempefiar distintas funciones. En la par-
te de abajo de la figura se muestra la leyenda de cada uno de estos dominios. Figura
modificada de Yang & Woodgate, 2007.

En el extremo C terminal del nucleo catalitico de estas polimerasas, se encuentra el
subdominio caracteristico de esta familia, el subdominio “mefiique” (Ling et al.
2001; Trincao et al. 2001). Esta formado por unos 100 residuos y su disposicién va-
ria mucho de unas polimerasas a otras (Silvian et al. 2001; Uljon et al. 2004), otor-
gando asi probablemente diferentes funciones a las mismas (Ling et al. 2003; Re-
chkoblit et al. 2006). Sin embargo, a pesar de que este subdominio sea el especifico
de esta familia de polimerasas, la capacidad de incorporar nucledtidos en frente de
moldes no aptos para las polimerasas replicativas, no viene dada por él, si no que
se debe a la presencia de amplios sitios cataliticos preformados, capaces de aco-
modar facilmente los grupos quimicos voluminosos del molde de ADN dafiado (Fi-
gura 8) (Ling et al. 2001). Esta caracteristica estructural, si es la que constituye la
gran diferencia entre las polimerasas replicativas y las de la Familia Y.

Al poseer este “amplio” sitio activo, estas enzimas no solo son tolerantes a la hora
de acomodar lesiones voluminosas en él, si no que también lo son a la hora incor-
porar pares de bases que no cumplen las estrictas reglas de apareamiento de
Watson y Crick. En consecuencia, las polimerasas de la Familia Y, exhibiran una fide-
lidad mas baja que las replicativas, haciendo de TLS un mecanismo a menudo pro-
penso a errores.
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Polimerasa replicativa

Polimerasa TLS

Figura 8: Estructura de las polimerasas TLS. Estructura tridimensional de una poli-
merasa de alta fidelidad (izquierda) y de una TLS (derecha). Como se observa, el sitio
catalitico de la polimerasas TLS (indicado con una flecha), es mucho mas amplio que
el de las polimerasas de alta fidelidad. Esta caracteristica estructural, es lo que otor-
ga a estas polimerasas su capacidad para replicar moldes dafados, aunque también
es lo que determina su tendencia a introducir mutaciones en el genoma. Figura mo-

dificada de Friedberg 2005.

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

Polimerasas TLS (Familia Y)

Denominacion griega | H. sapiens | S. pombe | S. cerevisiae
Poln (eta) POLH esol* RAD30
Pold (iota) POLI - -
Polk (kapa) POLK dinB* -
Revl Revl Rev1l

Tabla 1: ADN polimerasas eucariotas de la familia Y.

organismos.

Ademas de la estructura relajada de sus centros activos, las polimerasas de la Fami-
lia Y, presentan otra serie de caracteristicas que resultaran imprescindibles para el
correcto desarrollo del mecanismo TLS. Estas son:

¢ Ausencia de actividad exonucleasa 3°- 5" (Kunkel et al. 2003).

e Su tasa de error durante la replicacién de ADN no dafiado, es de 102-104,
mucho mayor que la de las polimerasas replicativas (10°-107) incluso
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cuando se elimina la funcidon exonucleotidica de estas ultimas (Bebenek
and Kunkel 2004).

¢ Son enzimas distributivas. Caracteristica que no cambia a pesar de su unién
a PCNA. Esta propiedad es tremendamente beneficiosa para la célula, ya
gue si estas polimerasas fuesen procesivas (y por lo tanto capaces de con-
tinuar la replicacién aguas abajo de la lesidn que las incorpord), en la célula
se introducirian muchas mutaciones que serian aun mas perjudiciales para
la célula que el propio dafio. Las células usaran entonces, tanto regulacion
transcripcional como postraduccional, para mantener a estas polimerasas
de baja fidelidad bajo estricto control, limitando asi su acceso exclusiva-
mente a las horquillas de replicacidn estancadas.

¢ Presentan mas afinidad por PCNA monoubiquitinado que por PCNA sin
modificar (al menos in vitro). Esta capacidad se atribuye a la presencia de
dominios de unién a ubiquitina, UBM (del inglés Ubiquitin-Binding Motif) o
UBZ (del inglés Ubiquitin-Binding Zinc finger), en sus extremos carboxilos
(Bienko et al. 2005; Guo et al. 2006; Plosky et al. 2006; Bomar et al. 2007)
(Figura 7).

Aunque probablemente ya conozcamos a la mayoria de los personajes que actuan
en el proceso de sintesis a través de lesiones, aun queda pendiente desentrafiar de
gué depende la eleccién de una polimerasa TLS u otra, asi como todo lo que sucede
a partir de la carga de la misma. En el siguiente apartado, describiremos todas las
teorias corroboradas o simplemente hipotetizadas al respecto hasta el momento.

ii. Desarrollo del mecanismo TLS

En resumen de todo lo descrito hasta ahora:

Una vez detectado el dafo, se originard un fragmento de ADN de cadena sencilla,
debido al desacople producido entre la helicasa y la polimerasa replicativa. Este
fragmento de ADN sera recubierto por RPA, que reclutara a su vez a la E3 Rad18. La
ubiquitina ligasa Rad18, junto con su E2 correspondiente, Rad6, ubiquitinaradn a la
abrazadera deslizante en el residuo K164. Esta modificacion post-traduccional, pro-
ducird un intercambio entre la polimerasa replicativa y la TLS (aunque hasta el mo-
mento no se sabe de qué depende la eleccién de una polimerasa u otra, siendo és-
te uno de los temas sujetos a debate dentro de la tolerancia), debido probablemen-
te a la afinidad de estas ultimas por un PCNA modificado (Kannouche et al. 2004,
Watanabe et al. 2004; Bi et al. 2006). La presencia de motivos de unién a ubiquitina
en dichas polimerasas, apoya esta teoria (Figura 7).

Hasta el momento, 3 polimerasas TLS han sido descritas en S. cerevisiae, 4 en S.
pombe y hasta 10 en mamiferos (Tabla 1). De todas ellas, écual serd entonces la
elegida por cada organismo en cada momento? ¢Dependera la eleccion del tipo de
lesién? ¢ La afinidad por PCNA ubiquitinado sera la misma en todas ellas?
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Una posible explicacion para la existencia de varias polimerasas TLS en la célula, es
que polimerasas diferentes, posean afinidades diferentes para cada tipo especifico
de dafio. Esta propiedad ayudaria entonces a reclutar a la polimerasa apropiada en
cada situacion.

Aunque aun existen muchas incégnitas por resolver al respecto, evidencias experi-
mentales han propuesto a dos polimerasas concretas, para la replicacién de dos
tipos de dafos concretos:

1. Poln: es la polimerasa encargada de replicar los dimeros TT inducidos por
radiacion UV, introduciendo en la nueva hebra sintetizada dos nucledtidos
consecutivos de adenina (Johnson et al. 1999). Este hecho pone de mani-
fiesto en contra de lo descrito hasta ahora, que una polimerasa TLS es ca-
paz de incorporar nucleétidos con total fidelidad, por lo que el mecanismo
TLS llevado a cabo por esta polimerasa, serd considerado como error free.
La gran importancia de esta polimerasa y por ende de la funcién que reali-
za en TLS, queda demostrada por la existencia de la Xerodermia Pigmen-
tosa Variante (XPV). XPV en una enfermedad variante de la XP, que como
ella predispone a los pacientes que la presentan, a un riesgo 2000 veces
mayor de padecer cancer de piel respecto a la poblacidon normal (Kraemer
et al. 1987). Sin embargo, a diferencia de ella, su apariciéon no esta rela-
cionada con la alteracion de ninguna de las proteinas implicadas en NER,
si no que se debe a una alteracidn en la polimerasa Poln (Masutani et al.
1999; Gratchev et al. 2003).

2. Revl: Evidencias in vitro revelan a esta polimerasa como la enzima encar-
gada de replicar moldes con sitios abasicos. Su capacidad polimerasa estd
restringida y se limita exclusivamente a incorporar una o dos moléculas de
dCMP independientemente de la naturaleza del molde, lo que la hace
idénea para replicar dichos sitios sin bases. (Lawrence 2004). Rev1l es por
lo tanto una dCMP transferasa. Es importante destacar sin embargo, que
la anulacién de la actividad transferasa de Revl por mutagénesis dirigida
en la levadura de gemacidn, no anula su requerimiento para la mutagéne-
sis inducida por efecto de la luz UV (Otsuka et al. 2002; Lawrence 2004).
Este hecho pone de manifiesto, que la implicacidon de Revl en TLS, va mas
alla de su funcion como dCMP transferasa. Ademas, se ha demostrado en
sistemas humanos y de ratén, que Revl interacciona con multiples poli-
merasas TLS; en concreto con Poln, Polk, Polt, asi como con la subunidad
Rev7 de PolZ (Guo et al. 2003; Ohashi et al. 2004; Tissier et al. 2004), pero
que no lo hace con polimerasas de la Familia X como Polf o Poly, lo que
pone de manifiesto que dicha polimerasa es capaz de discriminar en sus
interacciones con otras polimerasas. Todas estas interacciones, requieren
solamente los Ultimos 100 aminoacidos del extremo carboxilo, estando
esta region conservada en eucariotas superiores, aunque no en eucariotas
inferiores (Figura 7). La observacién de dichas interacciones entre Revl y
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las polimerasas descritas, ha sugerido la posibilidad de que dicha polime-
rasa actie como un “intercambiador” de polimerasas especializadas, den-
tro del mimo evento TLS (ver mas adelante) (Friedberg 2005).

Aunque se postula la hipétesis de que cada polimerasa TLS se ocupe de la replica-
cion de un tipo concreto de lesidn, no se ha establecido hasta el momento ninguna
otra conexion polimerasa-dano.

Una vez incorporada la polimerasa TLS, para que el mecanismo se desarrolle con
éxito, tendran que darse a continuacién los siguientes eventos: replicacién de la
zona dafiada, recuperacion de la estructura de la doble hélice, eliminacién de las
polimerasasa TLS y recarga de las polimerasas replicativas. Si todo esto sucede me-
diante el uso de una Unica polimerasa TLS, o en cambio son necesarias mas (como
apuntan las evidencias descritas de Revl), es algo que aun esta sujeto a debate, ya
gue aunque existen varias teorias al respecto, ninguna evidencia in vitro y/o in vivo
ha conseguido demostrar cudl es la verdadera.

iii.Replicacion de la lesion. Modelo de dos polimerasas.

La idea de que pueda necesitarse mas de una polimerasa especial para lograr repli-
car la zona dafiada, surge de la limitada procesividad inherente a estas polimerasas,
asi como de la ineficacia con la que algunas de ellas se extienden por moldes no
danados. Por ejemplo, evidencias in vitro han demostrado que Poln, tiene una baja
probabilidad de disociarse cuando incorpora nucleétidos opuestos a dimeros de
timina, pero una mayor probabilidad de hacerlo, una vez haya progresado unos po-
cos nucledtidos mas alla de la lesion (McCulloch et al. 2004). Estas observaciones,
unidas a las ya descritas para Revl, han fomentado la idea de que al menos dos po-
limerasas puedan ser necesarias para el desarrollo del mecanismo TLS. Asi, la hipo-
tesis surgida al respecto, sugiere que en primera lugar, una polimerasa especifica
insertaria los nucledtidos necesarios justo en frente de la lesidn, de ahi que a esta
polimerasa se la llame “Polimerasa de Insercidn”. A continuacion, una segunda po-
limerasa TLS, llamada “Polimerasa de Extensidn”, se encargaria de replicar varios
nucledtidos aguas abajo de la lesion, con el fin de que la geometria estructural del
ADN vuelva a ser la correcta antes de la incorporacion de las polimerasas replicati-
vas (ya que si esto no ocurriese, las polimerasas replicativas detectarian la estructu-
ra de ADN alterada y la eliminarian por medio de su actividad exonucleasa 3°-5,
impidiendo por lo tanto una resolucion exitosa del mecanismo TLS) (Friedberg
2005). El intercambio entre ambas polimerasas TLS, se llevaria a cabo a través del
“intercambiador” Rev1 (Figura 9).

Aunque aun no existen evidencias directas de este cambio de polimerasas, ensayos
in vitro han demostrado que, efectivamente, ciertas polimerasas TLS parecen ser
mas adecuadas para la extensidon que para la insercion de nucledtidos (Woodgate
2001; Prakash and Prakash 2002; Friedberg 2005). De nuevo se espera que en los
préximos afios, evidencias in vitro e in vivo, consigan demostrar como ocurre dicho
intercambio de polimerasas.
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Figura 9: Modelo de replicaciéon por TLS en células eucariotas. Una vez detenida la
magquinaria de replicacién, por la deteccidn de algun tipo de lesién en el ADN (1), se
producird la ubiquitinacién de la abrazadera (no mostrado) con la consiguiente carga
de la primera polimerasa especial (Pol 1) (2). (A partir de este momento no se mos-
trara la abrazadera, con el fin de simplificar el esquema). Dicha polimerasa, insertara
exclusivamente los nucledtidos necesarios para replicar la lesién (fragmento azul del
duplex de ADN)(3), de ahi que se la conozca como “Polimerasa de Insercion”. A conti-
nuacion se producird la unién de Revl (4), lo que provocara algun tipo de cambio
conformacional en Pol 1, produciendo su eliminacion del ADN para que a continua-
cién, se produzca la carga de la segunda polimerasa TLS (Pol 2) (5). Esta polimerasa
serd la encargada de extender la replicacion aguas abajo de lesidn, hasta que la in-
corporacioén de las polimerasas replicativas no suponga un problema debido a su acti-
vidad exonucleasa (6) (fragmento azul del diplex de ADN). Para terminar, se produci-
rd un nuevo intercambio de polimerasas entre Pol 2 y la replicativa. Friedberg 2005.

iv. Reincorporacion de las polimerasas replicativas.

Superada ya la lesidn, el dltimo paso del mecanismo TLS consistird en cargar de
nuevo a las polimerasas replicativas en el replisoma, eliminando por consiguiente a
las TLS. Esta eliminacidén, sera fundamental para que dichas polimerasas no intro-
duzcan mutaciones en el genoma, debido a su baja fidelidad al replicar un molde no
dafiado. EIl momento en el que esto ocurra por lo tanto, serd determinante para
que la replicacién en torno al molde dafiado, se realice tanto con éxito como intro-
duciendo el menor nimero de mutaciones posibles.
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Uno de los hechos que favorece este intercambio, es la ya mencionada alta proba-
bilidad de las polimerasas TLS de disociarse de un molde no dafiado. El segundo
hecho, aunque aun no existen evidencias concluyentes al respecto, se cree que
vendria dado por la reversion del proceso que produjo la carga de dichas polimera-
sas, es decir, la ubiquitinaciéon de PCNA.

Las proteinas encargadas de catalizar dicha reaccién de desubiquitinacién, son las
desubiquitinasas o DUBs (Deubiquitinating enzyme) (Kouranti et al. 2010). Hasta la
fecha, 6 subfamilias diferentes de DUBs han sido descritas en humanos, estando 4
de ellas conservadas en la levadura de fision.

En el dltimo apartado de este capitulo, abordaremos la descripcidn de esta familia
de proteasas, asi como todos los datos publicados hasta el momento acerca de la
desubiquitinacion de la abrazadera.

3.4.3 Ruta error free

Se trata de la segunda alternativa existente dentro de los mecanismos de tolerancia
al dafio. A través de esta ruta, la célula utilizard la informacién genética codificada
por la cromatida hermana recién sintetizada y carente de dafio, para replicar la se-
cuencia opuesta a la lesidon (Cox 2002; McGlynn and Lloyd 2002) (Michel et al.
2001). Al evitar replicar directamente la zona dafada, no se introducen mutaciones
en la nueva hebra, de ahi que a esta alternativa se la conozca como via error free.
(Cox et al. 2000; Marians 2000; Cox 2002; Courcelle et al. 2003; Michel et al. 2004).
Este hecho hizo pensar en un principio, que esta estrategia seria la utilizada prefe-
rentemente por las células al enfrentarse a una replicacién estancada (Berdichevsky
et al. 2002), sin embargo, aunque actualmente se cree que esto no es asi, alin no se
ha logrado esclarecer qué determina la eleccion por parte de la célula de una via u
otra.

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

Células carentes de esta proteina son sensibles a una amplia gama de agentes que
dafian el ADN. Ademas, a diferencia del mutante Arev3, AMms2 muestra un au-
mento masivo en la tasa de mutaciones espontaneas; incremento dependiente de
funciones REV. Este hecho sugiere por lo tanto, que las lesiones normalmente aten-
didas por la via libre de errores, pueden pasar a serlo por la ruta TLS (Broomfield et
al. 1998; Brusky et al. 2000). Ademas, el doble mutante AMms2 Arev3, es compa-
rable al mutante Unico Arad18 (Broomfield et al. 1998; Xiao et al. 1999), lo que co-
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rrobora la idea de que Rad6 y Rad18 son necesarias para ambas vias y que Mms2 lo
es sélo para la via libre de errores.

Mms2, codifica una proteina conjugadora de ubiquitina E2 homdloga a las UBC,
pero que a diferencia de ellas, carece del residuo activo cisteina (Broomfield et al.
1998). Forma heterodimeros con Ubc13, de forma que el fenotipo de los mutantes
Mms2 son indistinguibles de los Ubc13 (Brusky et al. 2000). Su E3 correspondiente
es Rad5, proteina con un dominio “dedo anular” que interactua tanto con Ubcl3
como con Rad18 (Ulrich and Jentsch 2000). El complejo formado por Mms2, Ubc13
y Rad5, tiene como sustrato a PCNA monoubiquitinado y formara cadenas de ubi-
quitina unidas entre si a través del residuo K63 (Xiao et al. 1998; Hofmann and
Pickart 1999). EI PCNA poliubiquitinado resultante, serd la sefial que active la ruta
libre de errores (Figura 7), al igual que el monoubiquitinado lo hacia con la TLS.

Hasta el momento no existen evidencias significativas que demuestren de qué mo-
do opera esta via, debido en gran parte a que aln se tiene una comprension muy
limitada acerca de la estructura detallada de las horquillas de replicacion. Sin em-
bargo, se especula que pueden ser dos los mecanismos utilizados por la célula para
evitar replicar el molde dafiado. Estos son: cambio de molde por invasion de la
cromatida hermana y regresién de la horquilla de replicacién (Broomfield et al.
2001) (Figura 10).

Invasion de la cromatida hermana:

A través de esta estrategia, la célula sustituird temporalmente la hebra molde da-
fiada por la hebra hija complementaria recién sintetizada, a través de una invasion
directa de la misma. Después de esta invasion, la maquinaria de replicacién sinteti-
zara el ADN necesario para replicar la zona dafiada con total fidelidad. Para finalizar,
se producird la resolucion de la union de Holliday formada, con el fin de volver a
una situaciéon normal (Higgins et al. 1976) (Figura 10).

Regresion de la horquilla de replicacién:

Ademas, o como alternativa al modelo anterior, las horquillas de replicacion estan-
cadas pueden sufrir un reordenamiento estructural conocido como Regresion de la
horquilla de replicaciéon. A través de este proceso, las hebras molde originales pue-
den volver a hibridarse produciéndose una extrusién de las dos hebras recién sin-
tetizadas, que dard lugar a la formacién de un duplex corto entre ellas. Esto genera-
rd una estructura llamada “pata de gallo” (Postow et al. 2001; Atkinson and
McGlynn 2009), estructura de cuatro vias en la cual la sintesis de ADN es intercam-
biada desde la hebra dafada, a la hebra homdloga recién sintetizada. La inversion
de esta estructura reconstituird una horquilla de replicacién normal, en la cual la
replicacién del ADN tendrad operacionalmente replicado el sitio de la lesidn (Figura
10). Los detalles de la formacion y resolucidn de esta estructura de “pata de gallo”,
aun no se han dilucidado.

27



Introduccion

o
—

.

Figura 10: Desarrollo de la via error free de la tolerancia al dafio. Aunque aun no
existen evidencias experimentales significativas que atestiglien de qué modo opera
esta via, se han propuesto dos mecanismos diferentes: reversion de la horquilla de
replicacidn (izquierda) e invasion de la cromatida hermana (derecha). Para descrip-
cion, ver texto.

Por cudl de estas estrategias se desarrolla la via error free, es otras de las cuestio-
nes sin respuesta dentro de los mecanismos de tolerancia y es que en los ultimos
afios, varias han sido las publicaciones publicadas en ambos sentidos.

La evidencia experimental de la existencia de estructuras de “pata de gallo” en eu-
cariotas, viene de un informe (Blastyak et al. 2007) en el que se demuestra la acti-
vidad helicasa de Rad5, actividad que facilita la regresion de la horquilla de replica-
cién. Como contraste, varias revisiones (Cobb and Bjergbaek 2006; Klein 2006;
Branzei and Foiani 2007) sugieren que el checkpoint de dafio al ADN, actua para
prevenir la regresiéon de la horquilla de replicacidon bloqueada, por lo que segln es-
tos informes, la via libre de errores estaria mediada por el proceso de intercambio
de molde. Se espera que en los préximos afios se consiga aclarar cual es el modus
operandi de este via.

Aunque aln no se sepa como se desarrolla esta alternativa de la tolerancia al dafio,
es importante destacar el hecho de que esta conservada en todos los eucariotas, ya
gue homodlogos de Mms2 (Oh et al. 1994; Xiao et al. 1998), Ubc13 y Rad5 (Motegi
et al. 2006; Unk et al. 2006) se han encontrado desde levaduras hasta humanos
(Pastushok and Xiao 2004). Ademas, la supresion de dichos genes en eucariotas
superiores, da lugar al mismo fenotipo que los mutantes correspondientes de leva-
dura (Ma et al. 1998; Andersen et al. 2005).

3.5 Eleccion de ruta

Una vez descritas las vias TLS y de intercambio de molde, el siguiente paso légico en
la descripcién de los mecanismos de la tolerancia al dafio, consistiria en explicar
como se produce el cambio entre la via error prone y la error free, y por otro lado,
qgué determina la eleccién por parte de la célula de un mecanismo u otro. Sin em-
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bargo, una vez mas, aunque si que existen diferentes trabajos que intentan arrojar
algo de luz al respecto (se ha demostrado en la levadura de gemacién que las lesio-
nes inducidas por radiacién UV son mayoritariamente repicadas por TLS (Daigaku et
al. 2010), hasta el momento no existe ninguna evidencia concluyente que explique
totalmente ninguna de las dos incégnitas.

Respecto al cambio de vias (error prone por error free), se ha postulado precisa-
mente, que la poliubiquitinacion de PCNA debe ser el condicionante fisico para di-
cho cambio, ya que las cadenas de ubiquitina, puede bloquear el acceso de las po-
limerasas TLS al propio molde de ADN (Bienko et al. 2005; Plosky et al. 2006). Este
hecho facilitaria ademas, la incorporacion de las proteinas que median esta ruta,
probablemente por su afinidad por un PCNA poliubiquitinado.

Por otro lado, en Chang 2006 y Motegi 2008, se ha descrito como la poliubiquitina-
cion de PCNA se observa en cantidades crecientes de dafio al ADN, estando en Xe-
nopus correlacionado con la acumulacién de RPA en la hebra simple de ADN (Chang
et al. 2006; Motegi et al. 2008). Ademas, en S. cerevisiae se ha observado cémo
Rad18 y Rad5 interactian entre si, a través de los mismos dominios necesarios para
la formacidn de sus respectivos complejos ubiquitinantes (Ulrich and Jentsch 2000).
Sobre la base de esta y otras observaciones, se ha hipotetizado que la interaccion
entre ambas E3, puede ser lo que determine el cambio de mono a poliubiquitina-
cion de PCNA (Ulrich and Jentsch 2000), aunque auln no existen evidencias experi-
mentales concluyentes al respecto. Una vez mas, se espera que en los proximos
afios se aporten mas datos en este campo.

3.6 Tolerancia en otros eucariotas

Como se menciond al principio del apartado de tolerancia, salvo las excepciones
sefialadas, la mayoria de los datos moleculares aportados en este capitulo se refie-
ren a la levadura de gemacidn S. cerevisiae. Sin embargo, es importante dejar cons-
tancia de que estas rutas se han mantenido desde procariotas hasta eucariotas y
que dentro de los eucariotas, los mecanismos moleculares que las orquestan, estan
conservados en todos ellos.

Es por ello que a modo de resumen, a continuacién haremos un pequefio repaso de

las principales similitudes y diferencias descritas en el resto de los organismos mo-
delo.

Aungque la ubiquitinacidn de PCNA fue descrita por primera vez en la levadura de
gemacion, dicha modificacién post-traduccional parece estar conservada en todos
los organismos estudiados hasta ahora. De hecho, el sitio de unién para la ubiquiti-
na, el residuo K164, se mantiene en todas las abrazaderas eucariotas analizadas
(mamiferos, pollo, rana y levadura de fision, (Kannouche and Lehmann 2004; Wata-
nabe et al. 2004; Leach and Michael 2005; Arakawa et al. 2006; Frampton et al.
2006; Simpson et al. 2006), aunque el resto de la secuencia sea muy diferente en
cada organismo.
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Respecto a la levadura de fisién, aunque ya se han identificado homélogos de todas
las enzimas de conjugacion de ubiquitina para la abrazadera, se ha observado cdmo
la ubiquitinacion de la misma no ocurre de igual modo a la levadura de gemacioén.
Asi, las células de S. pombe a diferencia de S. cerevisiae, ubiquitinan a la abrazadera
durante una Fase S sin dafio exdgeno, ademds de en G2 en presencia de danos
(Frampton et al. 2006).

En extractos de huevos de Xenopus laevis existen datos contradictorios acerca de
como y cuando ocurre la ubiquitinacién de la abrazadera. Asi, por un lado, en Leach
2005 se ha descrito la existencia de monoubiquitinacién durante una Fase S sin da-
o exdgeno, apareciendo solo las formas diubiquitinadas en presencia de dafio. Sin
embargo en Chang 2006, se documenta que tanto la mono como la poliubiquitina-
cién de PCNA, son dependientes de la existencia de dafio en el ADN. Aunque las
razones de esta discrepancia auin no se han resuelto, se piensa que estas variacio-
nes podrian deberse a que tanto el organismo como las condiciones utilizadas no
son exactamente las mismas.

En cuanto a mamiferos, mientras que la monoubiquitinacién de PCNA inducida por
dafio es facilmente observable, y como tal ha sido identificada en muchos trabajos
(Hoege et al. 2002; Kannouche and Lehmann 2004; Watanabe et al. 2004), la poliu-
biquitinacién de la abrazadera, especialmente en células humanas, ha generado
mucha controversia hasta que logré identificarse por Chiu y colaboradores (2006),
probablemente debido a que es mucho menos prominente que la monoubiquitina-
cién. Sin embargo, una vez demostrada, durante mucho tiempo se pensé que dicha
modificacidén era exclusiva de células malignas, ya que hasta el trabajo de Brun y
colaboradores (2010) no consiguié demostrarse su presencia en fibroblastos no
transformados.

Al igual que en la levadura de gemacién S. cerevisiae, en ninguno de los organismos
modelo mencionados, ha conseguido demostrarse cdmo operan cada una de las
vias de la tolerancia, asi como la eleccién por cada una de ellas.

3.7 Problemas de ambas y conclusion final de tolerancia

Con la descripcion de los dos mecanismos de tolerancia al dafio, ha quedado de-
mostrado que aunque son totalmente necesarios para evitar las consecuencias de
una replicacién estancada, también son muy peligrosos por las graves consecuen-
cias que ambas rutas pueden tener para la célula. Por lo tanto, independientemen-
te de la alternativa que escoja la célula para replicar el ADN dafiado, es imprescin-
dible que, una vez superada la lesidn, la maquinaria de replicacion vuelva a la nor-
malidad, a fin de evitar los problemas que desencadenaria el uso constante de es-
tos mecanismos.

Por un lado, TLS es una fuente constante de inestabilidad genética, debido a la ac-
cién mutagénica de las polimerasas que median esta ruta. Limitarlas por lo tanto a
la replicacion del ADN dafiado, serd fundamental para mantener la estabilidad del
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genoma. Por otro lado, un fallo en el intercambio de molde, puede inducir lesiones
mas graves como por ejemplo rearreglos por recombinacion homdloga, que pue-
den ir asociados a transformaciones malignas (Hanahan and Weinberg 2000). Limi-
tar por lo tanto estos mecanismos de tolerancia exclusivamente a las situaciones
necesarias, contribuird a mantener un perfecto equilibrio entre supervivencia celu-
lar y estabilidad gendmica.

3.8 Desactivacion de las rutas de tolerancia al dano

Como ya se ha descrito, la sefial que activa las dos vias de la tolerancia al dafio es la
ubiquitinacién de PCNA. Esta sefial por lo tanto, una vez solventado el problema,
tendra que desaparecer para que la célula pueda volver a una replicacion normal.

Tratandose de “ubiquitinacion”, parecia légico pensar en degradacion via protea-
soma como primera opcién, sin embargo, dado que la cadena de ubiquitinas se
produce por uniones K63 en lugar de K48 (uniones descritas para la degradacion via
proteasoma), esta opcion no debia ser la responsable de la eliminaciéon de dicho
PCNA modificado; por lo tanto, habia que pensar en otra opcion.

El descubrimiento de las desubiquitinasas, puso de manifiesto que la ubiquitina-
cion, como el resto de modificaciones post-traduccionales, también era un proceso
reversible. Pensar por lo tanto en la existencia de una o varias desubiquitinasas de
PCNA, parecia ser la opcién acertada para la eliminacion de dicha sefial de activa-
cion. De hecho, hasta el momento, ya se han encontrado dos proteinas con esta
funcién: Uspl en humanos (Huang et al. 2006) y conservada también en ratéon (Kim
et al. 2009) y Ubp10 en la levadura de gemacién (Gallego-Sanchez et al. 2012). El
trabajo llevado a cabo para el desarrollo de esta tesis, demostrarad quienes son las
encargadas de hacerlo en la levadura de fision S. pombe.

3.8.1 DUBs

En las células humanas, la desubiquitinacién esta controlada por una familia de pro-
teasas denominadas DUBs, formada por unas 100 proteinas diferentes (Amerik and
Hochstrasser 2004; Nijman et al. 2005), cuya funcién en la mayoria de los casos es
desconocida. Estas proteinas estan conservadas en todos los eucariotas, aunque el
numero de miembros en eucariotas inferiores no es tan grande como lo es en las
células humanas.

Enzimaticamente, las DUBs son las proteasas encargadas de escindir el enlace iso-
peptidico existente entre diferentes ubiquitinas unidas entre si (rompiendo en mo-
nomeros las cadenas de ubiquitina), o bien entre la ubiquitina y la proteina sustrato
(Wilkinson 1997). Por lo tanto, sus funciones generales estaran relacionadas con el
mantenimiento de la homeostasis de ubiquitina, asi como con el control de la esta-
bilidad de sus proteinas sustrato.
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Aunque de forma general se puede dividir a esta gran familia de proteasas en dos
grupos diferentes: cisteinas proteasas y metalo proteasas, la profunda caracteriza-
cion de sus secuencias asi como de sus estructuras, ha establecido una divisidon en 6
familias diferentes. Estas son: proteasas especificas de ubiquitina (USPs o UBPs para
células humanas o levaduras respectivamente), ubiquitina C-terminal hidrolasas
(UCHs), proteasas de tumor de ovario (OTUs), proteasas de Machado-Joseph (nom-
bre de una enfermedad autoinmune), metaloenzimas JAB1/MPN/Mov34 (JAMMS)
y la Ultima descubierta, la subfamilia MCPIP (Komander et al. 2009; Reyes-Turcu et
al. 2009; Liang et al. 2010).

Todas las familias a excepcidn de la familia JAMM, son cisteinas proteasas. El nime-
ro de miembros de cada familia es muy diverso, siendo la USP/UBP la familia mas
numerosa, con mas de 50 miembros en células humanas (Quesada et al. 2004), y
16 tanto en la levadura de gemacién como en la de fisidn (Kouranti et al. 2010). Sus
funciones celulares estan supeditadas al sustrato que desubiquitinan y aunque en
los ultimos afios se han descubierto muchos de ellos, la gran mayoria contindan
siendo una incégnita. Aun asi, hasta la fecha ya se pueden atribuir a esta gran fami-
lia de DUBs, funciones tan importantes como regulacién del ciclo celular, reparacion
del ADN y remodelacién de la cromatina.

Un ejemplo de la importancia de la desubiquitinacién se da en la via de la Anemia
de Fanconi (AF), ruta encargada de mediar la resolucién de entrecruzamientos en el
ADN (dafios altamente citotdxicos para la célula), de tal forma que la deficiencia en
uno de los 13 genes implicados en la ruta de la AF, resultara en la hipersensibilidad
a agentes de entrecruzamiento del ADN.

La mayoria de las proteinas identificadas en la via de la AF, constituyen una Unica y
gran multi-subunidad E3 ubiquitina ligasa, a excepcién de FANCD2 y FANCI, que son
los sustratos correspondientes de esta E3 multimérica. Tras su ubiquitinacién, estas
proteinas se desplazan a la cromatina (Garcia-Higuera et al. 2001; Meetei et al.
2003; Smogorzewska et al. 2007) posiblemente para ayudar a resolver estos entre-
cruzamientos, aunque la funcién exacta que desarrollan en este paso y en los si-
guientes continda siendo una incognita.

La enzima encargada de desubiquitinar FANCD2 y FANCI es Uspl (Nijman et al.
2005; Smogorzewska et al. 2007) y su pérdida resulta en la ubiquitinacion de ambas
proteinas incluso en ausencia de dafio. Células de pollo “knock out” para Usp1, son
hipersensibles a agentes de entrecruzamiento de ADN, rasgo caracteristico de la
Anemia de Fanconi (Oestergaard et al. 2007; Kim et al. 2009), sugiriendo que la de-
subiquitinacién FANCD2 y FANCI debe ser crucial para la reparacién de este tipo de
dafios.
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3.8.2 Desubiquitinacion de PCNA

i. Uspl

Huang y colaboradores, demostraron que Uspl también era la proteina responsa-
ble de la desubiquitinacion de PCNA monoubiquitinado en humanos. Como ya se
menciond, en células humanas al igual que en levaduras, la monoubiquitinacién de
la abrazadera desencadena la activacion de la via TLS mediada por las polimerasas
especiales. El hecho de que exista un proteina que regule el proceso a la inversa,
apunta a que dicha desubiquitinacion, serd determinante para la eliminacién de
dichas polimerasas, con la consiguiente recarga de las replicativas. La evidencia de
que en células deplecionadas para Uspl, exista un aumento significativo de muta-
génesis tanto espontanea como inducida, corrobora esta hipoétesis (Huang et al.
2006).

Uspl presenta un peculiar sistema de degradacion dependiente de luz UV. Basan-
dose en este dato, se propuso el siguiente modelo de regulacién de TLS en huma-
nos. En ausencia de dafio, PCNA monoubiquitinado es desubiquitinado de forma
constitutiva por Usp1, con el fin de controlar el acceso de las polimerasas TLS al
replisoma. Tras una exposicién a luz UV, la diana de Usp1 cambiara desde PCNA a su
propio dominio G-G C-terminal, produciéndose una auto-escisién con posterior de-
gradacion proteosomal de dichos fragmentos auto-escindidos. Esta degradacion,
producira un aumento en el nivel de PCNA monoubiquitinado y por lo tanto en el
de los eventos TLS, debido al reclutamiento de las polimerasas especiales.

A pesar de los datos contradictorios publicados acerca de la existencia o no de po-
liubiquitinacion de PCNA en fibroblastos humanos, Brun y colaboradores demostra-
ron recientemente (2010) su existencia, asi como el hecho de que Uspl también es
la DUB encargada de la desubiquitinacidn de esta modificaciéon de PCNA.

La degradacién de Usp1l parece ser dependiente del tratamiento con luz UV, ya que
no se ha observado tras el tratamiento con otras drogas como MMS (Metil Metano
Sulfonato) o Mitomicina C. Sin embargo, bajo esas condiciones, sigue existiendo un
aumento de PCNA monoubiquitinado, por lo que es posible que otras proteinas
DUBs aun no descubiertas, estén implicadas también en la regulacidon de procesos
TLS.

La existencia de Uspl también se ha confirmado en otros eucariotas superiores
como en ratén, Xenopus o pez cebra (Huang et al. 2006). Kim y colaboradores
(2009) construyeron el modelo knock out de ratdn para esta proteina, con el fin de
averiguar las posibles consecuencias fisiolégicas de la falta de desubiquitinacidn. Tal
y como se esperaba, ratones Uspl -/- mostraron un claro aumento tanto en la mo-
noubiquitinacién de FANCD2 como en la de PCNA. Ademas de dichos datos bioqui-
micos, estos ratones también presentaron una alta tasa de letalidad perinatal, de-
plecién de células germinales masculinas, infertilidad, hipersensibilidad al agente
“croslinkeante” Mitomicina C e inestabilidad cromosémica. Adema3s, estos ratones
eran considerablemente mdas pequefios que sus hermanos de camada wt (del inglés
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Wild Type) (Kim et al. 2009; Fox et al. 2011). A pesar de todos datos, aun queda por
determinar si estos ratones muestran un incremento en la frecuencia de mutacio-
nes puntuales y una incidencia de cancer incrementada, como seria de esperar por
los datos in vitro descritos anteriormente.

ii.Ubp10

Recientemente nuestro laboratorio ha identificado a Ubp10, una de las proteinas
desubiquitinadoras de la histona H2B junto con Ubp8 (Emre et al. 2005; Gardner et
al. 2005; Schulze et al. 2011), como la proteasa encargada de desubiquitinar las
formas mono y poliubiquitinadas de PCNA en S. cerevisiae. A pesar de ser la protei-
na equivalente a Uspl de humanos (al menos en lo referente a desubiquitinacidn
de PCNA), el trabajo de Gallego y colaboradores ha demostrado que la regulacién
de ambas proteinas, y por ende de la tolerancia, es diferente en ambos organismos.
Por un lado, Ubp10 no se degrada tras la exposicién a luz UV como lo hace Uspl, si
no que sus niveles permanecen constantes. Por otro lado, Ubp10 parece ser la Uni-
ca proteasa que desubiquitina PCNA en la levadura de gemacién, ya que formas
ubiquitinadas de PCNA se acumulan en células Aubp10 tras ser expuestas a diferen-
tes dafios como luz UV, MMS, HU (hidroxiurea) o 4NQO (4-nitroquinolina 1-6xido),
algo no observado en las células deplecionadas para Uspl (Huang et al. 2006).

Aunque no se haya demostrado fehacientemente un modelo de intercambio de
polimerasas, basado en la regulacion de la ubiquitinacién de PCNA por ubiquitina-
sas y desubiquitinasas, si se ha demostrado que la interaccion entre PCNA y la po-
limerasa Revl aumenta en células Aubp10, dato que secunda la hipdtesis de que es
el estado de ubiquitinacién de PCNA lo que regula el acceso de las polimerasas TLS
al replisoma. De nuevo se espera que futuros trabajos proporcionen los datos con-
cluyentes para confirmar esta hipdtesis.

3.9 Tolerancia y cancer

Como ya se ha mencionado, la tolerancia es una respuesta bioldgica fundamental
frente al dafio por garantizar la progresién de una replicacién bloqueada. Ademas,
como el resto de respuestas celulares al dano, la desregulacién de sus componentes
producira inestabilidad genética, siendo ésta la base para el desarrollo de muchos
procesos tumorales.

Aunque aun no se sabe qué determina la eleccién de una via u otra, ni qué porcen-
taje de dafios se resuelve por cada una de ellas, se cree que es muy probable que
en células tipo silvestre, dichos porcentajes se mantengan en un equilibrio dindmi-
co. Sin embargo, en células de levadura defectuosas en la via error free, se ha ob-
servado un aumento de hasta 30 veces en la tasa de mutaciones espontaneas, lo
que en células eucariotas superiores se interpretaria como una gran predisposicién
al cancer (Andersen et al. 2008). A raiz de este resultado, se postuld que la via error
prone podria constituir una importante fuente de inestabilidad genética y cancer
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(Lawrence and Hinkle 1996), sin embargo, aun no existen pruebas evidentes al res-
pecto.

La prueba mas clara de una relacidn directa entre TLS y tumorigénesis, vino de la
mano del descubrimiento de la polimerasa Poln, cuyo gen se encuentra mutado en
todos los pacientes con XPV. Ya que Poln co-localiza con Revl (Kannouche et al.
2002; Tissier et al. 2004), Polt y PCNA monoubiquitinado (Watanabe et al. 2004), es
muy probable que estos genes también estén relacionados con el cancer (Andersen
et al. 2008).

Aunque hasta la fecha no se haya identificado ninguna otra relacién directa entre
un estado hereditario propenso al cdncer y la mutacién de alguna otra polimerasa
TLS, si se ha observado cdmo en determinadas lineas celulares tumorales, los nive-
les de dichas polimerasas, o de sus transcritos, estan alterados respecto a los de las
células normales. Asi, en varias lineas celulares de cdncer de pulmén, se han obser-
vado niveles aumentados de Polk, sugiriendo un papel para esta polimerasa en la
promocién de la inestabilidad genética y cancer (J et al. 2001). Sin embargo, por
otro lado, diversos estudios en canceres de pulmén, estdmago, colon y recto, han
revelado niveles de transcripcion muy bajos para las polimerasas n, , k y  (Pan et
al. 2005).

Ademas de los niveles alterados de polimerasas, en las células cancerigenas tam-
bién se han descrito niveles alterados en la cantidad de uno de los principales pro-
tagonistas moleculares de estas rutas, PCNA. Naryzhny y colaboradores (2007) de-
mostraron tras el analisis de muchos cultivos celulares, que las células cancerigenas
presentan niveles significativamente mas altos de PCNA que las células normales,
siendo incluso este valor indicador del prondstico en varios tipos de cancer (Morell-
Quadreny et al. 1998; Czyzewska et al. 2004) .

A pesar de estos datos ya plenamente objetivables, es evidente que aln se necesita
mucha investigacidn para determinar los roles que la tolerancia juega en el desarro-
llo del cancer. Una vez mas, se espera que los proximos afios, la plena caracteriza-
cion molecular de estas rutas aporte mas datos al respecto y que por lo tanto, pue-
da orientar incluso en el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas.
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Objetivos

1. Identificar la o las enzimas que desubiquitinan PCNA mono y poliubiquiti-
nado en K164, en la levadura de fisién Schizosaccharomyces pombe.

2. Caracterizar bioquimicamente a estas proteinas y estudiar su localizacion
subcelular durante el ciclo de divisién celular.

3. Estudiar las cepas mutantes carentes de estas proteinas, asi como a las
cepas que las sobre-expresan, para asi profundizar mas en el entendi-
miento de los mecanismos de control de las rutas de tolerancia al dafio.






Resultados

Una de las grandes cuestiones que permanecen abiertas dentro de los mecanismos
de tolerancia al dafio, es como se limita el tiempo de residencia de las polimerasas
TLS al replisoma. El descubrimiento de la existencia de desubiquitinasas de PCNA,
Uspl en células humanas (Huang et al. 2006) y Ubp10 en S. cerevisisae (Gallego-
Sanchez et al. 2012), reveld que dicha limitacion, probablemente podria llevarse a
cabo por medio de procesos de desubiquitinacién de la abrazadera. Sin embargo, se
ha observado que a pesar de su conservacion, la implicacién y regulacion de estas
proteasas es diferente en cada organismo. Asi, mientras que Uspl desubiquitina a
PCNA de forma constitutiva (Huang et al. 2006), Ubp10 lo hace durante Fase Sy
s6lo tras eliminarse el dafio que provocé la ubiquitinacion de dicha abrazadera (Ga-
llego-Sanchez et al. 2012). Ademas, Uspl de humanos dispone de un sistema de
auto-escision que se activa en presencia de radiacién ultravioleta. Esta auto-esci-
sién, se traducird en un aumento de PCNA ubiquitinado, probablemente con el fin
de reclutar a las polimerasas TLS capaces de replicar el ADN dafiado fruto de dicha
radiacion. Es importante subrayar que este mecanismo sélo parece actuar en pre-
sencia de luz UV y que en la levadura de gemacion no se ha observado en ninguna
situacion.

Hasta la fecha, ninguna proteasa de ubiquitina habia sido identificada en S. pombe
como la ortdloga de Uspl o Ubp10 y por lo tanto, como la encargada de desubiqui-

tinar a PCNA en la levadura de fisién. Identificar a la o a las proteinas capaces de
hacerlo en dicha levadura, ha constituido el objetivo principal de esta tesis.

Casi una centena de DUBs han sido identificadas en humanos hasta el momento. Se
trata de cisteinas o metalo proteasas altamente conservadas, agrupadas en 6
subfamilias diferentes en funcion de la estructura de su dominio catalitico. Estas
son: proteasas especificas de ubiquitina (USPs o UBPs), ubiquitina C-terminal hidro-
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lasas (UCHs), proteasas de tumor de ovario (OTUs), proteasas de Machado-Joseph
(nombre dado a una enfermedad autoinmune), metaloenzimas JAB1/MPN/Mov34
(JAMMS) y la ultima descubierta, la subfamilia MCPIP (Komander et al. 2009; Reyes-
Turcu et al. 2009; Liang et al. 2010). La diversidad de nucleos cataliticos, sumada al
elevado nimero de proteinas pertenecientes a esta gran familia, pone de manifies-
to la implicacion de estas proteasas en multiples procesos celulares como endocito-
sis, regulacion del ciclo celular, reparacién del ADN y remodelacidn de la cromatina,
ademas de su implicacién en muchas rutas celulares que frecuentemente se en-
cuentran alteradas en cancer (Hussain et al. 2009; Komander et al. 2009; Reyes-
Turcu et al. 2009; Fraile et al. 2012).

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

1. Andlisis de la ubiquitinacion de PCNA en deleciones
simples de UBPs

Con objeto de identificar a la o a las proteinas responsables de la desubiquitinacién
de PCNA en la levadura de fisidn, se construyeron cepas mutantes, carentes de ca-
da una de las 16 UBPs (siguiendo el protocolo de transformacién con Acetato de
litio descrito en Materiales y Métodos), con el fin de analizar por Western blot el
estado de ubiquitinacidn de la abrazadera en cada una de ellas.

Para ello se partiéo de 40ml de cultivos crecidos de forma asincrona a una tempera-
tura constante de 30°C, de cada una de las deleciones de las UBPs, junto con una
cepa tipo silvestre como control. Una vez alcanzada la fase exponencial, se dividié a
cada cultivo en dos. A una de las mitades se le anadio MMS 0.01% durante 3 horas,
y a la otra mitad se la dejo creciendo en las mismas condiciones. Pasadas esas 3
horas, se recogieron 8 DO (Densidades Opticas) de cada uno de los cultivos y se
procedio a la preparacion de los extractos proteicos totales con TCA (del inglés Tri-
Chloroacetic Acid, acido tricloroacético), tal y como se describe en Materiales y Mé-
todos. 4ul de los extractos totales de cada muestra, fueron analizados por Western
blot para analizar el estado de ubiquitinacién de la abrazadera. Por medio del anti-
cuerpo anti-PCNA (anticuerpo policlonal de conejo cedido por el Dr. Lehmann, Uni-
versidad de Sussex, UK), que reconoce especificamente tanto a PCNA como a sus
formas modificadas (datos publicados en Frampton 2006 y confirmados por noso-
tros en Figura 11A), detectamos el estado de ubiquitinacion de PCNA en cada uno
de los mutantes, pudiendo comparar asi las diferencias existentes entre cada uno
de ellos respecto al wt. En la Figura 11 se muestra el resultado de los Westerns
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Figurall: Andlisis del estado de ubiquitinacion de PCNA en los 16 mutantes sim-
ples de UBPs en S. pombe. A: Experimento llevado a cabo con dos mutantes diferen-
tes pcn1K164A, el primero expresado bajo el promotor mds débil nmt81 (muestra
81K164A) y el otro bajo el intermedio nmt41 (muestra 41K164A). Ambos mutantes
son incapaces de ubiquitinarse por tener el residuo K164 mutado a alanina, por lo
que nos serviran para identificar qué bandas corresponden a las formas monoubi-
quitinadas de PCNA (nombradas con Ub) y cuales a PCNA poliubiquitinado (nombra-
das en general como Ub). El experimento fue realizado en YES, medio en el que los
promotores nmt esta apagados por contener tiamina, de ahi la diferencia de PCNA
observada entre el wt (tipo silvestre) y los dos mutantes (mas en el primero ya que la
represion del promotor nmt81 llega a ser practicamente total en presencia de tiami-
na). Las muestras cargadas a la izquierda y nombradas en “negro”, corresponden a
células recogidas en fase exponencial sin ninglin tratamiento, mientras que las car-
gadas a la derecha y nombradas en “rojo”, corresponden a células tratadas durante 3
horas con MMS 0.01%. Como se observa, las bandas sefialadas con Ub y Ub,, no
aparecen en ninguno de los dos mutantes. B, C, y D: Westerns blots realizados a par-
tir de los extractos proteicos preparados con TCA de los 16 mutantes simples de S.
pombe, carentes de cada una de las 16 proteinas pertenecientes a la subfamilia UBP.
Las muestras nombradas en “rojo” se corresponden de nuevo con las células trata-
das con MMS 0.01%. Esta nomenclatura se mantendra a lo largo de todo el manus-
crito. La normalizacién y representacion de las cuantificaciones de los mismos se
muestran en los graficos E y F. Para descripcidn de los resultados, ver texto.

blots realizados para el analisis de todos los mutantes simples de las UBPs, asi como
su cuantificacién para una mejor vision del resultado.

Los experimentos fueron repetidos en al menos tres ocasiones y los graficos mos-
trados representan la media aritmética de todos ellos. Debido al sistema de crista-
les utilizado en el laboratorio (Bio-Rad), solo 14 muestras pudieron ser analizadas a
la vez, por lo que un total de 3 Westerns blots fueron necesarios para analizar los 16
mutantes. Las bandas correspondientes a las formas modificadas de PCNA (mono y
poliubiquitinacion) fueron cuantificadas por medio del programa Quantity One de
Bio-Rad. Los valores obtenidos para cada uno de los mutantes se normalizaron
frente a su control de carga (PCNA no modificado) y frente al valor correspondiente
del wt (mono o poliubiquitinado en cada caso), con el fin de hacer comparables
todas las muestras entre si y poder representarlas en 2 graficos; mostrando por un
lado todas las muestras sin dafiar (Figura 11E) y por otro lado las dafiadas (Figura
11F).

El analisis de las muestras no dafadas de los mutantes simples, revelé como la falta
de la mayoria de las UBPs se traducia en una mayor acumulacion de PCNA monou-
biquitinado que el wt, siendo los mutantes Aubp5, Aubpl2 y especialmente el
Aubp15, los que mostraron los fenotipos mds acentuados. Respecto a la cantidad
de PCNA poliubiquitinado, no se observd ninguna diferencia significativa en ningu-
no de los mutantes.

Como ya se ha descrito, el dafno implicito existente en Fase S en S. pombe, es mu-
cho mayor que el acaecido en S. cerevisiae (Ulrich 2007a), de ahi que en células
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asincronas de la levadura de fision, se observe una clara cantidad de PCNA monou-
biquitinado, a diferencia de lo que ocurre en la levadura de gemacion (Frampton et
al. 2006). A partir de estas observaciones, se puede extrapolar que cualquier fallo
en la progresion por Fase S, se traduce en una mayor acumulacién de PCNA mo-
noubiquitinado. Por este motivo, la acumulacién de mas PCNA monoubiquitinado
en los mutantes mencionados, no tenia por qué deberse necesariamente a la impli-
cacion directa de estas proteinas en el proceso de desubiquitinacién de PCNA, si no
gue podria deberse a algun tipo de defecto en su progresién por Fase S. Por lo tan-
to, aunque estos datos apoyaban la idea de que los procesos de ubiquitinacion y
desubiquitinacién son necesarios para una correcta progresién a lo largo de ciclo
celular (en este caso por Fase S), a priori no aportaban demasiado en la bisqueda
de la proteasa encargada de desubiquitinar a la abrazadera.

El analisis de las muestras dafiadas en cambio, si aportd mas informacion. Como se
observa en la Figura 11, la falta de Ubp16 en la célula produce una mayor acumula-
cion de PCNA tanto mono como poliubiquitinado, al igual que ocurre con su homo-
loga Ubp10 en la levadura de gemacion (Gallego-Sanchez et al. 2012). Sin embargo,
a pesar de este resultado “esperado”, el fenotipo mas curioso lo mostré el mutante
Aubp?2, ya que en ausencia de esta proteina se produce una acumulacién de formas
muy poliubiquitinadas de PCNA, formas no observadas ni en el wt ni en ninguno de
los otros 15 mutantes. Respecto al resto de mutantes no hubo diferencias significa-
tivas.

Aungue aun estabamos lejos de poder asignar a estas proteinas una funcion directa
en el proceso de desubiquitinacion de PCNA en la levadura de fisidn, los resultados
iniciales sugerian que podian ser dos las UBPs encargadas de desubiquitinar a PCNA
(a diferencia de lo descrito en S. cerevisiae, donde sélo una UBP parece estar impli-
cada en el proceso, (Gallego-Sanchez et al. 2012)), de modo que, a raiz de los feno-
tipos observados, Ubp2 podria encargarse de desubiquitinar las formas mas poliu-
biquitinadas de PCNA y Ubp16 del resto.

1.1 La acumulacion de PCNA ubiquitinado, no es especifica del dafio
por MMS

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

Asi, con el fin de averiguar si el fenotipo de acumulacién observado en los mutantes
Aubp2 y Aubbpl6 de S. pombe, era o no especifico del dafio producido por MMS,
decidimos analizar el estado de ubiquitinacion de PCNA en dichos mutantes, cuan-
do eran sometidos a la presencia de diferentes tipos de drogas (que al igual que el
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MMS producen una acumulacién de cadenas sencillas de ADN durante Fase S (Da-
vies et al. 2008)) y concentraciones de las mismas. Siguiendo el mismo disefio expe-
rimental que con el MMS, se recogieron las células y se prepararon los extractos
proteicos para su posterior andlisis por Western blot, donde pudimos observar, tal y
como se muestra en la Figura 12, que la acumulaciéon de formas modificadas de
PCNA en S. pombe, no es especifica de MMS, si no que al igual que ocurre en el mu-
tante Aubp10 de S. cerevisiae, también aparece en presencia de otras drogas.
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Figura 12: Los fenotipos observados en los mutantes Aubp2 y Aubp16 no son espe-
cificos del daflo con MMS. Se obtuvieron extractos proteicos con TCA de las cepas
delecionadas Aubp2 y Aubp16, previamente tratadas durante tres horas con MMS,
HU, 4NQO y UV a las concentraciones y dosis indicadas. Las proteinas fueron separa-
das por electroforesis en SDS-PAGE, tras lo que se llevd a cabo la inmunodeteccidn
de PCNA con el anticuerpo policlonal anti-PCNA. Como se observa, el fenotipo de

acumulacion de los mutantes Aubp6 (A) y Aubp2 (B y C) es el mismo independiente-
mente de la droga utilizada.

1.2 La acumulacidn de formas ubiquitinadas de PCNA en los mutan-
tes Aubp2 y Aubp16 desaparece al eliminar el daiio del medio

Con el propédsito de comprobar si nuestra hipdtesis de regulacion para la desubi-
quitinacidon de PCNA en S. pombe era cierta (es decir, si Ubp2 y Ubp16 eran las uni-
cas proteinas encargadas de desubiquitinar a la abrazadera, ocupandose Ubp2 de
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las formas mas poliubiquitinadas y Ubp16 del resto), decidimos comprobar, si la
acumulacién de las formas modificadas de PCNA en las cepas delecionadas para

esas proteinas, se mantenia constante al eliminar el dafio del medio.

Para ello partimos de 40ml de cultivo en YES en fase exponencial, de cada uno de
los mutantes de las UBPs junto con una cepa silvestre como control. Tras recoger las
muestras correspondientes para su analisis bioquimico, se afiadié MMS al 0.01% a
cada uno de los cultivos, dejando crecer a las células en estas condiciones durante 3
horas. Una vez recogidas las muestras tras este tratamiento, se centrifugaron las
células y se lavaron dos veces con YES, con el fin de eliminar todo el MMS del me-
dio. A continuacién se resuspendieron nuevamente en YES, y se mantuvieron cre-
ciendo en estas condiciones entre 3 y 6 horas, recogiendo las muestras para Wes-
tern blot en los tiempos indicados en la Figura 13A. Una vez mas, tanto la prepara-
cion de los extractos proteicos, como las condiciones del Western blot llevadas a
cabo, fueron las mismas que en los experimentos anteriores.
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Figura 13: Las formas modificadas de PCNA en los mutantes Aubp2 y Aubp16 de-
saparecen al eliminar el MMS del medio. Se recogieron 8DO de cada cepa en los
tiempos mostrados en A. Tras la preparacion de los extractos proteicos, se procedid
al andlisis de los mismos, siguiendo las condiciones descritas previamente. En ambos
casos (B y C) desaparecen las formas modificadas de PCNA, por lo que se deduce que
la célula debe de disponer de otra UBP (o bien otro mecanismo de eliminacidén) ca-
paz de desubiquitinar las formas modificadas de la abrazadera, ain en ausencia de
Ubp2 y/o Ubp16.

En contra de lo esperado, el resultado del Western blot reveld que al eliminar el
MMS del medio, desaparecian las formas modificadas de PCNA tanto en el mutante
Aubp2 como en el Aubp16 (Figuras 13B y 13C), por lo que probablemente alguna
otra proteina no identificada en el cribado inicial, debia estar implicada en nuestra
regulacién a estudio; la desubiquitinacion de PCNA.
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2. Anadlisis de la ubiquitinacion de PCNA en mutantes
dobles de UBPs

2.1 Los dobles mutantes Aubp15 Aubp16 y Aubp5 Aubp16, acumulan
mas cantidad de PCNA modificado que los mutantes simples

Tras averiguar que en los mutantes simples Aubp2 y Aubp16, el fenotipo de acumu-
lacién de formas modificadas de PCNA, no permanecia constante al eliminar el da-
flo del medio, decidimos construir mutantes dobles de UBPs (mediante analisis de
esporas al azar o seleccion de tétradas segun el caso) con el fin de identificar alguna
otra proteasa implicada en el proceso.

Todos los mutantes construidos fueron analizados bioquimicamente por Western
blot, siguiendo el mismo disefio experimental que el llevado a cabo con los mutan-
tes simples. Debido al elevado numero de experimentos con resultados negativos,
en la Figura 14 se muestra solamente el analisis de aquellos dobles mutantes en los
que si se producia una mayor acumulacion de formas modificadas de PCNA respec-
to al wt y a sus mutantes simples, siendo estos Aubpl15 Aubpl16 y Aubp5 Aubplé6,
aungque este ultimo en menor medida.
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Figura 14: Analisis bioquimico de los mutantes dobles de UBPs. A: Tras analizar por
Western blot el estado de ubiquitinacion de PCNA en todos los dobles mutantes de
UBPs, solo los aqui mostrados presentaron alguna diferencia respecto a las cepas
parentales. B: El mutante Aubp2 Aubp16, presentd el mismo fenotipo que el mutan-
te simple Aubp2, lo que hacia pensar que ambas proteinas actuaban en la misma
ruta y que Ubp2 lo hacia en primer lugar. En ambos casos, las muestras dafiadas con
MMS, son las nombradas en “rojo”.

Basandonos en el claro resultado de acumulacién (tanto en presencia como en au-
sencia de dafio) observado en el mutante doble Aubp15 Aubp16 (Figura 14A), deci-
dimos considerar también a Ubp15 como una de las posibles proteasas encargadas
de desubiquitinar a PCNA en la levadura de fision. Asimismo, también incluimos a
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Ubp5, ya que aunque el fenotipo mostrado por el doble mutante Aubp5 Aubp16, no
fue tan fuerte como el Aubp15 Aubp16, fue el Unico otro doble mutante en el que
se observd un aumento en el estado de ubiquitinacién de la abrazadera. Ademas, la
alta similitud existente entre las proteinas Ubp5 y Ubp15, asi como la descripcion
de un papel conjunto para ambas proteinas en la regulacién de la endocitosis y de
la polaridad celular, apoyé nuestra idea de considerarla como una de las posibles
desubiquitinasas de PCNA en la levadura de fision(Kouranti et al. 2010).

Respecto al analisis del doble mutante Aubp2 Aubp16, pudimos comprobar como
se muestra en la Figura 14B, que presentaba el mismo patrén de ubiquitinacion de
PCNA que el mutante simple Aubp2, aunque ligeramente acumulativo, apoyando
este resultado la hipdtesis de que ambas proteasas actuaban en la misma ruta, y
que Ubp2 lo hacia antes que Ubp16.

3. Fenotipos de sobre-expresion de UBPs en S. pombe

A pesar de que los resultados obtenidos en los analisis realizados (tanto con los mu-
tantes simples como con los dobles) no eran muy concluyentes, todo hacia pensar
que las proteinas encargadas de desubiquitinar a la abrazadera en la levadura de
fisidn, podian ser: Ubp2, Ubp5, Ubp15 y/o Ubp16. Asi, con el fin de demostrar si
estas proteinas poseian o no esta funcidn in vivo, se construyeron cepas capaces de
producir en exceso cada una de las UBPs mencionadas. Para ello, siguiendo el pro-
tocolo de transformacién descrito en materiales y métodos, se introdujo delante
del locus de la ORF (del inglés Open Reading Frame, marco de lectura abierta) de
cada UBP mencionada, el promotor de sobre-expresion nmt1 (del inglés No Messa-
ge in Thiamine), promotor reprimible en presencia de tiamina e inducible en ausen-
ciadeella.

Para llevar a cabo los experimentos de sobre-expresién, se partié de cultivos asin-
cronos crecidos a 30°C en Medio Minimo (MM) mas tiamina (condiciones en las
que el promotor nmt1 estd apagado), de células que sobre-expresaban cada una de
las UBPs mencionadas junto con una cepa silvestre como control. Una vez alcanza-
da la fase exponencial, se recogieron las células por centrifugacién y se lavaron tres
veces con MM sin tiamina, con el fin de eliminar a ésta del medio. A continuacidn,
se inocularon en MM sin tiamina para inducir al promotor, produciendo asi la so-
bre-expresion de cada una de las UBPs. Después de 12-14 horas (dependiendo del
experimento, tiempo suficiente para que se produzca la induccion de genes regula-
dos por el promotor nmt1 (Maundrell 1990; Maundrell 1993)) en estas condiciones,
se dividié a cada uno de los cultivos en dos. Mientras que a una mitad del cultivo se
la mantuvo creciendo en las mismas condiciones, a la otra mitad se le afiadi6 MMS
0.01% durante tres horas. Las muestras para el analisis bioquimico se tomaron en
los tiempos indicados en la Figura 15A, recogiendo siempre en cada caso 8DO. Una
vez mas, para la obtencién de los extractos proteicos se utilizd6 TCA, siguiendo el
protocolo descrito en Materiales y Métodos.
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Figura 15: Ubiquitinacion de PCNA en los mutantes que sobre-expresan Ubp2,
Ubp5, Ubp15 y Ubp16. Construidas las cepas capaces de sobre-expresar las UBPs
bajo el promotor nmt1, se procedié a la recogida de muestras tal y como se muestra
en el esquema A, con el fin de averiguar el efecto que la sobre-expresién de dichas
UBPs producia sobre el estado de ubiquitinacién de la abrazadera. Ver descripcién de
los resultados en el texto.
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Como se muestra en la Figura 15B, en contra de lo esperado, la sobre-expresion de
Ubp2 no produjo ningln descenso en las formas modificadas de PCNA, lo que nos
hizo pensar que el fenotipo de acumulacién de la delecidn, no se debia a la implica-
cion directa de esta proteina en el proceso de desubiquitinacién de la abrazadera.
La sobre-expresion de Ubp16 en cambio, si tuvo un claro efecto, siendo muy visible
en la muestra dafiada, donde a diferencia de lo observado en las otras cepas (wt o
nmtl-ubp2), sélo se observaba PCNA sin modificar. Este resultado a diferencia del
anterior, si nos hizo pensar que la implicacidon de Ubp16 en la desubiquitinacion de
la abrazadera, era directa.

El resultado de la sobre-expresion de Ubp15 por el contrario, no fue tan concluyen-
te (Figura 15C). Y es que aunque si se produjo un claro descenso en la cantidad de
PCNA ubiquitinado, dicha modificacién no llegaba a desaparecer por completo co-
mo en el caso de la sobre-expresion de Ubpl6. La observacion de este resultado,
nos hizo pensar que esta proteina si podria estar implicada en dicho proceso, pero
de manera diferente a Ubp16; bien porque su papel no fuese tan relevante como el
de ella (Ubp16), o bien porque no co-localizase por completo con el PCNA ubiquiti-
nado.

Respecto a la sobre-expresion de la proteasa Ubp5 no pudimos sacar muchas con-
clusiones, ya que los resultados no eran repetitivos. Asi, mientras que en algunos
de los experimentos parecia ser capaz de desubiquitinar ligeramente a PCNA, en
otros parecia no tener ningln efecto sobre la abrazadera (Figura 15D). Dada esta
mezcla de resultados, decidimos no apartarla de nuestro estudio hasta conseguir
evidencias mas concluyentes.

Basandonos exclusivamente en los resultados positivos, es decir, en los obtenidos
con la sobre-expresiéon de Ubp15 y Ubp16, decidimos comprobar si estas proteinas
eran capaces de realizar su funcién en ausencia de la otra. Para ello, mediante mi-
cromanipulacién, construimos cepas capaces de sobre-expresar una UBP en un
fondo delecionado para la otra y viceversa. Una vez construidos estos mutantes,
seguimos el mismo proceso que en el apartado anterior para producir la sobre-ex-
presion de las proteinas a estudio. Una vez recogidas y procesadas las muestras,
pudimos observar como se muestra en la Figura 16, que mientras que Ubpl6 no
necesita la presencia de Ubp15 para desubiquitinar eficientemente a PCNA, Ubp15
si parece necesitar a Ubp16, ya que la desubiquitinacién de la abrazadera por so-
bre-expresion de Ubp15, no es igual de eficiente en presencia que en ausencia de
Ubp16.

Este resultado, sumado a los fenotipos mads fuertes mostrados tanto por la delecidn
como por la sobre-expresiéon de Ubp16, nos hizo pensar que esta UBP era la princi-
pal proteasa encargada de desubiquitinar a PCNA en la levadura de fision.
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Figura 16: Ubp16 desubiquitina a PCNA en ausencia de Ubp15, mientras que Ubp15
no es capaz de hacerlo eficientemente en ausencia de Ubp16. La recogida de mues-
tras se realizé siguiendo el esquema general descrito en A. En B, el tiempo de induc-
cion sin tiamina fueron 15 horas. A partir de ese momento se dividié el cultivo en
dos, afadiendo sélo a una mitad MMS durante 3 horas. La mitad del cultivo a la que
no se le anadié MMS estuvo un total de 18 horas creciendo en MM sin tiamina, de
ahi que a esa muestra se le haya nombrado como “18”. El tiempo de induccién sin
tiamina en C fueron 14 horas, estando la mitad del cultivo al que no se le afadio
MMS, un total de 17 horas en MM sin tiamina.

4. Localizacion de las UBPs

Kouranti y colaboradores, publicaron en este momento un trabajo en el que descri-
bian tanto la localizacion, como las interacciones proteicas de cada una de las DUBs
descritas en S. pombe, con el fin de asignarles una posible funcién en la célula. Ver
Tabla 2 y Figural7.

Ya que la localizacién asumida para PCNA es nuclear, esperdabamos que al menos en
parte, la localizacién para “nuestras” UBPs también lo fuese. Y asi ocurrié en el caso
de Ubp16 (localizada exclusivamente en el nucleolo) y Ubp15 (localizada en el nu-
cleo aunque en la fase no nucleolar, ademds de en diversas vesiculas citoplasmati-
cas). Sin embargo, Ubp2 y Ubp5, presentaban una localizacién exclusivamente cito-
plasmatica, estando aparentemente fuera por completo del nicleo. Este nuevo da-
to, afadido a los anteriores fenotipos contradictorios, arrojaba mds dudas acerca
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de la implicacién de estas proteasas en la desubiquitinacidon de la abrazadera, y es
que ¢acaso era posible que proteinas no nucleares pudiesen desubiquitinar a PCNA

directamente?

S. pombe S. cerevisiae H. sapiens

DUB UniProtKB DUB DUB D ins® L Ii p I S

Ubp1 Q9USM5 Ubp12p NA USP, DUSP CS (ER)

Ubp2  Q9P3UO Ubp2p NA UsP C Ucp6

Ubp3 094269 Ubp3p UsP10 Usp C Nxt3

Ubp4 060139 Doa4p, Ubp5p usP8 uUsp CS (endosomes)  Sfp47

Ubps Q09879 Ubp15p UsP7 USP, MATH CS (Golgi) Ftp105

Ubp6 Q92353 Ubp6p USP14 USP, UBL N 26S proteasome

Ubp7 Q9P7S5 Ubp11p UspP45 usp C

Ubp8 Q09738 Ubp8p Usp22 USP, ZnF-UBP N SAGA subunits

Ubp9  Q9P7V9 Ubp9p, USP12, usp N, CS (cell tips,  Bun62, Bun107
Ubp13p USP46 septum)

Ubp11  Q9UUD6 NA NA UsP M Tom70

Ubp12 060079 Ubp12p USP4, USP15  USP, DUSP N, C

Ubp14 Q11119 Ubp14p USP5 USP, ZnF-UBP, UBA N

Ubp15  Q9UTT1 Ubp15p usp7 USP, MATH N, CS

Ubpl6 074442 Ubp10p NA usp No

Uch1 Q10171 Yuh1p UCHL3 UCH N, C

Uch2 Q9UUB6 NA UCHL5 UCH NE 26S proteasome

Otul 013974 Otulp YOD1 oty N, C Cdc48

Otu2 Q9UUK3 Otu2p OTUD6B oty ©

Sst2 Q9P371 NA STAMBP JAMM CS (endosomes)

Rpn11  P41878 Rpn11p PSMD14 JAMM NE 26S proteasome

Tabla2: Localizaciones e interacciones proteicas de las UBPs de S. pombe. Adaptada

de Kouranti 20

10.

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

tanti 2010.
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Ya que la localizacién de Ubp15 y Ubp1l6, si se correspondia con la descrita para
PCNA, decidimos ahondar mas en el estudio de ambas proteinas, construyendo
nuestras propias versiones etiquetadas de las mismas. Con el propésito de averi-
guar si dichas proteasas co-localizaban de algin modo, (algo esperado ya que nues-
tros resultados las revelaban como posibles desubiquitinasas de PCNA), construi-
mos un mutante con las proteinas Ub15 y Ubp16 etiquetadas con GFP (del inglés
Green Fluorescent Protein) y RFP (del inglés Red Fluorescent Protein) respectiva-
mente. En contra de lo esperado, la observacion de dicho mutante revelé que no
existia co-localizacion entre las desubiquitinasas (Figura 18A).

Para un analisis mas detallado de la localizacién de Ubp16, construimos un mutante
con la proteasa etiquetada con GFP y con la proteina Cutll (proteina localizada en
la membrana nuclear) etiquetada con RFP. Tal y como se muestra en la Figura 18B,
en ningun momento del ciclo celular la desubiquitinasa sale de su localizacién nu-
cleolar.

GFP+RFP

GFP RFP

GFP RFP GFP+RFP

Figura 18: Analisis por microscopia de fluorescencia de las desubiquitinasas Ubp15
y Ubp16. Para descricion ver texto.

Ubp15-GFP Ubp16-mRFP

Ubp16-GFP Cutl1l-mRFP

52



Resultados

5.Eliminacion de Ubp2 y Ubp5 de nuestro estudio

A tenor de los resultados obtenidos para Ubp2 y Ubp5, era complicado decidir si se
debia continuar o no con el analisis de estas proteinas. Es por ello que en este mo-
mento, nos planteamos la necesidad de disefiar algin tipo experimento, que res-
pondiese de forma concluyente a la pregunta de si estas proteasas podian tener o
no, una implicacién directa en el proceso de desubiquitinacién de PCNA en levadu-
ra de fisidn.

5.1 Ubp2

Respecto a Ubp2, solo el fenotipo de acumulacidn de formas muy poliubiquitinadas
de PCNA observado en la delecidn, hacia pensar que su implicacion era directa, ya
gue tanto el resultado de su sobre-expresion, como su localizacién citoplasmatica,
hacian pensar lo contrario.
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Figura 19: Ubp2 no es capaz de desubiquitinar las formas monoubiquitinadas de
PCNA. A: Esquema de las proteinas implicadas en la ubiquitinacion de PCNA en la
levadura de fisién. B: Andlisis de la ubiquitinacion de PCNA en los mutantes descri-
tos. Se recogieron muestras de cultivos asincronos (izquierda en “negro”) y de culti-
vos tratados durante 3 horas con MMS 0.01% (derecha en “rojo”). Como revela el
Western blot, la cantidad de PCNA monoubiquitinado en los mutantes simples
Aubcl3 y Arad8, es la misma que en los mutantes dobles Aubp2 Aubcl3, y Aubp2
Arad8, lo que indica que la proteasa Ubp2 no es capaz de desubiquitinar las formas
monoubiquitinadas de PCNA.
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Teniendo en cuenta que nuestro objetivo final era averiguar cdmo PCNA volvia a su
estado basal, es decir, desubiquitinado, para asi recuperar una replicacién normal
(la llevada a cabo por las polimerasas replicativas 6 y €), nuestro maximo interés se
centraba en aquellas proteasas capaces de desubiquitinar un PCNA monoubiquiti-
nado. Ya que el resultado observado en el mutante Aubp2, hacia pensar que, en el
caso de tener una implicacion directa en este proceso, la tendria en la desubiquiti-
nacion de las formas poliubiquitinadas, decidimos construir mutantes que permi-
tiesen intuir, si dicha proteasa podia o no estar implicada también en la desubiqui-
tinacion de PCNA monoubiquitinado, ya que de no ser asi, optariamos por la elimi-
nacién de dicha proteina de nuestro estudio. Los mutantes capaces de dar esa in-
formacion, serian aquellos que careciesen tanto de la proteasa Ubp2, como de al-
guna de las E2-E3 encargadas de ubiquitinar el PCNA monoubiquitinado (Rads,
Mms2 o Ubc13).

Construidos los mutantes mediante micromanipulacién, pasamos a analizar el esta-
do de ubiquitinacion de PCNA en los mismos, siguiendo el disefio experimental del
escrutinio inicial. Como se muestra en la Figura 19, la cantidad de PCNA monoubi-
quitinado en los mutantes dobles Aubp2 Aubc13 y Aubp2 Arad8 es la misma que en
los mutantes simples Aubp13 o Arad8 y no superior, como era de esperar si Ubp2 se
encargase de desubiquitinar las formas monoubiquitinadas de PCNA. Por lo tanto, a
raiz de este resultado decidimos abandonar el estudio de Ubp2 de nuestro trabajo.

5.2 Ubp5

En cuanto a Ubp5, solo el fenotipo del doble mutante Aubp5 Aubp16, nos hacia
pensar que podia tener una implicacidn directa en nuestro proceso a estudio, ya
que ni el resultado de su sobre-expresidn (variaciones sutiles y variables) ni el de su
localizacién (citoplasmatica), apoyaban la hipotesis de que pudiese ser una de las
proteasas encargadas de desubiquitinar PCNA en la levadura de fisidn. Sin embargo,
a pesar de estos datos nada concluyentes, debido a un dato mas presentado en el
trabajo de Kouranti y colaboradores, decidimos no apartarla de nuestro estudio.

Como ya hemos mencionado, la localizacidn wt descrita para Ubp5 era citoplasma-
tica, sin embargo, Kouranti y colaboradores, observaron como en ausencia de
Ftpl05 (Ubp5 potential transmembrane protein of 105 kDa, proteina descubierta
por los autores por co-purificar siempre con Ubp5), Ubp5 presentaba una localiza-
cién nuclear difusa (Figura 20A). Este resultado nos hizo pensar, que quiza una pe-
quefna parte de Ubp5 podria localizarse de forma basal en el nucleo, aunque tan
pequefia que ésta no pudiese ser detectada por microscopia. Es importante recor-
dar que la localizacion descrita en dicho trabajo, se debe a una versién etiquetada
de la proteina con GFP en su extremo carboxilo y que dicha etiqueta podria estar
alterando la localizacion per se de la proteina.

Dentro de este contexto, nos planteamos la posibilidad de que quiza forzando su
localizacién nuclear, podriamos averiguar si Ubp5 tenia o no un papel en el proceso
de desubiquitinacién de la abrazadera (aunque este fuese residual). Asi, para lograr
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dicha localizacién, decidimos seguir dos estrategias diferentes, por un lado constru-
yendo el mutante descrito Aftp105 y por otro afiadiendo una seial de localizacion
nuclear denominada NLS (del inglés Nuclear Localization Signal) a Ubp5. Ademas,
siguiendo esta Ultima estrategia de “etiquetas de localizacién”, decidimos construir
un mutante mas con la sefial NES (del inglés Nuclear Export Signal) para Ubp5, con
el fin de sacar la supuesta pequefia cantidad de proteasa localizada en el nucleo, y
ver asi su efecto sobre el estado de ubiquitinacién de PCNA.
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Figura 20: Analisis de la proteasa Ubp5: localizacion y estado de ubiquitinacion de
PCNA. A: La proteasa Ubp5 se encuentra localizada en el citoplasma en células wt,
sin embargo, dicha localizacidon parece depender de la proteina Ftp105, ya que en
ausencia de ella, la proteasa presenta una localizacidon nuclear difusa (Figura modifi-
cada de Kouranti 2010). Dicha localizacién, también se puede observar al afiadir un
sefial NLS (B). C: Analisis de la ubiquitinacion de PCNA en mutantes con sefiales NLS y
NES que alteran la localizacion wt de la proteasa Ubp5. Los carriles en “rojo” se co-
rresponden con las muestras tratadas durante 3 horas con MMS 0.01%. Para la des-
cripcion del resultado ver texto. D: Analisis bioquimico del estado de ubiquitinacion
de la abrazadera en mutantes que presentan una localizacidn nuclear para Ubp5 en
condiciones de expresion normales (Aftp105) y aumentadas (nmtl1 ubp5 Aftp105).
Como en todos los analisis de sobre-expresion bajo el promotor nmtl1, se siguio el
mismo disefio experimental que en los casos anteriores (ver esquemas Figura 15A y
Figura 16A) . Para la descripcion del resultado, ver texto.
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De nuevo, una vez construidos los mutantes Aftp105, ubp5-GFP-NLS y ubp5-GFP-
NES , procedimos al analisis del estado de ubiquitinacién de PCNA en los mismos,
con el propdsito de confirmar la implicacidn o no de Ubp5 en la desubiquitinacién
de la abrazadera. Asi, en caso afirmativo (es decir, en el caso de que Ubp5 desubi-
quitinase a PCNA), los mutantes con localizacién nuclear para Ubp5 (Aftp105 vy
ubp5-GFP-NES) presentarian menor cantidad de PCNA ubiquitinado que el tipo sil-
vestre; mientras que el que sacase a la proteasa del nucleo, presentaria el patron
contrario (es decir mas cantidad de PCNA ubiquitinado que el tipo silvestre).

Como se muestra en la Figura 20C, el analisis de los mutantes ubp5-GFP-NLS vy
ubp5-GFP-NES, revelaba que la proteasa Ubp5 no debia estar implicada en el proce-
so de desubiquitinacién de PCNA, ya que tanto el mutante “NLS” como el “NES”
presentaban el mismo patrdn y nivel de ubiquitinacién de PCNA que el tipo silves-
tre. Sin embargo, el andlisis del mutante Aftp105 no corrobord el resultado de los
mutantes “etiquetados”, ya que en contra de todo prondstico, dicho mutante pre-
sentd mas cantidad de PCNA ubiquitinado que el tipo silvestre (Figura 20D). Debido
a la poca informacién disponible hasta la fecha de ambas proteinas (Ubp5 vy
Ftp105), no podemos descartar que este fenotipo de acumulacién se deba sola-
mente a una lenta progresién por Fase S y no por una implicacién directa de ambas
en la regulacion de la ubiquitinacidn de PCNA.

Ante la suma de tantos resultados negativos, parecia légico pensar que Ubp5 no
debia estar implicada en la desubiquitinacién de la abrazadera, y que por lo tanto la
debiamos eliminar de nuestro estudio. Sin embargo, ya que no estdbamos comple-
tamente seguros de que esa fuese la decisidn correcta, decidimos construir un mu-
tante mas cuyo andlisis arrojase algo de luz a nuestro dilema.

El mutante elegido fue nmt1 ubp5 Aftp105, mutante capaz de sobre-expresar Ubp5
en el nucleo. Como se muestra en la Figura 20D, las muestras tratadas con MMS de
dicho mutante, mostraban mucha menos cantidad de PCNA modificado que las
muestras tratadas del mutante Aftp105, resultado que apoyaba la idea de que
Ubp5 podria ser una de las proteasas encargadas de desubiquitinar a PCNA. Por la

tanto, a raiz de este resultado, decidimos no descartar a dicha proteasa de nuestro
estudio.

6. Analisis del triple mutante Aubp5 Aubp15 Aubpl6

A pesar de estos nuevos datos, tan endebles como contradictorios, decidimos dar
un paso mas en el andlisis de Ubp5 construyendo el triple mutante Aubp5 Aubp15
Aubp16, barajando la posibilidad de que aunque su papel en la desubiquitinacidon
de PCNA debia ser muy débil, si podia ser crucial o al menos importante, en ausen-
cia de las otras dos proteasas.
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Con el fin de demostrarlo, una vez construido dicho mutante por micromanipula-
cion, analizamos cdémo era en él el estado de ubiquitinacidn de la abrazadera, de tal
forma que si se confirmaba nuestra hipdtesis, dicho mutante presentaria mayor
cantidad de PCNA ubiquitinado que el mutante doble Aubp15 Aubp16.

La construccion de dicho mutante fue muy complicada, posiblemente porque la
falta de las tres UBPs altera muchos procesos celulares (como probablemente la
segregacion de esporas y de ahi la dificultad para conseguirlo). En efecto, una vez
construido, pudimos observar cémo células carentes de las tres UBPSs, presentaban
formas aberrantes (datos no mostrados), asi como un crecimiento extremadamente
lento. Sin embargo, a pesar de las dificultades que conllevd trabajar con este mu-
tante, conseguimos analizar el estado de ubiquitinacién de PCNA en él y comparar-
lo con el de los mutantes dobles. Como se muestra en la Figura 21, a pesar de los
fenotipos descritos, este mutante no presentaba mayor acumulacidén de PCNA ubi-
quitinado que los mutantes dobles, resultado que una vez mas nos hizo pensar que
Ubp5 no estaba implicada en la desubiquitinacion de la abrazadera.

A partir de este momento, tras analizar todos los resultados obtenidos para Ubp5,
sumado al hecho de la gran dificultad que conllevaba trabajar con el triple mutante
Aubp5 Aubpl5 Aubpl6, decidimos, ahora si, apartar a dicha proteina de nuestro
estudio.
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Figura 21: Analisis del estado de ubiquitiancion de PCNA en el triple mutante
Aubp5 Aubp15 Aubpl16. Con el fin de averiguar si Ubp5 estaba implicada en el pro-
ceso de desubiquitinacion de PCNA, construimos un triple mutante Aubp5 Aubpl5
Aubpl6. Las células fueron una vez mas dafiadas con MMS 0.01% durante 3 horas
(muestras en “rojo”). La preparacién de los extractos proteicos asi como las condi-
ciones de Western blot seguidas, fueron las mismas que en los experimentos ante-
riores.
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7. Sobre-expresion del resto de UBPs nucleares

Dado que los resultados obtenidos hasta el momento, no fueron en muchos de los
casos concluyentes, temiamos haber obviado a alguna otra UBP si implicada en el
proceso a estudio, por no haber dado un fenotipo de acumulacién claro en los cri-
bados iniciales. Por eso, basandonos en las localizaciones descritas para las DUBs
por Kouranti y colaboradores (Kouranti et al. 2010), decidimos comprobar qué ocu-
rria con la ubiquitinacién de la abrazadera cuando se sobre-expresaban en la célula
cada una de las DUBs localizadas en el nucleo, es decir: Ubp6, Ubp8, Ubp9, Ubpl2y
Ubp14.

Una vez mas, para construir estos mutantes de sobre-expresion, se introdujo por
transformacion con Acetato de Litio el promotor nmt1 delante de cada ORF. Una
vez hechas las comprobaciones pertinentes en cada uno de los transformantes, se
procedio a la recogida de muestras y al andlisis posterior de las mismas, siguiendo
el mismo disefio experimental que con la sobre-expresion de Ubpl6. Como se
muestra en al Figura 22, sélo la sobre-expresion de Ubp12 produjo un descenso en
la cantidad de PCNA modificado, por lo que a partir de este momento y en base a
este resultado, Ubp12 fue considerada como la tercera posible desubiquitinasa de
PCNA en S. pombe.
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Figura 22: La sobre-expresion de la UBP nuclear Ubp12, disminuye la ubiquitina-
cion de PCNA en S. pombe. Siguiendo el esquema mostrado en A, se recogieron
muestras de células capaces de sobre-expresar Ubp12, asi como de un wt como con-
trol. Como se muestra en B, la sobre-expresion de dicha proteasa (al igual que Ubp15
y Ubp16) es capaz de desubiquitinar a PCNA en condiciones de sobre-expresion. El
carril mostrado en “rojo” se corresponde con las muestras tratadas durante 3 horas
con MMS 0.01%, y el carril “18”, se corresponde con las muestras crecidas durante
un total de 18horas (15+ 3) en MM sin tiamina.
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8. Analisis del triple mutante Aubp12 Aubp15 Aubp16

A partir de este momento, basandonos en todos los resultados anteriores, decidi-
mos centrar nuestro trabajo en el analisis de las UBPs 12, 15y 16.

Ya que la delecién de Ubp12 no dio ningun fenotipo, ni sola ni en combinacién con
la de Ubp16 o Ubp15 (datos no mostrados), pensamos que su papel en la desubi-
quitinacion de PCNA, debia ser menos importante que el de las anteriores, aunque
quiza imprescindible en ausencia de ellas. Con el fin de averiguarlo, construimos el
triple mutante Aubp12 Aubpl5 Aubpl6, para analizar el estado de ubiquitinacion
de la abrazadera en él, ya que de confirmarse nuestra hipdtesis, este mutante mos-
traria mayor cantidad de PCNA ubiquitinado que los mutantes dobles.

Tal y como se observa en la Figura 23 (a diferencia del mutante Aubp5 Aubpl5
Aubpl6, donde no observamos mas aumento de PCNA modificado), el triple mu-
tante Aubp12 Aubp15 Aubp16 acumula mas PCNA monoubiquitinado que el mutan-
te doble Aubp16 Aubpl5 (aunque curiosamente en él no se observa PCNA poliubi-
quitinado). Este resultado, sumado al fenotipo observado en la sobre-expresién,
ratificaba la idea de que Ubp12 era la tercera proteasa encargada de la desubiquiti-
nacidn de PCNA en la levadura de fisidn.
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Figura 23: Analisis de la ubiquitinacion de PCNA en el triple mutante Aubpi2
Aubp15 Aubpl6. Se recogieron muestras asincronas y tratadas durante 3 horas con
MMS 0.01%, de las cepas Aubpl2, Aubpl5, AUbpl6, Aubpl2 Aubpl6, Aubpl5
Aubpl6, Aubpl2 Aubpl5 Aubpl6, asi como de un wt como control. La preparacion
de extractos proteicos y condiciones de Western blot, fueron las mismas que las des-
critas anteriormente. Las muestras en “rojo” una vez mds hacen referencia a las célu-
las tratadas con MMS.

8.1 Bloqueo y liberacion con MMS en Aubp12 Aubp15 Aubp16

Como en los casos anteriores, después de comprobar la gran cantidad de PCNA
modificado que se acumulaba en el triple mutante Aubp12 Aubpl5 Aubp16, quisi-
mos averiguar si dicha acumulacidon se mantenia constante en el tiempo, o como
ocurria en el caso de los mutantes simples, desaparecia al eliminar el dafio del me-

59



Resultados

dio. Para averiguarlo, tratamos con MMS 0.01% durante 3 horas al triple mutante y
a una cepa silvestre como control, y a continuacion, tras eliminar el dafio del me-
dio, recogimos muestras de las células creciendo en esas condiciones sin dafio, has-
ta 6 horas después. Una vez procesadas las muestras y sometidas a un andlisis de
Western blot, pudimos comprobar en contra de lo esperado, que aunque no fue
mucho el descenso observado, la cantidad de PCNA ubiquitinado no se mantenia
completamente constante a lo largo del tiempo (Figura 24).
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Figura 24: Analisis del estado de ubiquitinacion de la abrazadera en el mutante
Aubp12 Aubpl5 Aubp1i6 al eliminar el dafio del medio. Siguiendo el esquema des-
crito en A, se tomaron 8DO de cada muestra y se procesaron como en los casos an-
teriores. Como se observa en B, a las 6 horas de la liberacién del MMS, el triple mu-
tante presentaba un ligero descenso en la cantidad de PCNA modificado, sugiriendo
la posibilidad de que algun otro proceso debia encargarse de la eliminacion de dicho
PCNA modificado.

9. Anadlisis de las versiones cataliticamente inactivas de
Ubp15 y Ubpl6

Como se menciond al principio, Ubp16, Ubp15 y Ubp12 son cisteinas proteasas per-
tenecientes a la subfamilia de DUBs denominada USP/UBP. Ya que su dominio cata-
litico estd muy bien caracterizado, se conoce cual es el residuo de cisteina que les
confiere la actividad catalitica a cada una de ellas.

Apoyandonos en este dato, decidimos construir versiones cataliticamente inactivas
(CS) de dichas proteasas, con el fin de averiguar si éstas tenian una funcion directa
0 no, en el proceso de desubiquitinacion de PCNA.

60



Resultados

La construccidn de cada una de las cepas mutantes se consiguié clonando la ORF en
el caso de Ubp16 y el ADNc en el caso de Ubp15 (ya que ésta posee dos intrones en
su ORF), en el Plasmido pREP 3X, siguiendo los pasos descritos en Materiales y Mé-
todos. A continuacidn, por mutagénesis dirigida, se mutd cada uno de los residuos
de cisteina (C134 en Ubp16 y C239 en Ubp15) a residuos de serina cataliticamente
inactivos. Una vez conseguidas las construcciones, se transformaron células caren-
tes de cada una de las UBPs correspondientes, con el fin de tener en la célula sdlo
la version proteica codificada por los pldsmidos construidos.

Conseguidas las cepas mutantes y de nuevo siguiendo el mismo disefio experimen-
tal para la sobre-expresion de Ubp16, procedimos a la recogida de muestras y a su
posterior andlisis por Western blot. Tal y como se muestra en la Figura 25, la sobre-
expresion de la versién inactiva de las proteinas Ubp15 y Ubp16, no es capaz de
desubiquitinar a PCNA como lo hace la versidon wt de las mismas, siendo de nuevo
la muestra dafada el momento mas claro para ver este resultado.

Los resultados para Ubp12 no se muestran, ya que en el momento de la redaccion

de esta tesis, no se habian conseguido los clonajes necesarios para la construccién
de la versiéon CS de dicha proteina.
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Figura 25: Las versiones cataliticamente inactivas de las proteinas Ubp16 y Ubp15
no son capaces de desubiquitinar a la abrazadera deslizante. Tras construir los
transformantes CS por mutagénesis dirigida, se indujo su sobre-expresion siguiendo
el esquema mostrado en A. El andlisis de Western blot (B y C) reveld que sélo la ver-
sién wt de ambas proteasas, era capaz de desubiquitinar PCNA.
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10. PCNA interactua in vivo con las UBPs Ubp15y
Ubp1e6.

El siguiente paso para poder corroborar que estas proteinas tenian una funcién di-
recta en el proceso de desubiquitinacion de PCNA, era demostrar que existia una
interacciodn fisica entre dichas proteasas y la abrazadera, tal y como se espera de un
complejo enzima-sustrato.

Con el fin de demostrar dicha interaccidn, se construyeron cepas que contenian
versiones etiquetadas de las proteinas implicadas (las UBPs con el epitopo 13Myc y
PCNA con 3Flag).
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Figura 26: Ubp15 y Ubp16 interaccionan con PCNA tanto en células asincronas co-
mo en las dafadas con MMS. Se recogieron muestras asincronas y tratadas con
MMS (esquema mostrado en A) de células ubp15:13Myc pcnl:3Flag y ubpl6:13Myc
pcnl:3Flag. Después de la obtencion de los extractos proteicos en condiciones nati-
vas, se inmunoprecipitd PCNA en ambos casos utilizando el anticuerpo comercial
anti-Myc. Después de la electroforesis de proteinas, se reveld el Western blot con los
anticuerpos anti-Myc y anti-Flag, con el fin de averiguar la posible interaccién entre
las UBPs y la abrazadera. En la Figura 26B se muestra como efectivamente existe una
interaccion in vivo entre Ubp16 y PCNA tanto en la muestra de las células asincronas
como en las tratadas con MMS 0.01% durante 3horas. Los carriles marcados con el
simbolo “menos (-)” muestran el resultado de las muestras incubadas sin el anti-
cuerpo anti-Myc, lo que demuestra que dicha interaccion es especifica de la presen-
cia de PCNA. En la Figura 26C se muestra el resultado para la interaccion entre
Ubp15 y la abrazadera. Aunque la figura muestre aparentemente mas interaccion en
el carril correspondiente a la muestra asincrona que en la tratada con MMS, creemos
que se debe al hecho de que la inmunoprecipitacién de PCNA en esas condiciones ha
sido mas efectiva.
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Para llevar a cabo el experimento de inmunoprecipitaciéon, se partié de 30ml de
cultivos crecidos a 30°C de cada una de las cepas etiquetadas. Una vez alcanzada la
fase exponencial, se dividié a cada cultivo en dos, aumentando el volumen de cada
uno hasta 50ml, pero afiadiendo sélo a uno de ellos MMS al 0.01%. Después de 3
horas en cada una de las condiciones, con y sin dano, se recogieron las células por
centrifugacion para su posterior analisis.

A partir de estas muestras se obtuvieron los extractos proteicos en condiciones na-
tivas, para a continuacion llevar a cabo la inmunoprecipitacion, tal y como se des-
cribe en el correspondiente apartado de Materiales y Métodos.

Ya que en el momento de la redaccidn de esta tesis tampoco se disponia de la cepa
necesaria para demostrar la interaccion fisica entre la abrazadera y Ubp12, de nue-
vo so6lo podemos mostrar el resultado obtenido para las proteasas Ubp15 y Ubp16.

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

11. Ubp16 desubiquitina PCNA in vitro

Los resultados anteriores demostraban que al menos las UBPs 15 y 16 (y muy posi-
blemente también la 12) eran las proteinas encargadas de regular la desubiquitina-
cion de PCNA in vivo. Sin embargo, no disponiamos de ninguna evidencia in vitro
que demostrase que efectivamente estas proteasas fuesen capaces de desubiquiti-
nar PCNA directamente. Con tal propdsito, decidimos realizar un ensayo de desubi-
quitinacion in vitro, utilizando a cada una de las UBPs purificadas como enzimas de
la reaccidon y como sustrato a inmunoprecipitados de PCNA. De nuevo, en el mo-
mento de la redaccion de esta tesis, solo disponiamos de las construcciones nece-
sarias para Ubp16, ya que los clonajes con Ubp12 y Ubp15 no fueron técnicamente
posibles, probablemente debido al gran tamafio de estos genes (2.9Kb ubpl2 vy
3.4Kb ubp15). Por este motivo, a continuacién sélo explicaremos el desarrollo y el
resultado del ensayo realizado con la desubiquitinasa Ubp16.

Para poder llevar a cabo el ensayo de desubiquitinacién, necesitdbamos en primer
lugar conseguir grandes cantidades de ambas proteinas. Ya que la ORF de Ubp16 no
presentaba ningun intrén, decidimos purificarla a partir de E. coli. Para ello, clona-
mos las ORFs wt y CS (con el fin de utilizarla como control negativo) etiquetadas con
3Flag, en el vector pGEX-6P-1. A continuacidn, se transformaron células de E. coli de
la estirpe BL21 con cada una de las construcciones, con el fin de producir la sobre-
expresion de dichas proteinas y su posterior purificacion tal y como se describe en
Materiales y Métodos.

En cuanto a la obtencidn del sustrato PCNA, contdbamos con un gran problema de
partida, y es que para llevar a cabo el ensayo con éxito, necesitdbamos partir de

una gran cantidad de PCNA ubiquitinado, y en condiciones normales, es decir, en
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Figura 27: Ubp16 desubiquitina a PCNA in vitro. Con el fin de demostrar la actividad
desubiquitinadora de Ubp16 sobre PCNA, se realiz6 un ensayo in vitro utilizando pu-
rificados a partir de E. coli de la version wt de la proteasa, asi como de la CS para
utilizarla como control negativo de la reaccién. Se inmunoprecipité PCNA a partir de
células mutantes Aubp15 Aubpl6 cdc25.22 PCNA:3Flag, recogidas en el momento
del ciclo sefialado en A (100minutos), ya que era en ese mutante y en ese momento
del ciclo celular cuando mas PCNA modificado se podia inmunoprecipitar. En las Fi-
guras B y C se muestra el resultado del ensayo in vitro llevado a cabo, en el que con
dos exposiciones diferentes, se puede observar cdmo sélo la versiéon wt de Ubp16, es

capaz de desubiquitinar tanto las formas mono- como las poli-ubiquitinadas de
PCNA.

células wt asincronas, es muy poca la cantidad de éste que se encuentra modifica-
do. Por lo tanto, tras revisar resultados de experimentos anteriores, decidimos in-
munoprecipitar PCNA a partir de células mutantes Aubpl5 Aubpl6 cdc25.22
PCNA:3Flag, recogidas 100 minutos después de su liberacién a 25°C (tras un blo-
queo previo de 4 horas a 36°C), ya que en ese mutante y en ese momento del ciclo
celular, fue donde mas cantidad de PCNA ubiquitinado pudimos observar. Tras la
inmunoprecipitacion de PCNA (ver Materiales y Métodos) se realizd el ensayo in
vitro propiamente dicho. Para ello, se incubd la misma cantidad de PCNA en dos
alicuotas diferentes, con cada una de las versiones de la proteina Ubp16, la wt y la
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CS, utilizando el tampdn descrito en Huang et al 2006. La reaccién se incubé a 30°C
en agitaciéon durante doce horas. A continuacidn, se separaron las proteinas por
electroforesis en SDS-PAGE vy tras la transferencia a membranas de nitrocelulosa y
posterior incubacidn con los anticuerpos necesarios (anti-PCNA para la abrazadera
y anti-Flag para Ubp16), comprobamos el resultado por auto-radiografia, donde
pudimos observar como se muestra en la Figura 27, que solo la versiéon wt de
Ubp16 es capaz de desubiquitinar a la abrazadera.

12. Consecuencias celulares de la ausencia o de la so-
bre-expresion de las desubiquitinasas de PCNA

Una vez demostrado que Ubp12, Ubpl15 y Ubp16 (aunque a falta de algun dato en
el caso de Ubp12 y Ubp15) eran las proteasas encargadas de desubiquitinar PCNA
en la levadura de fisién, decidimos averiguar qué consecuencias tendria para la cé-
lula, tanto la falta de ellas como su sobre-expresién, por estar probablemente im-
plicadas a través de PCNA, en la regulacidn de las rutas de tolerancia al dafio.

12.1 Consecuencias de la sobre-expresion de las UBPs

Como se ha mostrado en el apartado anterior, la sobre-expresién de estas protea-
sas se traduce en una ausencia total (en el caso de Ubp16 y Ubp12) o en una gran
disminucién (en el caso Ubp15) de PCNA ubiquitinado. Y como ya se menciond en
la introduccion, de la ubiquitinaciéon de la abrazadera depende la activacion de las
rutas de tolerancia al dafio, por lo que la hipdtesis obvia surgida a partir de estos
datos, sugeria que estas células, incapaces de ubiquitinar PCNA, deberian ser muy
sensibles al dafio.

A fin de demostrar tal hipdtesis, decidimos realizar un ensayo de sensibilidad de
dichas células (es decir, de aquellas que sobre-expresaban cada una de las UBPs)
frente a diferentes agentes que dafian el ADN. Sin embargo, debido a la necesidad
de pasar a las células por dos medios de cultivo diferentes (MM con y sin tiamina)
para producir la sobre-expresién de las proteinas (siendo necesario un minimo de
12horas en MM sin tiamina, para inducir el promotor nmt1), resultaba imposible
llevar a cabo dicho andlisis por medio de un “ensayo de gota” tradicional en placas
de YES. Por este motivo, decidimos realizar dicho ensayo de sensibilidad en placas
Microtiter de 96 pocillos, donde si era posible crecer a las células en las condiciones
necesarias para llevar a cabo la induccidn.

El desarrollo del experimento se hizo siguiendo el esquema mostrado en la Figura
28A. En primer lugar partimos de cultivos saturados en YES, de cada una de las ce-
pas que sobre-expresaban las UBPs (Ubpl15 y Ubp16, ya que en el momento de la
realizacién de este experimento aun no se disponia de una cepa capaz de sobre-ex-
presar Ubp12), junto con un wt y un mutante Arhp18 (E3 encargada de ubiquitinar
a PCNA) llevado como control positivo, debido a su conocida hipersensibilidad a las
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Figura 28: Ensayo de sensibilidad de las cepas que sobre-expresan las UBPs. A: Es-
guema seguido para el desarrollo del experimento. Tras medir todas las muestras a
lo largo de 5 dias, se analizaron todos los datos y se representaron en los graficos
mostrados en B, donde se puede observar cdmo en ausencia de tiamina (condicio-
nes en las que el promotor esta inducido), el crecimiento de las células se ve muy
disminuido, debido a que estas células no son capaces de activar las rutas de tole-
rancia al dafio, por su incapacidad para mantener PCNA ubiquitinado. En C se mues-
tran fotografias del crecimiento de dichas cepas en presencia de ET-743 (de menor a
mayor concentracion de izquierda a derecha), droga en la cual se observé uno de los
fenotipos mas acentuados para la cepa nmt1 ubp16.

drogas utilizadas en nuestro experimento. De cada cultivo saturado, sembramos 1pl
por duplicado en dos columnas diferentes de una placa Microtiter (a la que previa-
mente habiamos afiadido 150ul de volumen de MM mas tiamina en cada pocillo),
dejandolas crecer a 30°C durante toda la noche. Al dia siguiente, con el fin de eli-
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minar la tiamina del medio, centrifugamos y lavamos tres veces las células con MM
sin tiamina. Tras esos lavados, afiadimos a una de las columnas de nuevo MM mas
tiamina, mientras que a la otra le afadimos MM sin tiamina, con el fin de producir
la induccién del promotor nmtl1. Una vez afiadido el medio a todos los pocillos, se
dejé crecer a las células a 30°C durante 14 horas, tiempo suficiente para que en las
células crecidas en MM sin tiamina, se produjera la sobre-expresion de las protei-
nas a estudio y por lo tanto, para que pudieran desubiquitinar PCNA. Después de
esas 14 horas por medio de un replicado se pasé a cada una de las cepas crecidas
en las dos condiciones (con y sin tiamina) a sus correspondientes placas de MM
(con y sin tamina), con 12 concentraciones diferentes de las drogas MMS, 4NQO,
Cisplatino, ET-743 y Zalypsis (estas dos ultimas cedidas por el Dr Moreno y el Dr Bo-
tet). Una vez terminadas todas las réplicas, se dejaron crecer todas las placas a
30°C, controlando su crecimiento mediante analisis en espectofotémetro cada 12
horas durante las primeras 72 horas y cada 24h a partir de entonces, durante un
total de 5 dias.

Tal y como esperdbamos, el crecimiento de las células mutantes, fue muy diferente
en funcién del medio de cultivo (Figura 28B). De forma que, mientras que no se
observé ningun tipo de sensibilidad a ninguna de las drogas en las células crecidas
en MM con tiamina (promotor apagado), si pudimos observar una clara sensibilidad
a todas ellas (siendo extremadamente sensibles a ET-743), en las células crecidas en
ausencia de tiamina (promotor inducido). Aunque el patrén de crecimiento fue el
mismo en ambas proteasas, es importante remarcar que de nuevo el fenotipo mas
extremo se observo en la sobre-expresion de Ubp16, resultado que concordaba con
la hipdtesis de que ésta era la proteasa que llevaba el mayor peso en la desubiqui-
tinacién de PCNA en S. pombe.

12.2 Consecuencias de la falta de las UBPs

Mucho mas sencillo resulté el analisis de las consecuencias de la falta de las UBPs
en la célula, ya que en esta ocasién si fue posible realizar el tradicional ensayo de
gota. Nuestra hipdtesis de partida consistia en que, dado que la falta de estas pro-
teinas producia un aumento de PCNA ubiquitinado, se deberia producir en ellas una
sobre-estimulacion de las rutas de tolerancia al dafio y por lo tanto una mayor re-
sistencia a agentes que dafan el ADN.

El “ensayo de gota” se llevo a cabo tal y como se describe en Materiales y Métodos
y el resultado final se muestra en la Figura 29, donde sélo Ubp16 mostrd una ligera
resistencia a MMS y cisplatino. Es importante sefialar, que nuestro resultado con-
tradice el trabajo publicado por Gatti y colaboradores, donde tras un analisis masi-
vo de sensibilidad a cisplatino en la levadura de fision, identifican al mutante
Aubp16 como hipersensible a esta droga(Gatti et al. 2011).
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Figura 29: Ensayo de sensibilidad a MMS vy cisplatino de los mutantes simples
Aubp12, Aubpl15 y Aubp1l6. En esta ocasion se utilizd el mutante Arad3 como control
positivo, por su conocida sensibilidad a estas drogas. Como se observa, sélo el mu-
tante Aubp16, presenté una ligera resistencia a las drogas mencionadas.

13. Complementacion en S. cerevisiae

Gallego y colaboradores describieron recientemente a Ubp10 como la proteina en-
cargada de desubiquitinar PCNA en la levadura de gemacidn. A pesar de la baja
identidad, Ubp16 esta considerada como la proteina ortéloga de Ubp10 en S. pom-
be (precisamente, la UBP que ha demostrado cumplir todos los requisitos para ser
identificada como la desubiquitinasa de PCNA en la levadura de fision).

Con el fin de demostrar la existencia de una homologia funcional, decidimos clonar
las UBPs identificadas en S. pombe, en S. cerevisiae. Sin embargo, una vez mas, los
clonajes de Ubp12 y Ubp15 en el plasmido de S. cerevisiae utilizado como vector
(YIPG3), no fueron posibles, por lo que a continuacion sdélo se describiran los resul-
tados obtenidos para la proteina Ubp16.

Siguiendo las técnicas de clonaje descritas en Materiales y Métodos, clonamos la
ORF (obtenida por PCR a partir de ADN gendmico) de las versiones wt y CS de
Ubp16, en el plasmido de S. cerevisiae YIPG3, en el que se encuentra el promotor
de sobre-expresidn GAL (promotor reprimido en presencia de glucosa e inducido en
presencia de Galactosa, GAL). Una vez clonadas ambas versiones de Ubp1l6, si-
guiendo el protocolo de transformacién de S. cerevisiae , construimos cepas wt y
Aubp10 de la levadura de gemacién capaces de sobre-expresar las dos versiones de
Ubpl6 de S. pombe.

Para llevar a cabo el experimento, partimos de 30ml de cultivo de cada uno de los
transformantes, junto con una cepa tipo silvestre y otra Aubp10 como controles,
creciendo en YPA mas Rafinosa 2% (condiciones en las que el promotor GAL estd
apagado). Una vez alcanzada la fase exponencial se dividid al cultivo en dos con el
fin de producir dafio con MMS 0.02% en dos condiciones diferentes; por un lado
con el promotor apagado (cultivo creciendo en las condiciones iniciales de Rafinosa
2%), y por otro lado con el promotor inducido (cultivo creciendo en Galactosa 2%).
Una hora después se recogieron las muestras (5D0) y se prepararon los extractos
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proteicos siguiendo el mismo protocolo de TCA que para S. pombe. 8l de esos
extractos fueron analizados por Western blot utilizando para la deteccion de PCNA

el anticuerpo anti-pol30 cedido por el Dr. Kaufmann.
Como se observa en la Figura 30, la sobre-expresion wt de Ubp16 de S. pombe en la
levadura de gemacién, desubiquitina el PCNA modificado (tanto mono- como po-

liubiquitinado) de dicha levadura (tanto en presencia como en ausencia de Ubp10),
confirmando asi que Ubp16 es la proteina equivalente a Ubp10.

A B
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wt 16sp  CS1é6Sp
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Figura 30: Ubp16 de S. pombe desubiquitina PCNA de S. cerevisiae. Una vez cons-
truidos los transformantes de S. cerevisiae capaces de sobre-expresar la UBP de S.
pombe, analizamos el estado de ubiquitinacién de PCNA en los mismos, en las condi-
ciones de promotor apagado (OFF) e inducido (ON). Las muestras en “rojo” se co-
rresponden con las células tratadas 1 hora con MMS 0.02%. A: La sobre-expresion de
Ubp16 desubiquitina PCNA mono y poliubiquitinado de la levadura de gemacidn,
tanto en un fondo wt como Aubp10. B: La version CS de la proteasa no es capaz de
desubiquitinar PCNA de S. cerevisiae.

Como ya se menciond en la introduccion, antes del descubrimiento de Ubp10 como
la enzima desubiquitinadora de PCNA en S. cerevisiae, ya se le habia atribuido como
sustrato (al igual que Ubp8) la histona H2B (Emre et al. 2005; Gardner et al. 2005;
Schulze et al. 2011). Aunque fuera de nuestra linea argumental en el estudio de la
tolerancia al dafio, decidimos averiguar si la proteina ortéloga Ubpl6, también te-
nia como sustrato a dicha histona en la levadura de fision (ver Figura 38 Apéndice).

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

Demostrada la homologia funcional, el siguiente paso en nuestro trabajo, consistid
en demostrar si dicha sobre-expresién en la levadura de gemacién, se traducia al
igual que en S. pombe, en una hipersensibilidad a los agentes que dafan el ADN.

Para ello realizamos un ensayo de sensibilidad a diferentes agentes, creciendo las
células que sobre-expresan Ubp16 en las condiciones necesarias para mantener el
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Figura 31: Ensayo de sensibilidad de la levadura de gemacion. Las células de S. cere-
visiae capaces de sobre-expresar Ubpl6 de S. pombe, son sensibles a agentes que
dafian el ADN.

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

14. Analisis de la ubiquitinacion de PCNA a lo largo del
ciclo celular

El modelo actualmente aceptado para la ubiquitinacién de PCNA en respuesta al
daiio en el ADN, asume que se desencadena por el estancamiento de la maquinaria
de replicacion en esos sitios de dafo, de forma que la monoubiquitinacién de la
abrazadera servira para mediar el cambio entre las polimerasas replicativas y las
TLS, y la poliubiquitinacién para activar la ruta libre de dafios (Hoege et al. 2002;
Stelter and Ulrich 2003).

Estd implicito por lo tanto en este modelo, que la ubiquitinacién de PCNA en res-
puesta a los dafios es un proceso especifico de Fase S, y como tal se ha descrito en
S. cerevisiae (Hoege et al. 2002), fibroblastos humanos (Kannouche and Lehmann
2004; Motegi et al. 2006; Brun et al. 2010), y Xenopus laevis (Leach and Michael
2005). Sin embargo, en S. pombe a diferencia de los anteriores, se ha publicado que
estas modificaciones (tanto mono como poli-ubiquitinacién) también ocurren tanto
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en una Fase S sin dafio exdgeno, como en G2 en presencia de dafio exdgeno
(Frampton 2006).

Basandonos en estos datos, nos parecio interesante para nuestro trabajo, averiguar
si la desubiquitinacion de la abrazadera era un proceso especifico de Fase S o por el
contrario, también ocurria en algun otro momento del ciclo celular. Para ello, como
primera aproximacion, decidimos analizar el estado de ubiquitinacion de PCNA en
células Aubp16, sincronizadas y dafiadas en diferentes fases del ciclo celular. La
eleccion de este mutante en primer lugar y no de otro, se debié a su facilidad para
trabajar con él (ya que los mutantes dobles presentaban un crecimiento mucho
mas lento) y al hecho de que era el mutante simple que mas formas modificadas de
PCNA acumulaba en presencia de dafio.

Para llevar a cabo las sincronizaciones, hicimos uso de los mutantes termosensibles
cdc25-22, cdc10-129 y cdc17-K12, por ser capaces de bloquearse en G2, G1y Fase S
respectivamente. El esquema general de estos experimentos, consistié en sincroni-
zar a las células en un momento del ciclo determinado, para a continuacidn produ-
cir dafio con MMS en esas mismas condiciones de bloqueo.
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36°C 4h l 36°C 2h
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cdc10-129 cdc2b-22

ASIN  SIN  MMS ASIN SIN MMS
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Figura 32: La ubiquitinacion de PCNA en la levadura de fision no es especifica de
Fase S. Se tomaron muestras de los mutantes de ciclo, tal y como se representa en el
esquema mostrado en A. En contra de lo descrito para la levadura de gemacion, las
células de S. pombe bloqueadas en G1 o en G2 en presencia de dafio, también son
capaces de ubiquitinar a la abrazadera (siendo dicha ubiquitinacién mayor en el mu-
tante Aubp16, en el caso del bloqueo en G2) (B). En el caso del bloqueo en Fase S (C),
la ubiquitinacién de PCNA en este punto del ciclo es tan grande, que apenas se apre-
cia aumento en presencia de dafo.
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La sincronizacidon en G2 se llevd a cabo por medio del mutante termosensible
cdc25-22. La proteina Cdc25 es la fosfatasa encargada de activar el complejo mitoti-
co Cdc2/Cdc13, siendo dicha activacién imprescindible para que la levadura pueda
entrar en mitosis (Millar et al. 1991). En el mutante cdc25-22, a la temperatura res-
trictiva de 36°C, se produce la inactivacién de dicha fosfatasa, por lo que estas célu-
las seran incapaces de entrar en mitosis y quedaran bloqueadas en G2.

Para el bloqueo en G1 se utilizé el mutante cdc10-129. Cdc10 es un factor de trans-
cripcidn necesario para que se expresen genes imprescindibles en la transicion G1/
S (Lowndes et al. 1992; Fernandez Sarabia et al. 1993; Kelly et al. 1993; Hofmann
and Beach 1994; Obara-Ishihara and Okayama 1994), de ahi que el mutante con el
alelo termosensible cdc10-129, a la temperatura restrictiva de 36°C, no sea capaz
de iniciar la replicacién y quede bloqueado en G1.

Por ultimo, el bloqueo en Fase S, se llevo a cabo a través del mutante cdc17-K12,
mutante en el que a su temperatura restrictiva (36°C) se produce la inactivacién de
la ADN ligasa del mismo nombre, produciéndose por lo tanto un bloqueo en dicha
Fase.

Para poder llevar a cabo nuestro estudio, en primer lugar construimos los dobles
mutantes Aubpl6 cdc25-22, Aubp16 cdc10-129 y Aubp16 cdcl7-K12, por medio de
analisis aleatorio de esporas. Una vez construidos, llevamos a cabo el experimento
en todos los casos partiendo de cultivos exponenciales crecidos a 25°C (temperatu-
ra permisiva a la que estos mutantes cdc, son capaces de progresar correctamente
a lo largo del ciclo celular). Tras recoger las muestras correspondientes (para FACS y
Western blot), pusimos los cultivos a la temperatura restrictiva (36°C en todos los
casos) durante 4 horas. Una vez producido el bloqueo, afiadimos MMS 0.01% y de-
jamos crecer a las células en estas condiciones durante otras 2 horas mas. En todos
los casos comprobamos que el bloqueo fue efectivo a través del microscopio (ob-
servando que las células se alargaban considerablemente) y a través de FACS (datos
no mostrados). La preparacion de los extractos proteicos y analisis de los mismos,
se llevé a cabo como las veces anteriores.

Como se muestra en la Figura 32, cuando las células estan bloqueadas en Fase S se
produce una gran acumulacién de formas modificadas de PCNA, de tal forma que ni
siquiera se aprecia un aumento cuando en esa fase se dafa el ADN. Este dato apoya
la idea de que el estancamiento espontaneo de las horquillas de replicacién en S.
pombe, es mucho mas frecuente que en la levadura de gemacion (Ulrich 2007a).
Como esperabamos, el mutante Aubp16 acumulé mds PCNA modificado que su
control, apuntando este resultado a que Ubp16 efectivamente desubiquitina PCNA
en dicha fase del ciclo.

Como ya describieron Frampton y colaboradores, a diferencia de otros organismos,
en la levadura de fisidn se produce ubiquitinacién de PCNA en una Fase G2 en pre-
sencia de dafio exdgeno (Frampton et al. 2006). Ya que el mutante Aubp16 presen-
t6 en ese punto del ciclo (G2) mds cantidad de PCNA modificado que su control
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cdc25-22, podemos concluir que Ubpl6 también es capaz de desubiquitinar a la
abrazadera en esa fase del ciclo (Figura 32B).

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

Por lo tanto a raiz de estos resultados, podemos concluir que probablemente en la
levadura de fisidn, la ubiquitinacién de PCNA es un proceso que ocurre mayorita-
riamente en Fase S, pero que también ocurre (aunque en menor medida) en G1y
G2.

14.1 Analisis en los mutantes simples y dobles de las UBPs

Con el fin de profundizar mas en el analisis de la desubiquitinacion de PCNA en la
levadura de fisidn, decidimos estudiar en detalle el estado de ubiquitinacion de la
abrazadera a lo largo del ciclo celular, en cepas carentes de una o de varias de las
UBPs implicadas en el proceso.

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

El primer mutante analizado en detalle fue Aubp16, a través de un bloqueo en G2.
Para ello hicimos uso del mutante Aubp16 cdc25-22, asi como de su control corres-
pondiente cdc25-22. Para llevar a cabo el experimento, partimos de cultivos de am-
bas cepas creciendo exponencialmente a la temperatura permisiva de 25°C. A con-
tinuacién se pasaron los cultivos a 36°C (temperatura restrictiva) durante 4 horas,
para sincronizar las células en G2. Tras comprobar al microscopio que las células se
habian alargado y que por lo tanto el bloqueo habia sido efectivo, liberamos ambos
cultivos de nuevo a la temperatura permisiva de 25°C, con el fin de que progresa-
sen de forma sincrénica a lo largo del ciclo celular. Se recogieron muestras para
FACS y para Western blot al inicio del experimento, después del bloqueo a 36°C y
tras la liberacién a 25°C cada 20 minutos, durante un total de 4horas (Figura 33A),
con el propdsito de intentar abarcar dos ciclos celulares completos. Como se mues-
tra en la Figura 33B, el mutante Aubpl16 acumula mucha mas cantidad de PCNA
ubiquitinado que su control. Sin embargo, como ya habiamos demostrado en expe-
rimentos con dafio exdgeno con MMS, esta acumulacion desaparece en el tiempo,
coincidiendo al igual que en su control, con la salida de Fase S. Para corroborar que
el resultado era independiente del tipo de sincronizacién empleada, repetimos el
experimento utilizando un bloqueo en G1 por medio del mutante Aubp16 cdc10-
129. Ver resultado en Figura 39 del Apéndice.

Siguiendo el mismo disefio experimental analizamos el mutante Aubp15 cdc25-22,
comprobando al igual que en el caso anterior, que dicho mutante acumulaba mas
PCNA ubiquitinado, y que dicha acumulaciéon también desaparecia coincidiendo con
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Figura 33: La acumulacion de formas modificadas de PCNA en el mutante Aubp16
es especifica de Fase S. A: Esquema del disefio experimental llevado a cabo. B: Wes-
tern blot de las muestras recogidas de los mutantes cdc25.22 (muestras en negro) y
Aubpl6 cdc25.22 (muestras en rojo). Como se observa, las células Aubp16 acumulan
mas cantidad de PCNA modificado. Este patron de acumulacién, es coherente con un
defecto especifico de desubiquitinacién durante Fase S. C: FACS de las muestras

donde se observa un ligero retardo en la progresiéon por Fase S en el mutante
Aubp16.
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el final de la Fase S (Figura 34).

Como en el caso anterior, se repitié el experimento utilizando un bloqueo en G1 a

través del mutante cdc10.129, obteniendo resultados comparables a los observados
en un fondo cdc25-22 para ambos mutantes (datos no mostrados).
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Figura 34: La acumulacion de formas modificadas de PCNA en el mutante Aubp15,
también es especifica de Fase S. Siguiendo el disefio experimental mostrado en A, se
recogieron muestras de los mutantes cdc25.22 (muestras en negro) y Aubpl5
cdc25.22 (muestras en rojo). Como se observa en el Western blot (B) la cantidad de
ubiquitinacién de entrada en el mutante Aubp15 cdc25-22 es mucho mayor que en
su control cdc25-22. En esta ocasion, tanto el Western blot como el FACS, revelaron
que la entrada en Fase S en el mutante Aubp15 es posterior al mutante cdc25-22.
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El siguiente mutante a analizar fue el Aubp15 Aubp16 cdc10-129. En esta ocasion la
acumulacién de PCNA ubiquitinado fue mucho mayor que en los mutantes simples
Aubpl5 y Aubpl6, y aunque como en los casos anteriores ésta también oscilaba,
nunca llegd a desaparecer (Figura 35). La mayor acumulacién de PCNA ubiquitina-
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Figura 35: Anadlisis de la ubiquitinacion de PCNA en el mutante Aubp15 Aubp16. En
esta ocasion se utilizé un bloqueo en G1 por medio del mutante cdc10.129. El Wes-
tern blot revelé de nuevo cémo la ubiquitinacién de PCNA era mucho mayor en el
mutante carente de las UBPS (muestras en rojo) y que dicha acumulacidon también
oscilaba, sin embargo, a diferencia de lo observado en los mutantes simples, ésta no
llegaba a desaparecer.
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do, de nuevo coincidié con el paso por la Fase S del ciclo celular. El andlisis de la
ubiquitinacién de PCNA en el mutante Aubp15 Aubp16, también se realizd por me-
dio de un bloqueo en G2 a través del mutante cdc25-22. El resultado confirmd una
vez mas, que el patrén de ubiquitinacidon era el mismo independientemente del
bloqueo utilizado (ver Figura 40 del Apéndice).

14.2 Analisis del triple mutante Aubp12 Aubp15 Aubp16

Llegados a este punto, sélo nos faltaba analizar el estado de ubiquitinacién de la
abrazadera en el triple mutante Aubp12 Aubpl5 Aubpl6, probablemente el mas
importante por ser el que presentaba el fenotipo mas fuerte (al menos en cuanto a
la acumulacién de ubiquitinacion de PCNA). Al igual que en los casos anteriores,
nuestra primera opcién para llevar a cabo los experimentos de sincronizacion, fue la
utilizaciéon de mutantes cdc, sin embargo en esta ocasién eso no llegd a ser posible,
debido a que la construccién de los dos cuadruples mutantes necesarios para ello,
resulté imposible. Por lo tanto, para lograr analizar el estado de ubiquitinacion de la
abrazadera de forma sincrénica en nuestro triple mutante, recurrimos a la segunda
opcién posible: la elutriacion.

La elutriacion es un método de separacidn de particulas, basado en la diferente ve-
locidad de sedimentacidn de las mismas cuando se encuentran suspendidas en un
fluido en movimiento. Dicha diferencia de velocidad de sedimentacion, radica en la
diferencia de tamafio que presentan las células segin el momento del ciclo celular
en el que se encuentran. Asi, las células de S. pombe, al comienzo de G2 presentan
un tamafio muy pequefio, siendo estas células facilmente separables por dicha téc-
nica.

Para llevar a cabo el experimento, partimos de un cultivo asincrono a 30°C, de 10
litros de volumen (aunque dividido en dos matraces) a una DO igual a 1 del triple
mutante Aubp12 Aubp15 Aubp16. La necesidad de tanto volumen celular de partida
se debe a que tras el proceso de elutriacion son muy pocas las células recuperadas
(sdlo las que se encuentran al inicio de G2). Una vez realizada la elutriacion, el vo-
lumen celular recuperado (2 litros a DO 0.25), fue liberado incubdndose a 25°C. A
partir de este momento se recogieron muestras cada 15 minutos durante un total
de 4 horas, para analisis bioquimico por Western blot asi como para analisis micros-
copico de los indices mitéticos y de septacion.

Como se muestra en la Figura 36, el triple mutante Aubp12 Aubp15 Aubp16 presen-
t6é la mayor cantidad de PCNA ubiquitinado observado hasta el momento, aunque
una vez mas, dicha modificacién no era constante, siendo otra vez la Fase S el mo-
mento del ciclo celular en el que se observaba mds acumulacidn. Sin embargo en
esta ocasion, la disminucidn del patrén de ubiquitinacién fue considerablemente
menor que el observado en los mutantes simples y dobles (Figuras 33-35), por lo
gue en base a este resultado, pensamos que lejos de existir una cuarta desubiquiti-
nasa implicada en dicho proceso, el descenso en la ubiquitinacidon de la abrazadera
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podria deberse al simple patron de renovacidn de la proteina (ver discusion). El
analisis de los marcadores de ciclo Cig2 (ciclina B cuyo pico maximo de expresion
coincide con la transicion G1/S, (Connolly and Beach 1994; Martin-Castellanos and
Moreno 1996; Mondesert et al. 1996)) y Cdc13 (ciclina B cuyo pico maximo se ob-
serva en metafase, sufriendo un descenso muy pronunciado al final de ésta para
que la célula pueda completar mitosis (Yamano et al. 1996)) sumado al analisis de
nucleos y septos en ambas cepas (Figura 36A y 36B), reveld la incapacidad del triple
mutante Aubp12 Aubpl15 Aubpl16 para progresar correctamente a lo largo del ciclo
celular.
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Figura 36: Analisis de la ubiquitinacion de PCNA en el mutante Aubp12 Aubpl5
Aubp16. Se sincronizaron las células en G2 por elutriacion y se tomaron muestras
cada 15 minutos para su analisis por Western blot y recuento de indices mitéticos y
septacion. A: La ubiquitinacion de PCNA en el triple mutante aunque oscila nunca
llega a desaparecer. Los marcadores de ciclo Cig2 y Cdc13 revelan la incapacidad del
triple mutante para progresar correctamente a lo largo de ciclo celular, por perma-

necer después de la primera mitosis en una “constante” Fase S.
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Figura 36B: Analisis de la ubiquitinacion de PCNA en el mutante Aubp12 Aubp15
Aubp16. El recuento de nucleos y septos en ambas cepas, confirmo lo observado por
Western blot. A diferencia del tipo silvestre, el cual es capaz de realizar dos ciclos
celulares completos, el triple mutante Aubp12 Aubpl15 Aubp16 después de hacer la
primera mitosis (que ocurre mucho después que en el wt), no es capaz de completar
otra Fase S.



Discusion

La tolerancia al dafio, es el mecanismo del que dispone la célula para replicar los
sitios dafiados en el ADN que no consiguieron ser reparados antes del inicio de la
replicacién. Estos mecanismos son absolutamente necesarios para evitar un colap-
so de las horquillas, debido a la incapacidad de las polimerasas replicativas 6 y &,
para replicar dichos sitios de dafio (Baynton and Fuchs 2000). De forma general, la
tolerancia se compone de dos rutas independientes llamadas error free y error pro-
ne, distinguibles entre si por la fidelidad con que consiguen replicar esos sitios de
ADN dafiados.

La sefal inicial de activacidén para ambas rutas, es la ubiquitinacién de la abrazadera
deslizante PCNA por medio del complejo ubiquitin ligasa E2-E3, formado por Rad6 y
Rad18. Dicha modificacién post-traduccional, constituye la sefial necesaria y sufi-
ciente para la activacion de la rama error prone o TLS de la tolerancia al dafo (Hoe-
ge et al. 2002; Stelter and Ulrich 2003). A través de esta ruta, las polimerasas repli-
cativas seran sustituidas por unas polimerasas especializadas llamadas polimerasas
TLS (debido probablemente a que estas uUltimas presentan mayor afinidad que las
primeras por PCNA ubiquitinado) (Shcherbakova and Fijalkowska 2006), que si se-
ran capaces de replicar el molde distorsionado del ADN, por disfrutar de amplios
sitios activos preformados. La fidelidad de la replicacién del molde, dependera del
tipo de polimerasa utilizada, siendo Poln la polimerasa mas fiel descubierta hasta la
fecha, encargdndose de insertar dos adeninas enfrente de dimeros de timina (John-
son et al. 1999). Esta descrito que alteraciones en dicha polimerasa, desencadenan
el origen de la enfermedad Xerodermia pigmentosa variante o XPV (Masutani et al.
1999; Gratchev et al. 2003), enfermedad genética que predispone a los pacientes
gue la presentan, a un riesgo mucho mayor de padecer cancer de piel respecto a la
poblacién normal (Kraemer et al. 1987). La existencia de la XPV, es uno de los
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ejemplos que pone de manifiesto la importancia del mecanismo de la tolerancia al
dafio en el desarrollo del cancer.

La otra rama de la tolerancia esta constituida por la via error free, siendo la poliubi-
quitinacion de PCNA la sefal necesaria para su activacion. En esta ocasion, el com-
plejo encargado de dicha modificacidn post-traduccional, estard formado por las E2
Mms2-Ubc13 y la E3 Rad5 . El sustrato de dichas enzimas sera PCNA mono-ubiqui-
tinado y las uniones de los mondmeros de ubiquitina, se produciran por medio del
residuo K63 (Xiao et al. 1998; Hofmann and Pickart 1999). A través de esta ruta, la
célula replicara la zona dafiada utilizando la informacién genética codificada por la
cromatida hermana recién sintetizada sin dafio, en una modo libre de errores (Cox
2002; McGlynn and Lloyd 2002). El mecanismo por el que se lleva a cabo esta alter-
nativa de la tolerancia, continda aun siendo una incdgnita, aunque a raiz de varios
trabajos, dos opciones diferentes han sido propuestas: intercambio de molde y re-
gresioén de la horquilla de replicacién. A pesar de la falta de evidencias taxativas en
pro de una opcidn u otra, si se ha demostrado que esta alternativa de la tolerancia,
esta conservada en todos los organismos modelo estudiados hasta la fecha.

Una vez replicada la zona dafada, la célula tendra que restaurar la horquilla de re-
plicacién normal reincorporando de nuevo a las polimerasas replicativas, con el fin
de evitar los problemas producidos por un uso continuado de los mecanismos de la
tolerancia. Se ha observado, cdmo la ubiquitinacién de PCNA desaparece al elimi-
nar el dafio del medio (Gallego-Sanchez et al. 2012), hecho que concuerda con la
idea de que la desaparicién de dicha modificacion, sea necesaria para restablecer la
condiciones normales de replicacién. Ya que el proteasoma se ocupa principalmen-
te de la degradacidn de proteinas, etiquetadas con cadenas de ubiquitinas unidas
entre si a través del residuo K48, debia ser otro el método utilizado por la célula,
para eliminar ese PCNA modificado.

El descubrimiento de enzimas desubiquitinantes de PCNA, Uspl en células huma-
nas (Huang et al. 2006) y Ubp10 en la levadura de gemacién (Gallego-Sanchez et al.
2012), puso de manifiesto que la reversidén de la ubiquitinacion de la abrazadera,
era efectivamente el método utilizado por las células para conseguir limitar en el
tiempo el uso de los mecanismos de la tolerancia.

1. Ubp12, Ubp15 y Ubp16: desubiquitinasas de PCNA

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

2. Ubp16: principal enzima desubiquitinante de PCNA

Los resultados presentados en este trabajo revelan a la proteasa Ubpl6 como la
principal enzima desubiquitinante de PCNA. Tras la realizacién de nuestro analisis
inicial, con cepas delecionadas para cada una de las 16 UBPs existentes en S. pom-
be, observamos cémo sdlo las células carentes de Ubpl6, mostraban una clara
acumulacién de formas ubiquitinadas de PCNA en presencia de MMS. Este fenotipo
era consistente con la idea de que dicha proteasa de ubiquitina, fuese la enzima
encargada de desubiquitinar a PCNA in vivo en la levadura de fisién. Un analisis mas
profundo de la proteasa confirmé este resultado inicial.

Por otra parte, nuestros experimentos demostraron, cdmo en las células que sobre-
expresan Ubp16, no se observa ningun tipo de modificacién de PCNA por ubiquiti-
nacion, ni siquiera en presencia de MMS. Ademas, dichas cepas presentaron un
fenotipo de hipersensibilidad a agentes de dafio al ADN (MMS, Cisplatino, 4NQO,
Zalypsis y ET-743), resultado concordante con el observado para los mutantes que
no son capaces de ubiquitinar a la abrazadera, como Arhp18. Este resultado ratifi-
caba por lo tanto, cdmo la activacion de las rutas de Tolerancia por ubiquitinacion
de PCNA, son absolutamente necesarias para que las células puedan soportar con-
diciones de dafio en el ADN.

El andlisis de la cepa mutante Ubp16-C134S, revelé que la capacidad desubiquiti-
nante de dicha enzima, dependia directamente de su actividad catalitica. Ademas,
demostramos la existencia de una interaccidn fisica in vivo entre la proteasa Ubp16
y la abrazadera PCNA, tal y como se espera de un complejo enzima-sustrato. La
demostracion de que Ubpl6 era capaz de desubiquitinar a PCNA in vitro, terminé
de confirmar la funcidn predicha para esta proteina tras el analisis inicial.

A pesar de la poca homologia entre Ubp16 de S. pombe y Ubp10 de S. cerevisiae,
un analisis de complementacidon con la levadura de gemacién en condiciones de
sobre-expresidn, reveld que la enzima Ubp16 de S. pombe, era capaz de desubiqui-
tinar a la abrazadera de S. cerevisiae. Un andlisis de sensibilidad de células de S.
cerevisiae que sobre-expresaban la UBP de S. pombe, revelé una vez mds, como la
ausencia total de ubiquitinacién de PCNA, se traduce en hipersensibilidad celular a
agentes que causan dafo al ADN (Gallego-Sanchez et al. 2012).

Aungque el hallazgo de Ubp16 en realidad era esperado, (ya que dicha desubiquiti-
nasa es la ortéloga de Ubpl10 de S. cerevisiae), el analisis del estado de PCNA en
cepas delecionadas para Ubp16 una vez eliminado el dafio del medio, revelé que
dichas células, todavia eran capaces de desubiquitinar a la abrazadera aun en au-
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sencia de Ubp16. Este resultado no coincidia con lo publicado hasta el momento
para S. cerevisiae, ya que en el trabajo de Gallego y colaboradores, se habia descri-
to que en ausencia de Ubp10, la cantidad de PCNA ubiquitinado permanecia cons-
tante aun eliminando el dafio del medio. Por lo tanto, nuestro resultado revelaba
como en la levadura de fisidn, a diferencia de lo descrito en la levadura de gema-
cién, debian existir mas proteasas encargadas de la desubiquitinacién de PCNA.

La identificacidn en el presente trabajo, de una mayor cantidad de histona H2B ubi-
quitinada en células Aubp16 asi como en Aubp8 (tal y como se ha observado en la
levadura de gemacion, (Emre et al. 2005; Gardner et al. 2005; Schulze et al. 2011),
abre una nueva linea de investigacion para estas proteasas en su relacidn con los
procesos de transcripcion.

3. Ubp15: papel secundario en la desubiquitinacion de
PCNA

El analisis del estado de ubiquitinacion de PCNA en dobles mutantes de UBPs
(Aubp16 AubpX), reveld que la falta de Ubp15, sumada a la falta de Ubp16, provo-
caba una mayor acumulacion de PCNA tanto en presencia como en ausencia de
MMS, y tanto en las formas mono como en las poliubiquitinadas. Ya que en el anali-
sis inicial de los mutantes simples, dicha proteasa no fue identificada como una po-
sible enzima desubiquitinante de PCNA (debido a que solo las muestras no dafiadas
presentaban mayor acumulacion que el wt), pensamos que su papel en la desubi-
quitinacion de la abrazadera debia de ser secundario al de Ubp16.

El analisis de PCNA en condiciones de sobre-expresion de Ubp15, reveld que efecti-
vamente, dicha proteasa era capaz de desubiquitinar a la abrazadera en esas condi-
ciones. Este resultado, sumado al fenotipo de acumulacién observado en los mu-
tantes simples y dobles, apoyaba la hipétesis de que dicha proteasa era capaz de
desubiquitinar a la abrazadera in vivo. Ademas, el hecho de que la sobre-expresién
de Ubp15 en un fondo carente de Ubp16, no fuese tan eficiente desubiquitinando
PCNA respecto a un fondo wt, no solo ratificaba la idea de que el papel de Ubp15
podia ser secundario al de Ubp16, si no que marcaba la posibilidad de que la pro-
teasa Ubp16, fuese necesaria para un perfecto funcionamiento de Ubp15. El feno-
tipo de menor hipersensibilidad (respecto al observado en las células nmt1-ubp16)
observado en las células que sobre-expresan Ubp15, a los agentes que causan da-
fo, confirmaba una vez mads, que aunque dicha proteasa si debia de desubiquitinar
a PCNA in vivo, su implicacion no era tan determinante como la de Ubp16.

Al igual que Ubp16, la capacidad desubiquitinante de la enzima Ubp15, depende de
su actividad catalitica, ya que el mutante Ubp15-C239S, no fue capaz de desubiqui-
tinar a la abrazadera deslizante.

La incapacidad para clonar Ubpl5 en el vector de expresién pGEX-6P-1, impidid
demostrar in vitro, la capacidad desubiquitinante de dicha proteina sobre PCNA.
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4. Ubp12: tercera desubiquitinasa de PCNA

La reversion de la ubiquitinacién de PCNA al eliminar el dafio del medio en el doble
mutante Aubpl15 Aubpl6 (al igual que el tipo silvestre), puso de manifiesto que al
menos otra UBP debia estar implicada en la desubiquitinacién de la abrazadera. La
sobre-expresion de todas las UBPs nucleares (Ubp6, Ubp8, Ubp9, Ubpl2 y Ubp14),
reveld a Ubp12 como la tercera desubiquitinasa de PCNA en la levadura de fisién,
ya que al igual que ocurria con Ubp15 y Ubp16, la sobre-expresién de Ubpl2 tam-
bién se tradujo en un gran descenso de PCNA ubiquitinado. Este resultado, sumado
al claro fenotipo de acumulacién de formas ubiquitinadas de PCNA en el triple mu-
tante Aubp12 Aubp15 Aubp16, confirmé su implicacién en dicho proceso de regula-
cion.

De nuevo la incapacidad para clonar Ubp12 en el vector de expresion pGEX-6P-1,
impidié demostrar in vitro la capacidad desubiquitinante de dicha proteina sobre
PCNA.

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

5. Aubpl12 Aubp15 Aubpl6

El andlisis del estado de ubiquitinacion de la abrazadera en el triple mutante
Aubpl2 Aubpl5 Aubpl6, reveld dos cosas. Por un lado revelé como dicho mutante,
acumulaba muchisima mds cantidad de PCNA ubiquitinado que cualquier otro mu-
tante simple o doble. Y en segundo lugar, cdmo dicha ubiquitinacién de PCNA, aun-
que nunca llegaba a desaparecer, seguia oscilando a lo largo del ciclo celular al igual
gue ocurria con el tipo silvestre. Ya que la sobre-expresion de ninguna otra UBP se
tradujo en una disminucidn del estado de ubiquitinaciéon de la abrazadera, pensa-
mos que dicha oscilacidon no podia deberse entonces a la accidon de otra desubiqui-
tinasa, si no que probablemente se debiera a la propia tasa de renovacion de PCNA.

En lineas celulares animales, se ha demostrado que PCNA se degrada via proteaso-
ma (Wang et al. 2006) y que dicha degradacion no ocurre si PCNA es fosforilado en
el residuo Y211, residuo conservado en todas las especies al igual que el K164. Una
version mutada a fenilalanina (residuo no fosforilable) en dicho residuo, serd ubi-
quitinada y eliminada via proteasoma. Aunque aun no se ha demostrado quién o
quienes son los responsables de dicha ubiquitinacidn, si se ha demostrado que esa
ubiquitinacién no es dependiente de la via Rad6, por lo que otro complejo ubiquiti-
nante tendra como diana a la abrazadera, con el fin de ubiquitinarla para degradar-
la via proteasoma. Una posible explicacion por lo tanto para el resultado de oscila-
cion en el triple mutante Aubp12 Aubpl5 Aubpl6, es que con nuestro anticuerpo
(que no es especifico para las formas ubiquitinadas por la via Rad6) estemos detec-
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tando también la fraccién de PCNA ubiquitinada para degradarse, y que esa frac-
cién sea precisamente la que oscila y no la directamente relacionada con la toleran-

cia.

Ubp16

Figura 37: Modelo propuesto para la regulacion de la desubiquitinacion de PCNA
en S. pombe.
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6. Ubp2: ¢implicada o no en la tolerancia al dafo?

El fenotipo de acumulacién de formas muy poliubiquitinadas de PCNA en células
Aubp2 en presencia de MMS (y otras drogas), posiblemente haya sido el fenotipo
mas espectacular mostrado en el presente trabajo. Sin embargo, la ausencia de fe-
notipo en células que sobre-expresan dicha proteasa, la localizacion citoplasmatica
descrita para la misma, asi como el resultado negativo de la interaccion fisica entre
ambas proteinas, PCNA y Ubp2 (datos no mostrados), nos hizo pensar que dicha
proteasa no debia tener una implicacion directa en el proceso de desubiquitinacién
de PCNA en la levadura de fisidn.

Recientemente se ha publicado en S. cerevisiae (Anton et al. 2013), que dicha pro-
teasa es una de las enzimas encargadas de desubiquitinar la mitofusina Fzol (GTPa-
sa de membrana implicada en la fusién mitocondrial) junto Ubp12. Sin embargo, la
cadena de ubiquitinas diana de cada una de estas UBPs, es diferente. Asi, Ubp12
reconoce las cadenas de ubiquitina que estabilizan Fzol y que promueven la fusidn
mitocondrial. Ubp2 en cambio, reconoce las cadenas de ubiquitina (unidas entre si
por K48) que provocaran la degradaciéon de la mitofusina, inhibiendo por lo tanto la
fusidn mitocondrial. Se ha revelado ademas, que la formacidn de cada una de las
cadenas de ubiquitinas, depende de dos complejos ubiquitinantes diferentes, sien-
do SCFMdm30 g| complejo que forma la cadena de ubiquitinas reconocida por Ubp12,
y desconocido hasta el momento el que forma la cadena reconocida por Ubp2.

Aunque hasta el momento no existe ningun trabajo que demuestre que Ubp2 se
ocupe exclusivamente de la desubiquitinacion de cadenas formadas por enlaces
K48, o que al menos sea capaz de ocuparse de ese tipo de cadenas en S. pombe,
este descubrimiento podria explicar los fenotipos observados para Ubp2 en nuestro
trabajo.

Una hipdtesis interesante, seria que PCNA se ubiquitinase, al igual que la mitofusi-
na Fzol, en diferentes residuos de lisina para activar funciones diferentes. Asi, la
ubiquitinacién en K164 activaria las rutas de tolerancia, mientras que el hipotético
residuo K desconocido, se ubiquitinaria a través de uniones K48 para etiquetar a la
abrazadera para su degradacién via proteasoma. Estas precisamente, serian las ca-
denas reconocidas por Ubp2. Si tenemos en cuenta que la cantidad de PCNA unido
a cromatina es muy pequefia en comparacion con la cantidad total, pero que ése es
el PCNA que se modifica para activar las rutas de tolerancia (asi como la mayoria de
las funciones en las que estd implicada la abrazadera), nuestra hipdtesis también
explicaria la sensibilidad de las células Aubp2 a MMS. Asi, células Aubp2, no serian
capaces de desubiquitinar las cadenas que marcan a PCNA para su degradacidn, por
lo que la fraccién de PCNA unida a cromatina se degradaria y esas cepas no ten-
drian suficiente PCNA modificado para activar las rutas de tolerancia, mostrando asi
una clara sensibilidad a los agentes que dafian el ADN (ver Figura 41 Apéndice).

Es importante sefialar que esta hipdtesis sigue teniendo el inconveniente de la loca-
lizacién citoplasmatica descrita para Ubp2. Sin embargo, esto seria explicable si una
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pequefia fraccion de la proteasa (no detectable por microscopia) se localizase en el
nucleo, o bien si la etiqueta GFP afiadida para visualizar la proteina (Kouranti et al.
2010) estuviese alterando parcial o totalmente la verdadera localizacién de Ubp2.

Otra posible explicacién también seria que dicha regulacién se llevase acabo a tra-
vés de un posible intermediario alin no descubierto.

7. Ubp5: proteasa no relacionada con la tolerancia

El fenotipo observado en el doble mutante Aubp5 Aubp16, también dio lugar a mu-
chas dudas acerca de la implicacién o no de dicha proteasa en la desubiquitinacién
de PCNA. Sin embargo, tras analizar todos los resultados obtenidos (especialmente
en los experimentos de localizacién forzada en el nicleo), concluimos que dicha
proteina no podia estar implicada en el proceso de desubiquitinacion de la abraza-
dera, explicando el fenotipo de acumulacién del doble mutante, como el resultado
de una lenta progresién a lo largo de Fase S.

8. Desubiquitinacion de PCNA en S. pombe

Como se menciond al principio de la discusién, pensamos que al existir varias enzi-
mas desubiquitinantes de PCNA en la levadura de fisidn, dicho mecanismo debia de
ser mas parecido al acaecido en células humanas que al de la levadura de gema-
cion, ya que los resultados observados para Usp1l, sugerian que debia existir alguna
otra desubiquitinasa con PCNA como sustrato (Huang et al. 2006). Sin embargo,
nuestro trabajo, al igual que el de S. cerevisiae, también mostré diferencias impor-
tantes respecto a la posible regulacidon llevada a cabo por Uspl. Se ha probado que
en células humanas en ausencia de dafo, PCNA es desubiquitinado por Uspl de
forma constitutiva, sin embargo, en presencia de luz ultravioleta, Usp1 se auto-de-
grada produciéndose entonces una acumulaciéon de PCNA ubiquitinado (sefial ne-
cesaria para la activacion de las rutas de tolerancia al dafio). Como ya se ha men-
cionado, ya que dicha degradacién no se ha observado en presencia de otras dro-
gas como Mitomicina C o MMS, es muy probable que otras proteasas también es-
tén implicadas en este proceso de regulacion.

A diferencia de lo descrito en células humanas (y al igual que lo observado para la
levadura de gemacidn), en S. pombe la acumulacién de PCNA ubiquitinado en los
mutantes simples y dobles de las UBPs implicadas, se ha observado en presencia de
varias drogas como MMS, UV y 4-NQO. Ademas, al igual que en S. cerevisiae, en la
levadura de fision tampoco se ha observado ningun tipo de degradacién en ninguna
de las proteasas en presencia de dafio.
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9. Ubiquitinacidon-desubiquitinacion y ciclo celular.

Otra diferencia significativa entre ambas levaduras, viene dada por el momento del
ciclo celular en el que se produce la desubiquitinacion de PCNA. Como ya se men-
ciond en la introduccidn, la tolerancia al dafio es un mecanismo vinculado a la Fase
S, ya que su finalidad consiste en permitir a la célula continuar con una replicacion
bloqueada por la presencia de algun tipo de dafio en el ADN. Esta base hizo pensar,
que tanto la ubiquitinacidn como la desubiquitinacion, debian de ser procesos vin-
culados con la Fase S y como tal, se ha demostrado en S. cerevisiae. Asi, en la leva-
dura de gemacidn, la ubiquitinacién de PCNA ocurre a lo largo de una Fase S que
transcurre en presencia de dafno, siendo la SUMOQilacién, la modificacion post tra-
duccional que sufre la abrazadera en ausencia de dafio exdgeno. La ubiquitinacién
de PCNA sera entonces la sefial que active las rutas de tolerancia al dafio, exclusi-
vamente a lo largo de Fase S. Ademas, en dicho organismo, también se ha demos-
trado que la desubiquitinacién de la abrazadera por medio de la proteasa Ubp10,
también ocurre exclusivamente en Fase S, posiblemente después de que las zonas
de dafio hayan sido replicadas por las polimerasas TLS. Dicha modificacién post-tra-
duccional, la desubiquitinacién de PCNA, sera por lo tanto la sefial de descargue de
las polimerasas TLS y por consiguiente, la seial de recarga de las replicativas.

En contra de lo esperado, en la levadura de fisidon se demostrd que la ubiquitinacion
de la abrazadera ocurria tanto en una Fase S sin dafio exégeno, como en G2 en pre-
sencia de dafio exdgeno (Frampton et al. 2006). Se cree que el hecho de que ocurra
en Fase S en ausencia de dafos, posiblemente se deba a que dicho organismo pre-
senta mucha mas inestabilidad que la levadura de gemacién en esa fase (Ulrich
2007a), y que por lo tanto, necesite hacer uso de la tolerancia para terminar con la
replicacién. Respecto al hecho de que exista, fuera de todo prondstico, ubiquitina-
cion de la abrazadera en G2 con dafio, podria explicarse a través de la existencia de
complejos de transcripcion estancados, aunque hasta la fecha no se haya demos-
trado la implicacion de la abrazadera en dicho proceso de transcripcién.

Los datos aportados en el presente trabajo, también revelan cdmo en la levadura
de fision existe ubiquitinacidn de la abrazadera en Fase G1 en presencia de dafio
exdgeno. Una vez mas, la explicaciéon también podria venir dada por la posible im-
plicacién de la abrazadera, en la resolucion de los hipotéticos complejos de trans-
cripcidn estancados.

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

Todos estos datos sugieren que la regulacidon de los mecanismos de la tolerancia,
deben de ser muy diferentes en cada organismo modelo, a pesar de la demostrada
conservacion de los requisitos genéticos entre todos ellos. De hecho, hasta la fecha,
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ya se ha demostrado cémo el dogma mantenido para la activacidon de cada una de
las rutas de la tolerancia (monoubiquitinacion de PCNA para TLS y poliubiquitina-
cién para error free), no se ha conservado como tal en la levadura de fisién. Y es
qgue, en contra de todo lo descrito hasta el momento, se ha probado que en S.
pombe, la poliubiquitinacién de la abrazadera mediada por Rad8 y Mms2-Ubc13,
también activa eventos TLS (Coulon et al. 2010).

10. Relacion entre desubiquitinasas y polimerasas TLS

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

En la levadura de gemacidn se ha demostrado cdmo la proteasa Ubp10, media la
interaccién entre PCNA y las polimerasas TLS Revl y Rev7. Asi, la ausencia de
Ubp10 en la célula se traduce en una mayor interaccion entre Revl y PCNA, pero en
una menor interaccién entre la abrazadera y Rev7 (Gallego-Sanchez et al. 2012).
Aunque hasta la fecha en la levadura de fision no se hayan aportado datos al res-
pecto, si se conoce por un lado la existencia de un mayor nimero de polimerasas
TLS, y a raiz de nuestro trabajo, también se conoce un mayor nidmero de proteasas
con PCNA como sustrato. Estos datos abren la puerta a una posible mayor especifi-
cidad en dicha levadura, entre el tipo de dafio producido, la ubiquitinacion de
PCNA, las polimerasas TLS y cdmo no, las desubiquitinasas. Se espera que estudios
futuros puedan confirmar todas estas hipdtesis o sugerir ideas nuevas.

11. Ubicacidn de la desubiquitinacion

Donde se produce la desubiquitinacién de la abrazadera, serd otra de las respuestas
que tendrd que esperar a estudios posteriores, ya que los datos presentados en
este trabajo, unidos a la localizacidon de las UBPs descrita en Kouranti y colaborado-
res, no han conseguido arrojar luz al respecto. Las versiones etiquetadas con GFP
de las UBPs (ademas de las versiones con RFP realizadas en nuestro trabajo) han
revelado una localizacidn nucleolar para Ubp16, y nuclear (fase no nucleolar) y ci-
toplasmatica para Ubp15 y Ubp12. Ya que se asume que PCNA se localiza en todo el
nucleo, una posible teoria seria que cada una de las desubiquitinasas se ocupase de
fracciones diferentes de PCNA. Sin embargo, dado que aun no se conoce con preci-
sion como es la dindmica de la replicacién, es muy probable que tengan que pasar
muchos afos hasta que se consiga demostrar con rigor cdmo es el funcionamiento
de dicho proceso.
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1. Las proteasas de la familia UBP/USP, Ubp12, Ubp15 y Ubp16, son las enzimas
encargadas de desubiquitinar PCNA en la levadura de fisidn S. pombe.

2. Lacisteina proteasa Ubp16, es la principal enzima desubiquitinante de PCNA.

i. Células mutantes carentes de dicha proteina, acumulan gran cantidad de
PCNA ubiquitinado,especialmente en presencia de dafio exdgeno.

ii. Células mutantes capaces de sobre-expresar la versidn cataliticamente
activa de Ubp16, no presentan ningun tipo de modificacién de PCNA.

iii. Ubpl6 es capaz de desubiquitinar en condiciones de sobre-expresion
PCNA de S. cerevisiae, confirmando asi que dicha proteasa es la proteina
ortéloga de Ubpl0 de la levadura de gemacidn. El hecho de que células
Aubp16 acumulen mas histona H2B ubiquitinada, secunda esta idea.

3. Ubp12 y Ubpl5 parecen tener papeles secundarios en el proceso de desubiqui-
tinacion de PCNA, ya que solo las células capaces de sobre-expresar ambas pro-
teasas, presentan un diferente patrén de ubiquitinacion de PCNA, siendo en el
caso de Ubp15, dependiente de Ubp16.

4. A pesar de los fenotipos mostrados por los mutantes Aubp2 y Aubp5, la suma de
resultados negativos apuntan a que estas proteasas, no estan implicadas en la
regulacién de la desubiquitinacion de PCNA en K164.

5. La hipersensibilidad a dafio exdgeno en el ADN, presentada por las cepas capa-
ces de sobre-expresar dichas proteasas, confirma la importancia de la ubiquiti-
nacion de PCNA para activar las rutas de tolerancia y por ende, para ser capaces
de sobrevivir en condiciones de dafio.

6. La ubiquitinacion de PCNA oscila a lo largo del ciclo celular, presentando su ma-
ximo pico en Fase S aunque no exista ningun tipo de dafio exdgeno. Sin embar-
go, a diferencia de lo descrito en otros organismos hasta el momento, dicho pro-
ceso también ocurre en G1 y G2 en presencia de dafio.






Materiales y Métodos

1. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

1.1 Microorganismos

El trabajo presentado en esta memoria, se ha realizado utilizando distintas cepas de
la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe, de la levadura de gemacion
Saccharomyces cerevisiae, asi como varias estirpes de la bacteria Escherichia coli.
Las cardcteristicas genéticas de estos organismos, su procedencia, asi como el nu-
mero de coleccion en nuestro cepario, se recogen en las Tablas M1, M2 y M3.

1.2 Medios de cultivo

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

La composicidon de los medios de cultivo empleados en este trabajo, asi como la
descripcidn de las técnicas de cruce, analisis de tétradas y esporas al azar, han sido
previamente descritos por Moreno y colaboradores (1991).

Las células de S. pombe se crecieron en YES (del inglés Yeast Extract with Supple-
ment, medio rico con extracto de levadura 0.5% y glucosa 3%, suplementado con
225mg/ml de adenida, histidina, leucina, uracilo y lisina) o MM (medio minimo
compuesto por CgHsKO4 14.7 mM, NH4Cl 93.5mM, Na;HPO4 15.5 mM, sales, vitami-
nas y minerales) en bafios a 160rpm, a una temperatura entre 25°C y 36'5°C de-
pendiendo del experimento. Siempre que se pudo, se trabajé con cepas protétrofas
y en caso contrario, se suplementé el MM con aminoéacidos (leucina, histidina) y/o
bases nitrogenadas (adenina, uracilo), segun las auxotrofias de la cepa, a una con-
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centracion final de 225 pg/ml. Los experimentos en medio liquido se iniciaron con
cultivos a una densidad Optica medida a A=595nm, de 0,2 a 0,4 (2-4x10° células/
ml), correspondiente con cultivos en fase exponencial de crecimiento. Los medios
se precalentaron siempre a la temperatura adecuada cuando hubo que diluir los

cultivos.

Tabla 3: Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

Genotipo Cepario Origen

h-972 3.13/7.32 Dr. Bueno

h* 975 7.33 Dr. Bueno

h” wt 52.20 Dr. Bueno

h* wt 49.53 Dr. Bueno

h* cdc10-129 4.75 Dr. Bueno

h* cdc25-22 7.50 Dr. Bueno

h* cdc17-k12 51.04 Dr. Bueno

h* rad3::kanMX6 70.35 Dr. Moreno
h ubp1::hphMX6 64.39 Este trabajo
h* ubp2::kanMX6 60.11 Este trabajo
h ubp3::hphMX6 62.74 Este trabajo
h ubp4::hphMX6 62.76 Este trabajo
h ubp5::kanMX6 62.72 Este trabajo
h™ ubp6::kanMX6 63.43 Este trabajo
h ubp7::natMXx6 64.32 Este trabajo
h™ ubp8::kanMX6 63.45 Este trabajo
h ubp9::hphMX6 64.42 Este trabajo
h ubp10::hphMX6 64.40 Este trabajo
h ubp11::kanMX6 63.47 Este trabajo
h* ubp12::kanMX6 63.40 Este trabajo
h ubp13::hphMX6 62.68 Este trabajo
h ubp14::kanMX6 63.48 Este trabajo
h ubp15::kanMX6 65.19 Este trabajo
h* ubp15::kanMX6 66.23 Este trabajo
h ubp16::hphMX6 62.70 Este trabajo
h* ubp16::hphMX6 63.39 Este trabajo
h? ubp16::hph ubpl::hphMX6 64.78 Este trabajo
h? ubp16::hph ubp2::kanMX6 62.78 Este trabajo
h? ubp16::hph ubp3::hphMX6 65.05 Este trabajo
h? ubp16::hph ubp4::hphMX6 64.74 Este trabajo
h ubp16::hph ubp5::kanMX6 64.48 Este trabajo
h ubp16::hph ubp6::kanMX6 64.72 Este trabajo
h ubp16::hph ubp7::natMX6 64.76 Este trabajo
h ubp16::hph ubp8::kanMX6 64.44 Este trabajo
h ubp16::hph ubp9::hphMX6 65.03 Este trabajo
h ubp16::hph ubp10::hphMX6 64.80 Este trabajo
h* ubp16::hph ubp11::kanMX6 64.70 Este trabajo
h ubp16::hph ubp12::kanMX6 64.46 Este trabajo
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Genotipo Cepario Origen

h ubp16::hph ubp13::hphMX6 65.01 Este trabajo
h™?? ubp16::hph ubp14::kanMX6 64.68 Este trabajo
h?? ubpl16::hph ubpl5::kanMX6 65.20 Este trabajo
h ubp5::kanMX6 ubp15::kanMX6 66.08 Este trabajo
h ubp5::kanMX6 ubp15::kanMX6 ubp16::hph 65.46 Este trabajo
h* ubp16::hphMX6 cdc10-129 63.27 Este trabajo
h™ubp16::hphMX6 cdc25-22 63.29 Este trabajo
h™ubp16::hphMX6 cdc17-k12 63.31 Este trabajo
h* ubp5::kanMX6 cdc10-129 66.15 Este trabajo
h~ ubp5::kanMX6 cdc25-22 66.17 Este trabajo
h* ubp15::kanMX6 cdc10-129 66.11 Este trabajo
h*- ubp15::kanMX6 cdc25-22 66.13 Este trabajo
h™ubp2::kanMX6 cdc10-129 64.52 Este trabajo
h™ubp2::kanMX6 cdc25-22 64.50 Este trabajo
h* ubp16::hphMX6 ubpl15:: kanMX6 cdc10-129 66.28 Este trabajo
h™ubp16::hphMX6 ubp15::kanMX6 cdc25-22 66.30 Este trabajo
h ubp16::hph MX6ubp5::kanMX6 cdc10-129 66.19 Este trabajo
h™ubp16::hphMX6 ubp5::kanMX6 cdc25-22 66.21 Este trabajo
h?? ubpl16::hphMX6 ubp5:kanMX6 ubp15::kanMX6 cdc10-129 66.57 Este trabajo
h ubp16::hph ubp5::kanMX6 ubp15::kanMX6 cdc25-22 66.54 Este trabajo
h.?? ubp16:3Flag:kanMX6 63.33 Este trabajo
h.?? ubp2:3Flag:kanMX6 62.19 Este trabajo
h ubp16:13Myc:hphMX6 66.07 Este trabajo
h ubp15:13Myc:hphMX6 66.34 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp16 63.37 Este trabajo
h-nmt1-41:kanMX6 ubp2 63.35 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp8 65.31 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp15 65.33 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp5 65.35 Este trabajo
h nmt1-3x:kanMX6 ubp16:13Myc:hphMX6 66.40 Este trabajo
h nmt1-3x:kanMX6 ubp15:13Myc 66.38 Este trabajo
h-nmt1-41:kanMX6 ubp16 cdc10-129 64.58 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp16 cdc25-22 64.56 Este trabajo
h* nmt1-41:kanMX6 ubp16 cdc17-K12 64.60 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp2 cdc10-129 64.64 Este trabajo
h nmt1-41:kanMX6 ubp2 cdc25-22 64.62 Este trabajo
h* nmt1-41:kanMX6 ubp2 cdc17-K12 64.66 Este trabajo
h revi::natMX6 64.34 Este trabajo
h* rhp18::kanMX6 61.48 Dr. Vazquez
h* rhp8::kanMX6 61.46 Dr. Vazquez
h ubc13::kanMX6 61.47 Dr. Vazquez
h ubp2::kanMX6 rhp18::kanMX6 62.21 Este trabajo
h ubp2::kanMX6 rad8::kanMX6 62.24 Este trabajo
h ubp2::kanMX6 ubc13::kanMX6 62.23 Este trabajo
h?° ubp16:GFP:kanMX6 61.27 Dr. Bueno
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Genotipo Cepario Origen
h?° ubp15:GFP:kanMX6 61.28 Dr. Bueno
h* ubp16:GFP:kanMX6 cdc10-129 65.40 Este trabajo
h* ubp16:GFP:kanMX6 cdc25-22 65.37 Este trabajo
h* ubp16:GFP:kanMX6.cdc17-K12 65.38 Este trabajo
h ubp15::kanMX6 pREP3x-ubp15:3Flag 69.63 Este trabajo
h™ubp15::kanMX6 pREP3x-ubp15CS:3Flag 69.65 Este trabajo
h* PCNA:3Flag:kanMX6 66.09 Este trabajo
h PCNA:3Flag:kanMX6 ubp16:13Myc:hphMX6 66.24 Este trabajo
h cutl1:mRFP 66.26 Dr Moreno
h ubp16:GFP:kanMX6:cutl1:mRFP:hph 66.32 Este trabajo
ubpl16:mRFP:kanMX6 66.42 Este trabajo
h PCNA:3Flag:kanMX6 ubp15:13Myc:hphMX6 66.46 Este trabajo
h ubp16:mRFP ubp15:GFP:kanMX6 66.44 Este trabajo
h nmt1-3x:kanMX6 ubp16:13Myc hphMX6 ubp15::kanMX6 66.48 Este trabajo
h nmt1-3x:kanMX6 ubp15:13Myc:hphMX6 ubp16::hph MX6 66.50 Este trabajo
ubp15::ubp15:GFP-HA-kanMX6 ubp16::hphMX6 66.52 Este trabajo
ubp5::kanMX ubp15::kanMX6 ubp16::hphMX6 cdc25.22 66.54 Este trabajo
ubp5::kanMX ubp15::kanMX6 ubp16::hphMX6 cdc10.129 66.57 Este trabajo
h* ubp5:13Myc:hphMX6 66.59 Este trabajo
h- nmt1-3x ubp5 kanMX6 66.60 Este trabajo
h?? ubp16::hphMX6 PCNA:3Flag 66.62 Este trabajo
h" nmt1-3xkanMX ubp5:13Myc:hphMX6 66.67 Este trabajo
h* ubp5:13Myc:hphMX6 PCNA:3Flag:kanMX6 66.69 Este trabajo
h* ftp105::kanMX4 66.73 Dr Moreno
ftp105::kanMX nmt1-3x:kanMX6 ubp5:13MyckanMX6 67.04 Este trabajo
ftp105::kanMX4 ubp5:13MychphMX6 67.15 Este trabajo
h-nmt1-3xkanmMX6 ubp6 69.69 Este trabajo
h~nmt1-3xkanmMX6 ubp9 69.71 Este trabajo
h-nmt1-3xkanmMX6 ubp14 69.73 Este trabajo
h-nmt1-3xkanmMX6 ubp12 69.74 Este trabajo
h-nmt1-3xkanmMX6 ubp8 69.76 Este trabajo
h™ubp16::hphMX6 pREP3xubpl16* 67.02 Este trabajo
h ubpl16::hph pREP3x ubp16 CS 67.03 Este trabajo
h ubp15::kanMX ubp16::hph PCNA:3Flag:kanMX6 67.06 Este trabajo
h™ubp5:mRFP_NLS:kanMX6 66.74 Este trabajo
h* ubp5:GFP_NLS:kanMX6 67.09 Este trabajo
h™ ubp5 mRFP_NES:kanMX6 67.13 Este trabajo
ubpl5 mRFP_NES:kanMX6 67.17 Este trabajo
ubp15 GFP_NLS: kanMX6 67.19 Este trabajo
h" ubp5:GFP KanMX6 67.21 Este trabajo
h™ ubp5:mRFP KanMX6 67.23 Este trabajo
h* ubp15:RFP NLS KanMX6 67.25 Este trabajo
ubp15::KanMX6 ubp16::hph PCNA:3FlagKanMX6 cdc25.22 67.30 Este trabajo
h ubp12::KanMX6 ubp15::KanMX6 70.33 Este trabajo
ubp12::KanMX6 ubp15::KanMX6 ubp16::hphMX6 70.36 Este trabajo
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Tabla 4: Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este tabajo.

Genotipo Cepario Origen
W303 MATa rad5* bar1::leu2 55.33 Dr. Bueno
W303 MATa rad5* bar::leu2 ubp10::hphMX6 61.33 Dr. Bueno
W303 MATa rad5* barl::leu2 Aubp10 GAL1ubp16:3Flag 65.21 Este trabajo
W303 MATa rad5* barl::leu2 Gall1.10 ubp163:Flag 65.60 Este trabajo
W303 MATa rad5* barl::leu2 Gall1.10 ubp16CS:3Flag 65.62 Este trabajo
W303 MATa rad5* barl::leu2 ubp10::hphMX ubp16CS:3Flag 65.64 Este trabajo

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

Genotipo Origen
Dh5a CIC
BL21 CIC

Los experimentos de sobre-expresion de genes bajo el control del promotor nmt1
(del inglés No Message in Thiamine), se llevaron a cabo creciendo las células en
MM liquido con tiamina, a una concentracién de 5 pg/ml, para reprimir la expre-
sién controlada por el promotor nmtl. Para inducir la expresion de los genes a es-
tudio, se elimind la tiamina residual del medio de cultivo. Para ello, se recogieron
las células por centrifugacidn y se lavaron hasta tres veces con MM sin tiamina. Fi-
nalmente, las células se resuspendieron en MM sin tiamina, a la densidad éptica
adecuada para obtener 2-4x108 células/ml en el momento en el que comenzaba la
induccion del gen a estudio (aproximadamente unas 12-14 horas después) (Maun-
drell 1990; Maundrell 1993).

Para el crecimiento en medio sélido, se utilizaron los mismos medios de cultivo a

los que se les afiadié agar al 2%. Las placas fueron incubadas entre 25-36°C depen-
diendo del mutante.

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

Las cepas de levadura se conservaron por periodos no superiores a dos meses a 4°C
en placas de agar con el medio adecuado. Para periodos prolongados, se conserva-
ron a -80°C en una solucidn de glicerol al 20%.
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ii. Medios y condiciones de cultivo para el crecimiento de S. cerevisiae

Para las técnicas basicas de manipulacidn de S.cerevisiae, referirse a Guthrie y Fink
(1991) y para las técnicas generales de biologia molecular, a Sambrook y colabora-
dores (1989).

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

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

Para el crecimiento en medio sélido, asi como su conservacion para periodos cortos
y largos, se utilizaron las mismas condiciones que las descritas para S. pombe.
iii. Medios y condiciones de cultivo para el crecimiento de E. coli

Las distintas estirpes de E. coli se crecieron a 37°C, en los medios y condiciones de
cultivo descritos en Sambrook y colaboradores (1989).

2. TECNICAS DE TRANSFORMACION EN LEVADURAS Y
BACTERIAS

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

Transformacidn de S. cerevisiae: Todas las cepas transformantes de la levadura de
gemacion, se construyeron mediante la técnica de modificacién génica de un solo
paso mediada por PCR, descrita en Longtine et al., 1998.

Transformacion de E. coli: El método de transformacion se realizd segun el proce-
dimiento descrito por Kushner (1978). Para incorporar plasmidos a cepas de E.coli
receptoras, también se llevé a cabo la “transformacidn del minuto” segun el proto-
colo disefiado por Golub (1988).
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3. ENSAYOS DE SENSIBILIDAD A AGENTES GENOTOXICOS

3.1 Ensayo de gota en S. pombe

Para comprobar la sensibilidad de los mutantes construidos a diferentes tipos de
drogas que causan dafio en el ADN, se realiz6 un ensayo de sensibilidad con dichas
cepas mutantes, asi como con una cepa silvestre como control. Las cepas a analizar
fueron crecidas en medio rico a 25°C hasta que alcanzaron una densidad éptica de
1 a A=595 nm (lo que corresponde a un cultivo en fase exponencial con 107 células/
ml). Posteriormente se contd el nimero de células de cada uno de los cultivos y se
realizaron diluciones seriadas de los mismos, desde 108 células/ml hasta 10* célu-
las/ml. 7ul de esas diluciones, se inocularon en forma de gota en varias placas de
medio rico sdlido con diferentes drogas a varias concentraciones (segun se indica
en cada experimento), de manera que en la primera gota se inocularon 102 células
y en la dltima 10* células. Cada una de las placas se incubé a una temperatura dife-
rente, en un rango de temperatura desde 25°C hasta 36°C, para una vez crecidas,
analizar la sensibilidad de cada una de las cepas mutantes.

3.2 Ensayo de gota en S. cerevisiae

Las cepas utilizadas se cultivaron en placas frescas de YPAD a 25°C. Se picaron va-
rias colonias y se inocularon en 1ml de agua miliQ, a fin de contar células y obtener
una primera dilucion de 108 células/ml. A continuacién, se hicieron diluciones se-
riadas desde 108 hasta 10 células/ml. 7ul de cada dilucidn se inocularon en forma
de gota en placas control de YPAD o YP mas galactosa, y en placas de YPAD o YP con
galactosa, conteniendo distintas concentraciones de los agentes genotoxicos, segun
se especifica en cada experimento correspondiente. Las placas se incubaron duran-
te 2 6 3 dias a 25°C, seguin el tipo de agente genotdxico.

3.3 Ensayo en placas microtiter para S. pombe

Cuando la sensibilidad a estudiar, dependia de las condiciones de sobre-expresién
de una determinada proteina, se llevd a cabo el ensayo de sensibilidad en medio
liguido en placas microtiter de 96 pocillos; placas en las que si es posible cambiar el
medio a las células (con y sin tiamina para producir la sobre-expresion), a diferen-
cias de las placas Petri con medio sélido utilizadas en el tradicional ensayo de gota.

Para ello se partié de cultivos saturados en YES de cada una de las cepas de interés,
junto con una cepa silvestre como control. De cada cultivo saturado, se sembré 1pl
por duplicado en dos columnas diferentes de una misma placa microtiter (una con
150ul de MM con tiamina a una concentracién de 5 ug/ml y otra con el mismo vo-
lumen pero sin tiamina), dejandolas crecer a 30°C durante toda la noche. Tras la
incubacién se centrifugaron y lavaron las células hasta tres veces con MM, con el fin
de eliminar toda la tiamina del medio. Una vez lavadas las células, se afiadié a una
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de las columnas de nuevo MM mas tiamina y a la otra MM sin tiamina, dejandolas
crecer en esas condiciones a 30°C durante 14 horas (tiempo suficiente para produ-
cir la sobre-expresidn de las proteinas de interés). A continuaciéon, por medio de un
replicador se pasé a cada una de las cepas crecidas en las dos condiciones (con y sin
tiamina), a sus correspondientes placas de MM con y sin tiamina, con diferentes
drogas. Por ultimo, las placas se incubaron en una estufa a 30°C controlando su cre-
cimiento mediante analisis en un espectofotémetro Ultra Evolution TECAN cada 12
horas.

4. SINCRONIZACION DE CULTIVOS

Para estudiar un determinado proceso biolégico a lo largo del ciclo celular, es nece-
sario que las células del cultivo estén sincronizadas, para que avancen a la vez por
cada una de las fases del ciclo. Dicha sincronia en la levadura de fisidn, se puede
conseguir de diferentes maneras, como por ejemplo mediante el uso de mutantes
de ciclo (los cuales se paran en momento determinado del ciclo a una temperatura
restrictiva), eliminando el N, del medio de cultivo, o mediante técnicas que selec-
cionen especificamente las células que estan en un momento determinado del ciclo
celular, como la elutriacién. A continuacidn describiremos las utilizadas para la rea-
lizacion de este trabajo.

i. Sincronizacion en la Fase G1

Para sincronizar o bloquear las células en G1 en S. pombe, utilizamos el mutante
termosensible cdc10-129. El gen cdc10* codifica un factor de transcripcion necesa-
rio para que tenga lugar la expresién de genes requeridos para el inicio de la repli-
cacion del ADN, de ahi que los mutantes cdc10-129 cuando se incuban a la tempe-
ratura restrictiva de 36°C, se bloqueen en la fase G1.

Para llevar a cabo experimentos de “bloqueo y liberacidon” en este punto del ciclo,
se partié de células del mutante cdc10-129 creciendo exponencialmente a 25°C. A
continuacién, esas células se incuban durante 4 horas a la temperatura restrictiva
de 36°C, para inducir su parada en G1. Tras ese tiempo se liberaron las células de
ese bloqueo mediante su incubacidn de nuevo a 25°C.

ii. Sincronizacion en la Fase G2

La sincronizacion de las células en la Fase G2 del ciclo celular, la conseguimos utili-
zando el mutante termosensible cdc25-22. La proteina Cdc25 es la responsable de
la activacion de los complejos mitdticos Cdc2/Cdcl13 necesarios para el inicio de la
mitosis; de manera que en el mutante termosensible cdc25-22, a la temperatura
restrictiva de 36°C, se inactiva dicha proteina y por lo tanto se produce un bloqueo
en G2 por ser incapaz de entrar en mitosis. De nuevo la liberacion del cultivo se
consiguio incubdndolo otra vez a 25°C.

100



Materiales y Métodos

iii. Sincronizacion en Fase S

El bloqueo en Fase S, se llevo a cabo a través del mutante cdc17-K12, mutante que
a su temperatura restrictiva de 36°C (durante 4 horas) inactiva la ADN ligasa del
mismo nombre, produciendo un bloqueo en dicha Fase. Una vez mas, la liberacidn
se produjo reincubando el cultivo a 25°C.

iv. Sincronizacion del cultivo en G2 por elutriacion

La elutriacidn es una técnica que permite separar células de diferentes tamafios
mediante centrifugacion. En nuestro caso nos quedamos con las células mas pe-
gueiias que son las que se encuentran al inicio de la Fase G2. La centrifuga utilizada
fue Beckman Coulter Avanti-IM Centrifuge.

5. TECNICAS DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

5.1 Construccion de plasmidos de ADN recombinante

Los plasmidos y construcciones utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 6.

Estas construcciones se amplificaron por transformacién de células competentes de
E. coli (DH50a), seleccionando las colonias transformantes con la resistencia asocia-
da a cada vector (generalmente a ampicilina). La confirmacidn de que las colonias
contenian el pldsmido deseado, se realizé6 mediante el aislamiento del ADN plasmi-
dico a partir de esas células y su analisis con enzimas de restriccién y electroforesis
de los fragmentos de ADN obtenidos. Posteriormente ademas, se corroboré me-
diante la secuenciacion de dicho ADN.

5.2 Aislamiento de ADN plasmidico a partir de células de E. coli

La obtencion de ADN plasmidico a partir de E. coli a pequefia escala, se llevd a cabo
mediante el método de la lisis alcalina (Birnboim and Doly 1979), conocido co-
munmente como “Minipreperacion”. Para obtener una preparacion de ADN de mas
calidad, por ejemplo para su secuenciacion, este ADN se tratd con el sistema Pure
Yield Plasmid Miniprep System (Promega). Para la obtencion de ADN de calidad a
gran escala (Maxiprep) se empled el sistema comercial Pure Yield MaxiPrep System
(Promega). En todos los casos se siguieron las especificaciones del fabricante.

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

La extraccién de ADN gendémico en ambas levaduras se realizé siguiendo el mismo
protocolo en ambos casos.

Se recogieron las células por centrifugacidn a partir de cultivos crecidos en medio
liquido. El pellet de células se resuspendié en 200ul de tampdn de lisis (100mM
NaCl, 10mM Tris pH8.0, 1mM EDTA, 1% SDS, 2% Triton). A continuacion, se afiadid
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Tabla 6: Vectores y plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Origen
pFA6a-kanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-hphMX6 Dr. Moreno
pFA6a-natMX6 Dr. Moreno

pFA6a-GFPkanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-mRFPkanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-13Myc-kanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-3HA-kanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-3Flag-kanMX6 Dr. Moreno
pFA6a-3Flag-hphMX6 Dr. Moreno
pFA6a-P81 nmtl Dr. Moreno
pFA6a-P41 nmtl Dr. Moreno
pFA6a-P3nmtl Dr. Moreno

pPGEMT Promega

pGEX-6P-1 Dr. Bueno

pPGEX-6P-1-ubp16*3Flag:kanMX6
PGEX-6P-1-ubp16 CS 3Flag:kanMX6
YIPG3
YIPG3-ubpl16*
YIPG3-ubp16 CS
pREP3X
pREP3X-ubp16*
PREP3X--ubp16 CS
pREP3X -ubp15*
pREP3X--ubp15 CS
pREP41
pREP81
pFA6a-GFP-NES kanMX6
pFA6a-GFP-NLS kanMX6
pFA6a-mRFP-NES kanMX6
pFA6a-mRFP-NLS kanMX6

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

200ul de bolas de vidrio de 0,45 mm de didmetro e igual volumen de fenol/cloro-
formo isoamilico (Ambion). Toda la mezcla se agité en vortex durante 30 segundos,
se afadioé 200ul de TE y después de mezclarlo una vez mas en vértex, se centrifugd
a maxima velocidad durante 2 minutos. El sobrenadante se recogié con cuidado de
no arrastrar la solucidn de fenol. Para precipitar el ADN se afiadié etanol 100%,
afiadiendo el doble de etanol del volumen de sobrenadante recogido. Por ultimo,
tras lavar el pellet de ADN con etanol 70%, éste se resuspendid en agua o en TE 1X
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con 50pg/ml de RNAsa y se incubd a 37°C durante 1 hora con el fin de degradar el
ARN.

5.4 Determinacion de la concentracion de acidos nucleicos

La concentracion de ADN se determind midiendo la absorbancia a A=260nm (en
cubeta de cuarzo) en un espectrofotémetro U-2001 (Hitachi), y considerando la re-
lacion de absorbancia a A=260/280 nm para estimar el grado de pureza de la prepa-
racién. Posteriormente se corrobord la concentracion de ADN, por medio del anali-
sis de la fluorescencia emitida por la muestra, tras la electroforesis en un gel de
agarosa (con bromuro de etidio).

5.5 Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestidn con enzimas de restriccidon permite la caracterizacion fisica de fragmen-
tos de ADN vy por tanto, la comprobaciéon de construcciones plasmidicas de ADN
recombinante. Las enzimas de restriccion y el ADN se incubaron a 37°C o a 25°C
(segln la enzima) en el tampdn adecuado suministrado por el fabricante junto con
las enzimas. Roche Diagnostics, Fermentas, Takara y New England Biolabs, fueron
las casas comerciales que suministraron las enzimas de restriccion empleadas en
este trabajo.

5.6 Tratamiento de fragmentos de ADN con fosfatasa alcalina

Este tratamiento se llevd a cabo para eliminar los grupos fosfato de los extremos 5’
del plasmido linearizado e impedir asi su religacién. Para ello, el plasmido lineariza-
do se incubd con fosfatasa alcalina (calf intestine alkaline phosphatase, Roche Diag-
nostics), en una proporcion de una unidad de enzima por pug de ADN, en tampdn
Tris-HClI 50 mM pH 8.0, durante 30 minutos a 37°C. El plasmido defosforilado, se
sometiod a electroforesis en un gel de agarosa. La banda de interés se purifico tal y
como se describe en el apartado X.

5.7 Electroforesis de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN se separaron en funcion de su tamafio mediante electrofo-
resis en geles de agarosa, preparados a la concentracidon adecuada (entre el 0,7% y
el 1,5%, segun el tamafio de los fragmentos a separar). A las muestras de ADN se
les afiadié tampdn de carga 6x (glicerol al 30% vy el colorante azul de bromofenol al
0,25%) que permite seguir la migracién del ADN en los geles. La electroforesis se
llevd a cabo a voltaje constante (60-100V) y se empled como tampdn de carrera TAE
(Tris- acetato 40 mM, EDTA 1mM). Para la visualizacidn del ADN, a los geles se les
afiadié bromuro de etidio (0,3 pug/ml) (Sigma), ya que se intercala entre las bases
nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia al exponerse a luz ultravioleta. Como
marcador de tamafio, se usé ADN 1Kb ADN Ladder (/nvitrogen) y las imagenes se
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captaron con una camara digital acoplada al analizador de imagen Gel Doc 2000 de
Bio-Rad.

5.8 Purificacion y ligacidon de fragmentos de ADN

La purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa, se llevd a cabo
cortando la banda de interés y procesandola con el sistema Jet Quick Gel Extraction
Spin kit de Genomed, segun las instrucciones del fabricante.

Las construcciones de ADN recombinante se obtuvieron mediante ligacion de los
fragmentos purificados (el inserto y el vector plasmidico). En la reaccion de ligacion
se utilizé la ligasa de ADN del fago T4, siguiendo las especificaciones del fabricante
(Fermentas). La mezcla de la ligacidn se utilizd para transformar directamente célu-
las competentes de E. coli.

5.9 Reacciones de amplificacion de ADN (PCR)

Las reacciones de amplificacién de ADN o PCR (del inglés Polymerase Chain Reac-
tion, reaccidén en cadena de la polimerasa) se realizaron en un termociclador Mi-
nicycler de Eppendorf. Las condiciones programadas fueron diferentes en funciéon
del tamafio de la secuencia a amplificar, asi como de los oligonucledtidos utilizados.
La PCR se llevd a cabo en presencia de los oligonucleétidos disefiados en cada caso,
el ADN molde, los dNTPs (desoxinucledsidos trifosfato) y la Taq polimerasa (una
polimerasa termorresistente). Dependiendo de la finalidad del producto de PCR, se
utilizé la polimerasa High Fidelity de Roche Diagnostics, la Pfu de Stratagene o la
polimerasa de Biotools. El resultado de la PCR se analizd6 mediante electroforesis en
un gel de agarosa y los productos obtenidos se purificaron usando el sistema Jet
Quick PCR Product Purification Spin Kit de Genomed.

A continuacidn se detalla la secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la ob-
tencién de construcciones de ADN recombinante, su nombre y las aplicaciones para
las que fueron disefados.

Lista de oligonucleétidos utilizados:

ubp2 forward:
AGC TAA CAT TTA TCT AGT ACA TTA GGA AAG AGT ATC GAC ACATAATTG AAT GTG
TTC ACC GTG AACACAATCTTCTGCTTC GGATCC CCG GGTTAATTAA

Oligo 5para delecionar el gen ubp2*

ubp?2 reverse:

GAA AAA CGT TAC AAC TTC CAA CCT CCA TTC ATA GCA ATT GAT CAC GGA TGA TCC
ATC CTAGTT TTT ACC CTT CAC ATA GTT TGA ATT CGA GCT CGT TTA AAC

Oligo 3"para delecionar el gen ubp2*
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ubp2 sec forward:
GCT GTATTT GTG CAT CGT GG

Oligo para comprobar la delecién del gen ubp2*

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

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

ubp1 sec forward:
CAC CAT TTG GTA CAA CAAGT
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp1*

ubp9 sec forward:
AGCTTCCCTTTGCGTTCACTTC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp9*

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

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

ubp15 sec forward:
GTA CGC ATT TTC ATT CTATC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp15*

ubp2 nmt forward:

GGA CGTTTTTTC AAG TAT TTT TCA TAA TAA AAA ATT

TAA ATT TCT TTA TTA AAATTA TTT ACA TCA AAC TAT AAA GAG GAG AAT TCG AGC
TCGTTT AAAC

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp2*

ubp2 nmt reverse:
GAT GGA CTATCA AAG ACG TCT AAATCT TGA ATC AACCGATTA GGACTTTTG CCA
ATT CGCAAG TTCTTT ACA GTT GCC ATG ATT TAA CAA AGC GACTAT A

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp2*
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ubp15 nmt forward:
AAT TAATTG ACA ATT ATT TGT ACG CAT TTT CAT TCT ATCTTT GTT TTT GTT AAG

AAA CTG AAC AAG ATT GTA ATG ACA GCG AAT TCG AGCTCG TTT AAA C
Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp15*

ubp15 nmt reverse:

TGA CTT CTT CAG CGT CTA CAT TTG AAA GCA CCT AAC GTT AAG TCA GAC TAA GCT
CTC TAT GTA TAA AAA AGT AAA CTT ACC ATG ATT TAA CAA AGC GACTAT A

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp15*

ubp1 hph forward:
CCATTCCCCCAATTT TTT GCA ATT TAT AAG AGT GGA ACT TGA AGA AAC AAA AAT

ATA ACG AAT AAATGA CCATGT TTT GAG ACG GAT CCC CGG GTT AAT TAA
Oligo 5para delecionar el gen ubp1*

ubp1l hph reverse:

TCC AGT TTC ATA CAT ATT CAA ACA AAC GAC ATT AGC CTT TAG TTA GAG TAA AGT
TCA TAT CAC CTC TAT TAT ACG TCT CTG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3"para delecionar el gen ubp1*

ubp10 hph forward:

CTTA GAC GAG TGC AAT TAT GTG GAA GAT ACT TCC ATA CGA CTT AGT AAC TGA AGT
TAT CGA TAG ATG GTA AAG CTT CAAAACGGATCCCCG GGTTAATTAA

Oligo 5'para delecionar el gen ubp10*

ubp10 hph reverse:

GAT AAA TAA AAT GAATGT TTT TTA ATT TTG TCT CAC GTA GAG GAA ATT TTG TGA
GAA ATC CAA AAATTC CAC ATATTA ACA GAATTC GAG CTC GTT TAA AC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp10*

ubp15 hph forward:

AAT TAATTG ACA ATT ATT TGT ACG CAT TTT CAT TCT ATC TTT GTT TTT GTT AAG
AAA CTG AAC AAG ATT GTA ATG ACA GCCGGATCCCCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp15*

ubp15 hph reverse:

TGA AAC AAA ATT GCT TGG CTT CTA GTA AAT GGC ACC GCT AAC ATT CAA ATT GGA
GGT TTA AAA AGG TGA TGT ATA AAC AAG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp15*

ubp2 sec 5°reverse:
CAG GCT CTT CAATTA ATG GC
Oligo para secuenciar el gen ubp2*
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ubp2 sec 3" reverse:
CCA CGA TGC ACA AAT ACA GC

Oligo para secuenciar el gen ubp2*

ubp1 entorno reverse:
CCA CCT CTT CCT CGT CTT CG
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp1*

ubp2 entorno reverse:
GAA AAA CGT TACAACTTCCAAC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp2*

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

ubp4 entorno reverse:
GCATTCTGT TCA ACATAA CG
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp4*

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

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

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

ubp9 entorno reverse:
CAT ATG GAT AAATAG AGC GC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp9*

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

ubp11 entorno reverse:
CAG ATA CGG TGG ATA CAT AC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp11*

Materiales y Métodos
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ubp12 entorno reverse:
GTA ATA CCG ATA CTT TGT CG

Oligo para comprobar la delecién del gen ubp12*

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

ubp14 entorno reverse:
GAA AGA CTT AAATCC GGG TC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp14*

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

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

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

ubp3 entorno forward:
CAC ACA ACA GCA GAATAT CG
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp3*

ubp4 entorno forward:
TTG CCG TTT GCATGA ACT CT
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp4*

ubp6 entorno forward:
GCT GACTCT GGC GTTCTACA
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp6*

ubp7 entorno forward:
TCCTTT ACC GGA AGC AACGC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp7*

ubp8 entorno forward:

GGA CACTCA AGA ACT ACG AA

Oligo para comprobar la delecién del gen ubp8*
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ubp11 entorno forward:
GTC GCATTA CTC GAC AAC AT

Oligo para comprobar la delecién del gen ubp6*

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

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

ubp16 entorno forward:
CTA TAG TGG CTG GTCATT TC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp16*

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

ubp2 hph forward:

GGA CGT TTT TTC AAG TAT TTT TCA TAA TAA AAA ATT TAA ATT TCT TTA TTA AAATTA
TTT ACA TCA AAC TAT AAA GAG GACGGATCCCCG GGTTAATTA A

Oligo 5’para delecionar el gen ubp2*

ubp2 hph reverse:

AAA ACG TTA CAA CTT CCA ACC TCC ATT CAT AGC AAT TGA TCA CGG ATG ATC CAT
CCT AGT TTT TAC CCT TCA CAT AGT TTG AATTCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp2*

ubp13 hph forward:

CAT TAG GTA AAC CTG GCT TGC TAT GAC CAA CAC TTC AAC TCC TAG AGA AAG AGG
TTA TAG TCA ACT GTT TGA AAT GAG AGC GGATCCCCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp13*

ubp13 hph reverse:

CAA TGA AAT TGA TTA CTA CCA TTT CAG TAA ATA TAT AAA CAATCT TTT TTA AAA
AAA AGC CGA AGT AAT TTC CTA ATC ATG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp13*

ubp16 hph forward:
TTITTTTTTCTTC TTT TCT AAC ATT TTT CTT CAT AAT TTC AAATTT TTG ATT GCT TGT
TGT TTT TCC ATT CCG TTG TTG ACC GGA TCC CCG GGT TAATTA A
Oligo 5’para delecionar el gen ubp16*
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ubp16 hph reverse:

AAG AGA GAC ATT AGC ATA TTA AAA AAA AAG ATA GGC AAA AGG AAG CAA AAA
CTT TAA CTG CTC AAG CTA ACT GTA TCG CAG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp5*

ubp5 Kan forward:
ATT CAAATC CAT TGT TTT ACA GTC ATT ACT TGT TCCTTT ATT ATT TGA AAG CCT CAC
AAC TAA AAA AAT TCT AAG ATT TCC GGA TCC CCG GGTTAATTA A

Oligo 5’para delecionar el gen ubp5*

ubp5 Kan reverse:

AAC CTG TAT AAA ACT TCATGC ACCTTA TGC TCA ACA GGT AAG GAC CAA ACA ACC
AGC AAG GAT TGT AAA GCC TTT AAA TAG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp5*

ubp4 hph reverse:
GGT TAT GAA TGC TAA GTT GAA CAT TTATTC AAT AACTAT ATT TGA GGT TTATTG
AAAACATTTTTCCTT TTT TTATTT TGT TGA ATT CGA GCT CGT TTA AAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp4*

ubp7 hph forward:

CTTTTTTCCTTG CAT TAATTT ATCCAT TGATTT CCT CCT TGT TGATCG TCTTTTTTT
TGT CCC GTT TTC ATA TAT GCA TTA TAC GGA TCC CCG GGT TAATTA A

Oligo 5'para delecionar el gen ubp7*

ubp7 hph reverse:
CTT TGC ATT TTA AAG ATA AAA ACC AGG GGT ATT GAA AAA TAT TGT TAA GCT AAA
ATG AGG ATT TAA AGC AAT AGA AGT GAATTC GAG CTC GTT TAA AC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp7*

ubp3 hph forward:

CTTTTG AAG AGC AAA GCG AAC GAC AGC CAA CCATCA AAT TAG TAAACAAGA GTT
CAA TCT TGC TAG AGT GTG CGT ATT TCC CGG ATC CCC GGG TTA ATT AA

Oligo 5para delecionar el gen ubp3*

ubp3 hph reverse:

GAG TTG TTT ATT GAA GAA TAC ACA AAACAATTAAGG TTTTTATTG GTT AATTTT
TTT TGG GAG GAA GGA ATC CAG ATG ACG AATTCG AGCTCGTTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp3*

ubp4 hph forward:

AAC CAA AAA AGG CTATAG TCT TGT AGT ATT TGG TTC AAT TCA GGT TAA GTC GCC
AAC ACA AAT ACTCGGTTCTTC CTC GGC GGATCCCCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp4*
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ubp5 nmt forward:

ATT CAA ATC CAT TGT TTT ACA GTC ATT ACT TGT TCCTTT ATT ATT TGA AAG CCT CAC
AAC TAA AAA AAT TCT AAG ATT TCG AAT TCG AGC TCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp4*

ubp16 nmt forward:

TTITTTTTTCTTCTTT TCT AACATT TTT CTT CAT AAT TTC AAATTT TTG ATT GCT TGT
TGTTTT TCCATT CCG TTG TTG ACG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp16*

ubp16 nmt reverse:

ACG GGA TTT TTA AGC AAA TCA TCT AGT GAATGC TTG ACT GCA AAA TCT AGT GAC
TGT CCT TGT AAA GTA GCA AGC GAC ATG ATT TAA CAA AGC GACTAT A

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp16*

ubp9 hph forward:

GAG CGC GTG AAA GCT TCC CTT TGC GTT CAC TTC CCC GCT GTG CTT GGT TTG TAA
ACT TAG CAT CCT TTA GTT CAA CTC AGC CGG ATC CCC GGG TTA ATT AA

Oligo 5'para delecionar el gen ubp9*

ubp9 hph reverse:

ATA TAA AGT AAA ACG ATG AGA GAT GAA AAC ATT AAA AGA ATT TCT CGA AAA GTG
TAA TAA AAA ACA CAA ATA AGA ATT CTG AATTCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp9*

ubp12 kanMX forward:

CTC TTA TCC TCC CAT TTG AAC AAC GCA ATT TTC CAT ATT GAG CTG GACTTG TTG
ACA TCG ACA AAA GAG ACTTCATTT TAT CGG ATC CCCGGG TTAATT AA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp12*

ubp12 kanMX reverse:

TTA GTC ACA TTG ACA AGA ACC GTT TTT TAA TTA GCA TAT CAA AGA TTG ATG CAG
TAA GTACTAGTATTG AAAATT TCATTG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp12*

ubp16 Flag forward:

CTT CAT CGT CTA AAC ACA AGC TAA ACA CCG AAA ACA CGG TTA CCA AAACTT CTA
ATA AAA AAC GGA GAA AAATTT CAT TTG GGG GAG GCG GGG GTG GA

Oligo para etiquetar el gen ubp16*

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

AAG AGA GAC ATT AGC ATA TTA AAA AAA AAG ATA GGC AAA AGG AAG CAA AAA
CTT TAA CTG CTC AAG CTA ACT GTA TCG CAG AAT TCGAGCTCGTTTTCG A

Oligo para etiquetar el gen ubp16*

ubp16 GFP forward:

CTT CAT CGT CTA AAC ACA AGC TAA ACA CCG AAA ACA CGG TTA CCA AAACTT CTA
ATA AAA AAC GGA GAA AAATTT CAT TTC GGA TCC CCG GGTTAATTA A

Oligo para etiquetar el gen ubp16*

ubp16 5°reverse:
GAT ATT GAA CCA ACG GTG
Oligo para secuenciar el gen ubp16*

ubp16 sec 3’forward:
GAC GAT GAT TTC GTT TCC
Oligo para secuenciar el gen ubp16*

ubp16 GAL forward:
CGG GAT CCATGT CGCTTG CTACTTTACA
Oligo para clonar el gen ubp16*en YIPG3

ubp16 GAL reverse:
GCT CTA GACCTC TACATT TGC AAA AAT TG
Oligo para clonar el gen ubp16*en YIPG3

nmt41 sec forward:
GTA AGT GCC TTA GCATGT TA
Oligo para secuenciar el promotor nmt1*

nmt41 sec reverse:
ATG CCAGGATTCCTCTTCCT
Oligo para secuenciar el promotor nmt1*

ubp6 del forward:

ATA ATT TGC AAA GAA TTA CAA AAA AAA TTA TAT TGG GCT TAA ACA AGT ATT TCT
TTC ATT AAT TAC AAA AAC CAT TTA TGC GGA TCC CCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp6*

ubp6 del reverse:

TTG ATATGA TAC GTT CTA GTT CTT TTC CCA TAA TAA ACA GTC AAAAGAAGG TTT
TAA AAA AAA ATA AAG AAATCG TAA GCG AATTCG AGCTCGTTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp6*
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ubp8 del forward:

GTTCGTCTATTGTTG TCG TTT CAC CCT GCATCG AAG CAG ATG CTTTTT AGT CTG
AAA GGC CAATTT TGT ACG TAT CAA GGC GGA TCC CCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp8*

ubp8 del reverse:

AAT AAG GAA CCT TTG AGT CAATTA CTT TAC ATG GTT CAT AAT GAT TGT TCA TGA
ACG GAT ATC TGA TCG CAT AAT CTA ACG AATTCG AGCTCGTTT AAAC

Oligo 5’para delecionar el gen ubp8*

ubp11 del forward:

TTTTTT CTT TTG TAA ATT ATATTC TCT GTT ACC TCT AAT AAT TTCTTT TCC CTA ATT
CTT CAT TGC ATG CAT TCATTATCC GGATCCCCG GGTTAATTAA

ubp1l del reverse: TCA GTC GGA ATC ATT AGG AGA AAT ATC AAG AAT TTTTTATTA
AGG TAC AAA AAC GTA TAC GAT TAA CTA GCA TAT ATG CGG AAT TCG AGCTCG TTT
AAA C

Oligo 5’para delecionar el gen ubp11*

ubp14 del forward:

AAG ATG CAC GTA TAT TAT TAA CTA ATG TTA ATA TTC TGC CTA CCT CAT GTC CAT CCA
TCC ATA AAC ACC TAT AGCAACCCCGGATCCCCG GGTTAATTAA

Oligo 5’para delecionar el gen ubp14*

ubp14 del reverse:

ACC AAATTC TGC TCA ACC CAA AAT TCA ATA AGA CGC TCC GAT GAT TGC TAT TAA
AAA AAA AAA AAT GAT ATA AAT TAATGG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo 3’para delecionar el gen ubp14*

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

ubp16 sec 850 forward:
CCT CCTTGG CAG ATTCCTTA
Oligo para secuenciar el gen ubp16*

ubp16 GAL Xbal:
GCT CTA GAATGT CGCTTG CTACTTTACA
Oligo para clonar el gen ubp16*enYIPG3

ubp1l ent forward:
CACCATTTG GTA CAACAAGT
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp1*
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ubp9 ent forward:
AGCTTCCCTTTG CGTTCACTTC

Oligo para comprobar la delecién del gen ubp9*

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

ubp12 ent forward:
TCCTCC CAT TTG AAC AAC GC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp12*

ubp15 ent forward:
GTA CGC ATTTTC ATT CTATC
Oligo para comprobar la delecién del gen ubp15*

ubp8 nmt forward:
GTTCGT CTATTG TTG TCG TTT CAC CCT GCA TCG AAG CAG ATGCTTTTT AGT CTG
AAA GGC CAATTT TGT ACG TAT CAA GGG AAT TCG AGC TCG TTT AAAC

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp8*

ubp8 nmt reverse:

TGG GTACAGATCTTT TGATAG TTT TCA ACATCC GCC GGT TTA AGT TTA AGATGC
TGG CAA CCT TCT ACA TCC CCA GGC ATG ATT TAA CAA AGC GAC TAT A

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp8*

ubp5 nmt reverse:
GAG TCT ACT AAA GTT TCA CCC GTG ACCTAA ACATTA TAA GTT AGA ATG GTC CGA
GAT ATCAAC AAA AAC TTC AAT ACC ATG ATT TAA CAAAGC GACTAT A

Oligo para introducir el promotor nmt1 delante del gen ubp5*

nmt41l sec F:
AGG AAG AGG AAT CCT GGC AT
Oligo para secuenciar el promotor nmt1*

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

ubp15 sec reverse:
GGT TCC TGA GAG CTT TCT TC
Oligo para secuenciar el gen ubp8*
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ubp5 sec reverse:
CAC ACT AAGTGG TCACACC

Oligo para secuenciar el gen ubp5*

ubp16 CS forward:
CTC GGT AAT ACT AGT TTC ATG AAT TCA GTAC
Mutagénesis dirigida del gen ubp16*

ubp16 CS reverse:
GTA CTG AAT TCA TGA AACTAG TATTACCGA G
Mutagénesis dirigida del gen ubp16*

Pcnl tag reverse 2:
AAA AGT AAA CAA AAG TAT GTT TAT AAT GAT GCT AGC TCG TCA ATT GCA AAG AGA
TTA CTA AAA GAT ATT GAT TCC GTA ATG AAT TCG AGCTCG TTT AAAC

Oligo para etiquetar el gen pcnl1*

ubp16 Myc forward:

CTT CAT CGT CTA AAC ACA AGC TAA ACA CCG AAA ACA CGG TTA CCA AAA CTT CTA
ATA AAA AAC GGA GAA AAATTT CAT TTC GGA TCC CCG GGTTAATTAA

Oligo para etiquetar el gen ubp16*

Pcnl tag forward:
CACTTCTTG TGG AGT ATA AAA TGG AAT CCG GAT TTT TAC GAT TTT ATC TTG CCC
CAA AAATTG GTG AGG AGG ATG AGG AGG GGG GAG GCG GGG GTG GA

Oligo para etiquetar el gen pcn1*

Pcnl sec forward:
CAC GCT GAA ACA ACATAC CG
Oligo para secuenciar el gen pcn1*

Pcnl sec reverse:
CTCTTACGC GGTTAG CCATA

ubp15 Myc hph forward:

CAC ATA TCT TGG GAC TCG ATC ATC CAC CAG CTA ATG GTA GTG CTC AAT ACC ATG
GTA TGG ACC AAG CAA TAA GAA TGA AAC GGA TCC CCG GGT TAATTA A

Oligo para etiquetar el gen ubp15*

ubp15 Myc hph reverse:
GA AAC AAA ATT GCT TGG CTT CTA GTA AAT GGC ACC GCT AAC ATT CAA ATT GGA
GGT TTA AAA AGG TGA TGT ATA AAC AAG AATTCG AGCTCGTTTTCG A

Oligo para etiquetar el gen ubp15*
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ubp15 sec-end forward:
ACG GCT GCA AAA ACG ATT GG

Oligo para secuenciar el gen ubp15*

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

Xma ubp16-GST reverse:
CCCCCCGG GCT ACT TGT CAT CGT CAT C
Oligo para clonar el gen ubp16*en pGEX-6P-1

ubpb5 sec end forward:
GCT CGC ACA CAG TAT CCAGA
Oligo para secuenciar el gen ubp15*

ubp5 Myc hph forward:
ACG GTA CAT TGG CTT TGG ATC GTG CTA AGA AAG ATA GTA AGA AGC CGA ATATAC
TCG ACC GTG CTA TTC AGA TGA AAA ATC GGA TCC CCG GGTTAATTAA

Oligo para etiquetar el gen ubp15*

ubp5 Myc hph reverse:

AAC CTG TAT AAA ACT TCATGC ACCTTATGC TCA ACA GGT AAG GAC CAA ACA ACC
AGC AAG GAT TGT AAA GCC TTT AAA TAG AAT TCG AGC TCG TTT TCG A

Oligo para etiquetar el gen ubp15*

ubp16 wt forward:
CTC GGT AAT ACT TGT TTC ATG AATTCAGTAC
Mutagénesis dirigida del gen ubp16*

ubp16 wt reverse:
GTA CTG AAT TCA TGA AAC AAG TAT TACCGA G
Mutagénesis dirigida del gen ubp16*

GFP_NES forward:

GGC ATG GAT GAA CTA TAC AAA GCA GCT GCCTTA GCG TTA AAG CTA GCT GGG TTG
AAT ATC TAG GGC GCG CCA CTT CTA AAT AAG CG

Oligo para clonar la sefial de localizacion NES

GFP_NLS forward:

GGC ATG GAT GAA CTA TAC AAA GCT GCT GCA CCA AAA AAG AAG CGT AAG GTC
GGC TAG GGC GCG CCA CTT CTA AAT AAG CG

Oligo para clonar la sefal de localizacién NLS
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RFP_NES forward:

G GGC CGC CAC TCC ACC GGC GCC GCA GCT GCT TTA GCA TTA AAA CTA GCT GGA
TTA AAT ATA TAA GGC GCG CCA CTT CTA AAT AAG CG

Oligo para clonar la sefial de localizacion NES

RFP_NLS forward:

G GGC CGC CAC TCC ACC GGC GCC GCT GCT GCA CCA AAA AAA AAA CGT AAA GTT
GGA TAA GGC GCG CCA CTT CTA AAT AAG CG

Oligo para clonar la sefial de localizacidn NLS

RFP_NLS reverse:

CG CTT ATT TAG AAG TGG CGC GCCTTATCCAACTTTACG TTTTTT TTT TGG TGC
AGC AGC AGC GGC GCC GGT GGA GTG GCG GCCC

Oligo para clonar la sefial de localizacidn NLS

GFP_NES reverse:

CG CTT ATT TAG AAG TGG CGC GCC CTA GAT ATT CAA CCC AGC TAG CTT TAA CGC
TAA GGC AGCTGCTTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC

Oligo para clonar la sefial de localizacidn NES

GFP_NLS reverse:

CG CTT ATT TAG AAG TGG CGC GCC CTA GCC GACCTTACG CTTCTT TTT TGG TGC
AGC AGCTTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC

Oligo para clonar la sefial de localizacidn NLS

RFP_ NES reverse:

G GGC CGC CAC TCC ACC GGC GCC GCA GCT GCT TTA GCA TTA AAA CTA GCT GGA
TTA AAT ATA TAA GGC GCG CCA CTT CTA AAT AAG CG

Oligo para clonar la senal de localizacion NES

ubp16 seq 244 forward:
CTT CAG GAA CAA GGG GTG ATG

Oligo para sequenciar el gen ubp16*

ubp16 seq 167 forward:
GCC GTA AGT CATTTT CAG CG
Oligo para sequenciar el gen ubp16*

ftp105 entorno forward:
CAG CAG GTA GCT GAAGTCTC
Oligo para comprobar la delecién del gen ftp105*

ftp105 entorno reverse:
CAG AAG ATT CTC CAA GCC AG
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Oligo para comprobar la delecién del gen ftp105*

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

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

UBP15 3Flag forward:

CAC ATA TCT TGG GAC TCG ATC ATC CAC CAG CTA ATG GTA GTG CTC AAT ACC ATG
GTA TGG ACC AAG CAA TAA GAA TGA AAG GGG GAG GCG GGG GTG GA

Oligo para etiquetar el gen ubp16*

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

ubp15 CS reverse:
GTA GCG AGT TCA TAT AACTCG TTG CACCTT GG
Mutagénesis dirigida del gen ubp15*

Xma ubp15GST forward:
CTT CCC GGG TAT GGT GCT TTC AAATGT AG

Oligo para clonar el gen ubp15* en pGEX-6P-1

ubp2 13Myc forward:
TAA CAT TTATCT AGT ACA TTA GGA AAG AGT ATC GACACATAATTG AATGTG TTC

ACC GTG AACACAATCTTCTGC TTC GGA TCC CCG GGTTAATTAA
Oligo para etiquetar el gen ubp12*

ubp2 13Myc reverse:
AAA ACG TTA CAA CTT CCA ACC TCC ATT CAT AGC AAT TGA TCA CGG ATG ATC CAT
CCT AGT TTT TAC CCT TCA CAT AGT TTG AAT TCG AGCTCG TTTTCG A

Oligo para etiquetar el gen ubp12*

ubp8 13 Myc forward:

CAG ATT ATA GTT ACC TAT TAT TTT ACC ATG AGC GTC AAA TCC TAT ACA GTG ATG
AAA TGA CTG TTA AAA CGG AAA ATC GGATCC CCG GGTTAATTAA

Oligo para etiquetar el gen ubp8*

118



Materiales y Métodos

ubp8 13Myc reverse:
AAT AAG GAA CCT TTG AGT CAATTA CTT TAC ATG GTT CAT AAT GAT TGT TCA TGA

ACG GAT ATC TGA TCG CAT AAT CTA ACG AAT TCG AGCTCG TTT TCG A
Oligo para etiquetar el gen ubp8*

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

ubp15 sec 5F:
GTT AGA GTTGACCTTCCA A
Oligo para secuencir el gen ubp15*

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

ubp15 sec 7F:
GACTTA TCA CGG TTG CAT G
Oligo para secuencir el gen ubp15*

ubp15 sec 1F:
GAATACGCGTCCGTTTTCTTAG
Oligo para secuencir el gen ubp15*
ubp15 sec 2R:

CAG TTG GAT CCT GAA CAT TCG

ubp15 sec 3F:
CCT ACC GAT AAT GAT GATTC
Oligo para secuencir el gen ubp15*

Xma REP ubp15unspl F:
TCC CCC CGG GAT GGTAAGTTTACTTTITTTA
Oligo para clonar el gen ubp15* en pREP3X

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

Xbal YIPG3 ubp15splic F:

GCT CTA GAATGG TGC TTT CAA ATG TAG
Oligo para clonar el gen ubp15* en pREP3X
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ubp15 G124C forward:
CAATTCATTAGTGCATCATGAACCCGAC
Mutagénesis dirigida del gen ubp15*

ubp15 G124C reverse:
GTCGGGTTCATGATGCACTAATGAATTG
Mutagénesis dirigida del gen ubp15*

5.10 Secuenciacion de ADN

Las construcciones de ADN recombinante obtenidas, en las que el inserto fue so-
metido a amplificaciéon por la técnica de PCR, fueron comprobadas mediante se-
cuenciacidn. La secuenciacién de ADN se realizd de forma automadtica utilizando un
secuenciador ABI Prism 377 de Perkin-Elmer en el Servicio de Analisis Gendmico del
Centro de Investigacion del Cancer.

5.11 Extraccion de ARN total y RT-PCR

La obtencién de ARN total se realizd6 empleando el sistema RNeasy Kit (Quiagen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sintesis de ADNc se llevd a cabo
con el sistema SuperScript First-Strand Kit (Invitrogen).

El andlisis mediante RT-PCR (del inglés Real Time-Polymerase Chain Reaction ) se
llevd a cabo con el iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

6. CITOMETRIA DE FLUJO (FACS)

La citometria de flujo o FACS (del inglés Fluorescence-Activated Cell Sorting) permi-
te determinar el contenido de ADN de las células, lo que nos informa acerca de la
fase del ciclo celular en que se encuentran.

Este analisis permite diferenciar distintas poblaciones dentro de las particulas anali-
zadas, en nuestro caso células de S. pombe, en funcién de su tamafio y de su con-
tenido en ADN. Para determinar el contenido en ADN de las células, se empled co-
mo fluorocromo el yoduro de propidio (Sigma), que se une a la doble cadena de
ADN. Este andlisis por FACS se realizé en un equipo FACScalibur (Becton-Dickinson).

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

La preparacién de las muestras para su analisis por FACS se llevé a cabo del siguien-
te modo: se recogieron muestras de 107 células por centrifugacidn, se lavaron con 1
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ml de agua miliQ estéril y se resuspendieron en 1 ml de etanol al 70% para su fija-
cion. Hasta el momento de su andlisis fueron guardadas a 4°C. La mitad de las célu-
las fijadas fueron lavadas con 1 ml de citrato sddico 50mM. A continuacidn, se re-
suspendieron e incubaron en 0,5 ml de citrato sédico 50 mM con 50 pug de RNAsa
(Roche) durante 2 horas a 37°C. Finalmente, se afiadié 0,5 ml de citrato sédico 50
mM vy 2 ug de yoduro de propidio para analizar las muestras.

7. TECNICAS DE PROTEINAS

7.1 Preparacion de extractos proteicos

Se siguieron dos métodos diferentes para la preparacién de extractos proteicos to-
tales, en funcién del destino final de los mismos. En el caso de ser utilizados para un
simple andlisis de proteinas, se procedid a una extraccion en condiciones desnatu-
ralizantes, mientras que la extraccidon en condiciones nativas fue el método utiliza-
do para los estudios de interacciones entre proteinas (coinmunoprecipitaciones).

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

Se recogieron en cada caso 8 densidades dpticas de células por centrifugacion. Se
lavaron 2 veces con 5ml de TCA (4cido tricloro acético) al 20% y se resuspendieron
en 100ul de TCA a la misma concentracion. En este punto se pueden congelar las
células a -80°C indefinidamente, o se puede proceder directamente a la prepara-
cién de los extractos totales.

Para la preparacién de los extractos totales de proteinas, se afiadieron 200mg de
Ballotini con el fin de romper las células mediante el uso de un aparato Fast-Prep
(Bio101) durante 10 segundos a una potencia de 5.5. Esta operacidn se repitié tres
veces. Los extractos totales se recogieron afiadiendo 200ul de TCA al 5%. A conti-
nuacion se centrifugaron a 3000rpm durante 5min, para producir la precipitacion
de los extractos con el TCA. El sobrenadante fue eliminado mientras que el pellet de
proteinas fue resuspendido en 100ul de tampdn de carga (Tris-HCl pH 6,8, 80mM,
DTT 5mM, SDS 2%, glicerol 7,5%, EDTA 5mM, azul de bromofenol 0,002%) y en 50yl
de TRIS base. Antes de la carga en el gel de acrilamida, se hirvieron las muestras a
100°C durante 5 min y se centrifugaron a maxima velocidad durante 1 minuto.

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

Para la preparacién de los extractos proteicos de S. cerevisia, se siguid el mismo
protocolo que para S. pombe, con la Unica diferencia de que sélo se recogieron 5
densidades épticas de células en cada caso.
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iii. Preparacion de extractos proteicos de S. pombe: condiciones nativas

En esta ocasidn el nimero de células recogidas por centrifugacién fue de tal. Estas
células se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido o hielo seco y se alma-
cenaron a —80°C hasta su procesamiento. Con el fin de preparar los extractos, se
resuspendieron las células en el tampdn HB (MOPS 25 mM, MgCI2 15 mM, DTT 1
mM, Tritdn-X100 1%, EGTA 5 mM) con los inhibidores de proteasas leupeptina 10
pg/ml, aprotinina 10 pg/mly PMSF 100 uM. A continuacion, se afiadieron 750 mg
de bolas de vidrio Ballotini (0,4 mm Sigma) y se rompieron en un aparato Fast-Prep
(Bio101) durante 15 segundos a una potencia de 4, operacidén que se repitié dos
veces. Los extractos totales se recogieron en 1 ml de HB con los inhibidores de pro-
teasas. Para eliminar los restos de membranas y paredes celulares, se centrifugaron
los extractos dos veces durante 10 minutos a 15000 rpm a 4°C en una centrifuga
Microfuge®R (Beckman) y se desecharon los precipitados. La concentracién de pro-
teina se determind colorimétricamente utilizando el sistema BCA (Pierce).

7.2 Valoracion de la concentracion de proteina en los extractos tota-
les

Para cuantificar la concentracion de proteina de los extractos totales utilizamos el
sistema colorimétrico BCA (Pierce), siguiendo las indicaciones del fabricante. La in-
tensidad de color de cada reaccion colorimétrica, que depende de la cantidad de
proteina presente en cada muestra, fue cuantificada en espectrofotometro a A=562
nm. A continuacidn, la concentracién de proteinas de cada muestra, se determiné a
partir de una recta patrén de concentraciones conocidas de albimina sérica bovina
(BSA).

7.3 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Mediante la electroforesis en una dimensién en geles de SDS-PAGE (del inglés So-
dium-Dodecy! Sulfate-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis, geles de SDS-poliacrila-
mida), se pueden separar las proteinas de una muestra en funcidn de su peso mo-
lecular (Laemmli 1970), ya que el SDS es un detergente anidnico que rodea a las
proteinas confiriéndoles una carga negativa proporcional a su tamaio.

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

El volumen de extractos totales cargados en cada caso, fue de 4ul para S. pombe y
8ul para S. cerevisiae, de una concentracién no conocida. Como marcadores de pe-
so molecular, se cargaron marcadores pretefiidos de Invitrogen. La electroforesis en
una dimension se llevé a cabo utilizando el sistema Mini-Protean de Bio-Rad, en
condiciones desnaturalizantes debido al tampdn de carrera empleado (Tris-HCI 25
mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, a pH 8,3), con un voltaje constante (120V). Finali-
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zada la electroforesis, estos geles se pueden fijar y tefiir con azul de Coomassie, o
bien ser sometidos a electrotransferencia e inmunodeteccion, por la técnica de
Western blot.

7.4 Andlisis de proteinas por la técnica de Western blot

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

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

La inmunodeteccién de proteinas consiste en su deteccién utilizando anticuerpos
monoclonales o policlonales especificos (Tabla). Se utilizan dos anticuerpos, uno
primario que reconoce especificamente a la proteina problema y otro secundario
gue reconoce al anterior y que estd conjugado con una enzima, como la peroxidasa,
que cataliza la reaccién de deteccion. La incubacion con el anticuerpo primario se
llevé a cabo en la solucién de bloqueo, bien a RT durante 2 horas, o a 4°C durante
toda la noche dependiendo del tipo de anticuerpo. Después del periodo de incuba-
cion, se lavd la membrana cuatro veces durante 5 minutos con una solucién de PBS
con Tween-20 al 0,1%. La incubacién con el anticuerpo secundario (anti-ratén o
anti-conejo conjugados con peroxidasa de rabano, Amersham-Pharmacia) se realizd
también en la misma solucién de bloqueo durante una hora a RT. El exceso de anti-
cuerpo se retiré mediante tres lavados de 5 minutos en PBS con Tween-20 al 0,1%.
Antes de revelar, se retiré el exceso de detergente lavando la membrana dos veces
durante 5 minutos con PBS. Para revelar el Western blot se utiliz6 en funcidon de la
proteina, el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharmacia Biotech) o
el de Super Signal (Pierce), siguiendo las indicaciones de los fabricantes. La quimio-
luminiscencia se detectd mediante exposicion de peliculas de auto-radiografia
(Hyperfilm ECL de Amersham).

En la mayoria de los casos se cuantifico la intensidad de las bandas proteicas de
interés con el programa Quantity One de Bio-Rad.

7.5 Tincion con Azul de Coomassie

Tras la electroforesis, los geles de poliacrilamida se tifieron con solucién de azul de
Coomassie (azul de Coomassie al 0,5%, metanol al 20% y acido acético al 10%) du-
rante 10 minutos en agitacidon a RT. A continuacién se destifieron en solucién de
destincidn (metanol al 20% y acido acético al 10%) en agitacidon a RT, cambiando
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periddicamente dicha solucidn, hasta distinguir con nitidez las bandas correspon-
dientes a las proteinas de interés.

7.6 Inmunoprecipitacion

Las inmunoprecipitaciones permiten purificar proteinas por su unién a un anticuer-
po especifico, formando inmuno-complejos. La purificacién de estos inmuno-com-
plejos se realiza gracias a la utilizacidn de las proteina A o G, ya que presentan afi-
nidad por la regidn constante de las cadenas de las inmunoglobulinas.

En todos los casos las inmunoprecipitaciones se realizaron a partir de extractos de
proteinas obtenidos en condiciones nativas, tal y como se describe en el apartado
correspondiente.

La proteina PCNA-3Flag, se inmunoprecipitd a partir de 2mg de extractos celulares
totales. Se utilizaron Dynabeads® Proteina G de Invitrogen (20ul/mg de proteina),
previamente equilibradas, las cuales fueron incubadas con el anticuerpo anti-Flag
(2mg/mg extracto) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
se anadid la cantidad de extracto indicada y se realizd una incubacién durante 3
horas a 4°C. Antes de cargar los inmunoprecipitados, se lavaron entre 5y 6 veces
con 1 ml del tampdn de lisis, para eliminar uniones inespecificas. A continuacién se
resuspendieron en 50 pl de tampdn de carga 2X y se desnaturalizaron hirviendo
durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se resolvieron en una electroforesis en
gel de poliacrilamida del 10% y se analizé, mediante Western blot, si las proteinas
de interés se detectaban en los inmunoprecipitados.

7.8 Anticuerpos utilizados

En la Tabla 7 aparecen recogidos todos los anticuerpos utilizados en este trabajo, su
procedencia, asi como su aplicacién y condiciones de uso (dilucién o concentracidn
final).

7.9 Purificacion de proteinas a partir de células de E. coli

La purificacidn de las proteinas de fusién con GST, se realizd a partir de células de E.
coli transformadas con plasmidos pGEX-6P-1 que contenian el ADNc de la proteina
a purificar. Para ello, las células de E. coli se cultivaron primero en LB con 100 pg/ml
de ampicilina y posteriormente se indujo la sintesis de la proteina por medio de la
incubacidn de este cultivo durante 4 horas a 37°C, en presencia de IPTG (0,5 mM).
Tras este tiempo, las células fueron recogidas por centrifugacién (a 8000rpm duran-
te 10 minutos) y se resuspendieron en un tampdn de lisis (PBS frio, Triton X-100 al
1%, Lisozima 0,2 pug/ml, DTT 2 mM, vy los inhibidores de proteasas PMSF 1mM,
aprotinina 10 pg/ml y leupeptina 10 pg/ml). Tras la incubacién de la suspensidn
celular durante 30 minutos a 4°C, ésta fue sonicada con el sonicador Misonic
XL2010, y después se centrifugd a 15000rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrena-
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dante fue incubado con bolas de Glutation-sefarosa (Amersham) durante 1 hora a
4°C, las cuales fueron recuperadas y lavadas posteriormente 5 veces con PBS (al
que se le afiadieron inhibidores de proteasas). La pureza de la proteina y el rendi-
miento del proceso se comprobaron mediante electroforesis en SDS-PAGE y poste-
rior tincién con Azul de Coomassie.

Tabla 7: Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Procedencia Tipo/Especie Utilizacion
i;;i_oprﬁgg Dr. Lehman Policlonal/Conejo 1:2500
(Sér;:r-:\isNISe) Dr. Kaufmann Policlonal/Conejo 1:2500
anti-Flag Sigma Aldrich Monoclonal/Ratén 1:1000
Anti-Myc Sigma Aldrich Monoclonal/Ratén 1:500
Anti-HA Roche Monoclonal/Ratdn 1:500
Anti-H2B Active Motif Policlonal/Conejo 1:100
Anti-Cig2 Dr. Bueno Policlonal/Conejo 1:750
Anti-Cdc13 Dr. Bueno Policlonal/Conejo 1:500

Anticuerpo Procedencia Enzima asociada Utilizacion
Anti-ratén Amersham HRP Peroxidasa 1:2000
Anti-conejo Amersham HRP Peroxidasa 1:3000

7.10 Ensayo in vitro de desubiquitinacion de PCNA por Ubp16

Tras la purificacién de las proteinas GST-Ubp16 3Flag y GST-Ubp16CS 3Flag a partir
de células de E. coli, asi como de la purificacion de PCNA por inmunoprecipitacién,
se realizd el ensayo de desubiquitinacion in vitro, incubando ambas proteinas a
30°C en agitacién durante toda la noche, en el tampén DUB descrito en Huang et al.
2006, de composicion HEPES 60mM pH 7.6 5mM, Mg,Cl 5mM y glicerol 4%. A con-
tinuacion se centrifugaron las muestras y se afiadié el tampdn de carga (Tris-HCl pH
6,8, 80mM, DTT 5mM, SDS 2%, glicerol 7,5%, EDTA 5mM, Azul de bromofenol
0,002%). Por ultimo se hirvieron las muestras durante 5 minutos a 100°C y se sepa-
raron las proteinas mediante electroforesis en SDS-PAGE.
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8. MICROSCOPIA

8.1 Microscopia de contraste de fases

Cuando fue necesaria la observacién de las levaduras S. pombe o S. cerevisiae, se
realizaron preparaciones himedas y se observaron en un microscopio Leyca DM
60008 o en un microscopio de Olympus BX60.

8.2 Microscopia de contraste interferencial y de fluorescencia

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

Los programas de captura utilizados fueron Openlab improvision, Metamorph Mo-
lecular Devices, y SoftWorkx de imsol.

Cada fluorocromo utilizado en este trabajo, GFP, DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol,
Sigma D- 9542), calcofluor, CY3 o FITC, tiene diferente longitud de onda de excita-
cion y emision, por lo que fue necesario utilizar diferentes filtros.

8.3 Tinciones de nucleos y septos

Las células se fijaron en etanol al 70% vy, a continuacién, se rehidrataron eliminando
el etanol y afiadiendo 50 pl de PBS.

Para observar los septos, las células se tifieron afiadiendo 1 pl de una solucién de
calcofluor a 50 pg/ml. Las tinciones de nucleos se realizaron afiadiendo 1 pl de DAPI
(4,6- diamidino-2-fenilindol, Sigma D-9542) a 0,1 mg/ml (Moreno et al., 1991). Fi-
nalmente, las células se extendieron en un cubreobjetos y, una vez que se secé la
muestra, el cubre objetos se colocd en un portaobjetos sobre una gota (3 pl) de
glicerol al 50% con 1 mg/ml de para-fenilendiamina (Sigma P-1519).

8.4 Micromanipulacion

El micromanipulador utilizado para la construccion de los dobles, triples y cuadru-
ples mutantes de este trabajo fue Singer MSM System 200.
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9. TRATAMIENTO INFORMATICO DE SECUENCIAS Y PRE-
SENTACION DE DATOS

9.1 Tratamiento informatico de secuencias de ADN y proteina

Para la edicién detallada de las secuencias, asi como las comparaciones de secuen-
cias, se utilizaron los programas Strider 1.1, DNA cloner y Sequencher.

La busqueda de secuencias de ADN o de proteinas se efectud en las bases de datos
GeneDB, PomBase, GenBank, SWISSPROT, YeastGenome y Centro Sanger.

9.2 Presentacion de datos

La redaccion del presente trabajo se efectud con el procesador de texto Pages 4.1
(Apple). Las representacion grafica de datos se realizaron con la aplicaciéon Micro-
soft Excel (Microsoft Office 2008). Las ilustraciones y esquemas presentados, se rea-
lizaron con el programa Adobe lllustrator CS6 (Adobe). Las imagenes que aparecen
en esta memoria se adquirieron con un escaner Hewlett Packard Scanlet 3c
(Hewlett Packard). Dichas imagenes se manipularon con el programa Adobe Pho-
toshop CS6 (Adobe). Para la gestion de las citas bibliograficas se utilizo la aplicacidn
EndNote X2 (Niles and associates).

La busqueda de referencias se realizd a través de la pagina web Medline (National
Library of Medicine con direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/).
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Apéndice
1. Células carentes de Ubp16 acumulan mas histona
H2B ubiquitinada

En S. cerevisiae existen dos proteasas de ubiquitina relacionadas con el silencia-
miento de genes: Ubp8 y Ubpl10. Aunque poseen funciones diferentes, conjunta-
mente parece que se encargan de desubiquitinar a la histona H2B, ya que la supre-
sién de ambos genes se traduce en un aumento sinérgico de los niveles de ubiquiti-
nacion de dicha histona (Emre et al. 2005; Gardner et al. 2005; Schulze et al. 2011).
Dado que Ubp16 de S. pombe es el ortdlogo de Ubp10 de S. cerevisiae y que la fun-
cion desubiquitinadora de PCNA también se ha mantenido en esta proteina, deci-
dimos comprobar si también ocurria lo mismo con la funcidon desubiquitinadora
sobre la histona mencionada en la levadura de fision.

Para ello analizamos el estado de ubiquitinacidn de la histona H2B, en los mutantes
de las proteinas homologas de S. pombe, Aubp8 y Aubp16, asi como en un doble
mutante Aubp8 Aubp16, construido mediante micromanipulacién. Como se mues-
tra en la Figura 26, tanto en presencia como en ausencia de dafo, la falta de Ubp16
y/o Ubp8 en la célula, se traduce en un aumento de la histona H2B ubiquitinada,
mostrando el doble mutante Aubp8 Aubp16, mayor cantidad de ubiquitinacién que
los mutantes simples. Este resultado, al igual que en S. cerevisiae (Schulze et al.
2011), hace pensar que aunque ambas proteinas tengan como objetivo comun a la
histona H2B, su ruta de accion es diferente.
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Figura 38: Células carentes de las proteasas Ubp8 y/o Ubp16, acumulan mayor
cantidad de histona H2B ubiquitinada. Se recogieron muestras asincronas y dafiadas
durante 3 horas con MMS 0.01%, de los mutantes Aubp6, Aubp8 'y Aubp6 Aubp8. Se
prepararon extractos proteicos con TCA y se analizaron a continuacion por Western
blot, utilizando el anticuerpo a-H2B. Como se observa en la figura, la falta de ambas
UBPs se traduce en un aumento sinérgico en el estado de ubiquitinacion de la histo-
na H2B.
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2. Analisis del mutante Aubp16 cdc10-129
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Figura 39: Andlisis de la ubiquitinacion de PCNA a lo largo del ciclo celular en el
mutante Aubp16 cdc10-129.
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3. Analisis del mutante Aubp15 Aubp16 cdc25-22
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Figura 40: Andlisis de la ubiquitinacion de PCNA a lo largo del ciclo celular en el
mutante Aubp15 Aubp16 cdc25-22.
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4. Sensibilidad del mutante Aubp2 a MMS

YES 25°C 0.010% MMS

Figura 41: Cepas carentes de Ubp2 muestran una gran sensibilidad a MMS.

132



Anexo

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

Error prone: rama de las rutas de tolerancia al dafio “propensa al error”.
Error free: rama de las rutas de tolerancia al dafio “libre de errores”.
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final. Graciag por llenar el laboratorio de alegria, por celebrar como nadie log resultados
positivog con egog meneog que nog dag (nunca entenderé como alguien tan delgado puede
tener tanta fuerzall). No imaginag o que echaré de menog tug gritos cada vez que un nifio
entre en una habitacion. Graciag a log que estuvieron en el principio: A Arturo por enge-
farme tanto y gobre todo por hacerlo con tanta ilugion. A Teresa, Lola, Alfongo, Helena
(0jal4 hubieges estado még), Pilar (no se puede tener un corazon mag grande) y como no, a
Sandrall cuanto dolio tu marchall Y ahora &, a mig chicas. Lag “Marig” (en serio, quién
empez6 esto??). A MariSonix, por millones de cogag... por ger nuegtra “mami”, por hacer-
nog bizcochog, por tener siempre un abrazo para mi... y por haberme ayudado tanto en eg-
tog dtimog megeg que tan dificiles han sido para mi. A Sara, mi “marichurri”, mi Pucelana..

vor, te digan lo que te digan, que no ge te olvide ger feliz!l A MariDatri, por estar siempre
pendiente de que comiege log diag de “muestrag”..por tu empatia, porque ereg un cielo, por-
que me ayudag a ordenar la cabeza... y por tug chanclag!!!'Y por eupuesto, a mi pupila (lo
de MariVane ya me parece excegivo). Nunca imaginé que una galleguinia pudiese traerme
tanta luz. No ¢ como lo hiciste, pero me devolvigte la ilugion... y ego no tiene precio. En

gerio, chicag, se me quedan cortag lag palabrag para expresaros lo que og quiero. GRA-
CIAS POR TODOS ESTOS ANOSH!

Graciag a TODOS log ex-vecinog de enfrente (para mi siempre geréie log del 10). Realmen-
te no 86 qué habria gido de mi gin vogotrog. De nuevo me faltan lag palabrag para agrade-
cerog todo lo que habéig hecho por mi... y e que no ha sido nada fcil ser “la pombera” del
5. Graciag por todo lo que me habéie engenado, por todag lag cepag y plagmidog presta-
dog, por todo el tiempo que me habsie dedicado... pero sobre todo, graciag por como lo ha-
béie hecho, siempre parando lo vuestro para ayudar... SIEMPRE. Ectoy cequra de que gin
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vogotrog egto habria costado 5 anog mag!! Graciag en egpecial a Sergio por abrirme lag
puertag de su degpacho para explicarme cualquier cosa y obre todo por volver a “cacha-
rrear” para mi ayudandome con mi Gltimo experimento. Graciag a Botet por ayudarme y
engefiarme milloneg de cogag... MILLONES!! [a de horag que hag echado conmigo... a lrene
por ger mi ejemplo a sequir... a Noelia por tanta ayuda proteica y por cequir pendiente de mi
en la digtancia. A Nathalia, Javi, Marta, Myriam... Crigtina, Anal... AnaB... graciag por dar-
me el mejor congejo de lag ultimag semanas!! Y por supuesto, a mig dog chicag favoritag
del 10. A Livia, mi Libro gordo de Petete, mi otro ejemplo a seguir. Graciag por ger mi
MAESTRA en todo esto, por todag lag dudag resueltag al instante y por todag lag que he-
mog resuelto juntag. Graciag por toda la ilugion que hags puesto en mi proyecto, por no ha-
cerme gentir una carga... por todag lag veces que hag ido a mi labo a preguntarme i lag
cogag fueron bien... pero sobre todo, graciae por hacerlo siempre con una gonriea en log
labios... ha sido un verdadero lujo tenerte ahill'Y como no, a AnaE... por toda tu ayuda pro-
fesional... pero gobre todo por la pergonal. Graciag por tirar de mi, por tu infinita paciencia,
porque nadie como ti ha gufrido mig penuriag... porque aunque parezca mentira, e<o ha he-
cho que lag cogag duelan un poco menos. Gracias también por todag lag onrigas que
giempre congigues eacarme... porque no g6 como lo haceg, pero contigo todo es... FENO-
MENAL!! No imaginag lo afortunada que me giento por tenerte en mi vida. No te alejes
nuncall ni ta, ni Rogendo!!.

Graciag al resto de gente que forméie parte de esta gran familia del CIC. A Alicia por todag
lag charlas compartidag sobre nuestrog fatidicos proyectos y por ayudarme hagta el infinito
en egte tramo final. Graciae a Sonia y Pablo porque vuestra ayuda siempre va mag lejog de
lo que og toca. A Celeo por hacerme reir con eu “glamour”. A Carlog por todag lag rigag
que nog hemog echado comiendo... y <il! me dan miedo los pajaros!!! A Paco por preguntar
siempre “qué tal?”. Y por supuesto, a log chicog de microscopia: a Maria, y al charro mag
charro del mundo!! Angell! qué suerte haber currado contigo!! Graciag por todo lo que me
hag ayudado, incluso fuera de hora. Graciag por lo que me haceg refr, por esforzarte hasta
el infinito en que congigamos lo que queremos. Ereg un profesional como la copa de un pi-
nol!! ya e6lo te queda apreciar lag puestag de gol.. y Pucelall!

Graciag a log de siempre... a mig Pucelanos.

A log parroquianos, porque aunque cada vez mag lejog, sequie estando aht. A Frito por ha-
ber <ido el tnico valiente que se ha atrevido a preguntar de qué iba mi tegie. A Sara por
esag quedadag cada vez mag fugaces que iempre me ayudan a ordenar ideas. A Miguel
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por er mi lingtiicta pereonal. Que viva el cagtellano!!!' A Jorge por ayudarme a creer que
congequiria terminar esto. A Diego y Maite por ser log mejoreg anfitrioneg. Y por supueg-
to, a Fernando: graciag por todo lo que llevas engefiandome toda la vida... porque cea la
hora que gea siempre estag ahi para echar un cable... porque mucho de lo que ¢ hoy en dia
te o debo a ti.. por ser mi companiero de alegriae y penuriag... porque ni el Atlantico ha
congequido que te separages de mi... por quererme tanto y por dejar que te quiera tanto... y
gobre todo, por recordarme que “la paciencia eg la madre de la ciencia”!!

A todo el clan del “Lourdeg” (y “apositag”) por todo lo que me habeig ayudado a desconec-
tar en la recta final. Por todag egag convergacioneg tan interesantes sobre LEDa... por
todo lo que me haceig reir. A Sara porque ereg de ega clage de gente que infunde alegria...
ya verag como todo sale bien!! Y por supuesto a Ander. Puf!f lo que ha costado eh??
ayuda”, por prestarme el ordenador que me ha dado la vidal! Por esforzarte hagta el infinito
en que egta bitloga sofiadora aprenda a ser un poco mag practica. Graciag por log empujo-
nes y por lag zancadilla... por tu paciencia.. por ecforzarte infinito en comprender este
mundo... pero obre todo, por haberme cacado de la caverna en que ectaba metida ayudan-
dome a llegar al final.

Graciag a ti Gonalong... porque aunque lag cogag hayan cambiado tanto, realmente in ti

mana que no pudieron “ser”... y graciae por aprender, siempre riendo, que no trabajar un
“finde” significaba poner cultivos log domingos. Graciag por galir de tu igla por mi. Bor to-
do lo que hag sufrido este “mundillo de la ciencia™... sobre todo ege ario tan horrible que por
fin ha pasado... Graciag porque no dudo que realmente ereg una de lag mejores personag de
este mundo y yo he tenido la suerte de tenerte a mi lado... de verag que sin ti no lo habria
congeguido... Egto también eg tuyol!

Y por ultimo, graciag a familia.. a TODOSH! A mig tiog.. a mig tiag... a toooooodog mig
prim(@s.... Graciag por vuegtrag vigitag todog egtog anog... por lag innumerables mudanzag
en lag que habgig participado... Graciag por estar giempre cuando ge 0¢ necegita y cuando
no, también. Graciag a mi tio Angel por haber sido “mi carpintero”, a mi tia Mari por estar
tan orqullosa de eu gobrina y por meterme tanta cafia para que me ponga a trabajar de una
vez!l A mi prima Natalia por cer mi amiga, mi otra hermana... Graciag por preocuparte
giempre tanto de mi... porque gin ti no habria podido sequir adelante egtog dltimog meges..
graciag por quererme tantol! ERES LA MEJOR!
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Y ahora .. (esto se acaba).. A log de casa. A mig padres y a mi hermana. Graciag por
apoyarme en egta locura de hacer un doctorado. Graciag porque nunca me habéig cuestio-
nado... graciag porque de vosotrog ni una gola vez he escuchado que por qué no dejaba de
complicarme la vida y me ponia a trabajar en “algo” que diese mag dinero. Graciag papa
por estar orgullogo de mi.. por dejar que te de tanta “guerra”.. por haber haber sido mi
chofer un millon de veces y por haber montado y desmontado mi eseritorio otrag tantas...
Graciag Raquel por todo lo que me cuidag... por lag rigag que no echamog juntag... porque
ciempre estae ahi apoyandome en todo sin cuestionar ni juzgar nada de lo que hago.. No
g6lo ereg la mejor maegtra del mundo, también ereg la mejor hermana del mundol! Y a ti
mama. Por ser mi ejemplo en la vida... por quererme tanto... por acompariarme en tantag
nocheg de ingomnio... porque ee muy facil sequir adelante teniendo una madre que siempre
te recuerda que te mireg al espejo y que te repitag lo que vales.. nada de esto habria sido
posible &i ti no hubieses estado a mi lado... Y para terminar, a mi abuela, la otra mujer de
mi vida... porque aunque ya no estés, en mi corazon nunca dejarag de estar. Ojal4 estuvie-
geg aqui para ver ecto... sequro que ectariag orgulloga de mi.

En fin chicos... que por fin he terminado!!! No tengo ni idea de lo que vendra ahora y si og
g0y sincera, fengo que reconocer que eso me da panico... pero estoy segura de que VoSo-
trog haréie que lag cogag sean mag faciles..

Asi que lo dicho... Graciag a todog!!... 0g quiero... hagta el infinito... y mag allal!!!
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