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Resumen

Los organismos estdn continuamente expuestos a la aparicion de dafos en su genoma,
debido a factores tanto exdgenos como endogenos. Afortunadamente, las células han
desarrollado una serie de mecanismos para asegurar la integridad de su material genético,
conocidos en conjunto como respuesta a dafio en el ADN o DDR (DNA Damage Response).
Numerosos estudios han demostrado que las sefiales del DDR se transmiten principalmente
a través de eventos de fosforilacion mediados por quinasas especificas en diversos factores
de la ruta. Sin embargo, poco se conoce sobre la funcidn que las proteinas fosfatasas juegan
en este proceso. La fosfatasa PP4 ha sido involucrada recientemente en la regulacién del
DDR, siendo su papel principal la desactivacién del checkpoint de dafio una vez la lesién ha
sido reparada. Los resultados recogidos en esta tesis ponen de manifiesto que esta fosfatasa
también presenta una funcion directa en la reparacion de roturas en el genoma.
Concretamente, esta enzima contrarresta la actividad de la quinasa Rad53 durante la
reparacién de un corte de doble cadena. Esta funcidn afecta al estado de fosforilacion de
multiples factores implicados en el DDR, entre ellos, del adaptador Rad9. La desfosforilacidn
de Rad53 por PP4 estimula la reseccion del ADN mitigando el efecto negativo que Rad9 ejerce
sobre el complejo Sgs1/Dna2. Como consecuencia, la eliminacidn de la actividad de PP4
afecta a la reseccidn y reparacién mediante SSA (single-strand annealing), defectos que se
revierten al reducir los altos niveles de fosforilacion de Rad53 o al eliminar la unién de Rad9
de la zona de ADN dafiada. Estos datos confirman que PP4 controla la fosforilacion de Rad53
durante la regeneracion de un dafio, y demuestran que la atenuacién de su actividad quinasa
durante las etapas iniciales del proceso de reparacién es esencial para potenciar el desarrollo
de rutas de reparacidn que dependen de una reseccion de largo alcance para su consecucion.
Ademas, estos resultados implican que estas vias son incompatibles con una activacion
excesiva del checkpoint de dafio, y sugieren que las quinasas y fosfatasas del DDR han de
cooperar durante la respuesta para acoplar la activacion de la parada del ciclo celular con la
reparacidn. Este balance de la actividad del checkpoint asegura una respuesta a dafio precisa,
suficientemente fuerte para activar un arresto en G2/M adecuado, pero no demasiado
robusta como para influir negativamente en la reparacién, asegurandose de esta forma el

mantenimiento de la integridad gendmica.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. La respuesta a daiio en el ADN

1.1.1. Importancia de la respuesta a dafio en el ADN y rutas de reparacion

Nuestras células estdn expuestas continuamente a la aparicién de dafios en su
material genético, provocados por estimulos muy diversos, que amenazan la integridad
gendmica celular. La aparicion de lesiones en el ADN puede ocurrir como consecuencia
de la exposicion a factores tanto enddgenos como exdgenos. Entre los factores
endogenos destacan los productos de nuestro propio metabolismo, fundamentalmente
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, asi como reacciones quimicas espontaneas
intrinsecas a la propia naturaleza de la molécula de ADN, principalmente hidrolisis. Por
otra parte, nuestro ADN puede también ser dafado por agentes fisicos y quimicos
exogenos, como los rayos X, la radiacidn ultravioleta, los compuestos quimioterapicos o
componentes derivados del tabaco. De hecho, se estima que cada célula de nuestro
cuerpo puede sufrir alrededor de 10° lesiones espontdneas cada dia [1]. Algunas de estas
alteraciones pueden ser mutagénicas, incrementando el riesgo de aparicién de una célula
tumoral; en otras ocasiones, estas alteraciones pueden ser citotoxicas o citostaticas,
provocando la activacién de respuestas especificas, como la muerte celular programada
o la senescencia, fendmenos que desencadenan el proceso de envejecimiento [1]. Dado
que los dafios en el material genético constituyen una de las causas principales de la
aparicion de enfermedades, evitar la inestabilidad gendmica es un objetivo fundamental
en la fisiologia celular. Afortunadamente, las células eucariotas han desarrollado un
sofisticado sistema para detectar los dafios en el ADN e impulsar una cascada de
sefializacidén que se encarga de activar los mecanismos moleculares necesarios para su
reparacién. Este sistema se denomina genéricamente como respuesta a dafio en el ADN
o DDR (del inglés DNA Damage Response), y su fin Ultimo es la restauracion de la lesion
para asegurar la supervivencia celular o, en el caso de que esto no sea posible, impedir la
transmision no fidedigna de la informacidn genética a la progenie [2, 3]. Cuando el DDR
no se ejecuta correctamente o la tasa de dafio celular excede su capacidad para reparar
las lesiones, se desencadena la activacién de vias de senescencia, muerte celular
programada o, en el peor de los casos, la transformacién a una célula tumoral [4-6] (Fig.

1). De hecho, y como se mencionaba previamente, multiples enfermedades humanas han
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Factores endégenos Factores exégenos
Agentes que dafian Radicales libres, Radiacion ultravioleta,
el ADN Errores de replicacion, infecciones virales,
Reacciones de hidrdlisis... compuestos quimicos...

AN A A A

safivaiiiizaailivaatiivailiize
e

' Desalineamientos de bases I [ Dimeros de pirimidina l
Lesiones en el ADN l Sitios abasicos I [ Modificaciones de bases [
[ Entrecruzamientos ] [ Cortes ‘

Extension y gravedad
del dafio

ctivacién de rutas
de apoptosis

Reparacion /
errénea

Respuesta celular

de ciclo

Consecuencia

Figura 1. Respuestas celulares al dafio en el ADN. El ADN puede verse dafiado por factores muy
diversos, tanto enddgenos como exdgenos, que inducen distintos tipos de lesiones. En funcidn
de la extensién y severidad del dafio, se activan distintas respuestas, que pueden dar lugar a la
reparacion del material genético y supervivencia de la célula, a una transformacién maligna o
bien a la muerte celular. La respuesta de supervivencia se desarrolla gracias a un conjunto de
rutas de sefializacion.

sido relacionadas directamente con fallos en estos procesos de reparacion, destacando la

importancia del DDR en el mantenimiento de la estabilidad gendmica y la viabilidad de

los organismos [7-9]. En este contexto, y teniendo en cuenta que los tumores a menudo

presentan alteraciones especificas en componentes del DDR, se han desarrollado diversas
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estrategias terapéuticas basadas en la atenuacion de la respuesta a dafio o la inhibicidn
de proteinas de reparacidn con el fin de promover la destruccién de células cancerigenas
[10, 11]. Una de las terapias mas prometedoras en el campo de la regulacién del DDR es
el uso de inhibidores de la polimerasa poli (ADP-ribosa) o PARP para los tumores
deficientes en BRCA1 o BRCA2 [12, 13], aunque también se han desarrollado inhibidores

especificos para otras proteinas como ATM, ATR, CHK1 o WEE1 [11].

Los agentes genotoxicos inducen diversos tipos de dafio en el ADN, incluyendo
modificacién de bases, entrecruzamientos de la molécula de ADN, uniones covalentes
ADN-proteina, cortes de cadena sencilla (SSBs, single-strand breaks) o cortes de doble
cadena (DSBs, double-strand breaks) [10]. Con el fin de reconocer y reparar esta gran
variedad de lesiones, el DDR estd provisto de distintos mecanismos que detectan y
restauran cada uno de estos tipos de dafio: la reparacidn por escisién de bases (BER, base
excision repair) restituye bases dafiadas, la reparacién de desapareamiento de bases
(MMR, mismatch repair) reconoce y corrige errores en la incorporacién de bases durante
la sintesis del ADN, la reparacién de escisién de nucledtidos (NER, nucleotide excision
repair) retira oligonucledtidos que contienen bases dafiadas, y la reparacién de enlaces
cruzados (ICL, interstrand cross-link repair) elimina los entrecruzamientos entre distintas
hebras. Ademas, los DSBs pueden repararse mediante union de extremos no homalogos
(NHEJ, nonhomologous end joining) o recombinacion homédloga (HR, homologous
recombination), rutas que se explicaran con mas detalle en secciones posteriores [2, 7,

14].

1.1.2. Seializacién de la respuesta a daiio en el ADN

La respuesta a dafio en el ADN constituye un sistema altamente conservado, y
supone la activacion de rutas de reparacién, de un checkpoint de ciclo, de programas
transcripcionales especificos y, en algunos casos, de rutas de senescencia o apoptosis
[15]. Uno de los objetivos principales del DDR es coordinar la reparacidon de la lesidn con
la progresion del ciclo celular. Esto se consigue mediante la activacion de numerosos
factores que se pueden clasificar como sensores, mediadores, transductores de sefiales y

efectores [16, 17].

Los dafios en el ADN son reconocidos inicialmente por proteinas sensoras que se

reclutan a la cromatina. Entre ellas se encuentran los complejos MRX/MRN (Mrel1-

11
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Rad50-Xrs2 en Saccharomyces cerevisiae, MRE11-RAD50-NBS1 en mamiferos) y el
complejo heterotrimérico 9-1-1 (Rad17-Ddc1-Mec3 en la levadura de gemacién, RAD9-
RAD1-HUS1 en células de mamifero). EIl complejo MRX/MRN es responsable del
procesamiento inicial del dafio, gracias a la actividad nucleasa de Mrell y al
mantenimiento de los dos extremos del dafio en proximidad por Rad50. Ambos procesos
favorecen la deteccidén y la concentracion de otros sustratos necesarios durante la
ejecucion de la respuesta [18]. Respecto al complejo 9-1-1, exhibe una estructura similar
a PCNA (del inglés proliferating cell nuclear antigen) y su reclutamiento a la cromatina
facilita el anclaje de proteinas encargadas de promover la activacion del checkpoint y la

reparacion del ADN [19].

El reclutamiento de estos complejos a la zona del ADN dafada activa numerosas
proteinas transductoras, desencadenando una cascada de sefalizacion. Esta transmision
de la sefial esta principalmente mediada por eventos de fosforilacion impuestos por
quinasas incluidas dentro del grupo de las PIKKs (del inglés phosphatidylinositol 3’ kinase-
related kinases). En este conjunto se incluyen Tell y Mecl (ATM y ATR en mamiferos,
respectivamente), que constituyen los grandes transductores del DDR, fosforilando
multitud de sustratos en motivos Ser/Thr-Glu [20]. Estas quinasas controlan la reparacién
del ADN a tres niveles, 1) regulando directamente la maquinaria de reparacion mediante
la fosforilacidon de sus componentes, 2) modulando el estado de la cromatina en torno a
la lesion y 3) generando un ambiente celular favorable para la reparacién [14, 21]. Tell es
esencial para la sefializacién de DSBs, mientras que Mecl esta implicada en la respuesta
a SSBs y horquillas de replicacion atascadas [16]. En mamiferos, junto a ATM y ATR existe
una tercera quinasa transductora, DNA-PKcs, esencial para la reparacion mediante NHEJ,

mantenimiento de telémeros e induccion de apoptosis [22].

Los efectores de la ruta de sefializacion del DDR son sustratos de estas quinasas
apicales. Estos factores participan en la transmisidn de la sefial, y regulan principalmente
el ciclo celular y la maquinaria de reparacion. En la levadura de gemacidn, los efectores
mas importantes son las quinasas Rad53 y Chkl (CHK2 y CHK1 en mamiferos
respectivamente), que catalizan distintos procesos bioldgicos dentro del DDR, incluyendo

la activacion del checkpoint de dafio [23].
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Figura 2. Sefializacion de la respuesta a dafio en el ADN. La sefializacién del DDR se inicia cuando
se forma un dafio en el material genético, que es detectado por las proteinas sensoras,
MRX/MRN y 9-1-1. El reclutamiento de estos complejos a la cromatina en las regiones cercanas
al dafio atrae hasta estos puntos a las quinasas apicales o transductoras, Tel1/ATM, Mec1/ATRy
DNA-PKcs, que se activan y desencadenan una cascada de sefializacién. Existen proteinas
adaptadoras que suelen ser requeridas para mediar los eventos de fosforilacidn impuestos por
las quinasas transductoras a las quinasas efectoras, Rad53/CHK2, Chk1/CHK1 y Dunl. La
actuacion coordinada de todos estos factores desencadena respuestas celulares al dafio que
fundamentalmente conducen a la parada del ciclo celular mediante la activacion de un
checkpoint de dafio y a la reparacion del ADN. En el esquema se muestran las principales
proteinas que intervienen en Saccharomyces cerevisiae y humanos, sefialando en el mismo color
los homélogos entre estos dos organismos.

Es importante mencionar que, en muchas ocasiones, para que exista una correcta

trasmision de la sefial desde las quinasas apicales a las efectoras se requieren proteinas
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adaptadoras. Asi, en S. cerevisiae, los adaptadores Rad9 y Mrcl son esenciales para
estimular la fosforilacién y activacién de Rad53 por Mecl y Tell, en un mecanismo que
se explicara mas adelante. De una forma similar, Chk1l también interacciona con Rad9
para ser activado por Mecl. El uso de adaptadores especificos que facilitan la transmisién
de la sefial durante la formacién de una lesidn en el ADN es un fendmeno que estd
evolutivamente conservado. En mamiferos, ATR depende fundamentalmente de Claspin
(homadlogo de Mrcl) para la activacion de CHK1 [24], mientras que la activacién de CHK2
por ATM precisa de los adaptadores MDC1 y 53BP1 (factores que comparten estructura
y funciones con Rad9) [25]. La cadena de proteinas sensoras, transductoras, adaptadores
y factores efectores mencionados que forman parte del DDR se encuentran recogidos

esquematicamente en la figura 2.
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1.2. El checkpoint de dano en el ADN

1.2.1. Activacion del checkpoint de daiio en el ADN

La respuesta celular a un daifo en el ADN es vital para el mantenimiento de Ila
integridad gendmica. Para asegurar que las células transfieren una copia intacta de su
genoma a la siguiente generacion, la evoluciéon ha desarrollado una serie de rutas de
supervivencia denominadas checkpoints de dafio, cuya funcién es detectar el ADN dafado
y coordinar su reparacion con la progresion del ciclo celular [26]. La activacidon del
checkpoint ralentiza o detiene el avance del ciclo, dando asi tiempo para que los
mecanismos de reparacidn corrijan la lesion antes de que sea heredada por las células
hijas. Estos sistemas estan altamente conservados en todos los eucariotas, y permiten
detectar dafios durante todo el ciclo celular, deteniendo el mismo en G1, S 0 en G2/M,

dependiendo del tipo de lesidn y la fase del ciclo en la que ocurra.

Los cortes de doble cadena o DSBs se producen cuando las dos hebras del ADN se
rompen simultdaneamente y son uno de los tipos de dafio mas peligrosos para la célula.
De hecho, un Unico DSB no reparado correctamente es suficiente para producir la muerte
celular [7]. Aun cuando muchos de estos DSBs son generados de forma espontanea por
los distintos estreses a los que la célula estd sometida, existen también DSBs programados
que participan en procesos fisioldgicos celulares como la recombinacién meidtica, los
reordenamientos de los receptores de las células Ty B en mamiferos, o el cambio de tipo
sexual en levaduras [27-29]. Sin embargo, cuando estas lesiones se generan
estocdsticamente suponen una seria amenaza para la viabilidad celular, supervivencia y
homeostasis, de modo que la activacién del checkpoint de dafio en el ADN en respuesta

a cortes de doble cadena es un evento primordial dentro del DDR.

En S. cerevisiae, el checkpoint de dafo en el ADN detiene a las células en la transicion
metafase/anafase, también conocida como G2/M [30]. Tras la formacién de un DSB en el
genoma, el primer evento que tiene lugar es su reconocimiento por los complejos Ku
(yKU70/yKU80) y MRX (Mrel11-Rad50-Xrs2), que se unen a los extremos del corte [31, 32].
El heterodimero Ku protege los extremos del DSB de la degradacién y es esencial para la
reparacién mediante unidn de extremos no homologos [33, 34]. Por su parte, la union de
MRX promueve el reclutamiento de Tell a la lesién, asi como su activacion [35] (Fig. 3A).

Tras su unidén, Tell estabiliza la asociacion de MRX en el DSB, hecho que facilita la
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exclusion de Ku de esa regién de la cromatina, evitando la reparacidon por NHEJ y
estimulando la recombinacion homdloga [33, 36, 37]. Por otra parte, Tell fosforila la
histona H2A en la serina 129 (y-H2A) [38-40], que constituye una marca clave para la
correcta activacion del checkpoint de dafo (Fig. 3A). Esta fosforilacion se extiende en la
cromatina unas 50 kb en torno al DSB [38, 39] y permite su remodelacién con el fin de
facilitar la acumulacién de proteinas del DDR en las inmediaciones del dafio. Hay que
destacar que la correcta funcionalidad del complejo MRX depende de la proteina Sae2
(CtIP en mamiferos), la cual, una vez unida al complejo, es capaz de estimular la
degradacién nucleolitica de unos 50-100 nucledtidos de los extremos 5 del corte,
generando fragmentos de ADN monocatenario en 3’ (o ssADN) [41, 42] (Fig. 3B). Dado
qgue el complejo Ku tiene poca afinidad por ADN de cadena sencilla [43], la formacion de
ssADN por el complejo MRX/Sae2 previene la reparacion por NHEJ y estimula la
reparacién por recombinacion homadloga. Una vez ocurrida esta etapa inicial, comienza
una segunda fase de procesamiento de la molécula de ADN, mucho mds extensiva, que
conlleva la formacidn de varias kilobases de ssADN a ambos lados de la lesidn y que es
promovida por la accion de las nucleasas Exol y Dna2 [41, 42] (Fig. 3B). Este proceso de
formacion de ADN monocatenario por el complejo MRX/Sae2 y las nucleasas Exol y Dna2

es conocido genéricamente como reseccion, y se explicara en detalle mas adelante.

El ssADN generado durante la reseccidn es recubierto por la proteina RPA [32], unién
concomitante con la disociacién de Sae2, MRX y Tell [44]. La formacidn de esta estructura

de ADN protegido por RPA estimula la unién de Mec1 a las inmediaciones del DSB.

Figura 3. Sefalizacion del checkpoint en respuesta a un DSB en S. cerevisiae. A) Cuando se
genera un DSB, el complejo MRX y Sae2 se localizan en los extremos del corte. MRX promueve
el reclutamiento de Tell hasta el DSB. Tell estabiliza MRX en la cromatina, favorece la retirada
de Ku y fosforila la histona H2A en $129 (y-H2A). B) Comienza el proceso de reseccion, teniendo
lugar una primera fase mediada por MRX y Sae2, y una segunda etapa de degradacion mas
extensa, mediada por Exol y Sgs1/Dna2. Ku se libera de las colas 3’ de ssADN, que son cubiertas
y protegidas por RPA. C) La unién de RPA se produce simultdneamente a la liberacion de MRX,
Sae2 y Tell. La estructura formada promueve el reclutamiento del complejo 9-1-1 y de Mec1-
Ddc2. Mecl1 lleva a cabo la fosforilacién de la histona H2A en S129 y del complejo 9-1-1, que de
ese modo son reconocidos por Rad9. D) El adaptador Rad9 se carga en la cromatina a través de
y-H2A y es fosforilado por CDK y Mecl, modificacion que induce su oligomerizacién y
estabilizacion en el ADN y que, ademas, supone la creacién de sitios de unién para Rad53. E)
Rad53 se une a Rad9 y es fosforilado y activado por Mecl y Tell, ademas de por su propia
autofosforilacidn. La fosforilacion de Rad9 por CDK también permite el reclutamiento de Chk1,
que una vez unido es activado por Mecl. Rad53 y Chk1 fosforilan distintos sustratos, activando
respuestas a dafio en el ADN, entre ellas, el arresto del ciclo celular.
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Concretamente, Mecl se asocia a Ddc2, que reconoce y se une a RPA, localizando asi al
complejo Mecl1-Ddc2 en el sitio de dafio [45] (Fig. 3C). El complejo 9-1-1 (Rad17-Ddc1-
Mec3) también se une a la estructura de ADN monocatenario, en este caso a través de
Rad24-Rfc2-5, y es esencial para la activacion del checkpoint por Mecl, estimulando su

actividad quinasa y promoviendo la fosforilacién de sus dianas [46-48] (Fig. 3C).

Una vez que Mec1 es reclutado a la zona lesionada, esta quinasa fosforila a la histona
H2A en la serina 129 [49] y al complejo 9-1-1 [50], eventos que disparan la interaccién de
Rad9 al dafio (Fig. 3D). Tras su unién a la cromatina, este adaptador es fosforilado por Cdk
y Mec1l [51, 52], modificacion que induce su oligomerizacion y estabilizacién en el ADN y
que, ademas, supone la creacidn de sitios de union para la quinasa Rad53 [53, 54] (Fig.

3D).

Rad53 estd implicada en numerosas funciones dentro del DDR, como la
estabilizacion del replisoma, expresion de genes de reparacion, inhibicion de origenes de
replicacidn tardios, inhibicién de la recombinacién en horquillas atascadas, resoluciéon de
horquillas y reparacién [55]. Después de su union a Rad9, Rad53 es fosforilado y activado
por Mecl y Tell, ademas de por su propia autofosforilacion [56] (Fig. 3E). En respuesta a
estrés replicativo, Rad53 también puede ser activado por el adaptador Mrcl que, a
diferencia de Rad9, no precisa de una unién fisica [57]. Finalmente, también se ha
propuesto que Sgsl media el reclutamiento de Rad53 de manera dependiente a su
fosforilacion por Mecl [58]. Una vez activado, Rad53 se libera de Rad9 amplificando la
sefial en el interior celular [59]. Por otra parte, la fosforilacion de Rad9 por Cdk permite
el reclutamiento de la quinasa Chk1, la cual, una vez unida a Rad9, es activada también

por Mec1 [60] (Fig. 3E).

Una vez que Rad53 y Chk1 han sido activadas, estas quinasas fosforilan distintos
sustratos implicados en el control del ciclo celular y la regulacion transcripcional con el fin
de promover el arresto en G2/M. La parada del ciclo celular se consigue mediante la
estabilizacion de Pdsl, inhibiendo de este modo la separaciéon de las cromatidas
hermanas y la entrada en anafase. Chk1 fosforila Pds1 evitando su degradacion por el
complejo APC/Cdc20, mientras que Rad53 contribuye a la estabilidad de Pds1 inhibiendo

su interaccion con Cdc20 [61]. Ademads, junto a la inhibicidn de la entrada en mitosis,
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Rad53 también previene la salida de mitosis bloqueando la ruta MEN (del inglés Mitotic

Exit Network) a través de la fosforilacidn e inhibicidn de Cdc5 [62, 63].

Finalmente, Rad53 tiene un papel importante en la modulacidn de la transcripcidn
a través de su accién sobre Dunl. La fosforilacién de Dunl por Rad53 se requiere para la
induccion transcripcional de genes codificantes de las subunidades de la ribonucledtido
reductasa (RNR), factor limitante de la sintesis de dNTPs. Dunl también fosforila a Sml1,
inhibidor de la RNR, marcandolo para degradacién y aumentando con ello los niveles de

nucledtidos necesarios para reparar el ADN [64].

1.2.2. Inactivacidn del checkpoint de daiio en el ADN

En S. cerevisiae, la activacion del checkpoint de dafo en el ADN induce cinco tipos
de respuestas: el arresto del ciclo celular, modificaciones de histonas, cambios
transcripcionales, modificaciones post-traduccionales de multiple factores y un conjunto
de respuestas especificas de fase S [65]. EI mantenimiento prolongado de estas
respuestas tiene consecuencias negativas para la fisiologia celular, por lo que la

desactivacion del checkpoint es una etapa esencial del DDR.

La inactivacion del checkpoint puede ocurrir una vez que la lesién en el ADN ha sido
reparada, permitiendo que las células reentren en el ciclo celular en un proceso conocido
como recuperacion. Alternativamente, si la reparacién no es posible, las células pueden
experimentar un fendmeno de adaptacion al dafo, y reentrar en el ciclo celular
arrastrando la lesion en su genoma [65]. La desactivacion de las respuestas inducidas por
el checkpoint requiere de la participacion de inhibidores, que inactiven los componentes
de la ruta o sus sustratos; muchos componentes del checkpoint de dafo son activados
mediante fosforilacion, lo que convierte a las fosfatasas en elementos importantes en
este proceso de reentrada. Aln asi, no podemos olvidar que los componentes fosforilados
también pueden ser inactivados por degradacion proteolitica en vez de por

desfosforilacion.

Algunas proteinas implicadas en la modificacién de la cromatina afectan a la
inactivacion del checkpoint de dafio. Por ejemplo, Srs2 es un factor esencial para la
recuperacién o progresion en el ciclo tras la reparacién, retirando Rad51 del ssADN y

eliminando asi las sefiales de activacion del checkpoint [66, 67]. Asi mismo, las
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modificaciones de histonas y la estructura de la cromatina también estan implicadas en
este proceso. En ese sentido, la desfosforilacidon de la S129 de H2A por la fosfatasa PP4 es
necesaria para la reentrada en el ciclo celular, tanto en levaduras como en lineas celulares

humanas [68-70]. En humanos, y-H2A también es desfosforilada por PP2A [71].

La inactivacion de los efectores de la via de sefializacion del dafio representa otro
eslabdn clave en la inactivacion del checkpoint. Chkl juega un papel minoritario en el
arresto del ciclo celular en S. cerevisiae, y sus inhibidores se desconocen. Sin embargo, no
ocurre asi con Rad53, la quinasa primordial en esta respuesta en la levadura de gemacion,
que ha de ser desfosforilada e inactivada para asegurar una eficiente reentrada en G1
después de la reparacion de la lesion. De hecho, la desaparicion de las formas fosforiladas
de Rad53 ocurre en paralelo a la recuperacion o adaptacion [72]. Ademas, no es necesario
que se produzca nueva sintesis de proteina para la aparicion de Rad53 desfosforilado,
indicando que la quinasa activa es desfosforilada y no degradada [73]. Se ha descrito que
la desfosforilacion de Rad53 puede ser llevada a cabo por distintas fosfatasas. Entre ellas
se encuentran Ptc2 y Pct3 (subunidades cataliticas de la fosfatasa PP2C), que promueven
la inactivacion de Rad53 después de la reparacion de DSBs inducidos por la endonucleasa
HO [74]. Por otra parte, la subunidad catalitica Pph3 de la fosfatasa PP4, en conjunto con
su subunidad reguladora Psy2, desfosforila a Rad53 después de un tratamiento con metil-
metanosulfonato (MMS) [75]. El triple mutante carente de actividad fosfatasa asociada a
PP4 y PP2C, pph3A ptc2A ptc34, presenta graves defectos en la eliminacién de la
autofosforilacién de Rad53 tras un tratamiento con MMS, aunque esta desfosforilacidn si
gue es posible después de un tratamiento con hidroxiurea (HU) [76]. Estos datos sugieren
gue ambas fosfatasas desempefian funciones redundantes en respuesta a dafios
especificos en el ADN, y que deben de existir otras fosfatasas que desfosforilan a Rad53

ante estreses genotoxicos concretos.

Ademas, la inactivacion de Rad53 mediante desfosforilacion es un proceso
evolutivamente conservado. Asi, CHK2, el homélogo de Rad53 en humanos, requiere de
varias fosfatasas para su inactivacion: una fosfatasa de tipo 2A, en este caso PP2A (en
lugar de PP4 como en la levadura de gemacion) y PP2C (Wip1/PPM1D, homdlogo de
Ptc2/Ptc3) [77, 78]. Wip1/PPM1D también interviene en la desfosforilacion de CHK1 en

células humanas [79]. Igualmente, se ha propuesto que tanto CHK1 como CHK2 pueden
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ser inactivados mediante degradacidon proteolitica, aunque no existen estudios

completamente concluyentes a cerca de esta regulacidn.

Para terminar, el proceso de reseccién también estd ligado con la inactivacién del
checkpoint. Dado que la activacién del checkpoint esta directamente relacionada con la
cantidad de ssADN generado, la inactivacidon de la reseccidon es considerada per se un
mecanismo que restringe la actividad de la ruta de arresto del ciclo celular. Existen dos
mecanismos en la célula que permiten evitar una reseccidn excesiva y, en consecuencia,
una hiperactivacion del checkpoint de dafio en el ADN. En primer lugar, la activacion de
Rad53 por Mecl estimula la fosforilacidn de Exol inhibiendo su actividad [80, 81]. Por
otra parte, Mecl promueve la unién de Rad9 a la cromatina en torno al DSB a través de
la fosforilacion de H2A en la S129 [49]; recientemente se ha descrito que Rad9 actiia como
una barrera fisica que impide la acciéon del complejo Sgs1/Dna2 [82, 83]. Como se
mencionaba anteriormente, la sefalizacion por Mecl y Rad53 es directamente
proporcional a la cantidad de ssADN generado, de modo que este sistema genera un bucle
de retroalimentacién negativo que limita la extensidn de la reseccidn vy, por tanto, las

sefiales que desencadenan la parada del ciclo celular.
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1.3. Rutas de reparacion del ADN

Como se mencionaba previamente, los cortes de doble cadena o DSBs son uno de los
tipos de dafio en el ADN mas nocivos para la célula, por lo que su reparacion es fundamental
para mantener la viabilidad celular y preservar la integridad gendmica. La reparacion de estas
lesiones puede ocurrir a través de dos rutas evolutivamente conservadas: NHEJ, donde los
dos extremos del DSB son ligados directamente [84], o HR, que utiliza una regidn homologa
como donador para copiar la informacion genética perdida [85]. La eleccion entre una u otra
via depende de la complejidad de la lesidn, de su localizacidn y del tipo celular, asi como de

la fase del ciclo celular en la que se produzca [86, 87].
1.3.1. Reparacidn por unién de extremos no homalogos (NHEJ)

La reparacion por union de extremos no homélogos consiste en la ligacidn directa
de los extremos del corte (Fig. 4, 7A), y constituye la principal ruta de reparacion en
mamiferos [88]. NHEJ es un sistema de reparacion propenso a errores, pues suele ir
acompanado de inserciones o depleciones en el punto de la lesidn [89]. Como se explicaba
anteriormente, tanto en levaduras como en células de mamifero la eleccion entre NHEJ y
HR depende de la actividad de la reseccion, ya que el procesamiento 5’-3’ de los extremos
del DSB inhibe NHEJ y dirige la reparacion del corte a HR. Asi, la reparacién por NHEJ
puede ocurrir durante todo el ciclo celular, aunque se produce predominantemente en
G1, donde la reseccidn se ve reducida como consecuencia de la baja actividad Cdk [90,

91].

En S. cerevisiae, cuando se forma un DSB los complejos Ku y MRX se unen
rapidamente a los extremos del mismo (Fig. 4A) [31]. MRX mantiene los extremos del
corte en proximidad a través de la subunidad Rad50 [92], mientras que Ku protege esos
limites del DSB de la degradacion, retrasa la reseccion y recluta a la lesion otras proteinas
necesarias para NHEJ: Dnl4-Lif1 y Nej1 [33, 36, 93]. MRX también interacciona con Dnl4-
Lif1 [31], favoreciendo la formacidn de un complejo que posibilita el anillamiento de las
hebras (Fig. 4B). En el complejo se acoplan factores de procesamiento de los extremos,
fundamentalmente la polimerasa Pol4 y la nucleasa Rad27, que rellenan los huecos y
estabilizan la unidn [94, 95]. Una vez que los extremos han sido procesados, la ligasa Dnl4

liga los dos extremos del ADN y se produce el desensamblaje del complejo (Fig. 4C) [96].
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Reclutamiento de Pol4 y Rad27
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Figura 4. Reparacion mediante NHEJ. A) Cuando se induce un DSB, los complejos Ku y MRX se
unen rapidamente a los extremos del corte. Ku protege los limites del dafio de la accién de las
exonucleasas, evitando que la reseccion tenga lugar, y MRX mantiene en proximidad ambos
extremos. B) Los factores Dnl4-Lif1 y Nejl interaccionan con MRX y Ku, formandose un complejo
que favorece el anillamiento de las hebras. Se reclutan factores de procesamiento, entre ellos
Pol4 y Rad27, que crean extremos compatibles. C) La ligasa Dnl4 liga los extremos y el complejo
de reparacion se desensambla.

1.3.2. Reparacion por recombinacion homoéloga (HR)

La reparacion por recombinacion homodloga requiere de la presencia de una
secuencia de ADN homdloga que pueda ser utilizada como molde para copiar la
informacion ausente y regenerar la molécula original. Como secuencia homdloga se utiliza

preferentemente la cromatida hermana, aunque también se puede usar un cromosoma
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homalogo durante la meiosis (recombinacidn alélica) o secuencias repetidas en el mismo
o en diferentes cromosomas (recombinacion ectdpica) [97, 98]. La HR es la ruta de
reparacion preferente en S. cerevisiae, y es considerada como una ruta de reparacion libre
de errores, si bien la aparicidon de entrecruzamientos durante el proceso puede dar lugar

a translocaciones cromosdmicas u otros tipos de reordenamientos genéticos [99, 100].

La reparacion por HR esta restringida a las fases S/G2, donde hay un molde
disponible para la recombinacion y la actividad Cdk es alta, favoreciéndose la reseccion
[91, 101]. De hecho, la degradacidn 5’-3’ de los extremos del DSB generado es el evento

que dirige la reparacidén hacia HR.

Una vez que el DSB ha sido reseccionado y se ha generado ssADN en 3’, este ADN
monocatenario es reconocido por la proteina RPA (Fig. 5A), que atrae hasta la lesidn
factores adicionales relacionados con la reparacion y con la activacion del checkpoint de
dafio [32]. En S. cerevisiae, la proteina mediadora Rad52 impulsa la sustitucion de RPA
por la recombinasa Rad51, formandose el nucleofilamento (Fig. 5B) [102-104]; en este
proceso participan Rad55 y Rad57, pardlogos de Rad51 [105]. El nucleofilamento formado
tiene capacidad parainvadiry buscar una secuencia homadloga a la zona de la lesidon. Junto
a Rad52, Rad54 también participa en la busqueda e invasién de la secuencia homdéloga,
estabilizando el heteroduplex formado por el nucleofilamento y la molécula de ADN
molde donadora de la informacion [106, 107]. La invasion del nucleofilamento da lugar a
la formacién de una estructura denominada D-loop (del inglés displacement loop) (Fig.
5C). La extensiéon del D-loop por polimerasas replicativas es esencial para copiar de la

informacién genética perdida y regenerar la molécula de ADN (Fig. 5D) [108-110].

Actualmente se conocen diversos tipos de reparaciéon por HR, y aunque el
mecanismo molecular descrito anteriormente es comun para todos ellos, cada sistema
de reparacion presenta distintas peculiaridades especificas que pueden dar lugar a la

generacion distintos productos recombinogénicos:
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Figura 5. Pasos iniciales de la reparacion mediante HR. A) La maquinaria de reseccion da lugar
a la formacién de ADN monocatenario en 3’ en ambos extremos del DSB. El ssADN es protegido
por la proteina RPA. B) La proteina mediadora Rad52 promueve la sustitucién de RPA por la
recombinasa Rad51, formandose el nucleofilamento. Participan también Rad55-Rad57 y Rad54.
C) El filamento de ssADN/Rad51 lleva a cabo una invasién en busqueda de una secuencia
homaloga o donador, creandose asi un bucle denominado D-loop. D) El filamento de Rad51 se
desensambla mediante la helicasa Srs2 y comienza la sintesis de ADN. La estructura puede
resolverse de diferentes maneras, dando lugar a distintos productos de recombinacion.
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Figura 6. Mecanismos de reparacién de DSBs. Los DSBs pueden ser reparados por NHEJ o por HR.
A) La reparacion por NHEJ implica el procesamiento y ligacion de los dos extremos del corte,
produciendo pequefias depleciones o inserciones. La reparacion también puede ocurrir mediante
HR, que puede realizarse a través de distintos mecanismos, que siempre comienzan con la
reseccion de los extremos 3’ del DSB. B) SSA: se produce cuando el proceso de reseccion expone
repeticiones homologas, que pueden recombinar y anillar, deplecionando la regidn central y
dejando una Unica copia de la zona repetida. También puede ocurrir que el nucleofilamento de
ssADN invada la molécula en la que se encuentra la secuencia homdloga, formandose el D-loop.
Esta estructura puede resolverse de diferentes maneras. C) DSBR: la hebra invasora se extiende
mediante sintesis de ADN a partir del extremo 3’ y se produce la captura del segundo extremo
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e SSA (del inglés Single strand annealing) (Fig. 6B). Este tipo de reparacion se produce
cuando los cortes estan flanqueados por repeticiones directas de al menos de 30
nucledtidos [111]. La reseccidn inicial del DSB expone las secuencias homdlogas de
ambas hebras complementarias, y el ssADN generado es degradado por la
endonucleasa Rad1-Rad10 [112]. Las regiones homdlogas recombinan y los huecos
son rellenados con sintesis de ADN y sellados mediante ligacion. Este sistema de
reparacién produce la deplecidn de la regidn central, dejando una Unica copia de la
zona repetida. Por ello, SSA se considera una via de reparacidn altamente
mutagénica. Es importante resaltar que aunque SSA requiere de la actividad
recombinatoria de Rad52, es independiente de la recombinasa Rad51, ya que no es
necesaria la invasion de una de las hebras complementarias para buscar homologia
[113].

e DSBR (del inglés Double-strand break repair) (Fig. 6C). Este tipo de reparacion
comienza con la reseccion, invasion del nucleofilamento y formacién del D-loop. Esta
estructura se extiende mediante sintesis de ADN a partir del extremo 3’ de la hebra
invasora, copiando la informacion genética perdida. Ademas, el ssADN del otro
extremo del DSB anilla con el ssADN sintetizado, formandose las uniones de Holliday
(dHJ, del inglés double Holliday junctions) [98, 114]. Estas estructuras pueden ser
disueltas por el complejo Sgsl-Top3-Rmil, generando productos sin
entrecruzamientos (conversion génica), o bien ser resueltas por las resolvasas Yen1,
Mus81/Mms4 y SIx1/SIx4, enzimas que en algunos casos pueden dar lugar a
productos de reparacidn con entrecruzamientos génicos asociados (Fig. 6C) [115].

e SDSA (del inglés Synthesis-dependent strand annealing) (Fig. 6D). Esta ruta de

reparacién también comienza con el proceso de invasidn y formacién del D-loop,

del DSB, formandose las dobles uniones de Holliday. Las dHJ pueden experimentar una
disolucion por medio del complejo Sgs1-Top3-Rmil, formando productos sin entrecruzamientos
(SE), o ser resueltas por Mus1/Mms4 y Yenl, generando productos con o sin entrecruzamientos
asociados (E o SE), en funcién de los cortes que se produzcan. D) SDSA: una vez que se ha
producido la nueva sintesis de ADN desde el extremo 3’ en el D-loop, la hebra invasora es
desplazada fuera del bucle por las helicasas Sgs1, Srs2 y Mphl y anillada con el ssADN 3’
reseccionado en el otro extremo del DSB. Asi, se generan productos de recombinacion sin
entrecruzamientos. E) BIR: se produce cuando solo uno de los extremos del DSB comparte
homologia con una secuencia molde. La cola 3’ de ssADN invade en busqueda de la secuencia
homodloga, y se produce nueva sintesis, copidandose toda la hebra que contiene la regién
homdloga. El nuevo ADN sintetizado esta representado con lineas discontinuas del mismo color
que el molde utilizado, y las flechas indican los extremos 3’.
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seguido de nueva sintesis de ADN desde el extremo 3’ de la hebra invasora. Sin
embargo, en este caso, la hebra recién sintetizada es desplazada fuera del bucle y
anillada con el ssADN 3’ reseccionado en el otro extremo del DSB. Por tanto, no se
generan entrecruzamientos entre las moléculas que recombinan, lo que convierte a
SDSA en el mecanismo preferido para la reparacion de DSBs mitéticos [116, 117].

e BIR (delinglés Break-induced replication) (Fig. 6E). Este mecanismo de reparacién es
utilizado por la célula cuando solo uno de los extremos del DSB comparte homologia
con una secuencia molde. Tras la invasion de la hebra reseccionada, se ensambla
una horquilla de replicacion unidireccional que copia la secuencia homadloga [118,
119]. Si el ADN molde se encuentra en el cromosoma homdlogo, se produce la
pérdida de heterocigosis, mientras que si esta localizado ectépicamente tiene lugar
una translocacién no reciproca. Al igual que DSBR y SDSA, BIR es una ruta
dependiente de Rad51 que, ademas, precisa de todos los factores replicativos y de
las tres polimerasas principales necesarias para la sintesis de la cadena de ADN [120,

121].

1.3.3. Reseccion del ADN

Como se comentaba anteriormente, uno de los primeros eventos que tiene lugar
tras la generacion de un corte de doble cadena en el genoma es la reseccion de los
extremos del mismo, hecho que consiste en la degradacidén nucleolitica de una de las
hebras de ADN en sentido 5’-3’ [122]. Este fendmeno, ademds de ser necesario para
estimular la reparacion por recombinacidon homdloga, sirve de sefalizacién para activar

el checkpoint de dafio a estrés genotdxico.

La reseccidn ocurre en dos fases, una etapa inicial en la que se generan extensiones
cortas de ssADN en 3’ a ambos lados del DSB, seguida de una segunda fase de reseccion
extensiva. La primera etapa estd mediada por MRX y Sae2, y en ella se procesan
aproximadamente 50-100 nucledtidos del extremo 3’ de la lesidn. Para iniciar este
evento, Sae2 estimula la actividad endonucleasa de Mrel1, que genera una incisién en el
extremo 5’ del ADN en ambos extremos del DSB (Fig. 7A). A partir de esta incisién, la
actividad exonucleasa 3’-5’ del complejo MRX procesa esta hebra, produciéndose sendos

fragmentos cortos de ADN monocatenario a cada lado de la lesion (Fig. 7B) [123]. En la
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segunda etapa, el extremo de ssADN en 3’ generado es utilizado por las exonucleasas
Exoly Dna2 para extender el ADN monocatenario a lo largo de varias kilobases (Fig. 7C)
[41, 124]. Estas nucleasas actuan en rutas paralelas y promueven la degradacién
nucleolitica en direccidon 5’-3’ desde el DSB a una velocidad de unas 4 kb/h [41, 42]. Es
esta fase de procesamiento extensivo la que permite la reparacion mediante HR y la

sefializacion del checkpoint de dafo.

A DSB

¢ Union de MRX

Reseccion mediada por
MRX y Sae2

Reseccion mediada por
Exoly Dna2

Unién de RPA

Figura 7. Reseccion del ADN. A) Cuando se induce un DSB, los extremos del mismo son unidos
por el complejo MRX, que ademas inicia la reseccién con ayuda de Sae2. En primer lugar, se
produce un corte endonucleolitico en los extremos 5’, interno al limite del DSB. B) A partir del
hueco, la actividad exonucleasa 3’-5" de MRX degrada la hebra cortada hacia el DSB. C) A
continuacién, comienza una etapa de reseccion mas extensa, mediada por dos rutas
redundantes, la exonucleasa Exo1l, y la nucleasa Dna2 acompaiada por la helicasa Sgs1. El ssADN
en 3’ formado es protegido por la proteina RPA.
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1.3.3.1. Resecciéon mediada por Exol

Exol pertenece a la familia de las nucleasas Rad2 y presenta actividad
exonucleasa 5’-3’, que le permite eliminar mononucleétidos desde un extremo de
ADN de doble cadena (dsADN) [125]. Exol estd implicada en el procesamiento de
horquillas de replicacion atascadas, en la reseccion de extremos de DSBs, en la
reparacion de desapareamiento de bases (MMR) y en mantenimiento de telémeros

[126, 127].

Una vez generado un corte en el ADN, MRX y Sae2 facilitan el reclutamiento de
la exonucleasa en la zona del dafio, suprimiendo la acumulacién de Ku en los DSBs y
creando una estructura especifica que favorece la unién y procesividad de Exo1 [128,
129]. Ademas, Exol se asocia fisicamente con proteinas 14-3-3 (scBmh1, Bmh2),
interacciéon que modula su fosforilacion y su actividad nucleasa en determinadas
condiciones [130]. Por otra parte, también se ha descrito que la fosforilacion de Exol
por Rad53 inhibe la actividad de la exonucleasa, limitando la produccidn de ssADN [80,

81].
1.3.3.2. Reseccion mediada por Sgs1/Dna2

Dna2 es una nucleasa implicada en la maduracién del fragmento de Okazaki
durante la replicacidon del ADN, asi como en la reseccion extensiva de extremos 5’
durante la reparacion por HR. La actividad endonucleasa de Dna2 le permite cortar
pequefios oligonucledtidos tanto en 3’ como en 5’ [131]; sin embargo, su actividad
durante la reseccion esta confinada al extremo 5, ya que RPA protege los extremos 3’
[132, 133]. Esto asegura una correcta direccionalidad del procesamiento de ADN para
la formacidn de largas fibras de ssADN en 3’. Tanto en levaduras como en humanos,
Dna2 también contiene un dominio helicasa que facilita la degradacién del ADN en 5’
por la actividad nucleasa de la enzima [134, 135]. No obstante, esta actividad helicasa
de Dna2 no es necesaria para la reseccién. En su lugar, su asociacién con la helicasa
Sgs1 (BLM en humanos) es imprescindible para la formacion de ssADN a partir de los
DSBs [42, 132, 133]. Recientemente se ha demostrado que el complejo Top3-Rmil
facilita el reclutamiento de Dna2 en los extremos del DSB e incrementa la afinidad de
Sgs1 por el ADN [93, 128]. De una forma similar, RPA también promueve la unidén de

Dna2 alos DSBs y potencia su actividad nucleasa favoreciendo la reseccién [132, 133].
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1.3.3.3. Regulacion de la reseccion por CDK

En eucariotas, la reseccion de los DSBs esta regulada por la actividad CDK, control
que a su vez modula el balance entre NHEJ y HR, asegurando que la célula ejecuta la
ruta de reparacién mas adecuada en funcion de la fase del ciclo celular en la que se
encuentra [122]. En concreto, la reseccidon de DSBs es menos eficiente en G1 debido a
la baja actividad CDK; este hecho, junto a la unién de Ku a los extremos del ADN,
favorece la reparacion de la lesidn mediante NHEJ. Por el contrario, la alta actividad
CDK asociada a las fases S/G2 estimula la reseccion y, por consiguiente, la reparacion
de DSBs mediante HR [90, 91, 101]. Este sistema de acoplamiento del tipo de
reparacién al ciclo celular asegura que Unicamente se utilice recombinacidn homdloga

cuando la cromatida hermana esta presente.

En los ultimos afios se han identificado numerosos sustratos de CDK implicados
en el control de la reseccion. En S. cerevisiae, Sae2 es fosforilado por CDK en la
posicion S267, fosforilacion que estimula la reseccion [136]. Otra diana de la CDK es
Dna2, cuya fosforilacién en los residuos T4, S17 y S237 promueve su localizacion
nuclear y reclutamiento a los DSBs, favoreciendo su funcién en reseccién [137, 138].
Aunque no hay evidencias de la existencia de una regulacién de Exol por CDK en
levaduras, en células de mamifero EXO1 es fosforilado en cuatro residuos S/T-P (S639,
T732,5815y T824) por CDK1/2, hecho que permite regular el balance entre HR y NHEJ
[126]. Finalmente, Ku y Rad9 también parecen estar regulados por CDK en el control
del procesamiento de DSBs, puesto que la reseccidn y activacion del checkpoint en

mutantes de estas proteinas deja de ser dependiente de CDK [36, 139].

1.3.3.4.Regulacion de la reseccion a través del checkpoint de dafio en el

ADN

La ausencia de un control idéneo de la reseccién compromete la integridad
gendmica, puesto que el ssADN es mdas propenso a ser degradado. Ademads, una
acumulacion excesiva de ssADN puede acabar con las reservas de RPA celular,
derivando en ssADN sin proteger y la consecuente inestabilidad del material genético.
Para prevenir las consecuencias deletéreas de una degradacion de ADN 5’-3’ excesiva,
las células han adoptado un mecanismo molecular que coordina la actividad de la

reseccién con la activacion del checkpoint de dafio.
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El checkpoint de daino en el ADN regula la generacidon de ssADN 3’ en los DSBs
tanto de manera positiva como negativa. Asi, Tell estabiliza la unién de MRX al DSB,
favoreciendo su actividad y estimulando la reseccién [140]. Mecl también regula
positivamente la reseccién de DSBs a través de la fosforilacion de Sae2, modificacién
importante para su funcién en reseccion [141]. Ademas, Mecl también fosforila a
SIx4, lo que promueve la formacién del complejo Dpb11-SIx4-Rtt107 y la consiguiente
desestabilizacion de Rad9 de los DSBs [142, 143]. Teniendo en cuenta que Rad9 actua
como una barrea fisica que impide la correcta accion del complejo Sgs1/Dna2 [82, 83],
su eliminacién por el complejo Dpb11-SIx4-Rtt107 favorece la degradacion

nucleolitica.

Sin embargo, Mec1 también actia como un regulador negativo de la reseccion a
través de dos mecanismos: 1) induce la fosforilacion de Exol por Rad53, lo que
conduce a la inhibicidn de la exonucleasa [80, 81], y 2) promueve la unién de Rad9 a
los DSBs a través de la fosforilacion de la histona H2A en S129, limitando por tanto la
accion de Dna2 [49]. La inhibicién de las nucleasas mediada por Mecl evita una
generacion excesiva de ssADN y la consecuente inestabilidad gendmica. Es importante
destacar que la activacion de Mecl es directamente proporcional a la cantidad de
RPA-ssADN generado, lo que sugiere que la propia hiperactivacion de Mec1 durante
la reseccion genera un bucle de retroalimentacidn negativo que acaba con su propia
inactivacion. Asi, esta regulacidn evita una activacion excesiva del checkpoint de dafio,
cooperando de esta forma en la desactivacion de la respuesta y la progresién en el

ciclo celular una vez que el DSB ha sido reparado.
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1.4. Fosfatasas y dafo en el ADN

Como comentamos anteriormente, la respuesta a dafio en el ADN se compone de una
compleja red de sefalizacion que promueve la induccion del checkpoint de dafo vy la
activacion de factores especificos que aseguran una reparacion eficiente y coordinada de la
lesion en el material genético. La transmisidn de estas sefiales se produce principalmente a
través de eventos de fosforilacién; de hecho, el dafio en el material genético induce mas de
900 eventos de fosforilacion distintos, implicando mas de 700 proteinas [1, 20]. Estas
fosforilaciones son atribuidas a quinasas concretas que fosforilan componentes del DDR,
preferentemente en residuos de serina o treonina [144-146]. Aunque durante los ultimos
afos ha habido un auge en el estudio de la funcion de estas quinasas en el DDR, poco se
conoce sobre el papel que desempefian las proteinas fosfatasas en la regulacion de estos
procesos. Sin embargo, es logico pensar que la precision de la sefializacion depende del
balance entre quinasas y fosfatasas, con el fin de asegurar el estado de fosforilacion idéneo
para cada diana del DDR a lo largo de la respuesta. De hecho, recientemente se ha especulado
que las proteinas fosfatasas colaboran activamente en el DDR, tanto previniendo una
activacion ilegitima del mismo en ausencia de dafio, como mitigando la sefial una vez que la
lesion ha sido reparada. Partiendo de esta idea, la mayoria de los andlisis sobre fosfatasas en
la respuesta a daiio en el ADN han ido orientados al estudio de la reentrada en el ciclo celular
tras la reparacion. No obstante, recientemente se han publicado diversos estudios que
revelan que estas enzimas no solo participan en el apagado de la respuesta, sino también en
la modulacién directa de los mecanismos de reparacion, un descubrimiento que ha cambiado

la percepcion de la desfosforilacidn en este contexto.

Hasta la fecha se han implicado distintas fosfatasas en la regulaciéon del DDR,
destacando entre ellas la Ser/Thr proteina fosfatasa 1 (PP1), la proteina fosfatasa 2A (PP2A),
la proteina fosfatasa 4 (PP4) y la fosfatasa antagonista de Cdk CDC14. Estas fosfatasas se
pueden clasificar en dos grupos en base a su secuencia, estructura y actividad biolégica; asi,
PP1, PP2A y PP4 forman parte de la familia de Ser/Thr fosfatasas PPP (del inglés
phosphoprotein phosphatases), mientras que CDC14 pertenece a la familia DUSP (del inglés
dual-specificity phosphatases). Una particularidad de estas fosfatasas es su habilidad para
contrarrestar la accién de un gran nimero de quinasas. Se ha estimado que en células
humanas existen unas 500 quinasas, mientras que solo 150 fosfatasas han sido descritas

hasta el momento [147, 148]. Debido a esta considerable diferencia entre quinasas y
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fosfatasas, se ha hipotetizado que las fosfatasas son enzimas promiscuas que actiian sobre
multiples sustratos; sin embargo, hoy en dia sabemos que en realidad son proteinas
altamente selectivas y finamente reguladas. Esto se consigue gracias a su capacidad para
formar complejos proteicos, normalmente compuestos por una subunidad catalitica y
multiples elementos reguladores que confieren la especificidad a la holoenzima [149-151].
Cada una de estas holoenzimas multiméricas actia como una entidad uUnica, presentando
una actividad y especificidad determinada para cada sustrato particular. De hecho, se han
identificado in vivo un gran nimero de combinaciones distintas de estos complejos fosfatasa,

lo que confirma que la especificidad de las proteinas fosfatasas es similar a la de las quinasas.

Cabe destacar que la regulacion de la fosforilacién/desfosforilacion durante el DDR es
critica para el mantenimiento de la integridad gendmica y la prevencion del desarrollo de
enfermedades como el cancer. Hoy en dia sabemos que las proteinas fosfatasas actiian en
multiples niveles del DDR, desde su activacion tras la generacién de una lesion en el ADN,
hasta la reparacion de los dafios y la reentrada en el ciclo celular tras la reparacién, rutas
utilizadas por las células cancerigenas para eludir la activacion del checkpoint durante la
tumorigénesis y asi crecer incontroladamente. En ese sentido, se ha demostrado que varios
tipos de cdncer presentan alteraciones en factores que participan en el DDR y, mas
especificamente, muchos oncogenes codifican proteinas quinasas y fosfatasas, confirmando
la importancia de los eventos de fosforilacion/desfosforilacion en el desarrollo del céncer.
Finalmente, las proteinas fosfatasas también pueden operar como supresores de tumores
regulando positivamente el DDR [150, 152]. Todo esto las podria convertir en posibles dianas
para combatir la progresion tumoral, aunque aun queda un largo camino hasta que las

fosfatasas se conviertan en un blanco de las terapias en la clinica.

1.4.1. La proteina fosfatasa PP4

La proteina fosfatasa 4 (Ppp4/PP4/PPX) es una Ser/Thr fosfatasa que regula
multiples funciones celulares independientemente de otras fosfatasas, y cuya
especificidad depende de su interaccidén con subunidades reguladoras. Su descubrimiento
tuvo lugar en la década de los noventa en células de mamifero, donde Ppp4 fue predicha
a partir de varios cADNs e identificada por primera vez en un escrutinio realizado con un
cADN de PP1 en el que se buscaban distintas formas de esta enzima en diferentes tejidos.

La nueva fosfatasa, denominada proteina fosfatasa X o proteina fosfatasa 4 en la
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nomenclatura del genoma humano, era idéntica en un 41% a PP1 y en un 65% a PP2A

[153, 154].

A pesar del =65% de identidad en secuencia aminoacidica que comparte con las
isoformas PP2Aca y PP2AcB en células de mamiferos, pronto se determiné que Ppp4
desarrollaba funciones distintas a PP2A. A diferencia de lo que ocurre en eucariotas
superiores, su ortélogo en S. cerevisiae, Pph3, no es esencial y fue aislado por primera vez
como una nueva proteina relacionada con PP2A, al clonarse junto a Pph21 y Pph22
(subunidades cataliticas de PP2A). Mientras la doble deplecién de PPH21 y PPH22
mostraba un ligero defecto en el crecimiento de esporas, el mutante triple de pph34,
pph214, pph22A inhibia completamente el crecimiento, indicando que Pph3 aporta
alguna actividad complementaria que contribuye a la viabilidad de células deficientes en
PP2A [155]. En consonancia con las funciones solapantes con los ortélogos de PP2A, Pph3
comparte una gran similitud en secuencia aminoacidica tanto con Pph21 como con Pph22
(82,18% y 82,51% respectivamente), lo que ha llevado a pensar que esta proteina podria

formar parte de la holoenzima de PP2A.

En mamiferos, Ppp4, la subunidad catalitica de la fosfatasa PP4, esta acompafiada
por dos subunidades reguladoras distintas en estructura, denominadas R1 (105 KDa) y R2
(55 KDa), que no interaccionan con PP2A. Existe también otra subunidad reguladora, a4
(39 KDa), que, a diferencia de R1 y R2, dimeriza con las subunidades cataliticas de Ppp4,
PP2A y Ppp6 [156]. En S. cerevisiae, el marco de lectura abierto u ORF (del inglés open
reading frame) YBLO46w, llamado Psy4, fue identificado como un ortélogo putativo de la
subunidad R2 de mamiferos, y Tap42p (two A phosphatase associated protein) como un
ortélogo de a4 [156]. Psy2 (platinum sensitivity 2) también ha sido identificado como una
subunidad reguladora de Pph3 en la levadura de gemacién, con dos ortélogos en
humanos, designados R3A y R3B. Estos elementos forman un complejo con R2-Ppp4 y
comparten una similitud de secuencia con Psy2 del 37% y 44%, y una identidad del 24% y
22%, respectivamente [156, 157]. En la tabla 1 se recogen las denominaciones de las
distintas subunidades en humanosy en S. cerevisiae, haciendo referencia a los homélogos

entre ambas especies.
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Tabla 1. Subunidades de PP4 en humanos y S. cerevisiae

PP4
Subunlu':lad Subunidades reguladoras
catalitica
Homo sapiens Ppp4 R1 R2 R3A R3B ad
Saccharomyces
Pph3 Psy4 Psy2 Tap42
cerevisiae P Y sy apasp

1.4.1.1. Funciones de PP4

La proteina fosfatasa PP4 ha sido implicada en numerosos procesos celulares,
siendo quizas uno de los mas estudiados su funcidn en el ensamblaje de organulos. Su
subunidad catalitica Ppp4 es esencial para la maduracion de centrosomas en D.
melanogaster y Caenorhabditis elegans [158, 159], asi como para el ensamblaje del
esplicecosoma mediante la interaccion con el complejo SMNs (del inglés survival of

motor neurons) en mamiferos [160].

Ppp4 también participa en la modulaciéon de diversas rutas de sefializacion
celular, incluyendo la via NF-kB, clave en respuestas inmunes e inflamatorias y en
tumorigénesis. Ppp4 desfosforila y activa al factor NF-kB en respuesta a cisplatino,
activacion asociada con resistencia inducida a este tratamiento anticancerigeno. Este
hecho convierte a PP4 en una posible causa de la resistencia incrementada de algunas
células tumorales al cisplatino [161]. Ademas, PP4 también esta involucrada en la ruta
de TOR, que regula el crecimiento en levaduras y mamiferos en respuesta a nutrientes.
Ante una fuente pobre de nitrégeno, Pph3 se disocia de Tap42 y se une a Psy4,
formando un complejo que desfosforila GIn3 y Ure2; el elemento GIn3 disociado
puede desplazarse hasta el nucleo y activar la transcripcién de genes necesarios para

el crecimiento en fuentes pobres de nitrégeno [162].

Finalmente, también se ha descrito que el complejo Ppp4-R1 disminuye la
actividad de la histona deacetilasa HDAC3 mediante la desfosforilacién de su residuo
S424, concediendo a la fosfatasa un papel en la regulacidn de la acetilacion de histonas

y el remodelado de la cromatina [163].
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1.4.1.2. Funciones de PP4 en la respuesta a dafio en el ADN

La primera implicacién de la fosfatasa PP4 en el DDR procede de un escrutinio
gendmico para identificar proteinas requeridas para la reparacion de lesiones en el
ADN generadas por luz UV. Asi se identificé a la subunidad reguladora Psy2 como un
factor de unidon a Wssl y Tofl, proteinas implicadas en la respuesta a estrés
replicativo. Los andlisis de las interacciones genéticas entre estas proteinas
permitieron concluir que Wss1, Tofl y Psy2 (probablemente junto al complejo Pph3-

Psy4) estabilizan las horquillas de replicacion atascadas o colapsadas [164].

Sin embargo, la funcidén mas estudiada de PP4 en el DDR consiste en su capacidad
para promover la reentrada en el ciclo celular una vez que la lesién en el ADN ha sido
reparada. La inactivacion del checkpoint requiere de la desactivacion de Rad53, evento
que se consigue mediante su desfosforilacidn por distintas fosfatasas, entre ellas PP4.
Pph3 forma un complejo con Psy2 para desfosforilar Rad53 activado durante la
reentrada después de un dafio inducido por MMS, tanto in vitro como in vivo. Por ello,
en ausencia de Pph3-Psy2, la desfosforilacién de Rad53 y la progresién en el ciclo

estan retrasadas [75].

Junto a la desactivacidn de Rad53, la desfosforilacién de y-H2AX por PP4 también
es esencial para una recuperacion eficiente del checkpoint de dafio en el ADN en
Drosophila, S. cerevisiae y humanos [69, 70, 165]. La deplecion de Ppp4 en humanos
resulta en un arresto prolongado en el checkpoint, en parte debido a la persistencia
del mediador MDC1 unido a y-H2AX en los sitios de las lesiones [69]. Confirmando
estos datos, el retardo en la reentrada que presentan células pph3A en S. cerevisiae
se alivia con la expresion de la version no fosforilable hta1-S129A [70]. Por tanto, la
desfosforilacién de y-H2AX por PP4 es necesaria para ligar el proceso de reparacion
del ADN con la terminacién de la sefializacién del checkpoint. Podemos resefiar
también que la desfosforilacién de y-H2AX por Pph3 parece ser mecanicamente
independiente de su funcién en la desactivacidon de Rad53. La especificidad de Pph3
para desfosforilar estos dos factores es resultado de su interaccion con distintas
subunidades reguladoras. Asi, la desactivacion de Rad53 por PP4 se produce gracias a
la interaccion de Pph3 con Psy2, puesto que los fenotipos genéticos y bioquimicos de

mutantes pph3A y psy2A en células tratadas con MMS son idénticos, incluyendo la
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hiperfosforilacion de Rad53 [75]. Sin embargo, Psy4 no es necesaria para la
inactivacion de Rad53 en respuesta a MMS, puesto que Rad53 se desfosforila
adecuadamente en células psy44 en esas condiciones [75]. Respecto a y-H2AX, pph34,
psy2A y psy4A comparten el mismo defecto en la desfosforilacion de H2A [70]. Por
ello, parece que el complejo Pph3-Psy2 desfosforila Rad53, mientras que Pph3-Psy2-
Psy4 desfosforila y-H2A.

Sorprendentemente, PP4 no solo participa en la desactivaciéon del DDR sino
también en su activacidon. En S. cerevisiae, PP4 interviene en la sefalizacién del
checkpoint a través de la regulacion del complejo Mecl-Ddc2 (ATR-ATRIP en
humanos). La fosfatasa fue identificada como un regulador de Mec1-Ddc2 en dos
escrutinios utilizando un mutante mec1-100, comprometido en la fosforilacion de
Rad53 y la activacion del checkpoint en fase S, pero capaz de fosforilar Rad53 en G2.
En dichos ensayos se identificaron las depleciones pph34 y psy2A como los supresores
mas fuertes de la letalidad de mec1-100 en hidroxiurea, debido al menos en parte, a
la restauracion de la fosforilacion de Rad53. La deplecién de PPH3 en el mutante
mec1-100 promueve la supervivencia en HU debido a la ausencia de actividad
fosfatasa, ya que el mutante cataliticamente inactivo pph3-H112N suprime los
defectos de crecimiento de manera similar al pph3A. Ademas, analisis protedmicos
han revelado que PP4 desfosforila el residuo S1991 de Mec1, cuya mutacidn confiere
sensibilidad a dafio. Concretamente, Pph3-Psy2 regula a Mec1-Ddc2 a través de una
interaccidn fisica en sitios de dafio en horquillas de replicacion y en DSBs, facilitando
una accion coordinada entre la quinasa y la fosfatasa sobre multiples sustratos en

respuesta estrés replicativo inducido por HU [157].

Ademas de regular la activacion e inactivacién del checkpoint, PP4 también esta
implicada en la reparacién del ADN. Asi, se ha demostrado que el complejo Ppp4-R2
media la reparacién de DSBs inducidos por la enzima I-Scel por NHEJ, al menos a través
de la modulacion de la fosforilacion de KAP1 (KRAB-associated protein 1). La
fosforilacion de KAP1 en respuesta a dafio potencia su unién a la cromatina, hecho
que induce su relajacion con el fin de facilitar la reparacidon. Ensayos de
inmunoprecipitacién han revelado que Ppp4-R2 se asocia fisicamente con KAP1y lo

desfosforila, ya que la deplecién de PPP4 o PPP4R2 conduce a un incremento en la
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fosforilacion de KAP1 en la S824 durante el tratamiento con camptotecina (CPT) o

etopdsido [166].

Finalmente, la fosfatasa PP4 también se requiere para la reparacion del ADN
mediante HR. Como se mencionaba anteriormente, esta via precisa de reseccién para
la busqueda de homologia, y el ssADN producido es recubierto por RPA. RPA es un
complejo heterotrimérico compuesto por varias subunidades, entre las que se
encuentra RPA2, otra diana del complejo Ppp4-R2 en respuesta a estrés replicativo o
dafio. Ppp4 interacciona con RPA2 para promover su desfosforilacidn, una asociacion
dependiente de dafio y mediada por la subunidad reguladora R2. Unos niveles
elevados de RPA2 fosforilado impiden la reparacién de DSBs por HR al dificultar la
union de Rad51 en el ADN. Confirmando estos datos, mutantes fosfomiméticos de
RPA2 muestran menor eficiencia de reparacion por HR de DSBs inducidos por I-Scel
que una cepa silvestre, implicando directamente a la desfosforilacidn de RPA2 por PP4
en los eventos de reparacidn [167]. Por otra parte, la desfosforilacion de y-H2AX por
PP4 también es esencial para estimular la reparacion del ADN. La holoenzima Ppp4-
R2-R3B de humanos elimina y-H2AX fosforilada por ATR para fomentar una reparacién
adecuada de la molécula de ADN durante la replicacion [68, 69]. Al mismo tiempo, PP4
regula los niveles basales de fosforilacion de H2AX en ausencia de dafio exdgeno, una
funciéon que parece estar conservada y que realiza el complejo Ppp4-R2-R3 en
humanos, y Pph3-Psy2-Psy4 en levadura [68-70]. Teniendo en cuenta que Pph3 no se
localiza en las lesiones del ADN, la funcién de PP4 en la desfosforilacién de y-H2AX
podria ocurrir una vez que la histona ha sido retirada de la cromatina [70]. Finalmente,
Pph3 parece desempefiar funciones redundantes con Ptc2 y Ptc3, las subunidades
cataliticas de PP2C, durante la reparacion mediante HR, teniendo en cuenta que la
deplecidn simultanea de estas fosfatasas conduce a defectos en la reparacién de DSBs,
mientras que ni la inactivacion simple pph3A ni la doble ptc2A ptc3A disminuyen la

regeneracion de la molécula de ADN [168].

En conjunto, estos datos indican que PP4 controla multiples aspectos del DDR,
incluyendo la reparacion, el checkpoint de dafio y la reentrada en el ciclo celular,
actuando sobre diversas dianas (Fig. 8). Sin embargo, se desconoce el papel preciso

de la fosfatasa durante la reparacion del ADN, si controla mas dianas en este proceso,
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cémo se regula su actividad a lo largo de la activacién del DDR, y cual es el mecanismo

molecular por el que esta fosfatasa ejerce esta funcion durante la respuesta a dafio.

Proceso Sustratos de PP4 descritos Funcién
Homo Saccharomyces  Drosophila
sapiens cerevisiae melanogaster
Deteccion Activacion del
P o S e e 4 Mecl checkpoint de dafio

|

. KAP1
Procesamiento
IR T o WaVe & e RPA2

- H2AX H2A
Recombinacion
RPA2 Reparacidn del ADN
H2AX H2A (HR)

Resolucion
Recuperacién

i Rad53 Inactivacién del

8 51 H2AX H2A H2AX checkpoint de dafio
S
B . i
Proceso Sustratos de PP4 descritos Funcidn
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Deteccién
LS DR
Reparacion Reparacion del ADN
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Figura 8. Resumen general de la implicacion de PP4 en el DDR. En la figura se indican los
sustratos de la fosfatasa PP4 en cada paso de la respuesta a dafio en el ADN, sefialando los
organismos en los que han sido identificados (humanos, Saccharomyces cerevisiae y Drosophila
melanogaster). Se muestran las dianas de la fosfatasa en reparacidn por recombinacién
homdloga (A) y por unién de extremos no homélogos (B).
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2. OBIETIVOS

1. Determinarla posible funcién de la fosfatasa PP4 en la reparacion de cortes de doble

cadena en el ADN.

2. Identificar sustratos de PP4 durante la respuesta a dafio en el ADN.

3. Caracterizar el mecanismo molecular de actuacidn de PP4 durante la reparacion.

4. Estudiar el significado fisioldgico de la desfosforilacién de componentes del DDR por

PP4 en respuesta a una lesidn en el ADN.
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3. RESULTADOS
3.1. La fosfatasa PP4 esta implicada en el proceso de reparacién del ADN

3.1.1. PP4 es necesaria para mantener la viabilidad celular en condiciones de

estrés genotoxico

Existen diversos estudios que demuestran la implicacion de las proteinas quinasas
en diferentes etapas de la respuesta a dafio en el ADN a través de la modulacién de
distintas dianas del DDR. Sin embargo, la participacién de las fosfatasas en la respuesta a
dafio en el ADN no ha sido un campo muy estudiado hasta la fecha. Ademas, aunque
algunas de estas enzimas han sido caracterizadas en diferentes condiciones de estrés
genotoxico, la funcion especifica de cada fosfatasa en el DDR sigue siendo imprecisa. Una
de ellas es la proteina fosfatasa 4, que ya ha sido involucrada en algunos de los eventos
que tienen lugar durante la respuesta a dafio en el ADN, principalmente en la
desactivacion del checkpoint de dafio y la reentrada en el ciclo celular [69, 70, 75]. Sin
embargo, diferentes estudios también han involucrado a esta fosfatasa en la activacion
de dicho checkpoint [157], en reparacion por NHEJ [166] o reparacidn por SSA, esta ultima
funcién de manera redundante junto a Ptc2 y Ptc3 [168]. No obstante, aunque existen
evidencias previas que apuntan a esta fosfatasa como una pieza clave en la reparacién de
cortes de doble cadena en el ADN, aun se desconocen los mecanismos moleculares que

regulan su participacién en la reparacién.

Para empezar a caracterizar la posible funcién de PP4 en el DDR de Saccharomyces
cerevisiae, analizamos la viabilidad celular en respuesta a distintos agentes genotdxicos
mediante el uso de diluciones seriadas de células silvestres y pph3A (Fig. 9). Para ello, se
utilizé 4-nitroquinolina-1-éxido (4-NQO), droga que mimetiza a la luz UV; hidroxiurea,
inhibidor de la ribonucleétido reductasa; metil-metanosulfonato, un agente alquilante; y
fleomicina, compuesto radiomimético que genera DSBs. Como control negativo se utilizd
dimetil sulféxido (DMSO), solvente en el que se encuentran disueltas la mayoria de las
drogas utilizadas. Tanto la cepa silvestre como el mutante carente de actividad fosfatasa
PP4 presentan un crecimiento similar en placas de medio rico sin compuestos que
inducen dafio en el ADN (DMSQ). Sin embargo, la estirpe pph3A muestra una reduccion

en la viabilidad celular en presencia de 4-NQO, MMS y fleomicina (Fig. 9). Dado que estos
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componentes pueden generar, directa o indirectamente, roturas de doble cadena en el
ADN, estos resultados sugieren que la fosfatasa PP4 podria tener un papel en la
reparacion de DSBs. Aun asi, no podemos descartar que estos efectos puedan ser debidos
a la funcién previamente descrita de PP4 en el control del checkpoint de dafio. Por otro
lado, dado que mutantes carentes de actividad fosfatasa asociada a PP4 dan lugar a la
pérdida de viabilidad en respuesta a distintos compuestos genotdxicos, estos resultados
sugieren que PP4 podria participar en la respuesta a una gran variedad de lesiones en el
material genético. Cabe destacar que células pph3A no manifiestan sensibilidad a
hidroxiurea, lo que indica que la actividad de la fosfatasa no estd ligada a dafos

relacionados con estrés replicativo.

DMSO HU 5 mM
Silvestre
pph3A
4-NQO 0,2 uM MMS 0,005% Fleomicina 0,250 uM
Silvestre
pph3A

Fig. 9. La viabilidad de un mutante pph3A se ve reducida en presencia de agentes genotoxicos.
Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de una cepa
silvestre (AC218) y un mutante pph34 (AC1327) en placas de YPD junto a DMSO (control no
tratado), HU (5 mM), 4-NQO (0,2 pM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 uM). Las gotas se
dejaron crecer durante 48 h a 282C.

3.1.2. PP4 participa en la reparacion de DSBs mediada por SSA/BIR

Como se mencionaba anteriormente, la funcion de PP4 en el DDR descrita
inicialmente fue su capacidad para desactivar el checkpoint de dafio una vez que la lesién
ha sido reparada. Sin embargo, también existen diversas evidencias que apuntan a su
participacion en el proceso de reparacion. Teniendo esto en cuenta, asi como que su
eliminacidn afecta a la viabilidad en presencia de agentes que inducen dafios en el ADN,
decidimos analizar si PP4 presenta una funcién directamente relacionada con la

reparacion de cortes de doble cadena en el material genético.

Para ello, utilizamos el sistema enddégeno del locus MAT (del inglés mating type) y la

endonucleasa HO de S. cerevisiae, que la levadura utiliza para cambiar de tipo sexual. Esto
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se consigue mediante la generacién de un DSB en dicho locus MAT del cromosoma lli;
este corte puede repararse mediante recombinacion con una de las secuencias HMRa o
HMLa, loci presentes en ambos brazos del cromosoma IIl y transcripcionalmente
inactivos. En el laboratorio disponemos de una herramienta basada en la expresion
controlada de la endonucleasa, gracias a que el gen HO se encuentra regulado bajo el
promotor inducible GAL1 en el cromosoma IV. De esta manera, tras la adicion de
galactosa al medio de cultivo es posible inducir un corte de doble cadena en una secuencia
especifica localizada en el locus MAT. El DSB generado puede ser reparable o no
reparable, en funcién de si se disrumpen o no las regiones homoélogas HMRa y HMLa.
Ademas, se pueden incorporar otras secuencias homalogas al sitio de corte en el mismo
0 en otros cromosomas, de manera que es posible generar un DSB localizado que pueda
repararse por distintas vias en funcién de la modificacién genética introducida. De este

modo, las diversas variantes del sistema HO permiten estudiar distintos aspectos del DDR.

Con el fin de estudiar la posible funcién de PP4 en la reparacion de lesiones en el
material genético, analizamos en primer lugar la cinética de reparacién por SSA/BIR en
presencia y ausencia de la subunidad catalitica Pph3. Para ello, utilizamos un fondo
genético YMV80, que dispone de una variante del sistema HO que posibilita estudiar la
reparacién por estas dos vias. En concreto, estas cepas contienen un sitio de
reconocimiento para la endonucleasa HO de 117 pares de bases en el locus LEU2 del
cromosoma lll. El extremo derecho del corte generado, en adelante denominado U2,
presenta homologia con una secuencia situada a 25 kb de distancia del sitio HO [119] (Fig.
10). Asi, la region donadora comparte homologia Unicamente con uno de los extremos
del DSB. En esta situacion, la reparacion puede ocurrir por 1) SSA, ruta de reparacidn
independiente de Rad51, o por 2) BIR, sistema de reparacion que depende de la actividad
de Rad51 para su ejecucion. Durante la reparacidn por SSA, la reseccidén extensiva de la
zona del corte expone cadena sencilla de las dos secuencias homdlogas U2 (corte y
donador) (Fig. 10). Una vez encontrada la homologia, las cadenas complementarias
anillan entre si y las colas no complementarias se eliminan. En un Gltimo paso, los huecos
son completados mediante sintesis de ADN y ligados (Fig. 10). Si la reparacion ocurre
mediante BIR, el ADN monocatenario generado durante la reseccién invade la zona de
homologia, lugar donde se forma una horquilla de replicacién que copia la informacion

perdida (Fig. 10). Esta replicacion de ADN se extiende hasta el final del molde, lo que
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conlleva la duplicacién del cromosoma. Ambas vias, tanto SSA como BIR, dan lugar al

mismo producto de reparacion (Fig. 10).

25Kb
sonda sonda

DSB
Kpnl Kpnl  Kpnl 1 Kpnl
Cromosoma Il

Donador 8 kb

SSA 6 kb No cortado BIR
2,5 kb Corte
Reseccion hasta exponer Reseccion para formar
secuencias homdlogas nucleofilamento
Anillamiento l l Invasion

«’ =y =
Ly

(7]
i i ADN icacid
Sintesis de \ / Replicacién de ADN
Ligacion
Kpnl Kpnl
Producto 3,5 kb

Fig. 10. Representacion esquematica del sistema de reparacion utilizado para analizar SSA/BIR
(fondo genético YMV80). En la imagen se indica la localizacién de la sonda U2, los sitios de
restriccidn y la enzima utilizada en los experimentos de Southern blot. Se reflejan también los
tamafios de los fragmentos de restriccion en los que hibridan las sondas, asi como su
denominacién (Donador, No cortado, Corte y Producto). La flecha indica la posicion del DSB.

Para estudiar el posible papel de PP4 en la reparacién de DSBs, expresamos la
endonucleasa HO en cultivos asincrénicos de células silvestres y pph3A utilizando para
ello el fondo genético mencionado anteriormente. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos hasta un total de 24 h con el fin de analizar la eficiencia de reparacion mediante
Southern blot. Mientras ambas cepas inducen el corte con la misma eficacia, las células
carentes de actividad PP4 muestran un retraso en la regeneracion del producto de
reparacion en comparacion con la cepa control (Fig. 11). En correlacidn con el retraso en
la reparacion de la lesidn, ensayos de FACS revelan que el mutante pph3A presenta un

retardo en la reentrada en el ciclo celular con respecto a la cepa silvestre (Fig. 12). Estos
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experimentos indican que la fosfatasa PP4 es necesaria para ejecutar correctamente las

rutas SSA/BIR durante la reparacion de un DSB en el genoma.
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Fig. 11. La reparacidn por SSA/BIR esta disminuida en ausencia de actividad PP4. Células
silvestres (AC218) y pph3A (AC1327) del fondo genético YMV80 (Fig. 10) se crecieron en YP-
Rafinosa a 282C hasta alcanzar un crecimiento exponencial, momento en que se indujo la
expresion de la endonucleasa HO mediante la adicién de galactosa. Se tomaron muestras a
distintos tiempos hasta 24 h y se realizaron ensayos fisicos para analizar la reparacién del DSB
introducido en el locus LEU2 del cromosoma Ill. Se extrajo el ADN, se digirié con Kpnl y se
analizé mediante Southern blot. Las membranas se hibridaron con una sonda especifica de la
secuencia U2 y una sonda de actina como control de carga. Las graficas muestran la
cuantificacion del Donador, el Producto, el No cortado y el Corte normalizando los datos con
la actina. Se ha representado la media * SD de las sefiales de las bandas procedentes de tres
experimentos diferentes. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
analizadas por un test T de Student de dos colas desapareado.
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Fig. 12. El mutante pph3A presenta una cinética mas lenta de reentrada en el ciclo celular que
una cepa silvestre. En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras tomadas en el
experimento de la figura 11.
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3.2. PP4 regula el estado de fosforilacion de diferentes dianas del DDR

3.2.1. Mudltiples factores incrementan su nivel de fosforilacion en ausencia de

PPHS3 tras la induccion de un daiio en el ADN

Una vez demostrado que PP4 desempefia un papel en la reparacién de un corte de
doble cadena por SSA/BIR, decidimos buscar potenciales dianas de la fosfatasa
relacionadas con el DDR mediante espectrometria de masas. Para ello, analizamos
distintas muestras tomadas del experimento descrito en el apartado anterior, tanto en
un fondo silvestre como en células carentes de actividad PP4. En concreto, buscamos
diferencias en los niveles de fosforilacidon de proteinas entre ambas cepas a tiempos 0, 6
y 12 h tras la induccidén de un DSB. La muestra tomada antes de la expresion de la
endonucleasa HO nos permitiria encontrar variaciones de fosforilacion entre un silvestre
y un pph34 en ausencia de dafio. Por otra parte, dado que 6 h después de la generacidn
del DSB aun no es visible la banda correspondiente al producto de reparacion ni en el
control ni en el mutante (Fig. 11), los resultados procedentes del andlisis de esta muestra
posibilitarian encontrar dianas relacionadas directamente con el proceso de reparacion.
De esta manera, aquellas proteinas con un nivel de fosforilacidn incrementado en células
pph3A a 6 h seran potenciales sustratos de la fosfatasa involucrados en la reparacion del
ADN. Finalmente, 12 h después de la adicion de galactosa al cultivo, tanto células
silvestres como mutantes han reparado completamente la lesion (Fig. 11). Por tanto, los
cambios de fosforilacion dependientes de PP4 encontrados en esta muestra
representaran putativas dianas de la fosfatasa relacionadas con la reentrada en el ciclo

celular una vez que el dafio se ha regenerado.

El ensayo de espectrometria de masas nos permitié encontrar 11.974 péptidos con
un nivel de fosforilacidn diferente entre el control y el mutante pph3A. A partir de ellos,
se identificaron 180 proteinas previamente involucradas en el DDR que presentaban al
menos un sitio de fosforilacién hiperfosforilado en ausencia de PP4. A continuacion,
calculamos el estado de fosforilacion promedio de las mds destacadas a partir del nivel
de fosforilacidn de los fosfo-péptidos encontrados en el escrutinio para los tiempos 0, 6 y
12 h tras la generacién del DSB. La figura 13 representa una comparacidn cuantitativa de
la fosforilacién de dichas potenciales dianas de PP4 entre el control y el pph3A en las tres

condiciones analizadas.
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Fig. 13. La disrupcion de PPH3 afecta al estado de fosforilacion de multiples proteinas
relacionadas con el DDR. Células silvestres (AC218) y pph3A (AC1327) del fondo YMV80 se
crecieron hasta fase exponencial en YP-Rafinosa y se procedio a la induccion del DSB mediante
la adicidn de galactosa a los cultivos. Se tomaron muestrasa 0, 6 y 12 h después de la generacion
del HO, que fueron procesadas y analizadas mediante espectrometria de masas. En los esquemas
se representa la ratio pph34/silvestre para diversas proteinas relacionadas con la respuesta a
dafio en el ADN que contienen al menos un fosfo-péptido enriquecido en ausencia de PP4.

Los datos promedio de fosforilacion de cada proteina en la cepa silvestre y la cepa
pph3Aa0,6y12htambién se han representado con una leyenda de color en el diagrama
de la figura 14. Entre los potenciales sustratos de PP4 encontrados, aparecen proteinas
ya descritas previamente como dianas de la fosfatasa, como RPA [167], la histona H2A
[68, 70] o Rad53 [75, 169]. Como se puede observar, la eliminacion de PPH3 da lugar a un
aumento de la fosforilacion de la mayoria de estas dianas a 6 h tras la induccion del DSB,
momento en el que aln no se ha acumulado el producto de reparacion (Fig. 11). Este
resultado sugiere que la actividad de PP4 podria ser necesaria para contrarrestar el efecto
de quinasas del DDR durante la reparacién de una lesion en el ADN. Aun asi, muchas de
estas proteinas también presentan niveles de fosforilacién incrementados en ausencia de
Pph3tras 12 h de lainduccién del HO; teniendo en cuenta que en ese punto las células ya
han completado el proceso de reparacion del dafio (Fig. 11), este dato refleja la funcion
de la fosfatasa en la desactivacidn del checkpoint y la reentrada en el ciclo celular. Por
tanto, el ensayo realizado en este apartado nos permite identificar potenciales sustratos

de la fosfatasa durante el DDR, y diferenciar entre las dianas de PP4 que estan
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relacionadas con su funciéon en la reparacion de cortes en el ADN y las que estan

vinculadas con la desactivacién del checkpoint de dafo.

Silvestre pph3A

TO T6 T12 TO T6 Ti12

Fosforilacion

- Co—

Fig. 14. PP4 controla el estado de fosforilacion de
diversas dianas durante la respuesta a dafio en el ADN.
Se cultivaron hasta fase de crecimiento exponencial
células silvestres (AC218) y pph3A (AC1327) del fondo
YMV80 en YP-Rafinosa y después se afnadio galactosa al
medio para inducir un DSB en el locus LEU2 del
cromosoma lll. Se tomaron muestras 0, 6y 12 h después
de la induccion del HO en dos replicados bioldgicos
independientes, que se procesaron y se sometieron a un
andlisis mediante espectrometria de masas. Se
seleccionaron proteinas implicadas previamente en el
DDR que poseian al menos un fosfo-péptido enriquecido
en ausencia de PP4 y se clasificaron segun su nivel de
fosforilacién medio, calculado a partir de la fosforilacion
de los fosfo-péptidos encontrados para cada sustrato.
En la imagen se muestra esa clasificacion para los
factores identificados mas importantes en las tres
condiciones analizadas, para el silvestre y el pph3A. El
mapa representa el incremento en Log, sobre el
maximo, donde los colores indican la cantidad relativa
de fosforilacién (amarillo, baja; azul, media; rojo, alta).

3.2.2. Rad53 es un sustrato de PP4 durante la reparacién de una lesion en el

genoma

Entre las potenciales dianas de la fosfatasa encontradas en el apartado anterior,

destacamos la quinasa central del checkpoint Rad53. La desfosforilacion de Rad53 por PP4

ha sido previamente descrita, siendo necesaria para la reentrada en el ciclo celular tras la

induccion de estrés genotdxico mediante tratamiento con MMS [75, 169]. Sin embargo,

el ensayo de espectrometria de masas reveld que Rad53 presenta unos niveles muy altos

de fosforilacidn en un mutante pph3A tras 6 horas desde la induccidn del DSB (Fig. 13, Fig.

14). Curiosamente, en este tiempo aun no se detecta la formacién de un producto de

reparacién, lo que sugiere la posibilidad de que PP4 también pueda actuar sobre Rad53
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durante la etapa de reparacion. Con el objetivo de validar la actividad fosfatasa de PP4
sobre Rad53 durante la reparacién de una lesion en el ADN, realizamos experimentos de
Western blot para detectar cambios en los niveles de fosforilacién de la quinasa tras la
induccidon de un corte de doble cadena. Después de inducir la endonucleasa HO bajo las
mismas condiciones utilizadas en el experimento de la figura 11 en una cepa control y
células pph34, se confirmaron los resultados previamente obtenidos en el escrutinio. Asi,
la ausencia de actividad fosfatasa asociada a PP4 produce un aumento significativo del
estado de fosforilacion de Rad53 en comparacion con la cepa silvestre 6 h después de la
generacion del dafio (Fig. 15). Estos resultados confirman que PP4 regula el estado de
fosforilacion de Rad53 durante los primeros estadios de la reparacion, y sugiere que su
actividad podria ser necesaria para controlar distintos eventos de la reparacion a través

de su capacidad para modular la actividad quinasa de Rad53.
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Fig. 15. La inactivacion de PP4 deriva en un incremento en los niveles de fosforilacion de Rad53
durante la respuesta a dafio en el ADN. Se crecieron cultivos de células silvestres (AC218) y
pph34 (AC1327) hasta fase exponencial en medio con rafinosa, que después se suplementé con
galactosa para inducir la expresidn de la endonucleasa HO. Se tomaron muestras en los tiempos
indicados, se extrajeron las proteinas con TCA y se analizaron mediante Western blot. Se muestra
la tinciéon con Coomassie como control de carga.

En la secuencia de aminodcidos de la proteina Rad53 se puede destacar un dominio
central serina/treonina quinasa, rodeado por dos dominios FHA (forkhead-associated)
denominados FHA1 y FHA2 [170]. Ademas, se pueden encontrar dos regiones SQ/TQ
enriquecidas en sitios de fosforilacion para Mec1/Tell [171], y un dominio NLS en el
extremo C-terminal [172] para su translocacion al ndcleo (Fig. 16A). Con el fin de
profundizar en la capacidad de PP4 para desfosforilar Rad53, decidimos analizar los
perfiles de fosforilacion de la quinasa mediante el analisis de los datos de la
espectrometria de masas obtenidos previamente. Para ello se buscaron diferencias en el
estado de fosforilaciéon de cada uno de los residuos potenciales de ser fosforilados

durante el DDR entre una cepa control y un mutante pph3A. Asi, encontramos 16 residuos
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Fig. 16. PP4 mantiene los niveles de autofosforilacion de Rad53 durante la respuesta a dafio
en el ADN. A) Representacidon esquematica de Rad53 en Saccharomyces cerevisiae, donde se
identifican las regiones SQ/TQ (amarillo), los dominios FHA1 y FHA2 (azul), el dominio quinasa
(rojo) y la sefial de localizacién nuclear (verde), junto a una escala numérica de los residuos
aminoacidicos que abarca cada zona. B) Las gréficas representan las P-intensidades normalizadas
de los fosfo-péptidos identificados en Rad53 a 0, 6 y 12 h después de la induccion del HO en el
experimento descrito en las figuras 13 y 14, para la cepa silvestre (AC218) y el mutante pph3A
(AC1327). La fosforilaciéon de los dominios FHA2 y NLS de Rad53 se ve afectada por la inactivacidon
de PP4 durante la reparacion de un DSB.

en la secuencia de Rad53 que son potencialmente fosforilados en respuesta a dafio en el
ADN. Antes de la induccion de la endonucleasa HO, el perfil de fosforilacion de la quinasa

es muy similar entre ambas cepas, estando la mayoria de estos residuos desfosforilados
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(Fig. 16B, panel superior). Sin embargo, la Ser774, residuo diana de Cdk en un ciclo celular
en ausencia de dafio [173], constituye una excepcion, apareciendo fosforilada tanto en la
cepa silvestre como en el mutante pph3A con unos niveles similares (Fig. 16B, panel
superior). Se ha descrito previamente que la fosforilacion de esta serina esta implicada
en morfogénesis, pero no tiene ninguna funcién en el DDR [173]. Como cabria esperar, 6
horas después de la expresion de la endonucleasa HO se observa un incremento
generalizado en el estado de fosforilacion de Rad53 en las dos cepas analizadas. Sin
embargo, a diferencia de las células control, la ausencia de actividad PP4 produce un
estado de hiperfosforilacién en torno al dominio FHA2 de Rad53 (Fig. 16B, panel medio).
Finalmente, 12 horas después de la generacion del DSB todos los sitios de fosforilacion
detectados reducen la fosforilaciéon en una cepa silvestre, si bien células sin PPH3
acumulan aun altos niveles de fosforilaciéon en torno al dominio FHA2 y la secuencia NLS

(Fig. 16B, panel inferior).

Dado que la fosforilacién del dominio FHA2 se ha relacionado directamente con un
estado activo de Rad53 [53], y que tanto la region FHA2 como la NLS han sido descritas
como zonas de autofosforilacién de Rad53 [172, 174], estos resultados sugieren que PP4
podria reducir la actividad de Rad53 contrarrestando su propia autofosforilacidon. En
conjunto, podemos concluir que PP4 esta controlando el estado de fosforilacion de
multiples factores a lo largo de la respuesta a dafio en el ADN, probablemente mediante
el control que esta fosfatasa ejerce sobre la actividad quinasa de Rad53 a lo largo del
proceso. Es importante destacar que este control tiene lugar no solamente durante la
desactivacion del checkpoint, sino también durante los primeros estadios de la
reparacion. Esto sugeriria que la actividad fosfatasa de PP4 sobre Rad53 durante la

reparaciéon podria ser clave en la regeneracidn de una lesién en el material genético.
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3.3. La fosfatasa PP4 participa en reseccion y reparacion del ADN a través

de la modulacion del estado de fosforilacion de Rad53

3.3.1. PP4 participa en la correcta ejecucion de la reseccion

Como hemos visto anteriormente, PP4 desempefia un papel importante en la
regulacion del proceso de reparacidon y es esencial para que la restauracion de una lesion
en el ADN mediante SSA/BIR ocurra eficientemente. Ademads, la actividad de PP4 se
requiere para mantener un nivel adecuado de fosforilacion de multiples factores
involucrados en el DDR. Particularmente, es clave para evitar un estado hiperfosforilado
de Rad53 a lo largo de la respuesta. Estudios previos han demostrado que la fosforilacion
de Exol por Rad53 forma parte de un bucle de retroalimentacién positiva que inhibe la
actividad exonucleasa de la enzima con el fin de impedir una acumulacién excesiva de
ADN monocatenario durante la reseccidn [81]. Por otra parte, Rad53 se ha implicado en
la regulacién del reclutamiento de Rad9 en las inmediaciones de un DSB [175]. Esta union
de Rad9 al ADN limita la actividad de Sgs1/Dna2 al impedir la unién de Sgs1 a la zona del
dafio, inhibiendo de este modo la reseccién [82, 83]. Por tanto, estos datos sugieren que
el control que PP4 ejerce sobre Rad53 podria estar implicado en la regulacion de la
reseccion. Asi, la hiperfosforilacion de Rad53 observada en ausencia de PPH3 podria
afectar negativamente a este proceso y, por consiguiente, a la correcta ejecucioén de las

rutas SSA/BIR.

Con el objetivo de determinar la posible implicacion de PP4 en el proceso de
reseccion, utilizamos una estirpe del fondo genético JKM139. Esta cepa se caracteriza por
contener un sitio HO no reparable debido a la eliminacidn de las secuencias donadoras
HMRa/HMLa que se encuentran a ambos lados del locus MAT [176]. Este sistema es una
herramienta muy Uutil para el estudio de la reseccidon, puesto que la carencia de los /loci
homologos HMRa/HMLa evita posibles eventos de recombinacidn que podrian
enmascarar el potencial fenotipo asociado al procesamiento 5’-3’ de la molécula de ADN.
Ademas, la cinética de degradacién de una de las hebras del ADN tras la formacidn del
DSB puede analizarse mediante experimentos de Southern blot. Esto facilita la
caracterizacion de la influencia de distintos factores en el proceso y la comparacion de su
cinética entre distintas cepas. A nivel técnico, estos ensayos fisicos se basan en la

utilizacién de diversas sondas que hibridan a distancias crecientes del sitio de corte. A
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medida que la hebra 5’ va siendo degradada por la maquinaria de reseccion, se pierden
los sitios de restriccion de las enzimas en esas zonas, que no pueden cortar ADN
monocatenario. En consecuencia, la intensidad de las bandas correspondientes a esos
fragmentos de ADN disminuye. De este modo, la desaparicion progresiva de la intensidad
de cada banda se correlaciona directamente con la actividad del proceso de reseccidn

para cada distancia analizada (Fig. 17).
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Fig. 17. Representacion esquematica del sistema de reparacién utilizado para analizar la
reseccion (fondo genético JKM139). La flecha indica la posicién del corte de doble cadena no
reparable y el diagrama incluye las distancias desde ese sitio HO en el locus MAT que se analizan
mediante Southern blot. Pueden observarse los sitios de restriccidn, la enzima y la localizacidn
de las sondas utilizados en el andlisis. En la grafica se incluyen los tamafios de los fragmentos de
restriccion Styl-Styl para cada sonda. Cabe destacar que estos fragmentos se detectan
Unicamente cuando estan formados por ADN de doble cadena y la enzima Styl detecta los sitios
de restriccion a ambos lados. Cuando la reseccidn avanza y se genera ADN de cadena sencilla, la
enzima no es capaz de reconocer los sitios de restriccion y en consecuencia no se genera el
fragmento correspondiente.

En primer lugar, quisimos comprobar si en ausencia de PPH3 la induccidn de un corte
de doble cadena no reparable en el genoma también incrementa los niveles de
fosforilacion de Rad53, tal y como ocurre en el fondo genético YMV80 (Fig. 15). Para ello,
se crecieron células silvestres y pph3A en YP-rafinosa y se sincronizaron en G1 con la
feromona factor a. Tras la liberacion del bloqueo durante 1 h en medio fresco, se afiadié

galactosa al medio de cultivo con el fin de inducir el DSB, se tomaron muestras a
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diferentes tiempos y se analizé la fosforilacién de Rad53 mediante Western blot. Como
puede observarse en la figura, tras la generacién de una lesidn en el genoma en ausencia
de actividad de PP4 se produce de nuevo un incremento en el estado de fosforilacion de
Rad53 en comparacién con la cepa control (Fig. 18A). Hay que destacar que el hecho de
que un dafo no reparable en ausencia de PPH3 también dé lugar a un aumento en los
niveles de fosforilacion de Rad53 confirma que PP4 estd actuando sobre Rad53 desde las

etapas iniciales del proceso de reparacion.
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Fig. 18. Rad53 se hiperfosforila en ausencia de actividad PP4 durante la induccion de un corte
HO no reparable. A) Cultivos en crecimiento exponencial en YP-Rafinosa de células silvestres
(AC406) y pph3A (AC1366) del fondo JKM139 descrito en la figura 17 fueron sincronizados en G1
usando la feromona factor a. Se liberaron en medio fresco durante 1 h y se indujo un DSB
afiadiendo galactosa. Se tomaron muestras a los tiempos indicados, se extrajeron las proteinas
con TCA vy se realizaron ensayos de Western blot. Se muestra la tincion con Coomassie como
control de carga. B) En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras tomadas en
el experimento descrito en A).

Con el fin de estudiar la cinética de reseccion en estas cepas disefiamos varias sondas
que reconocian regiones especificas de ADN localizadas a 0,7 kb, 3 kb, 6 kb, 10 kb y 21 kb
desde el sitio HO (Fig. 17) y analizamos la cinética de desaparicién de la sefial para cada

una de estas distancias mediante Southern blot. Células control y pph3A fueron cultivadas
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Fig. 19. PP4 es esencial para que la eficiencia de reseccion del ADN sea adecuada. Se tomaron
muestras de cepas silvestre (AC406) y pph3A (AC1366) del fondo JKM139 (Fig. 17) en las mismas
condiciones que el experimento descrito en Fig. 18A. Se procedio a la extraccion del ADN, que
se digirid con Styl y se sometio a andlisis fisicos mediante Southern blot. En la imagen aparecen
las bandas correspondientes a varias sondas localizadas a distancias crecientes del sitio de corte
(0,7, 3, 6, 10y 21 kb). Se utilizé también una sonda de actina como control de carga. Las graficas
incluyen la cuantificacidn de estas bandas normalizadas con la actina, representando la Media *
SD de tres experimentos independientes. Los p-valores han sido calculados utilizando un test T
de Student de dos colas desapareado.

en YP-rafinosa y sincronizadas en G1 con factor a. Tras la liberacion del bloqueo durante

1 h en medio sin feromona, expresamos la endonucleasa HO para generar el DSB y
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tomamos muestras cada hora. Los experimentos de FACS mostraron que ambas cepas
entran en el ciclo celular y se bloquean en G2/M con la misma cinética, confirmando que
la ausencia de actividad PP4 no influye en la capacidad de respuesta ante un corte de
doble cadena (Fig. 18B). El analisis mediante Southern blot demuestra que, mientras
ambas cepas generan el DSB con la misma eficiencia, la eliminacién de PPH3 da lugar a
una reduccién leve pero significativa en la eficiencia de reseccién en comparacion con la
cepa control (Fig. 19). Este retraso de la velocidad de reseccidn es mas visible cuanto mas
nos alejamos del sitio de corte del HO, debido a que la maquinaria de reseccion precisa
mds tiempo para alcanzar puntos mas distantes, lo que hace incrementar las diferencias
entre los dos fondos estudiados. Estos experimentos sugieren que en ausencia de
actividad PP4 la disminucidn de la ejecucion de SSA/BIR observada es debida a una

ineficiente reseccidn durante los primeros estadios de la reparacién del ADN.

3.3.2. La reduccion de los niveles de fosforilacion de Rad53 alivia los defectos

en reseccion de los mutantes pph3A

Los resultados del ensayo de espectrometria de masas revelan que PP4 actua
especificamente sobre el dominio FHA2 de Rad53 durante el DDR, contrarrestando asi su
propia autofosforilacion (Fig. 16). Ademds, la fosfatasa PP4 se requiere para que la
reseccion del ADN en el DSB sea eficiente, puesto que en su ausencia la cinética del
proceso disminuye (Fig. 19). Por ello, nos preguntamos si la reduccién de la
autofosforilacion de Rad53 podria ser suficiente para revertir los defectos en reseccién
que aparecen en mutantes pph3A. Con el fin de eliminar la autofosforilacién de Rad53 en
mutantes pph34, sustituimos la version enddégena de la proteina por la variante
cataliticamente inactiva rad53Kk227A [177]. Células pph3A4y pph3A rad53k227A del fondo
genético JKM139 (Fig. 17) se crecieron en YP-rafinosa, se bloquearon en G1 con feromona
factor a y se liberaron en medio fresco durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se indujo el
DSB mediante la adicién de galactosa al cultivo y se tomaron muestras a distintos
intervalos. En primer lugar, se analizé el estado de fosforilaciéon de Rad53 mediante
Western blot. Como cabria esperar, la introduccién del alelo rad53K227A reduce los altos
niveles de fosforilacion de Rad53 que existen en mutantes pph3A en respuesta a dafio
(Fig. 20A). Este resultado confirma que la hiperfosforilacion de Rad53 observada al

eliminar PPH3 procede de su propia autofosforilacion.
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Fig. 20. La introduccion del alelo rad53K227A reduce los niveles de fosforilacion de Rad53. A)
Cultivos en crecimiento exponencial de células pph3A (AC1366) y pph3A rad53K227A (AC1494)
del fondo JKM139 (Fig. 17) fueron sincronizados en G1 afiadiendo factor a y liberados en medio
sin la feromona durante 1 h. Se indujo la expresidn de la endonucleasa HO mediante la adicion
de galactosa al medio y se tomaron muestras en los tiempos indicados, que se procesaron para
la realizacién de un Western blot. La tinciéon con Coomassie fue utilizada como control de carga.
B) Perfiles de FACS de las muestras tomadas en el experimento descrito en A).

Si los defectos de reseccion observados en ausencia de PPH3 son debidos a los altos
niveles de fosforilacion encontrados en Rad53, la incorporacién del alelo rad53K227A
deberia restaurar los niveles de reseccién de los mutantes pph3A. Con el fin de comprobar
esta hipdtesis, decidimos analizar la cinética de reseccidon en células pph3Ay
pph3A rad53K227A tras la induccidén de un corte no reparable. Como puede observarse
en el Southern blot, mientras ambas cepas inducen el dafio de manera similar, la eficiencia
de reseccion de un pph3A rad53k227A es ligeramente superior a la del mutante simple
pph34, (Fig. 21). Esto apoya la idea de que PP4 contrarresta la autofosforilacién de Rad53

para reducir su efecto inhibitorio sobre la reseccién.
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Fig. 21. La reduccion de la fosforilacion de Rad53 en mutantes pph3A mejora la cinética de
reseccion. Muestras tomadas de los mutantes pph34 (AC1366) y pph3A rad53K227A (AC1494)
en el experimento indicado en la figura 20 fueron analizadas mediante Southern blot, después
de la extraccién del ADN gendmico y su digestidon con Styl. Las bandas fueron cuantificadas,
normalizadas con la actina y representadas graficamente. En las graficas se ha representado la
Media £ SD de tres experimentos independientes, y los p-valores se calcularon utilizando un test
T de Student de dos colas desapareado.

Hay que destacar que células en las que se sustituye la version silvestre de RAD53
por el alelo rad53K227A, a pesar de tener una versidon atenuada de la quinasa, son

perfectamente capaces de activar el checkpoint de dafio y bloquearse en G2/M en
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respuesta a un DSB bajo nuestras condiciones experimentales (Fig. 20B). Aun asi, se pudo
observar que algunas células escapaban del arresto a tiempos mas tardios,
probablemente debido a la incapacidad de mantener activa la respuesta [178]. Por tanto,
podemos excluir la posibilidad de que la mejoria en reseccién observada en estirpes
rad53K227A se deba a un efecto dependiente del ciclo debido a un arresto inapropiado
en G2/M. Estos experimentos permiten concluir que el efecto de PP4 en el control de la
fosforilacion de Rad53 durante las fases iniciales de la ruta de reparacién estd

directamente relacionado con su capacidad para estimular la reseccion.

3.3.3. La reparacion por SSA/BIR mejora cuando se disminuyen los niveles de

fosforilacion de Rad53

Como se ha mostrado previamente, en ausencia de PPH3 la eficiencia de reparacion
por SSA/BIR esta disminuida en comparacidn con una cepa control (Fig. 11). Ademas, la
eliminacién de PPH3 da lugar a un estado hiperfosforilado de Rad53 en respuesta a dafio
que causa defectos en reseccion (Fig. 18A, Fig. 20A, Fig. 21). Con todo esto, decidimos
comprobar si la reduccidn en la capacidad de reparacion de un mutante pph3A esta
relacionada con la influencia negativa que ejerce la hiperactivacion de Rad53 sobre la
reseccion. Si esto es asi, la disminucion de los niveles de Rad53 fosforilado en células
pph3A deberia mejorar la capacidad de reparacién por SSA/BIR observada en ausencia de
actividad PP4. Para ello, introducimos el alelo rad53Kk227A en un fondo genético YMV80
y analizamos la eficiencia de reparacidn bajo estas condiciones (sistema de reparacién

descrito en la figura 10).

En primer lugar, comprobamos que la sustitucion de la version endégena de Rad53
por la variante cataliticamente inactiva reduce la fosforilacién de la quinasa tras la
inducciéon de un daifo en el genoma. Para ello, se crecieron células silvestres vy
rad53K227A en YP-rafinosa, se afadid galactosa al cultivo para generar un DSB y se
tomaron muestras a diferentes tiempos. A partir de ellas se analizé la fosforilacion de
Rad53 mediante Western blot. Como cabria esperar, la sustitucidn del alelo endégeno de
Rad53 por la variante inactiva produce una reduccidon de la proporcién de Rad53

fosforilado (Fig. 22A).
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Fig. 22. La introduccion de la versidn rad53K227A reduce el estado de fosforilacion de Rad53
durante la respuesta a daiio en el ADN. A) Se indujo un DSB mediante la adicién de galactosa a
células silvestres (AC218) y rad53k227A (AC1473) del fondo YMV80 (Fig. 10) en crecimiento
logaritmico en YP-Rafinosa. Se tomaron muestras en los puntos indicados, en las que se
extrajeron las proteinas con TCA para la realizacién de Western blots. Se muestra la tincién con
Coomassie como control de carga. B) Perfil de FACS segun el contenido de ADN de las muestras
tomadas en el experimento anterior.

A continuacioén, y con el fin de determinar la influencia del estado de fosforilacidn
de Rad53 en la regeneracion de un DSB, examinamos la eficiencia de reparacion de estas
cepas por SSA/BIR mediante Southern blot, utilizando para ello muestras tomadas del
experimento anterior. Cabe destacar que la autoactivacidon de Rad53 es importante para
la reparacion por estas vias, ya que mientras ambas cepas inducen el dafio de modo
similar, la sustitucién de RAD53 por la versién rad53K227A reduce la cinética en la
aparicion del producto de manera significativa en comparacién con el control (Fig. 23). Es
importante resaltar que, a pesar de esta reduccion en la eficiencia de regeneracion de la
molécula de ADN, las células rad53K227A son capaces de activar el checkpoint de dafio y

bloquearse en G2/M con la misma eficacia que células silvestres (Fig. 22B).

69



RESULTADOS

Donador
No cortado

Actina

Producto

Corte

Unidades relativas
o o & g N
= -] N o o

o

Unidades relativas
o o o = &=
w (o)) w N w

o

Fig. 23. La autofosforilacion de Rad53 es necesaria para la reparaciéon por SSA/BIR. Cultivos de
cepas silvestre (AC218) y rad53K227A (AC1473) con el sistema de reparacion descrito en la figura
10 se crecieron en YP-Rafinosa y se suplementaron con galactosa para la induccién de un DSB.
Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN gendmico y se digirié con Kpnl
para la realizacion de Southern blots. La hibridacidn se llevé a cabo con sondas U2 y actina como
control de carga. Las gréficas representan la cuantificacion de las bandas normalizando los datos
con la actina, a partir de la Media * SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se
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calcularon utilizando un test T de Student de dos colas desapareado.

Si la hiperactivacion de Rad53 que aparece en ausencia de actividad PP4 esta
relacionada con los defectos en la ejecucion de SSA/BIR, una reduccién de los niveles de
fosforilacion de Rad53 en células pph3A deberia suprimir su fenotipo de pérdida de
reparacion. Para demostrar esta hipodtesis, incorporamos el alelo rad53K227A en una
estirpe pph3A del fondo genético YMV80. Se expresé la endonucleasa HO mediante la

adicién de galactosa al medio en cultivos asincrénicos y se tomaron muestras a diferentes
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tiempos. Como cabia esperar, la sustitucién de la versién silvestre de Rad53 por la
variante cataliticamente inactiva supone una disminuciéon de los niveles de fosforilacion

de la proteina quinasa en comparacion con un mutante sencillo pph3A (Fig. 24A).
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Fig. 24. La introduccion de la variante rad53K227A en un fondo pph3A reduce la fosforilacion
de Rad53. A) Células pph3A (AC1327) y pph3A rad53K227A (AC1476) con el sistema de
reparacién YMV80 (Fig. 10) se crecieron hasta fase exponencial en medio con rafinosa, y se
afiadié galactosa para inducir la expresion de la endonucleasa HO. Se tomaron muestras a los
tiempos indicados y sometieron a ensayos de Western blot para analizar la fosforilacion de
Rad53. Se procedid a la tincién con Coomassie para en analisis de la carga. B) Perfiles de FACS
para las muestras tomadas en el experimento anterior.

Ensayos de Southern blot revelaron que ambos inducen el DSB con la misma
eficiencia, pero la incorporacién de rad53K227A en un fondo pph3A incrementa
ligeramente la capacidad de las células para reparar la lesién por SSA/BIR cuando se
compara con el mutante simple carente de actividad fosfatasa (Fig. 25). De acuerdo con
la mejoria en la cinética de aparicion del producto de reparacion, ensayos de citometria
confirmaron que el doble mutante pph3A rad53K227A presenta un incremento en la

eficiencia de reentrada en el ciclo celular (Fig. 24B). Estos datos demuestran que la
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disminucién de la cinética de reparacién observada en ausencia de actividad fosfatasa
PP4 estd directamente relacionada con su capacidad para modular el estado de

fosforilacion de Rad53 durante la respuesta a estrés genotoéxico.
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Fig. 25. La reduccidon de la fosforilacion de Rad53 en un pph3A mejora la eficiencia de
reparacion por SSA/BIR. Cultivos asincronicos en YP-Rafinosa de células pph34 (AC1327) y
pph3A rad53K227A (AC1476) con el sistema de reparacion definido en la figura 10 fueron
transferidos a medio con galactosa para la generacién de un DSB y se cogieron muestras en los
tiempos indicados. Se extrajo el ADN gendmico, se digiri6 con Kpnl y se desarrollaron
experimentos de Southern blot, hibridando con la sonda U2 y la actina como control de carga.
Las graficas incorporan la cuantificacion de las sefiales de las bandas normalizando los datos con
la actina. Se ha representado la Media + SD de tres experimentos independientes, y los p-valores
se han calculado utilizando un test T de Student de dos colas desapareado.

En consonancia con estos datos, la incorporacion de la version inactiva rad53K227A

en células pph3A resulta en una ligera recuperacion de la viabilidad celular en medio
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solido en presencia de agentes genotdxicos como MMS o fleomicina (Fig. 26). Esto apoya
la idea de que la hiperfosforilacién de Rad53 existente en ausencia de PP4 es toxica
durante la respuesta a dafio en el ADN. Podemos resefiar también que tanto el mutante
simple rad53K227A como el mutante doble pph3A rad53K227A crecen de manera similar
en presencia de la mayoria de los compuestos genotéxicos probados (Fig. 26), lo que
sugiere que Rad53 y PP4 actuan en la misma ruta. Ademas, no encontramos diferencias
ni en los niveles de fosforilacion de Rad53, ni en la eficiencia de reparacion entre células
pph3A rad53K227A y rad53K227A (Fig. 22A, Fig. 23, Fig. 24A, Fig. 25), reafirmando que
PP4 actia especificamente sobre la autofosforilacion de Rad53 para promover la
restauracion de un dafio en el genoma. En conjunto, podemos concluir que la fosfatasa
PP4 participa en la reparacion del ADN contrarrestando la actividad de Rad53 en las
etapas iniciales de la respuesta. Esta reduccion de la actividad quinasa asociada a Rad53
es fundamental para promover un proceso de reseccidén robusto que facilite la correcta

ejecucién de las rutas de reparacion SSA/BIR.

DMSO HU 5 mM

Silvestre

pph3A

rad53K227A

pph3A rad53K227A

4-NQO 0,2 uM MMS 0,005% Fleomicina 0,250 uM

Silvestre
pph3A
rad53K227A

pph3A rad53K227A

Fig. 26. La eliminacion de la actividad quinasa de Rad53 incrementa la viabilidad de células
carentes de PP4. Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en fase de crecimiento
exponencial de cepas silvestre (AC218), pph3A (AC1327), rad53K227A (AC1473) y pph3A
rad53K227A (AC1476) en medio sélido con diversos compuestos genotoéxicos: HU (5mM), 4-NQO
(0,2 uM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 puM). Se utilizé DMSO como control sin dafio.

3.3.4.La funcion de PP4 en reseccion no afecta a la reparaciéon por

recombinacion homdloga inter-cromosomal

En los apartados anteriores hemos demostrado que la fosfatasa PP4 modula la

activacion de Rad53 para permitir una reseccién eficiente en respuesta a un DSB en el
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genoma celular. Ademads, los experimentos realizados en el fondo genético YMV80
muestran que este control de PP4 sobre Rad53 es esencial para el desarrollo adecuado
del proceso de reparacidn en estas cepas. Como se ha expuesto previamente, el corte por
la endonucleasa HO que se induce en este sistema puede repararse tanto por SSA como
por BIR. En el primer caso, la reparacion depende exclusivamente de la generacion de
ADN monocatenario a través de la reseccidén, hecho que permite que las secuencias
homologas distantes anillen entre si para regenerar el corte. Si la reparacion tiene lugar
mediante BIR, el extremo monocatenario generado en el sitio de corte invade la regidn
homodloga, lugar donde se forma una horquilla de replicacién que posibilita la copia de la

informacion faltante a partir del donador (fondo genético descrito en la figura 10).

Asi, nos preguntamos en este punto si la funcion de PP4 en reseccion podria afectar
a todos los tipos de reparacion mediados por recombinacién homadloga o si, por el
contrario, solo es necesaria para reparar exclusivamente a través de rutas que requieran
una reseccion extensa, como SSA. En este contexto, para analizar la posible implicacion
de PP4 en recombinacién inter-cromosomal usamos una nueva variante del sistema HO,
presente en el fondo genético denominado tGI354. En este sistema de reparacion, se ha
insertado un locus MATa que contiene la secuencia diana para la endonucleasa HO en el
cromosoma V, mientras la secuencia MATa enddgena del cromosoma Il ha sido sustituida
por una version MATa-inc [116]. Esta variante MATa-inc contiene una mutacién puntual
qgue impide el reconocimiento por la enzima HO. Ademas, esta secuencia constituye el
unico molde disponible para la reparacion del dafio, puesto que los loci HMRa y HMLa
han sido eliminados. De este modo, una vez que la secuencia MATa-inc del cromosoma
Il ha sido copiada a la MATa del cromosoma V durante la reparacion del DSB, las células

se convierten en insensibles a sucesivos cortes por la endonucleasa (Fig. 27).

Se ha postulado que durante la reparacion por conversion génica (CG) de tipo inter-
cromosomal se forman las denominadas dobles uniones de Holliday, estructuras que
pueden resolverse con (E) o sin un entrecruzamiento asociado (SE) [179]. Un cambio en
el ratio entre E y SE se asocia con defectos en la resolucion de los intermediarios de
recombinacién. La formacidon de un entrecruzamiento se detecta por la aparicion de
bandas de distinto tamafio en experimentos de Southern blot, debido a la incorporacién
de sitios de restriccion caracteristicos presentes en ambos lados de la secuencia donadora

(Fig. 27).
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Fig. 27. Representacion esquematica del sistema de reparacion inter-cromosomal (fondo
genético tGI1354). Se indica la localizacion de la sonda especifica del locus MAT, los sitios de
restriccion y la enzima utilizados en los ensayos de Southern blot. Los productos de reparacion
con (E) y sin entrecruzamientos asociados se pueden distinguir por diferencias en el tamafio del
fragmento de restriccion al que dan lugar tras la digestion con EcoRl. La secuencia MATa-inc
contiene una mutacion puntual en el sitio HO que la convierte en insensible a la endonucleasa.
La flecha indica la localizacién del DSB.

Para determinar si PP4 participa en eventos de conversién génica cuando la
secuencia donadora se encuentra localizada en un cromosoma diferente, utilizamos
cultivos en crecimiento exponencial de células silvestres y pph3A del fondo genético
tGI354, en los que expresamos la endonucleasa HO mediante la adicion de galactosa al
medio. Se cogieron muestras a diferentes tiempos, que fueron procesadas en primer
lugar por Western blot con el fin de confirmar en este sistema de reparacion el estado de

hiperfosforilacién de Rad53 observado previamente en ausencia de PPH3 (Fig. 28A).

A continuacidn, se realizaron Southern blots para determinar la dindmica de formacion
del producto de reparacidn, asi como el ratio de entrecruzamientos vs conversidn génica.
Tanto la cepa silvestre como el mutante pph3A generan el DSB con la misma cinética tras
la induccidn del HO (Fig. 29). La conversion génica sin entrecruzamientos asociados es el
modo de reparacién predominante tanto en células control como en el mutante de

deplecidn, si bien no encontramos diferencias significativas en la cinética de reparacién
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entre ellas (Fig. 29). En consonancia con estos datos, la dindmica de reentrada en el ciclo
celular determinada por ensayos de FACS también es similar entre las dos cepas
estudiadas (Fig. 28B). Tampoco se encontraron diferencias en la proporcidn de conversién
génica con entrecruzamientos asociados entre el control y el mutante carente de Pph3
(Fig. 29). En conjunto, estos datos indican que la actividad de PP4 no se requiere para
promover la recombinacion ectdpica con secuencias homdlogas, y sugieren que los
defectos en reseccion observados al eliminar PPH3 afectan exclusivamente durante la
reparacion por SSA.
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Fig. 28. Rad53 muestra una fosforilacion elevada en mutantes pph3A del fondo tGI354 en
respuesta a daio. A) Cultivos en crecimiento exponencial de células silvestres (AC224) y pph3A
(AC1344) que presentaban el sistema de reparacion descrito en la figura 27 fueron transferidos
a medio con galactosa para conseguir la induccion del HO. Se tomaron muestras en los tiempos
indicados, se extrajeron las proteinas con TCA y se realizaron Western blots para analizar el nivel
de fosforilacion de Rad53. La tincidn con Coomassie se muestra como control de carga. B) Perfiles
de FACS asociados a las muestras tomadas en el experimento descrito en A).
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Fig. 29. PP4 no se requiere para la reparacion de tipo inter-cromosomal. Se crecieron células
silvestres (AC224) y pph3A (AC1344) del fondo tGI354 (Fig. 27) en YP-Rafinosa y se indujo un DSB
mediante la adicién de galactosa. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN
gendmico, se digirid6 con EcoRl y se realizd el Southern blot. Los asteriscos indican una
sobreexposicion de la pelicula, realizada para permitir la deteccidn de los productos formados por
entrecruzamientos (E). Se midieron las intensidades de las bandas, normalizando los datos frente a
la actina para elaborar las gréficas correspondientes a Conversién génica (MATa/CG), Donador y
Corte. En éstas se ha representado la Media + SD de tres experimentos independientes. El
porcentaje de formacion de entrecruzamientos se obtuvo midiendo las intensidades relativas de
las bandas de MATa/CG vy E con respecto a la actina.
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3.3.5. El papel que PP4 ejerce en la reseccion es esencial para una ejecucion
eficiente de rutas de reparacién que requieren reseccion a largas

distancias

Los resultados anteriores indican que PP4 regula la reseccion a través de su
capacidad para reducir los niveles de fosforilacion de Rad53 durante las etapas iniciales
de la respuesta a dafio en el ADN. Ademas, esta funcion de PP4 no es necesaria en todos
los sistemas de recombinacion homdloga, como es el caso de la reparacion inter-
cromosomal (Fig. 29). Estos datos sugieren que la funcion de PP4 es fundamental
Unicamente para la restauracion de lesiones en el material genético mediante rutas de
reparaciéon que requieran una gran cantidad de reseccion. La reparacion por SSA
constituye un ejemplo de este tipo de vias, en el que la reseccion debe alcanzar desde el
DSB hasta la secuencia homdloga, permitiendo asi el anillamiento y la reparacién del

dafo.

Para demostrar si PP4 participa en el DDR en la reparacién de lesiones mediante
rutas que precisen reseccion a largas distancias, analizamos la reparacién por SSA en el
fondo genético YMV80 (Fig. 10). Como explicamos anteriormente, las células que
contienen este sistema pueden reparar por dos rutas alternativas: 1) SSA, ruta
dependiente de reseccidn, y 2) BIR, via que depende de la formacidn de una horquilla de
replicacidn para reparar la lesion. Se ha demostrado que Rad51 no es necesario para la
ejecucion de SSA, pero su deplecidn inhibe drasticamente la realizacion de BIR [113]. Por
tanto, con el fin de poder evaluar el efecto de PP4 en SSA mediante su capacidad de
inducir la reseccién, eliminamos RAD51 en células YMV80 y analizamos la eficiencia de
reparacion bajo estas condiciones. Tras crecer células rad51A y rad51A pph3A en YP-
rafinosa, se afiadié galactosa al cultivo para generar un DSB y se tomaron muestras a
diferentes tiempos. A partir de ellas se analizé la fosforilacién de Rad53 mediante
Western blot, encontrando que la deplecién de RAD51 prolonga la fosforilacion de Rad53
en comparacién con una cepa silvestre en respuesta a un corte inducido por la
endonucleasa HO (Fig. 15, Fig. 30A). Ademas, como cabria esperar y en concordancia con
los resultados mostrados anteriormente, un doble mutante rad51A pph34 incrementa
drasticamente los niveles de fosforilacién de Rad53 durante la induccién de un DSB en

comparacion con un mutante simple rad51A (Fig. 30A).
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Fig. 30. La actividad de PP4 es necesaria para mantener una baja fosforilacion de Rad53
durante SSA. A) Se crecieron células rad51A (AC1468) y rad51A pph3A (AC1471) hasta fase
exponencial en medio con rafinosa y los cultivos se suplementaron con galactosa para inducir la
expresion del HO. Se tomaron muestras en los puntos temporales indicados, las proteinas se
extrajeron con TCA vy se realizaron Western blots. Se muestra la tincion con Coomassie como
control de carga. B) Analisis del contenido en ADN mediante FACS de las muestras tomadas en
el experimento anterior.

La cinética del proceso de reparacién del experimento anterior fue determinada a
partir de la intensidad de las bandas obtenidas en un ensayo de Southern blot. En
correlacion con la fosforilacion prolongada de Rad53 que presenta un mutante de
deplecién rad51A en comparacién con una cepa silvestre, la eliminacién de RAD51
también da lugar a un retraso en la acumulacién del producto de reparacidn (Fig. 11, Fig.
31) asi como en la reentrada en el ciclo celular (Fig. 12, Fig. 30B) con respecto a la estirpe
control, probablemente debido a la falta de contribucidn de BIR en la cinética global de

reparacion.

Bajo estas condiciones, un doble mutante rad51A pph3A esta seriamente afectado
en la reparacion por SSA cuando es comparado con una cepa rad51A (Fig. 31). Mientras

la induccién del DSB es similar en las cepas estudiadas, el producto de reparacion en
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Fig. 31. La actividad de PP4 es esencial para la reparacion por SSA. Se realizaron experimentos
en las mismas condiciones que las descritas en la figura 22 con las estirpes rad514 (AC1468) y
rad51A pph3A (AC1471) del fondo genético YMV8O0 (Fig. 10). Se tomaron muestras en los tiempos
indicados, se extrajo el ADN, se digirid con Kpnl y se analizé mediante Southern blot. Para la
hibridacién se utilizé una sonda especifica para la secuencia U2, asi como la actina como control
de carga. Las graficas representan la Media + SD de las sefiales de las bandas procedentes de
tres experimentos independientes. Todos los datos fueron normalizados con la actina. Se
promediaron los replicados y las diferencias estadisticamente significativas se evaluaron
aplicando un test T de Student de dos colas desapareado.

células rad51A pph3A apenas se acumula a lo largo del experimento, siendo esta sefial
visible solo en los tiempos finales de la respuesta (Fig. 31). En correlacién con este defecto
drastico de reparacion, el doble mutante rad51A pph3A permanece bloqueado en G2/M

hasta 14 h tras la induccion del HO (Fig. 30B).

80



RESULTADOS

Cabe destacar que el defecto en reparacién por SSA que aparece en ausencia de
PPH3 esta acompafiado de una estabilizacidn de la banda donadora (Fig. 31). Dado que la
desaparicion de la sefial del donador en ausencia de Rad51 depende exclusivamente de
la capacidad de la maquinaria de reseccidn para alcanzar esta secuencia, este resultado
reafirma que el principal papel de PP4 en SSA es potenciar el proceso de reseccidn. Para
ratificar este efecto, se llevo a cabo una nueva aproximacion de Southern blot, utilizando
sondas localizadas a 10 kb y 17 kb de distancia del DSB (Fig. 32). A medida que la hebra 5’
va siendo degradada por la maquinaria de reseccion a partir del sitio de corte de la
endonucleasa HO, la aparicion de ADN de cadena sencilla hace que se pierdan los sitios
de reconocimiento de enzimas de restriccién, y como consecuencia se produce una

disminucion de la intensidad de las bandas correspondientes a estas zonas.

25kb
< >
17 kb
10 kb

Sonda Sonda

DSB

Styl  Styl Styl  Styl 1

Cromosoma lll
17r 1,4 kb

10r 2,5kb

Fig. 32. Representacion esquemadtica del sistema de reparaciéon utilizado para analizar
reseccion en el fondo genético YMV80. La flecha indica la posicidon del DSB que se genera en el
locus LEU2 del cromosoma lll. Se indican las localizaciones de las sondas que hibridana 10y 17
kb de distancia del sitio de corte, asi como los sitios de restriccion y la enzima utilizada en los
experimentos de Southern blot. Se reflejan también los tamafos de los fragmentos de restriccidon
que se detectan por cada sonda.

Utilizando esta nueva estrategia pudimos determinar que un doble mutante rad514
pph3A resecciona mas despacio en comparacion con la estirpe control rad51A (Fig. 33),
confirmando una funcion de PP4 en el control de la generaciéon de ADN monocatenario a

partir de un DSB.
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Fig. 33. Pph3 estimula la reseccion cuando la reparacién ocurre por SSA. Se crecieron células
rad51A (AC1468) y rad51A pph3A (AC1471) del fondo genético YMV80 en YP-Rafinosa y se
anadié galactosa a los cultivos en crecimiento exponencial para inducir la endonucleasa HO y
generar un DSB en el genoma. Se tomaron muestras en distintos intervalos, se extrajo el ADN
gendmico, se digirid con Styl y se desarrollé el analisis por Southern blot. Se utilizaron sondas
que hibridaban a 10 y 17 kb de distancia del sitio HO, y las sefiales generadas por las mismas
fueron cuantificadas y normalizadas con la actina. Las graficas representan la Media * SD de dos
experimentos independientes.

En consonancia con el defecto de reparacion observado en mutantes rad514 (Fig.
31), la viabilidad celular de este mutante en ensayos de sensibilidad a 4-NQO, HU, MMS
y fleomicina esta disminuida en comparacion con la cepa control (Fig. 34A). También se
detectd una sensibilidad similar al expresar la endonucleasa HO en medio sélido con
galactosa (Fig. 34B). La contribucion de PP4 en reseccion y SSA estd apoyada por una débil
letalidad sintética observada al comparar el doble mutante rad51A pph3A con un mutante
simple rad51A cuando se crecen estas células en presencia de compuestos genotoxicos o
galactosa (Fig. 34). Estos datos indican que PP4 actla en una ruta diferente a Rad51
durante la respuesta a dafio en el ADN. Hay que destacar que la eliminacion de PPH3 en
un fondo rad51A no incrementa la sensibilidad a HU (Fig. 34A), lo que sugiere de nuevo

qgue PP4 no esta involucrada en la respuesta a estrés replicativo.

En conjunto, estos resultados demuestran que la fosfatasa PP4 es especialmente
necesaria para la ejecucion de rutas de reparacién que dependen de reseccion a largas

distancias para regenerar la molécula dafiada de ADN.
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Fig. 34. La funcidn de PP4 en SSA se correlaciona con la gran sensibilidad del mutante rad51A
pph34 a compuestos que inducen dafo en el ADN. A) Diluciones seriadas 1:10 de cultivos en
fase de crecimiento exponencial de cepas silvestre (AC218), pph3A (AC1327), rad51A (AC1468)
y rad51A pph3A (AC1471) se pusieron a crecer en medio sélido con diversos compuestos
genotoxicos: HU (5mM), 4-NQO (0,2 uM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,125 uM). Se utilizdé
DMSO como control sin dafio. Las gotas se dejaron crecer a 282C durante 48 h. B) Gotas de las
células de las cepas anteriores creciendo en presencia de galactosa para inducir en este caso un
Unico DSB en el sitio HO.

3.3.6. La reduccion de la actividad de Rad53 en mutantes carentes de PP4
mejora la eficiencia de rutas de reparacion que requieren reseccién a

largas distancias

Como se mostrd en apartados anteriores, la reduccion de la hiperactivacion de
Rad53 en mutantes pph3A restablece en gran medida los defectos en reseccion que
aparecen en ausencia de actividad de PP4. También hemos determinado que la fosfatasa
es esencial para la reparacion del ADN que cursa a través de vias que precisan reseccionar
a largas distancias para permitir la recombinacién de las secuencias homologas, entre
ellas, SSA. Con el objetivo de conectar la habilidad de PP4 en contrarrestar la
autofosforilacion de Rad53 con la reparacién por SSA, decidimos comprobar si la
reduccién de la fosforilacion de Rad53 en cepas rad514 pph3A mejoraba la eficiencia de

reparacién. Por ello, introducimos el alelo rad53k227A en una cepa rad51A pph3A,
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cultivamos las células en YP-rafinosa y expresamos la endonucleasa HO mediante la
adicion de galactosa. Tomamos muestras a distintos tiempos tras la induccién del DSB y
las procesamos por Western blot para analizar en primer lugar la fosforilacion de Rad53.
Como cabria esperar, la sustitucion de RAD53 por la version cataliticamente inactiva da
lugar a una reduccién en la fosforilacién de la quinasa en comparacién con el control
rad51A pph3A (Fig. 35A), confirmando que la actividad de PP4 contrarresta la funcidn de

Rad53 durante la reparacién por SSA.
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Fig. 35. La hiperfosforilacion de Rad53 presente en células deficientes en PP4 se restaura al
introducir el alelo rad53K227A. A) Cultivos de los mutantes rad51A pph3A (AC1471) y rad51A
pph3A4 rad53K227A (AC1502) del fondo YMVS8O0 (descrito en la figura 10) en fase exponencial se
traspasaron a medio con galactosa para lograr la expresion de la endonucleasa HO. Se recogieron
muestras en los tiempos sefialados y se realizaron ensayos de Western blot. La tincion con
Coomassie sirve como control de carga. B) Perfiles de FACS para las muestras tomadas en el
experimento explicado en A).

Una vez confirmado que PP4 también contrarresta los niveles de fosforilacién de
Rad53 durante SSA, se decidié estudiar si esta funcion de la fosfatasa era necesaria para

estimular la reparacion de lesiones en el ADN mediante este sistema. Analisis de Southern
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blot pusieron de manifiesto que el reemplazamiento del alelo silvestre de RAD53 por la
version rad53K227A en células rad51A pph3A mejora ampliamente la capacidad de
generar el producto de reparacién por SSA (Fig. 36). Ademas, ambas cepas inducen el DSB
con la misma eficacia tras la expresion de la endonucleasa HO, lo que descarta que esta

mejoria sea debida a diferencias en la capacidad de expresion de la nucleasa (Fig. 36).
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Fig. 36. La eliminacion de la actividad de Rad53 fomenta la reparacion por SSA en ausencia de
PP4. Se realizd un experimento analogo al descrito en la figura 35 con células rad514 pph3A
(AC1471) y rad51A pph3A rad53K227A (AC1502) con el sistema de reparacién referenciado en la
figura 10. A partir de las muestras tomadas se extrajo el ADN gendmico, se digirié con Kpnly se
realizaron Southern blots, hibridando con sondas para la regidon U2 y la actina como control de
carga. Las graficas representan la cuantificacién de las bandas generadas, incluyendo la Media
SD de tres experimentos independientes. Todos los datos fueron normalizados con la actina, y
los p-valores se calcularon usando un test T de Student de dos colas desapareado.

85



RESULTADOS

En consonancia con esta mejoria, el triple mutante rad51A pph3A rad53K227A
también es mds competente para reentrar en el ciclo celular una vez reparada la lesion
(Fig. 35B). Es importante destacar que el triple mutante rad51A pph3A rad53K227A
restablece la degradacion de la banda donadora (Fig. 36), corroborando que la
disminucién de la fosforilacion de Rad53 mejora la ejecucién de SSA mediante la

estimulacion de la reseccion.
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Fig. 37. La reduccion de la fosforilacion de Rad53 en mutantes rad51A pph3A recupera la
viabilidad en medio sélido con agentes que dafian el ADN. A) Se sembraron diluciones seriadas
1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de las cepas indicadas del fondo YMV80, en placas
con HU (5 mM), 4-NQO (0,2 uM), MMS (0,0033%) y Fleomicina (0,125 uM), que se dejaron crecer
a 289C durante 48 h. B) Gotas creciendo en glucosa y galactosa para la inducciéon del HO de las
cepas indicadas en A).
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Apoyando estos datos, la sustitucidn de la version silvestre de RAD53 por la inactiva
rad53K227A en un fondo rad51A pph3A recupera la viabilidad celular en placa en
presencia de la mayoria de agentes que inducen dafio en el ADN probados (Fig. 37A), asi

como en presencia de galactosa (Fig. 37B).

Para descartar que el efecto beneficioso de la reduccion de la fosforilaciéon de Rad53
fuera independiente de PP4, introducimos el alelo rad53k227A en una cepa rad51A.
Como cabia esperar, tras la induccidon de un DSB, un doble mutante rad51A rad53K227A
muestra una reduccién en los niveles de fosforilacion de Rad53 en comparacion con un

mutante sencillo rad51A (Fig. 38A).
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Fig. 38. La sustitucion de la version silvestre de RAD53 por la cataliticamente inactiva en células
rad51A reduce la fosforilacion de Rad53. A) Se crecieron células rad51A (AC1468) y rad51A
rad53K227A (AC1496) en YP-Rafinosa hasta fase exponencial. Se procedié a la induccién del DSB
mediante la adicion de galactosa al cultivo y se recogieron muestras en los tiempos sefialados.
Las proteinas se extrajeron con TCA y se realizaron ensayos de Western blot. La tincién con
Coomassie se muestra como control de carga. B) Perfiles de FACS asociados a las muestras
tomadas en el experimento descrito en A).
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Se analizé también la capacidad de reparacién de este mutante mediante Southern
blot, encontrando solamente un ligero enriquecimiento en la eficiencia de SSA con
respecto a su control rad51A (Fig. 39). En relacion con este comportamiento, ensayos de
FACS revelaron que la dinamica de reentrada en el ciclo celular también es similar entre

estas dos estirpes (Fig. 38B).
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Fig. 39. La eliminacidn de la actividad de Rad53 reduce la eficiencia de reparacién por SSA. Se
realizé el mismo experimento que el descrito en la figura 38 con los mutantes rad51A (AC1468)
y rad51A rad53K227A (AC1496). Se extrajo el ADN gendmico de las muestras tomadas en los
distintos tiempos, se digirié con Kpnl y se realizd un ensayo de Southern blot para analizar la
cinética de reparacién por SSA. Se utilizaron sondas que reconocian la secuencia U2 y la actina
como control de carga. Las graficas se han elaborado a partir de la cuantificacion de las
intensidades de las bandas detectadas, normalizando los datos con la sefial de actina y
representando la Media + SD de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas analizadas por un test T de Student de dos colas
desapareado.
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Por tanto, podemos concluir que la estimulacién de la reparacién producida al
disminuir la hiperactivacién de Rad53 en células rad51A pph3A rad53K227A (Fig. 36) esta
directamente relacionada con la funcién de la fosfatasa PP4 sobre Rad53 durante la

respuesta a dafio en el ADN.

En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que PP4 actua sobre Rad53 para
contrarrestar su propia autofosforilacién, potenciando de esta forma la reseccién vy, por
tanto, la eficiencia de reparacién por recombinacién homdloga en sistemas dependientes

de reseccion a largas distancias.
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3.4. PP4 promueve la reseccion del ADN actuando principalmente sobre la

ruta de Sgs1/Dna2

3.4.1. El control que PP4 ejerce sobre la reseccion es independiente de Exol

La reseccion del ADN que ocurre en respuesta a un corte de doble cadena tiene lugar
gracias a la accién de las nucleasas Exo1l y/o Dna2. Partiendo de los datos anteriores, nos
preguntamos si la activacidn del proceso de reseccion dependiente de PP4 se produce a
través de Exol y/o Dna2. Para examinar una posible funcién de PP4 en la regulacion de la
ruta de Exol, generamos mutantes exol4 y exolA pph3A en el fondo genético JKM139
(descrito en la figura 17), y determinamos la eficiencia de degradacién de una de las
hebras del ADN en este fondo genético. En este caso, ademads de evaluar la eficiencia en
la capacidad de reseccion a partir de la disminucién de la intensidad de las bandas en el
Southern blot, analizamos también la sefial procedente de los intermediarios de reseccion
(RIs). Estos intermediarios son moléculas de ADN que contienen tanto ADN bicatenario
como monocatenario, y que se forman cuando uno de los dos sitios de restriccién que
limitan el fragmento en el que hibrida una sonda (el sitio mas cercano al DSB) es
procesado por las exonucleasas durante el avance de la reseccion (Fig. 40). En concreto,
los intermediarios que se han evaluado han sido detectados con la sonda que hibrida a
0,7 kb del corte de doble cadena. Inmediatamente después a la induccion del DSB se
genera el fragmento de restriccion correspondiente, que denominamos 0,7r y que esta
formado en su totalidad por dsADN y acotado por dos sitios Styl. A medida que se va
degradando una de las hebras del ADN a partir del DSB por la accidn de la maquinaria de
reseccion, se va generando ADN monocatenario y se van perdiendo sucesivamente los
sitios de restriccion para Styl, formandose los intermediarios. Se han analizado cuatro
estructuras de este tipo, denominadas RI1, RI2, RI3 y RI4, limitadas en un extremo por el
sitio de corte de la endonucleasa HO (extremo de ADN monocatenario) y en el otro por

sucesivos sitios de restriccion para Styl (extremo de ADN bicatenario) (Fig. 40).

Podemos detectar facilmente los intermediarios de reseccidon en los blots, puesto
que experimentan una migracion ligeramente menor y generan bandas menos intensas
que el fragmento de ADN detectado por la misma sonda de 0,7 kb cuando esta formado
exclusivamente por ADN de doble cadena. Asi, el fragmento 0,7r constituye la banda

principal, y cada intermediario da lugar a una sefal formada por multiples isoformas de
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alto peso molecular por encima de ésta. Ademads, la acumulacidn prolongada de estas
bandas de intermediarios a lo largo de la induccién del DSB se asocia con una disminucion
en el procesamiento de la molécula de ADN, de modo que estas sefiales proporcionan

informacion util sobre la velocidad y eficiencia de la reseccion.

Sonda
DSB
I Styl Styl Styl Styl Styl
M Cr.n
HMLa ‘ ‘ ‘ HMRa
Induccion del DSB : : i i
Styl Styl Styl Sty Styl

Inicio de HMLa § HMRa
la reseccién Styl styl styl Styl Styl

HMLo HMRa

ssADN
M dsADN

Intermediarios de reseccion
M N

RI4

Fig. 40. Representacion esquematica del sistema de reparacion utilizado para analizar los
intermediarios de reseccion (fondo genético JKM139, descrito en Fig. 17). La flecha indica la
posicién del DSB no reparable. Pueden observarse los sitios de restricciéon, la enzima y la
localizacion de la sonda que hibrida a 0,7 kb desde el sitio HO, utilizada para el analisis de los
intermediarios de reseccion mediante Southern blot. Tras la induccién del DSB se detecta el
fragmento completo (denominado 0,7r), formado en su totalidad por ADN de doble cadena y
acotado por dos sitios Styl. A medida que se va degradando una de las hebras del ADN a partir
del DSB por la accidn de la maquinaria de reseccion, se va generando ADN monocatenario y se
van perdiendo sucesivamente los sitios de restriccion para Styl. Como consecuencia se van
formando los intermediarios de reseccidn, moléculas de ADN que contienen tanto dsADN como
ssADN. Se han analizado cuatro estructuras de este tipo, denominadas RI1, RI2, RI3 y RI4,
limitadas en un extremo por el sitio de corte de la endonucleasa HO (extremo de ADN
monocatenario) y en el otro por sucesivos sitios de restriccion para Styl (extremo de ADN
bicatenario).

Para analizar una posible regulacidon de Exol por PP4, se crecieron células pph34,
exolA y exolA pph3A en YP-rafinosa y se sincronizaron en G1 con la feromona factor a.

Después de la liberacidn del bloqueo durante 1 h en medio fresco, se afiadio galactosa
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Fig. 41. La cinética de reseccion de mutantes exo1A y exo1A4 pph34 es muy similar. Cultivos en
fase logaritmica de mutantes pph3A4 (AC1366), exo1A (AC825) y exolA pph3A (AC1420) del fondo
JKM139 (Fig. 17) se sincronizaron en G1 con factor a. Después de la liberacidon durante 1 h, se
afiadié galactosa para inducir el DSB. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo
el ADN gendmico, digestidon del mismo con Styl y posterior analisis mediante Southern blot. Se
midio la intensidad de las bandas detectadas gracias al uso de sondas que hibridan a distancias
crecientes desde el sitio de corte y los datos se normalizaron con la actina como control de carga.
Las graficas representan la Media + SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se
calcularon por medio de un test T de Student de dos colas desapareado. Los asteriscos denotan
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas pph34 y exolA, mientras que las
almohadillas denotan diferencias estadisticas entre las cepas exo14 y exolA pph3A.
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para inducir el DSB, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se procedié a la
determinacion de su eficiencia de reseccién mediante ensayos de Southern blot. Como se
puede observar, las tres cepas inducen el dafio de manera similar, pero la cinética de
reseccion del mutante exolA se encuentra reducida en comparacion con un fondo pph3A.
Sin embargo, la eliminacién de EXO1 en células pph3A agrava el defecto en reseccidn (Fig.

41).
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Fig. 42. La funciéon de PP4 en el control de la reseccidn es independiente de Exol. Las peliculas
de los experimentos de Southern blot mostrados en la figura 41 fueron sobreexpuestas para el
andlisis de los intermediarios de reseccion (estructuras formadas tanto por ADN bicatenario
como monocatenario, Fig. 40). Las sefiales correspondientes a los intermediarios analizados
fueron cuantificadas y normalizadas con la actina como control de carga. Las graficas
representan la Media + SD de tres experimentos independientes.

Este resultado fue corroborado tras monitorizar los distintos intermediarios de

reseccion (Rl 1-4). Asi, una cepa exolA pph3A muestra un retraso significativo en la
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cinética de aparicion y desaparicidn de los intermediarios de resecciéon en comparacién
con un mutante simple exolA (Fig. 42). Este efecto es mucho mas acusado observando
los intermediarios de reseccion de mayor tamafio (RI3 y Rl4), es decir, aquellos que se
forman cuando la distancia desde el sitio de corte es mayor. En todo momento, todas las
estirpes analizadas progresaban en el ciclo sincrénicamente tras el arresto en factor a y
se bloqueaban en G2/M con la misma cinética seguin el FACS, descartando una influencia

en la reseccion dependiente de ciclo (Fig. 43A).
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Fig. 43. La actividad de Rad53 no se ve afectada por la eliminacion de EXO1. A) Perfil de FACS
de las muestras cogidas en el experimento descrito en la figura 41. B) Muestras del mismo
experimento que el definido en la figura 41 fueron procesadas mediante el método de extraccion
proteica de TCA y analizadas mediante Western blot para el estudio de la fosforilacién de Rad53
durante la induccién de un DSB no reparable en cepas pph3A (AC1366), exolA (AC825) y exolA
pph3A4 (AC1420).
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En el experimento descrito anteriormente también se tomaron muestras para el
estudio de la fosforilacion de Rad53 mediante Western blot. Como puede observarse, en
ausencia de Exol no se modifica el estado de fosforilacion de Rad53 tras la generacién de
una lesion en el genoma (Fig. 43B), descartando la posibilidad de que Exol actute en el
control de la reseccion interfiriendo con la activacion de Rad53. En conjunto, estos
resultados demuestran que PP4 regula la reseccidon principalmente de manera

independiente a Exol.

3.4.2. PP4 estimula la reseccion mayoritariamente a través de la regulacion de

la actividad de Sgs1/Dna2

La disminucidn en la cinética de reseccidon de un doble mutante exo14 pph3A en
comparacién con un pph3A simple sugiere que PP4 podria estar estimulando este proceso

a través de la nucleasa Dna2.

La actividad helicasa de Sgs1 es esencial durante la reseccidén dependiente de Dna2,
en una ruta paralela a la de Exol [42]. Con el fin de determinar si PP4 modula la ruta de
reseccion por Dna2, generamos mutantes sgslA y sgs1A pph3A en el fondo genético
JKM139 (esquematizado en Fig. 17), que nos permite analizar la capacidad de reseccion
de un DSB no reparable. Células pph34, sgs1A y sgs1A pph3A fueron cultivadas en YP-
rafinosa y sincronizadas en G1 con factor a. Tras la liberacidn del bloqueo durante 1 h en
medio sin feromona, expresamos la endonucleasa HO para generar el DSB y tomamos
muestras cada hora. Estas fueron procesadas para la realizacién de Southern blots, en los
que se analizé la eficiencia de la reseccion a partir de las bandas principales y de los
intermediarios de reseccidén generadas por sondas que hibridan a distintas distancias del
DSB. Como se puede observar, las tres cepas estudiadas generan el DSB con la misma
eficacia (Fig. 44). Sin embargo, mientras un mutante simple sgslA resecciona mas
lentamente en comparacion con células pph34, el doble sgs1A pph3A presenta una
cinética de reseccion similar al mutante simple sgsiA (Fig. 44). Este efecto es
independiente de la progresion por el ciclo celular de cada estirpe, ya que segun
experimentos de FACS, las tres cepas muestran una liberacion andloga tras la liberacion

del arresto en factor a (Fig. 45A).
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Fig. 44. La eficiencia de reseccion de un mutante sgs14 no se ve afectada al eliminar PPH3.
Cultivos en fase logaritmica de células pph3A4 (AC1366), sgs1A (AC1792) y sgs1A pph3A (AC1794)
del fondo JKM139 (Fig. 17) se sincronizaron en G1 con factor a. Después de la liberacién en
medio fresco, se afiadié galactosa para inducir el DSB y se tomaron muestras en los intervalos
indicados. Se extrajo el ADN gendmico y se digirid con Styl para su andlisis mediante Southern
blot. Se cuantifico la densidad de las bandas detectadas y los datos se normalizaron con la actina.
Las graficas representan la Media + SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se
determinaron por medio de un test T de Student de dos colas desapareado. Los asteriscos
denotan diferencias estadisticamente significativas entre las cepas pph3A4y sgs14, mientras que
las almohadillas denotan diferencias estadisticas entre las cepas sgs14 y sgs1A pph3A.
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Fig. 45. La eliminacion de SGS1 modifica los niveles de fosforilacion de Rad53 en respuesta a
daiio. A) Perfil de FACS para el analisis del contenido de ADN de las muestras cogidas en el
experimento descrito en la figura 44. B) Se cogieron muestras en el mismo experimento que el
definido en la figura 44 para el estudio de la fosforilacion de Rad53 durante la induccién de un

DSB no reparable en cepas pph34 (AC1366), sgs14A (AC1792) y sgs1A pph3A (AC1794) mediante
Western blot.

La epistasis observada entre Pph3 y Sgsl en reseccién se confirmé a través del
analisis de los intermediarios de reseccidn. En este contexto, solo se encontrd un leve
retardo en la acumulacion de los RiIs del doble sgs1A pph3A con respecto al mutante
simple sgs1A (Fig. 46), defecto que podria atribuirse a un papel minoritario de PP4 en el
control de la ruta de Exol. Adn con este pequefio defecto, la cinética de aparicion y
desaparicion de estos productos era similar entre ambos mutantes (Fig. 46), lo que

sugiere que ambas proteinas actuan en la misma via.
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Fig. 46. PP4 controla la reseccion actuando principalmente sobre la ruta Sgs1/Dna2. Las
peliculas de los experimentos de Southern blot mostrados en la figura 44 fueron sobreexpuestas
para el andlisis de los intermediarios de reseccion (estructuras formadas tanto por ADN de doble
cadena como de cadena sencilla, Fig. 40). Las sefiales detectadas se cuantificaron y los datos se
normalizaron con la actina como control de carga. Las graficas representan la Media + SD de tres

experimentos independientes.

Es importante mencionar que la eliminacién de SGS1 afecta a la cinética de
fosforilacién de Rad53 (Fig. 45B), probablemente debido a sus defectos en reseccion y
activacion del checkpoint [58, 180]. Sin embargo, la deplecion de SGS1 no modificaba los
niveles de Rad53 fosforilado observados en células pph3A (Fig. 45B), indicando que Sgs1

no actua en el control de la reseccion interfiriendo con la activacién de Rad53 en ausencia

de PP4.
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Estos resultados indican que la atenuacidon de Rad53 por PP4 modula la reseccién,
principalmente regulando la actividad de la ruta Sgs1/Dna2, mientras que el control de

Exol por la fosfatasa supone un mecanismo secundario y menos importante.
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3.5. PP4 estimula la reseccion actuando sobre el estado de fosforilacion y

la union al ADN de Rad9

3.5.1. Rad9 se encuentra hiperfosforilado en células pph3A en respuesta a dafo

Hemos mostrado previamente que PP4 atenua la activacidon de Rad53 durante la

respuesta a una lesion en el ADN, lo que favorece la reseccion principalmente a través de

la estimulacién del complejo Sgs1/Dna2. Teniendo en cuenta que la unién de Rad9 a la

cromatina constituye un mecanismo que restringe la reseccion a través de su capacidad

para interferir directamente con la actividad de Sgs1/Dna2 [82, 83, 175, 181], parece

légico pensar que la influencia de PP4 sobre Rad53 podria modular la reseccién afectando

a la fosforilacién de Rad9. Apoyando esta hipdtesis, en el ensayo de espectrometria de

masas detectamos que Rad9 presenta un nivel medio de fosforilacion diferente entre la

cepa silvestre y un mutante pph3A (Fig. 13, Fig. 14).

Rad9 contiene un dominio de activacion por Chkl en el extremo N-terminal [51],

cercano a un dominio serina de fosforilacidn por Mecl. La regién C-terminal incluye un

dominio TUDOR implicado en la unién de Rad9 al ADN a través de su interaccién con

H3K79me [182], asi como un mddulo BRCT de reconocimiento proteina-proteina [183]

(Fig. 47A). Una de las ventajas del escrutinio de dianas de PP4 en respuesta a dafio por

espectrometria de masas, explicado en la seccion 3.2 de este trabajo, es que podemos

identificar con precisién qué residuos de cada sustrato encontrado muestran una

fosforilacion diferencial entre células silvestres y mutantes pph3A para cada una de las

tres condiciones analizadas (0, 6y 12 h después de la generacion de un DSB en el genoma).

En el caso de Rad9, se detectaron 40 residuos en la proteina potencialmente fosforilables

a lo largo de la induccién de un corte por la endonucleasa HO. Antes de la generacion de

la lesion en el ADN, observamos una distribucién regular de los fosfo-péptidos de Rad9 a

lo largo de la proteina tanto en la cepa control como en el mutante pph3A (Fig. 47B, panel

superior). Seis horas después de la expresion de la endonucleasa HO, se produce un

incremento global en la fosforilacién de Rad9 en ambos tipos celulares. Sin embargo, la

ausencia de actividad PP4 da lugar a un aumento de los niveles de fosforilacion de varios

residuos comprendidos entre el dominio de serinas y el dominio TUDOR (Fig. 47B, panel

medio). Tras 12 h desde la formacién del DSB, se produce un descenso general de la

fosforilacion de Rad9 tanto en células silvestres como pph3A (Fig. 47B, panel inferior),
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A

indicando que existen otras fosfatasas que promueven la desfosforilacién de este factor

una vez que el proceso de reparacion ha tenido lugar.
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Fig. 47. Rad9 es un sustrato de PP4 durante la respuesta a dafio en el ADN. A) Representacion
esquematica de Rad9 en Saccharomyces cerevisiae, donde se identifican el dominio de activacion
para Chk1 (naranja), un dominio serina de fosforilacion por Mec1 (rojo), un dominio TUDOR de
interaccién con el ADN (amarillo) y un médulo BRCT de reconocimiento proteina-proteina (azul).
Se muestra una escala numérica de los residuos aminoacidicos que abarca cada zona. B) Las
graficas representan las P-intensidades normalizadas de los fosfo-péptidos identificados en Rad9
mediante espectrometria de masas a 0, 6 y 12 h después de la inducciéon del HO en el
experimento descrito en la figura 14, para la cepa silvestre (AC218) y el mutante pph3A (AC1327).
La fosforilacién en torno al dominio TUDOR de Rad9 se ve afectada por la inactivacién de PP4
durante la reparacion de un DSB.

Para validar estos resultados, realizamos Western blots en presencia de Phos-tag,
herramienta que nos permite hacer un seguimiento de pequenos cambios en el estado

de fosforilacion de Rad9 tras la induccién de un DSB no reparable (en cepas JKM139,
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fondo descrito en la figura 17). Ratificando los datos obtenidos en el ensayo de
espectrometria de masas, Rad9 aparece fosforilado antes de la induccién del HO. Sin
embargo, después de la introduccion del DSB, observamos una acumulacion de bandas

de mayor peso molecular que denotan un estado general de hiperfosforilacion (Fig. 48A).
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Fig. 48. El control que PP4 ejerce sobre Rad53 modula el estado de fosforilacion de Rad9
durante la respuesta a dafio. A) Células de las cepas silvestre (AC1557), pph3A (AC1559) y
rad53K227A (AC1759) del fondo genético JKM139 (caracteristicas esquematizadas en la figura
17) y que contenian la proteina Rad9 enddgena marcada con el epitopo HA se cultivaron hasta
alcanzar la fase de crecimiento logaritmico. Se sincronizaron en G1 con factor a, se liberaron
mediante incubacidn durante 1 h en medio fresco y se afiadié galactosa para expresar la
endonucleasa HO. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajeron las proteinas
con TCA y se realizaron Western blots utilizando anticuerpos anti-HA. La tincion con Coomassie
fue utilizada como control de carga. B) Se realizaron experimentos andlogos a los descritos en el
apartado A) para el analisis de la fosforilacion de Rad9 en respuesta a dafio en las estirpes pph34
(AC1559), rad53K227A (AC1759) y pph3A rad53K227A (AC1773).

El tratamiento con A-fosfatasa produjo una drastica reduccion del peso molecular de
estas bandas (Fig. 49) lo que confirma que las multiples isoformas de alto peso molecular
de Rad9 corresponden mayormente a formas fosforiladas. Curiosamente, junto a estas
bandas hiperfosforiladas, pueden observarse también algunas formas de bajo peso
molecular, si bien solo se detectan en la cepa silvestre y no en un mutante pph3A (Fig.
48A). Esto sugiere que la carencia de actividad PP4 provoca un aumento de los niveles de

Rad9 fosforilado.
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Fig. 49. Las bandas de alto peso molecular de Rad9 observadas en Fig. 48 corresponden a
formas fosforiladas de la proteina. Células silvestres (AC1557) del fondo genético JKM139 con
Rad9 marcado con el epitopo HA se bloquearon en G1 con factor a, se liberaron en medio fresco
sin feromona durante 1 h y se afiadié galactosa para inducir el corte HO. Se tomaron muestras 0
y 7 h después de la expresion de la endonucleasa, que se procesaron, se incubaron con o sin A-
fosfatasa y se analizaron por Western blot. Se muestran dos exposiciones diferentes, pudiendo
observar que el tratamiento con A-fosfatasa da lugar a formas menos pesadas debido a la
desfosforilacion. La tincién con Coomassie fue utilizada como control de carga.

Ademas, tanto las células control como las que carecen de Pph3 muestran una
reduccién de los niveles de fosforilacion de Rad9 cuando se sustituye la version enddgena
de Rad53 por la variante rad53K227A (Fig. 48B). Estos datos confirman que la actividad
quinasa de Rad53 es importante para promover la fosforilacion de Rad9 en respuesta a
dafio en el ADN. Podemos destacar también que el patron de fosforilacion de Rad9
observado en células rad53K227A y pph3A rad53K227A es similar (Fig. 48B), indicando
que el estado de hiperfosforilacion de Rad9 existente en ausencia de PP4 depende de

Rad53.

3.5.2. La hiperactivacion de Rad53 en ausencia de PP4 afecta a la reseccion

favoreciendo la union de Rad9 al ADN

En las secciones anteriores se ha demostrado que PP4 modula los niveles de
fosforilacion de Rad53 con el fin de estimular la reseccion y asi fomentar la reparacion
por SSA. Ademads, hemos visto que la eliminacién de PPH3 incrementa los niveles de
fosforilacion de Rad9 (Fig. 48A), particularmente en las inmediaciones del dominio TUDOR
(Fig. 47B). También hemos demostrado que PP4 contrarresta la fosforilacion de Rad9

mediante el control que esta fosfatasa ejerce en la activacion de Rad53 en respuesta a
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una lesién en el ADN. En general, estos datos sugieren que el efecto positivo que PP4
ejerce sobre la reseccidon esta directamente relacionado con la capacidad de esta

fosfatasa para modular la funcién de Rad9 en las inmediaciones de la rotura.

Se ha descrito que la unidn de Rad9 a la cromatina limita la actividad de la nucleasa
Dna2 [82, 83, 175, 181], y que dicha interaccién con el ADN se produce a través del
dominio TUDOR [182]. Ademas, también se ha demostrado que la asociacidon de Rad9 en
las zonas del dafio depende de la actividad de Rad53 [175]. Dado que tras la induccidn de
un DSB en ausencia de actividad PP4, Rad9 se encuentra hiperfosforilado precisamente
en el dominio TUDOR y que Rad53 presenta altos niveles de fosforilacidn, esto sugiere
que la hiperactivacién de Rad53 en mutantes pph3A4 podria favorecer la afinidad de Rad9
por la lesion en el ADN, causando de este modo los defectos en reseccién mostrados en

los apartadores anteriores.

Para comprobar esta  hipotesis, desarrollamos  experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en células control, pph34, pph34 rad53K227A y
rad53K227A, en las que se analizo la interaccion de Rad9 a 0,2 kb, 0,5 kb y 1,5 kb de un
DSB no reparable presente en el fondo genético JKM139 (Fig. 17). El corte por la
endonucleasa HO fue inducido en cultivos asincrénicos en crecimiento exponencial de las
cepas indicadas, tomando muestrasa 1 hy 2 h tras la adicién de galactosa al medio. Estos
experimentos ponen de manifiesto que la eliminacién de PPH3 provoca un incremento
significativo en la cantidad de Rad9 unido en todas las distancias analizadas en
comparacion con una cepa silvestre (Fig. 50). Es resefiable que los altos niveles de unidn
de Rad9 en torno al sitio HO en ausencia de actividad PP4 se reducen drdsticamente al
incorporar la variante rad53K227A en células pph3A (Fig. 50), lo que apunta a la
inactivacion Rad53 por PP4 como la principal responsable de la exclusién de Rad9 del DSB.
Ademads, y como ya se habia demostrado previamente, un mutante simple rad53k227A
exhibe un efecto muy leve en la interaccion de Rad9 alrededor del DSB en comparacién
con células silvestres [175]. Por tanto, estos resultados confirman que la inhibicion de
Rad53 por PP4 en los pasos iniciales de la respuesta a dafio en el ADN es fundamental
para reducir la asociacién de Rad9 en torno a la lesidn, disminuyendo asi el efecto

negativo que este factor ejerce sobre la reseccion por la via Sgs1/Dna2.
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Fig. 50. En ausencia de actividad PP4 se incrementa la union de Rad9 en torno al DSB, como
consecuencia de la hiperactivacion de Rad53. Se cultivaron células de tipo silvestre (AC1557),
pph3A (AC1559), rad53K227A (AC1759) y pph3A rad53k227A (AC1773) del fondo JKM139
(explicado en Fig. 17) en YP-Rafinosa y se tomaron muestras a 0, 1y 2 h después de la adicion de
galactosa para la induccion del DSB. Las muestras fueron sometidas a ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP), analizando la unién de Rad9 a 0,2, 0,5 y 1,5 kb de
distancia del sitio HO. Los datos correspondientes a cada tiempo se normalizaron con la sefial
del control de carga (input). Las graficas representan el enriquecimiento relativo al control
negativo sin anticuerpo. Se muestra también la unidn del factor al locus ACT1 en el cromosoma
VI para comparacion. Las graficas incluyen la Media + SD procedente de tres experimentos
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3.5.3. La deplecién de RAD9 suprime los defectos en reseccién de un mutante

carente de actividad PP4

Los datos expuestos anteriormente indican que PP4 contrarresta la
autofosforilaciéon de Rad53 durante los primeros estadios de la reparacion con el fin de
evitar una fosforilacion excesiva de Rad9, y asi disminuir sus niveles de unién a la rotura.
Si la hiperactivacion de Rad9 en ausencia de actividad PP4 es el evento final que restringe
la reseccidn, nos preguntamos si la eliminacién de RAD9 podria subsanar las deficiencias

de los mutantes pph3A en este proceso.

Para confirmar esta hipotesis, analizamos la eficiencia de reseccion en respuesta a
un corte no reparable inducido por la endonucleasa HO (fondo JKM139, representado en
Fig. 17), combinando la deplecion de PPH3 con la de RAD9. Células pph34, pph3A rad9A
y rad94 fueron cultivadas en YP-rafinosa, bloqueadas en G1 con factor a y liberadas en
medio fresco durante 1 h. Tras la salida del bloqueo, se afiadié galactosa al medio para
inducir la expresion de la enzima y se tomaron muestras a diferentes tiempos para realizar
ensayos de reseccidn por Southern blot. La eliminacién de RAD9 en un fondo pph3A
produce un marcado incremento en la cinética de reseccién en comparacién con el
mutante simple pph3A (Fig. 51), indicando que rad94 suprime el defecto de reseccidn

causado por la falta de actividad asociada a PP4.

Hay que destacar que, debido a la funcién de Rad9 en la activacién del checkpoint
de dafio [184], la ausencia de Rad9 da lugar a células que no son capaces de bloquearse
completamente en G2/M tras la induccion del DSB (Fig. 52A). Apoyando esta observacion,
experimentos de Western blot demuestran que un doble mutante pph3A rad94 desarrolla
una reduccion notable del estado de fosforilacion de Rad53 en comparacién con una cepa
pph3A (Fig. 52B), debido a la implicacién de Rad9 en la activacién de la quinasa Rad53
[53, 54, 56].

Cabe resefiar también que Pph3 es epistatico con Rad9 respecto a la eficiencia en la
reseccion, puesto que mutantes pph3A rad9A y rad9A mostraban una cinética de
desaparicion de las bandas en experimentos de Southern blot practicamente idéntica (Fig.
51). Esto confirma que ambos factores actian en la misma via durante la respuesta a dafio

en el ADN.

106



RESULTADOS

pph3A pph3A rad9A rad9A
No cortado | - -
Corte - - -
0,7r - - - - - -
3r - - - - - -
6r a. - - -- - -
10r - - - - - -
21 | ... - -ee - 'Y
ACting | S @S SESESEs SeESSEssss seseesbesss
012 3 456 7 01 2 3 45 6 7 01 2 3 45 6 7
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
No cortado Corte
1,2 0,38
W pph3A W pph3A
0 W pph3A radSA n W pph3A rad9A
.g 0.9 1 M rad9A g 0.6 W rad9A
o ©
< <
w 0,6 « 0,4
Q L
o o
© m
T B
=03 €02
=] S
o] 0
0o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
0,7r 3r er
1,2 - 1,2 1,2
W pph3A W pph3A W pph3A
k4 W pph3A rad9A o W pph3A rad9A o W pph3A rad9A
2094 W rad9A 2094 M rod9A 209 W rod9A
[1] 12} (13
® ] K
0 0,6 0 0,64 0 0,64
Q @ L
el Eel o
] @ o
o o o©
£03 203 03
=2 =2 2
04 04 04
01 2 3 4 5 6 7 01 2 3 4 5 6 7 01 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
10r 21r
0,8 1,6 4
W pph3A W pph3A
8 W pph3A rad9A 2 M pph3A rad9A
2 061 W rad9A Z 12 @ rodon
o o
® v
] 0,4 » 0,8 4
° °
o [
hel o
‘£0.2 c 0,4 |
=1 =1
0 o]

o 1 2

3 4 5 6 7

0 1

Tiempo (h) en Gal

2 3 4 5 6 7
Tiempo (h) en Gal

Fig. 51. La deplecion de RAD9 recupera los defectos en reseccion que padecen los mutantes
pph3A. Células en crecimiento exponencial de las cepas pph34 (AC1366), pph3A rad9A (1547) y
rad94 (AC1546) del fondo genético JKM139 (descrito en la figura 17) se sincronizaron usando la
feromona factor a y se liberaron en medio fresco durante 1 h. Tras inducir la expresion del HO
afiadiendo galactosa al cultivo, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Se extrajo el ADN
gendmico, se digirié con Styl y se llevaron a cabo Southern blots. Se cuantificaron las bandas
detectadas en ellos y se normalizaron frente a la actina como control de carga. Las graficas
representan la Media + SD de tres experimentos independientes. Se promediaron los replicados
y las diferencias estadisticamente significativas se determinaron a partir de un test T de Student
de dos colas desapareado.
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Fig. 52. La inactivacion de Rad9 afecta a la fosforilacion de Rad53 durante la induccion de un
DSB. A) Perfiles de FACS para el anélisis del contenido en ADN de las muestras tomadas en el
experimento descrito en la figura 51, para las cepas pph34 (AC1366), pph3A rad9A (1547) y
rad9A (AC1546). B) En el experimento de la figura 51 se tomaron también muestras que fueron
procesadas para la realizacién de Western blots, con el fin de analizar la fosforilacion de Rad53.
Se muestra la tincion con Coomassie como control de carga.

3.5.4. La deplecion de RAD9 suprime los defectos de reparacion por SSA/BIR de

un mutante carente de actividad PP4

Con el fin de determinar si el restablecimiento del defecto en reseccidn que
experimenta el doble mutante pph3A rad9A es suficiente para restaurar las deficiencias
en reparacidn de una estirpe pph3A, comparamos la capacidad de ejecucién de SSA/BIR
de estas cepas en un fondo YMVS80 (sistema de reparacion descrito en la figura 10). Se
crecieron células silvestres, pph3A, rad9A y pph3A rad9A en YP-rafinosa y se indujo el DSB
mediante la adicion de galactosa en cultivos asincrénicos en fase exponencial. A
continuacidn, se tomaron muestras a distintos tiempos y se procesaron mediante
Southern blot. En consonancia con la mejoria en reseccidn observada anteriormente (Fig.
51), se puede apreciar un incremento significativo en la eficiencia de reparacion por

SSA/BIR en células pph3A rad9A en comparacion con su control pph3A. Ademds, ambas
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cepas inducian el dafo con una cinética similar, descartando variaciones en la eficiencia

de induccién de la endonucleasa HO entre ambas estirpes (Fig. 53).
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Fig. 53. La ausencia de RAD9 restaura los defectos en SSA/BIR que presentan las células pph34.
Células de las estirpes pph34 (AC1327), pph3A rad94 (AC1538) del fondo genético plasmado en
la figura 10 se crecieron en YP-Rafinosa y se transfirieron a medio suplementado con galactosa
para la induccién del HO. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN
genodmico, se digirid con Kpnl y se analizé mediante Southern blot. Se utilizaron sondas que
reconocian la secuencia U2 y la actina. Las graficas muestran la cuantificacién de las sefiales de
las bandas detectadas, después de normalizar los datos con la actina como control de carga. Las
graficas representan la Media + SD de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas se evaluaron aplicando un test T de Student de dos colas
desapareado.
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Fig. 54. El estado de fosforilacion de Rad53 se ve modificado durante la respuesta a dafio en
ausencia de RAD9. A) Analisis de la progresion en el ciclo celular mediante FACS de muestras de
las cepas pph3A4 (AC1327), pph3A rad9A (AC1538) recogidas en el experimento detallado en la
figura 53. B) En el experimento descrito en la figura 53 se tomaron también muestras para la
extraccion de proteina con TCA y la realizacion de Western blots, con el fin de estudiar la
fosforilacién de Rad53. La tincién con Coomassie fue utilizada como control de carga.

Conforme con la mejoria en la reparacién del DSB, el doble mutante pph3A rad9A
entra mas rapido en el ciclo celular segin ensayos de FACS (Fig. 54A) y los niveles de
fosforilacién de Rad53 disminuyen en comparacidén con la estirpe control pph3A (Fig.
54B). Igualmente, la letalidad observada en células pph34 en medio sélido con MMS, 4-
NQO, fleomicina y galactosa se alivia parcialmente en ausencia de RAD9 (Fig. 55). Ademas,
el hecho de que mutantes pph3A rad94 y rad9A presenten la misma viabilidad bajo estas

condiciones reafirma de nuevo la epistasia entre Pph3 y Rad9 (Fig. 55).
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Fig. 55. La eliminacion de RAD9 en ausencia de PP4 recupera la viabilidad en medio sélido con
dafo. A) Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de las
cepas silvestre (AC218), pph3A (AC1327), rad9A (AC1536) y pph3A rad9A (AC1538) del fondo
YMV80, en placas con HU (5 mM), 4-NQO (0,2 uM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 uM), que
se dejaron crecer a 282C durante 48 h para el estudio de su viabilidad en presencia de agentes
genotoxicos. B) Gotas creciendo en glucosa y galactosa para la induccion del HO de las cepas
indicadas en A).

Con respecto al analisis de la capacidad de regeneracion de un DSB mediante
SSA/BIR en un mutante simple rad94, los experimentos de Southern blot revelaron que,
mientras la eliminacién de RAD9 no afecta a la eficiencia de induccidn de la lesidn, estas
células reparan la lesién mas eficientemente que la cepa control (Fig. 56). En consonancia
con esta mejoria en la generacion del producto de reparacion, el mutante rad9A presenta
una cinética mas rapida en la entrada en el ciclo celular segun el FACS (Fig. 57A). Estos
datos confirman que Rad9 desempefia una funcién general en reprimir la ejecucion de

SSA/BIR.
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Fig. 56. La eliminacién de RAD9 potencia ligeramente la reparacion por SSA/BIR. Se cultivaron
células silvestres (AC218) y rad9A (AC1536) con las caracteristicas genéticas explicadas en la
figura 10 hasta fase de crecimiento exponencial en YP-Rafinosa. En ese punto se indujo un DSB
en el genoma afiadiendo galactosa al medio y se cogieron muestras en los tiempos indicados.
Tras la extraccion del ADN gendmico y su digestion con Kpnl, se desarrollaron ensayos de
Southern blot utilizando sondas que reconocian las secuencias U2 y la actina como control de
carga. Las graficas representan la cuantificacién de las sefiales detectadas, normalizando los
datos con la actina. Se ha representado la Media + SD de tres experimentos independientes, y
los p-valores se han calculado utilizando un test T de Student de dos colas desapareado.

Finalmente, hay que destacar que un doble mutante pph3A rad9A retiene cierta
cantidad de fosforilacion de Rad53 (Fig. 54B), mientras que un mutante simple rad9A
pierde completamente esta fosforilacidn (Fig. 57B). Estos datos sugieren que en ausencia
de Rad9, Rad53 mantiene cierta capacidad de ser fosforilado, pero esta modificacion es

eliminada por PP4 durante la respuesta a dafio.
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Fig. 57. La eliminaciéon de RAD9 inhibe drasticamente la fosforilacion de Rad53 durante la
reparacién por SSA/BIR. A) Perfiles de FACS para el andlisis del contenido en ADN de las
muestras tomadas en el experimento indicado en la figura 56. B) Se tomaron muestras para las
cepas silvestre (AC218) y rad94 (AC1536) en las mismas condiciones que las que se exponen en
la figura 56, se extrajeron las proteinas con TCA y se desarrollaron ensayos de Western blot para
el analisis de la fosforilacion de Rad53. La tincién con Coomassie se utilizé como control de carga.

3.5.5. La deplecidn de RAD9 suprime los defectos de reparacion por SSA de un

mutante carente de actividad PP4

Los ensayos anteriores de reseccidn y de reparacidon por SSA/BIR demuestran que la

deplecién de RAD9 recupera los defectos ocasionados por la ausencia de actividad

fosfatasa PP4 en estos procesos (Fig. 51 y Fig. 53). Por otro lado, en los apartados 3.3.2,

3.3.3 y 3.3.6 de esta memoria se ha demostrado que los defectos observados en células

pph3A en reseccion, reparacidn por SSA/BIR y reparacidn por SSA se suprimen al disminuir

el estado de fosforilaciéon de Rad53 mediante la introduccién del alelo cataliticamente

inactivo rad53K227A (Fig. 21, 25 y 36 respectivamente). Dado que este efecto es mucho

mas evidente durante la reparacidén por SSA (Fig. 36), la restauracion del fenotipo que
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provoca la eliminacion de RAD9 en células pph3A debe de ser también mas notoria
durante la reparacidn por SSA. Para estudiar la cinética de reparacion por la via SSA en
ausencia de Rad9, trabajamos de nuevo con mutantes rad514 en un fondo YMV80
(descrito en Fig. 10). Las células se crecieron en YP-rafinosa y se les indujo un DSB tras
expresar le endonucleasa HO mediante la adicidn de galactosa. Se tomaron muestras a

distintos intervalos y se analizé la eficiencia de reparacion mediante Southern blot.
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Fig. 58. La inactivacion de Rad9 mejora la eficiencia de reparacion por SSA. Se pusieron a crecer
cultivos en YP-Rafinosa de cultivos de células derivadas del fondo YMV80 (Fig. 10) con las
depleciones rad51A (AC1468) y rad51A rad9A (AC1541). El medio se suplementd con galactosa
para inducir la expresién de la endonucleasa HO y se tomaron muestras en los intervalos
sefalados. Se extrajo el ADN gendmico, se digirié con Kpnl y se realizaron ensayos de Southern
blot. Se cuantificd la intensidad de las bandas y se normalizaron los datos con la actina como
control de carga. En las graficas se ha representado la Media + SD de tres experimentos
independientes. Se promediaron las cuantificaciones de las réplicas, y la significacidn estadistica
de las diferencias se analizé utilizando un test T de Student de dos colas desapareado.
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Estos ensayos permitieron determinar en primer lugar que el mutante simple
rad51A presenta una cinética de reparacién mas lenta que una cepa silvestre (Fig. 58 y
Fig. 11 respectivamente). Esto probablemente es debido a que en ausencia de RAD51 la
restauracion de la molécula de ADN se produce Unicamente por la ruta SSA. Hay que
destacar que la deplecién de RAD9 en una estirpe rad51A es suficiente para mejorar la
capacidad de regeneracién de la molécula de ADN por SSA (Fig. 58), asi como adelantar
la entrada en el ciclo celular (Fig. 59A). Dado que la reparacion por SSA depende
exclusivamente de la velocidad de reseccidon, estos datos sugieren que la ineficiente
reparacidn por SSA observada en ausencia de Rad51 estd directamente ligada al efecto

negativo que Rad9 ejerce sobre la reseccion.
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Fig. 59. La deplecion de RAD9 reduce la fosforilacion de Rad53 durante la ejecucion de SSA. A)
Andlisis del contenido en ADN mediante FACS de las muestras tomadas en el experimento
descrito en la figura 58. B) Estudio de la fosforilacion de Rad53 en las condiciones mencionadas
en la figura 58. Se tomaron muestras de las cepas rad51A (AC1468) y rad51A rad9A (AC1541) y
se extrajeron las proteinas con TCA para la realizacién de Western blots. Se muestra la tincién
con Coomassie como control de carga.
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Para confirmar que la funciéon de PP4 es especifica de SSA a través del efecto que
Rad53 tiene sobre Rad9, analizamos la reparacion en mutantes rad514 pph3A rad9A.
Como cabria esperar, la eliminacién de RAD9 en el mutante rad51A pph3A restaura

completamente los defectos observados en el doble mutante rad514 pph3A (Fig. 60).
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Fig. 60. La eliminacion de RAD9 fomenta la reparacion por SSA en ausencia de actividad PP4.
Se cultivaron células de los mutantes rad514 pph3A (AC1471) y rad51A pph3A rad94 (AC1543)
con el sistema de reparacién caracteristico del fondo YMV80 (Fig. 10) hasta fase de crecimiento
logaritmico. Se afiadié galactosa al medio para inducir un DSB en el sitio HO y se tomaron
muestras en los tiempos indicados. Se procedid a la extraccion del ADN gendmico y su digestion
con Kpnl, y se realizaron ensayos de reparacion mediante Southern blot. Se utilizaron sondas que
reconocian la secuencia U2 y la actina y se cuantificaron las densidades de las bandas detectadas,
normalizando los datos con la actina como control de carga. Las graficas representan la Media £
SD de tres experimentos independientes, y los p-valores se calcularon utilizando un test T de
Student de dos colas desapareado.
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Apoyando este resultado, el mutante rad51A pph3A rad9A entra en el ciclo celular y

reduce los niveles de fosforilacion de Rad53 con una cinética mas rapida que la cepa

control rad51A pph3A (Fig. 61A y Fig. 61B respectivamente).
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Fig. 61. El estado de fosforilacion de Rad53 se ve afectado durante SSA al inactivar Rad9 en
mutantes rad514 pph3A. A) Andlisis de la progresion del ciclo celular mediante FACS a partir de
las muestras tomadas en el experimento de la figura 60. B) Se tomaron muestras de las estirpes
rad51A pph3A (AC1471) y rad51A pph3A rad9A (AC1543) en las mismas condiciones que las
citadas en Fig. 60. Se extrajeron las proteinas con TCA y se realizaron Western blots para el
andlisis de la fosforilacion de Rad53. Se muestra la tincién con Coomassie como control de carga.

Ademas, el mutante triple rad51A pph3A rad9A presenta un incremento en la

viabilidad celular en respuesta a compuestos que inducen dafio en el ADN como 4-NQO,

MMS y fleomicina en comparacion con el control (Fig. 62A). El mismo efecto es observado

cuando las células se crecen medios sélidos con galactosa con el fin de activar la expresién

de la endonucleasa HO (Fig. 62B). Ademas, la eliminacidén de PPH3 en células rad514

rad9A no agrava la sensibilidad en presencia de los agentes genotodxicos utilizados (Fig.

62A), demostrando que Pph3 y Rad9 actian en la misma ruta.
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Fig. 62. La deplecion de RAD9 mejora la viabilidad en presencia de compuestos genotdxicos en
células sin actividad PP4. A) Se sembraron gotas de diluciones seriadas 1:10 de cultivos en
crecimiento exponencial de las cepas indicadas en medio sélido con DMSO (como control no
tratado), HU (5 mM), 4-NQO (0,2 uM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 uM). B) Gotas en
presencia de glucosa (como control sin dafio) y galactosa (para inducir un Unico DSB) de las
estirpes sefialadas.

Finalmente, ensayos de Western blot con muestras de los experimentos anteriores
permiten observar que la deplecién de RAD9 en una estirpe rad51A pph3A reduce
drasticamente la fosforilaciéon de Rad53 (Fig. 61B), incluso hasta niveles cercanos a los del
silvestre (Fig. 15). Sin embargo, mientras un triple mutante rad51A4 pph3A rad9A todavia

retiene cierta capacidad para fosforilar a Rad53, el doble mutante rad51A rad94 abole
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completamente esta fosforilacion (Fig. 59B), indicando que PP4 estd desfosforilando

activamente a Rad53 durante la reparacién de una lesion en el ADN para fomentar el

desarrollo de SSA.

rad51A pph3A rad51A pph3A rad9A
Donador | we e e = w - w - - - - 8 kb
No cortado | = - 6 kb
ACtING | B o o - - - - - - - 4 kb
Producto 3,5kb
Corte - - - 2,5 kb
aF 1 2 3 456 7 8 aF 1 2 3 456 7 8
Tiempo (h) en Gal + Nz Tiempo (h) en Gal + Nz
Donador Producto
1,0 51/ / 0,5
@ : :ZZ;;;\ Z Z :ﬁj 2 W rad51A pph3A
208 rad9A £ 04 1 Wrad51A pph3A
© 8 A
2 06 B 63 rad9A
» «
S04 502
1] ©
Rl °
€02 €01
-} =
5 o] e
oF 1 2 3 4 56 7 8 oF 1 2 3 4 56 7 8
Tiempo (h) en Gal + Nz Tiempo (h) en Gal + Nz
No cortado Corte
1,0 1,0
0 s W rad51A pph3A 3 s W rad51A pph3A
E ! W rad51Apph3Arad9a B M rad51A pph3A rad9A
206 Do
» e
Y [
E 0,4 S 0,4
52
€02 02
2 w0 )
| == 0 +i
aF 1 2 3 4 56 7 8 oF 1 2 3 45 6 7 8

Tiempo (h) en Gal + Nz

Tiempo (h) en Gal + Nz

Fig. 63. La eliminacion de RAD9 mejora la eficiencia de reparacion por SSA en células rad51A
pph3A sincronizadas. Se cultivaron células rad514 pph3A (AC1471) y rad51A pph3A rad9A
(AC1543) del fondo genético YMV80 (Fig. 10) hasta fase de crecimiento exponencial y se
bloguearon en G1 con factor a. Se liberaron en presencia de galactosa para inducir la expresion
de la endonucleasa HO y se tomaron muestras en distintos intervalos. En el momento en el que
las células comenzaron a gemar se afiadié nocodazol para evitar la entrada en mitosis. Se extrajo
el ADN gendmico, se digirié con Kpnl y se realizaron ensayos de Southern blot. Las gréficas
representan la cuantificacion de las seiales de las bandas detectadas, normalizando los datos

con la actina como control de carga.
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3.5.6. La mejoria en SSA promovida por Rad9 es independiente del ciclo celular

Nuestros datos apuntan a que la recuperacion de la eficiencia de reparacién en los
mutantes rad9A es debida al efecto restrictivo que Rad9 tiene sobre la reseccién. Sin
embargo, no podemos descartar que la inexistencia de un checkpoint de dafio
competente en ausencia de RAD9 y, por tanto, la entrada prematura en el ciclo celular,

pueda estar detras de esta mejoria.

Para evitar posibles interferencias del ciclo celular en la eficiencia de reparacién
debidas a la carencia de un checkpoint de dafio en la cepa rad94, células rad51A pph34'y
rad51A pph3A rad94 se bloquearon en G1 con la feromona factor a y se liberaron en
medio YP-galactosa con nocodazol para evitar la entrada en mitosis. Se cogieron muestras
a distintos intervalos y se analizé la eficiencia de reparacion mediante Southern blot. Bajo
estas condiciones experimentales, el triple mutante rad514 pph3A rad9A sigue
recuperando la banda correspondiente al producto de reparacion mas eficientemente
que el mutante doble rad51A pph3A (Fig. 63). Hay que destacar que ambas cepas
permanecian bloqueadas en G2/M debido al efecto del nocodazol (Fig. 64), descartando
un efecto dependiente del ciclo en la reparacién del DSB por la ausencia de actividad de

Rad9.
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Fig. 64. El triple mutante rad51A pph3A rad94 permanece bloqueado en G2/M durante un
tratamiento con nocodazol. En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras
tomadas en el experimento de la figura 63 para las cepas rad514 pph3A (AC1471) y rad51A
pph3A4 rad94 (AC1543).
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3.5.7. Los defectos en reseccion y reparacion asociados a la ausencia de PP4 son

suprimidos al disminuir la unién de Rad9 al ADN

Los resultados previos mostrados en este trabajo indican que la deplecion de RAD9
restaura todos los defectos observados en células carentes de actividad PP4, lo que
sugiere que Rad9 es el efector final del sistema PP4/Rad53. Sin embargo, la eliminacion
de RAD9 conlleva una reduccién de la fosforilacion de Rad53 (Fig. 52B, Fig. 54B, Fig. 61B)
[53], de modo que no podemos descartar la existencia de efectos indirectos debidos a
una baja activacion de Rad53 y, por ende, del checkpoint en estas cepas. Como
comentamos anteriormente, se ha postulado que Rad9 inhibe la reseccién por Sgs1/Dna2
mediante su interaccion fisica en las inmediaciones del DSB, asociacién que es
dependiente de Rad53 [175]. Esta unién de Rad9 al ADN depende de la fosforilacion en la
Ser129 de la histona H2A [49, 185]. Segun los resultados del ensayo de espectrometria de
masas, la inactivaciéon de PP4 deriva en un incremento de la fosforilacion de Rad9
especificamente en su dominio TUDOR (Fig. 47B), regidn que le permite interaccionar con
el ADN [182]. Curiosamente la eliminacion de PPH3 estimula la union de este factor a las
zonas adyacentes al DSB (Fig. 50), indicando que la regulacion de Rad53 por PP4 es vital
para evitar una carga excesiva de Rad9 a la zona dafiada y, de este modo, permitir una

reseccion eficiente.

Para confirmar que la recuperacién de la eficiencia de reseccion y reparacion por
SSA que aparece en los mutantes rad94 se debe a la ausencia de este inhibidor fisico de
la reseccidn, y no a otro efecto indirecto ocasionado por la disminucién en la activacion
de Rad53, decidimos estudiar si la eliminacion de la fosforilacion de la Ser129 de H2A vy,
en consecuencia, de la unidon de Rad9 al DSB, también restauraba los defectos de los
mutantes pph3A. Para ello, construimos una cepa en el fondo YMV80 (variante HO
esquematizada en la figura 10) en la que este residuo de serina en posicidon 129 de la
histona H2A fue sustituido por un codén de parada. Esta sustitucion se realizé en los dos
alelos HTA1 y HTA2 que codifican la histona, obteniendo los mutantes htal/hta2-S129*
[38]. En primer lugar, comprobamos si esta nueva version de la histona era capaz de
reducir la afinidad de Rad9 al corte en el ADN. Para ello, cultivos asincrénicos en fase
exponencial de células silvestres, pph34y pph3A htal/hta2-5129* crecidas en YP-rafinosa
fueron inducidos mediante la adicién de galactosa al medio. Se tomaron muestras 1 hy 2

h después de la induccién del DSB, con las que se realizaron ensayos de ChIP para

121



RESULTADOS

determinar la uniéon de Rad9 en la zona del corte. Como habiamos observado
anteriormente (Fig. 50), la ausencia de actividad de PP4 fomenta la interaccién de Rad9 a
las inmediaciones de la lesién en comparacion con el enriquecimiento detectado en la
cepa control (Fig. 65). Estos altos niveles de Rad9 asociado a las inmediaciones del DSB
en ausencia de PPH3 se reducen drasticamente al sustituir los alelos HTA1/HTA2 por las
variantes htal/hta2-S129* (Fig. 65), confirmando que estas construcciones no son

completamente competentes para ensamblar Rad9 a la cromatina.
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Fig. 65. La union de Rad9 en torno al DSB disminuye al sustituir la version silvestre de H2A por
la variante htal/hta2-5S129* en ausencia de PP4. Se cultivaron células de tipo silvestre (AC1785),
pph3A (AC1787) y pph3A htal/hta2-S129* (AC2050) del fondo YMV80 (Fig. 10) y se tomaron
muestras 0, 1 y 2 h después de la induccion del DSB. Se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP), analizando la unién de Rad9 a 0,2 kb, 0,5 kb y 0,8 kb
de distancia del sitio HO. Los datos correspondientes a cada tiempo se normalizaron con la sefial
del input. Las gréficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin anticuerpo.
Las graficas incluyen la Media * SD procedente de tres experimentos independientes.
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Una vez comprobado que los mutantes htal/hta2-5129* presentan problemas en el
reclutamiento de Rad9 a las zonas de corte, se procedid a determinar si esta reduccion
era suficiente para revertir los defectos de reseccion y reparacion de los mutantes pph3A.
Para ello se indujo la expresion de la endonucleasa HO mediante la adicién de galactosa
a cultivos en crecimiento exponencial de células pph3A y pph3A htal/hta2-S129* en el
mismo fondo genético YMV80, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se realizaron
ensayos de Southern blot. La hibridacién con sondas U2 y actina (Fig. 66A, panel superior,
Fig. 66B) permitié corroborar que la eliminacién de la Ser129 de la histona H2A en un
mutante pph3A incrementa considerablemente la eficiencia de reparacidén por SSA/BIR

(Fig. 66A panel superior, Fig. 66B).

De acuerdo con este adelanto en la aparicion del producto de reparacion, el doble
mutante pph3A htal/hta2-S129* muestra una reentrada mas rapida en el ciclo celular
una vez reparado el corte (Fig. 67A). Igualmente, se analiz6 también la eficiencia de
reseccion de estas cepas, utilizando el sistema descrito previamente (Fig. 32). El ensayo
de Southern blot con sondas que hibridan a 10 kb y 17 kb de distancia del sitio HO
demuestra que células pph3A htal/hta2-5S129* reseccionan mas rapido que el mutante
simple pph3A (Fig. 66A panel inferior, Fig. 66C). Estos datos ratifican que la mejoria en la
reparacién esta directamente relacionada con la habilidad de PP4 para estimular la
reseccion a través su capacidad de restringir la unidén de Rad9 a la rotura y, por tanto,

estimular la accién de la ruta de Sgs1/Dna?2.

Es importante resaltar que la reduccién de la unién de Rad9 al ADN en un doble
mutante pph3A htal/hta2-S129* no afecta a la activacién de Rad53 respecto a un fondo
pph3A en respuesta a un DSB (Fig. 67B). Por tanto, podemos concluir que la recuperacion
de los defectos de reparacidn y reseccion observados en el mutante pph3A htal/hta2-
5$129* no se debe a un efecto indirecto causado por una reduccion de la fosforilacidn de
Rad53. Ademas, como los niveles de fosforilacion de Rad53 son similares entre ambas
estirpes, podemos confirmar que los altos niveles de Rad53 fosforilado observados en
ausencia de actividad PP4 estdan modulando principalmente la capacidad de Rad9 de

interaccionar con la cromatina.

123



RESULTADOS

A

pph3A pph3A htal/hta2-S129*
Donador | M e e & e e« « « - dSevwn b 4 8 kb
No cortado | & & = - 6 kb

ACting | MME S S SEEsttans Sossatsnnnnnns 10

Producto “ahsee SRR sseen 35K
Corte . L 2,5kb
10r [ e -—--- 2,5 kb

ACLiNg | M S S S et asssrsss Sansassnmmmmmew  21kb

17r | - o _—-—-- 1,4 kb
0123456789 10121424 01 2 3 45 6 7 8 9 10121424
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
Donador Producto
15 2,0
W pph3A W pph3A Mpph3A htal/hta2-5129*
" @
812 W pph3A htal/hta2-5129* 8 16 ¥ *
=] T i< —_—
© ©
©09 T 12
4 4]
o 0,6 T 0,8 l
& &
kel °©
So3 So4
0 . 0/
0123456789 10121424 0123456789 10121424
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
No cortado Corte
15 1,0
W pph3A W pph3A
0 «
212 W pph3A htal/hta2-5129* S 08 M pph3A htal/hta2-S129*
& &
w09 06
1% w
[} [
S 0,6 T 04
© ©
© kel
So03 So0.2
0 i e 0 = =
0123456789 10121424 0123456789 10121424
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal
10r 17r
1,0 1,0
W pph3A Mpph3A htal/hta2-5129* W pph3A
w w
508 £08 W pph3A htal/hta2-5129*
® &
© 06 06
» ” *%
S04 S 04
© [
© hel
So2 So2
0 i 0
0123456789 10121424 0123456789 10121424
Tiempo (h) en Gal Tiempo (h) en Gal

Fig. 66. La eliminacion de la fosforilacion de la Ser129 de H2A recupera los defectos en
reseccién y reparacion por SSA/BIR de los mutantes pph3A. Cultivos en YP-Rafinosa de
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Fig. 67. La eliminacidn de la fosforilacion de la Ser129 de H2A no afecta a la fosforilacién de
Rad53 durante la induccion de un DSB. A) Andlisis de la progresion del ciclo celular mediante
FACS en el experimento descrito en la figura 66 para las cepas pph3A (AC1327) y pph3A
htal/hta2-S129* (AC1883). B) Se tomaron muestras de estos dos mutantes en las condiciones
expuestas en Fig. 66 en los tiempos indicados, se extrajeron las proteinas con TCAy se realizaron
ensayos de Western blot para el estudio de la fosforilacién de Rad53. La tincién con Coomassie
fue utilizada como control de carga.

mutantes pph3A4 (AC1327) y pph3A htal/hta2-5129* (AC1883) con el sistema de reparacion del
fondo YMV80 fueron suplementados con galactosa para inducir la expresién de la endonucleasa
HO. Se tomaron muestras en los intervalos indicados, se extrajo el ADN gendmico y se
desarrollaron dos aproximaciones de Southern blot. Para el andlisis de la reparacidn por SSA/BIR,
se digirié el ADN con Kpnl y se utilizaron sondas que hibridaban en las secuencias U2 y actina (A)
panel superior) seguin se explica en Fig. 10. Para el estudio de la eficiencia de reseccidn, se digirid
el ADN con Styl y se utilizaron sondas que hibridaban en secuencias localizadas a 10y 17 kb de
distancia (A) panel inferior) segin se explica en Fig. 32. B) Cuantificacién de las bandas
detectadas en A) panel superior. C) Cuantificacion de las bandas detectadas en A) panel inferior.
Todos los datos fueron normalizados con la actina como control de carga. Las graficas muestran
la Media + SD de tres experimentos independientes. Se promediaron los replicados y las
diferencias estadisticamente significativas se evaluaron aplicando un test T de Student de dos
colas desapareado.
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Fig. 68. La eliminacion de RAD9 en células htal/hta2-S129* afecta ligeramente a la reseccién
y reparacién por SSA/BIR. Se cultivaron células pph3A htal/hta2-S129* (AC1883) y pph3A
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Si la restauracion de los defectos de reparacion y reseccidn de un pph3A que se
produce al sustituir la versién enddgena de H2A por la variante htal/hta2-S129* es
debida a lareduccion de los niveles de Rad9 unidos al ADN en torno al dafio, la eliminacion
de RAD9 en el doble mutante pph3A htal/hta2-S129* no deberia presentar ningln
fenotipo adicional. Para confirmar esta hipdtesis, se comparé la cinética de reseccion y
reparacién entre un doble mutante pph3A htal/hta2-5S129* y un triple pph3A htal/hta2-
5129* rad9A. Este experimento puso de manifiesto que el mutante doble pph3A
htal/hta2-S129* apenas presenta un ligero retraso en la cinética de reparacidén por
SSA/BIR (Fig. 68A panel superior, Fig. 68B) y de reseccion (Fig. 68A panel inferior, Fig. 68C)
en comparacién con el mutante triple. Este pequeio retardo podria ser debido a la unién
residual de Rad9 al DSB existente en mutantes pph3A htal/hta2-5129* (Fig. 65), que hace
que estas células retengan cierta capacidad de inhibir la reseccion y la acumulacién del

producto de reparacion.

En conjunto, podemos concluir que PP4 participa en la regulacion del proceso de
reseccidn, a través de su capacidad para atenuar la actividad de Rad53 durante las etapas
iniciales de la respuesta a dafio en el ADN. Esta inhibicién de la actividad de Rad53 asegura
una reduccion de los niveles de Rad9 unido a las inmediaciones del DSB, hecho que facilita
la accion del complejo Sgs1/Dna2 en las roturas del ADN. Esta habilidad de PP4 para
estimular la reseccion es esencial para garantizar el éxito de rutas de reparacién que

precisan reseccionar largas distancias, entre ellas, SSA.

htal/hta2-S129* rad9A (AC2044) que contenian el sistema de reparacion del fondo YMV80 hasta
fase de crecimiento exponencial. El medio con rafinosa se suplementé con galactosa para inducir
el corte HO y se tomaron muestras en los tiempos indicados. Se extrajo el ADN gendmico y se
realizaron ensayos de reparacion mediante Southern blot. Para el andlisis de la reparacion por
SSA/BIR, se digirié el ADN con Kpnl y se utilizaron sondas que hibridaban en las secuencias U2 y
actina (A) panel superior) seguin se explica en Fig. 10. Para el estudio de la eficiencia de reseccion,
se digirio el ADN con Styl y se utilizaron sondas que hibridaban en secuencias localizadas a 10 y
17 kb de distancia (A) panel inferior) segun se explica en Fig. 32. B) Cuantificacion de la intensidad
de las sefiales detectadas en A) panel superior. C) Cuantificacion de la densidad de las bandas
detectadas en A) panel inferior. Todos los datos fueron normalizados con la actina como control
de carga. Las graficas muestran la Media + SD de dos experimentos independientes.
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4. DISCUSION

4.1. Vision general de PP4 durante la reparacion de DSBs

La fosforilacion en respuesta a dafio en el ADN ha sido una de los temas principales en
el campo de la reparacién, enfocandose principalmente a la regulacion de las quinasas que
operan en el DDR. Aunque esta generalmente aceptado que la reversion de la fosforilacion
es determinante para restaurar el efecto impuesto por estas proteinas quinasas, solamente
existen algunos estudios esporddicos sobre la desfosforilacidn durante la ejecucién de la
respuesta a dafio en el ADN. Tradicionalmente, el papel de las fosfatasas en el DDR habia
estado relegado a las etapas finales de la respuesta, siendo su funcion mas importante la de
contrarrestar las fosforilaciones impuestas por las quinasas del DDR y asi promover la
reentrada en el ciclo celular tras la reparacion. No obstante, la gran complejidad de las rutas
que forman parte del DDR y los diversos eventos que tienen lugar durante la reparacidon
sugieren que el ajuste de la fosforilacién durante las distintas etapas de la respuesta es
esencial para la regeneracion de la molécula de ADN. De hecho, a lo largo de los ultimos afios
la concepcidn de las fosfatasas durante el DDR ha ido cambiando, ampliando sus funciones a
papeles directos en la reparacién, mas allda de la mera inactivacion del checkpoint y la

promocion de la reentrada en el ciclo celular.

En consonancia con esta hipdtesis, este trabajo expone una nueva funcién para PP4
durante el DDR, donde la fosfatasa desfosforila a Rad53 durante las etapas iniciales de la ruta
de reparacion para estimular la reseccion del ADN, fomentando la reparacion de DSBs. En
concreto, el mantenimiento de una actividad reducida de Rad53 asegura que exista un bajo
estado estacionario de fosforilacion de multiples dianas durante la respuesta, entre ellas, de
Rad9. La reduccion de la fosforilacion de Rad9 disminuye su afinidad a la cromatina,
contrarrestando asi su funcion inhibitoria sobre Sgs1/Dna2. De este modo, la accién de PP4
se traduce en una activacién robusta y eficiente de la reseccion, necesaria para una
reparacién eficaz mediante mecanismos que dependen de la generacién de largas
extensiones de ssADN (Fig. 69, panel superior). En ausencia de PP4, los altos niveles de
actividad de Rad53 dan lugar a un estado hiperfosforilado de Rad9, potenciando su unién en
las inmediaciones del DSB y restringiendo la reseccidn al impedir la accién de Sgs1/Dna2. De
este modo, la eliminacién de PPH3 conduce a una reparacidn ineficiente (Fig. 69, panel

intermedio). Los defectos en la reseccion dependiente de Sgs1/Dna2 observados en ausencia
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de actividad PP4 son rescatados reduciendo la unidon de Rad9 a la cromatina; una menor
interaccién de Rad9 con el ADN en torno al DSB da lugar a una reseccién mas eficaz vy,
consecuentemente, a una reparacidn apropiada. Esto sugiere que la regulacion negativa de
Rad53 por PP4 controla la reseccion disminuyendo la asociacién de Rad9 en las regiones del

dafio (Fig. 69, panel inferior).

El hecho de que PP4 module los niveles de fosforilacion de Rad53 durante los estadios
iniciales de la respuesta a dafio implica que Rad53 debe estar activo Unicamente durante una
ventana de tiempo a lo largo de la respuesta y que este control se realiza mediante la
regulacion de su estado de fosforilacion. Apoyando este mecanismo, algunos analisis
protedmicos revelan que la mayoria de los eventos de fosforilacién estan rigurosamente
regulados tanto espacial como temporalmente [186, 187]. Esto sugiere que el analisis de
estas fosforilaciones a lo largo de los distintos estadios de la respuesta es esencial para
mejorar nuestra comprensidn sobre la regulacién del DDR. La deteccidn en estos estudios de
un considerable numero de sitios que eran desfosforilados inmediatamente después de la
generacion de DSBs en el genoma revela la importancia de los cambios dindmicos de
fosforilaciones y desfosforilaciones durante la reparacion. De esta manera, quinasas y
fosfatasas podrian modular la actividad de los factores a lo largo del tiempo, entre ellos
Rad53, cuya fosforilacién ha de mantenerse en unos bajos niveles al comienzo del DDR para
permitir una reseccidén eficiente, e incrementarse posteriormente para permitir una

activacion del checkpoint proporcionada.

Ademas, cabe destacar que el modelo descrito implica que una activacion excesiva del
checkpoint no es compatible con rutas de reparacion que dependen de una reseccion de largo
alcance para su consecucion, y que las quinasas y fosfatasas del DDR deben cooperar a lo
largo de la respuesta a dafio para acoplar la activacion del checkpoint con la reparacion del
ADN. Este balance en la activacion del checkpoint asegura una respuesta a dafo precisa,
suficientemente fuerte para activar un arresto adecuado del ciclo celular en G2/M pero no

demasiado robusta como para influir negativamente en la reseccidn y reparacion de la lesidn.

132



DISCUSION

&
¢

Reseccion de ADN
eficiente

Reseccion de

ADN retardads Reparacion de ADN
ineficiente
BN S

RO,
i}{? Rads3) » (Rado?
Sgsl /
Dnazm
Reseccion de ADN

restaurada
' Reparacién de ADN

Figura 69. Modelo sobre la funcién de PP4 en la activacion de la reseccion. A) La actividad de
PP4 es necesaria para el mantenimiento de niveles bajos de fosforilacion de Rad53 durante los
pasos iniciales de la ruta de reparacién. Este estado estacionario de fosforilacion de Rad53
atenua su actividad, lo que afecta a la fosforilacidn de otros sustratos, entre ellos Rad9. La
hipofosforilacién de Rad9 limita su presencia en el corte, permitiendo la activacion completa de
la via de Sgs1/Dna2, una reseccion eficiente y, en consecuencia, una buena reparacion. B) En
ausencia de actividad PP4, la hiperactivacidon de Rad53 desencadena la fosforilacion de Rad9. La
hiperfosforilacion de Rad9 estimula su unidn a la cromatina, frenando la resecciéon mediada por
Sgs1/Dna2 en el sitio de corte. C) Los defectos en reseccidon ocasionados por la eliminacion de
PP4 se rescatan cuando se mutageniza la histona H2A en la S129 y se inhibe la interaccién de
Rad9 al ADN. Esto se traduce en una reparacion adecuada.
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4.2. Regulacidon del estado de fosforilacion de multiples sustratos durante

el DDR por PP4

Los datos del ensayo de espectrometria de masas realizado en este trabajo revelan que
en ausencia de actividad PP4, un elevado nimero de factores relacionados con la reparacion
de roturas en el ADN presentan altos niveles de fosforilacion durante la respuesta, incluyendo
Rad53 y Rad9. Asi, junto a la regulacidn de la actividad de Rad53, PP4 controla el estado de
fosforilacion de otros sustratos durante el DDR. Teniendo en cuenta que la fosfatasa muestra
una preferencia por desfosforilar los sitios de autofosforilacion de Rad53, parece que PP4
podria regular la actividad quinasa de Rad53 y por tanto, modular de forma indirecta el
estado de fosforilacién de multiples proteinas aguas abajo en la via del DDR. En cualquier
caso, no podemos descartar que PP4 también pueda mediar una desfosforilacion directa de
sustratos de Rad53 durante la respuesta a una lesidn en el ADN. Sin embargo, el hecho de
que algunos de los sustratos hiperfosforilados encontrados en ausencia de actividad PP4
reducen su fosforilacion al inhibir la autofosforilacién de Rad53 refuerza la idea de que la
fosfatasa ejerce principalmente un control directo del estado de fosforilacion de esta

quinasa.

Por otra parte, es importante destacar que PP4 también podria controlar la actividad de
Rad53 modulando la fosforilacion/activacién de quinasas que actien en niveles superiores.
A este respecto, recientemente se ha demostrado que PP4 desfosforila la $1991 de Mecl
[157], indicando que esta fosfatasa también podria intervenir en la regulacién de la activacion
del checkpoint actuando sobre la quinasa apical de la ruta. Sin embargo, la fosforilacion de
este residuo requiere también la actividad de Rad53 [157], apuntando a que realmente PP4
podria estar regulando la fosforilacién de Mecl de manera indirecta a través de Rad53.
Ademas, en nuestro ensayo de espectrometria de masas no encontramos diferencias en la
fosforilacion de Mec1 entre una cepa silvestre y un mutante pph34 durante la induccidn de
un corte HO, sugiriendo que PP4 no desempeiia un papel relevante en el control de la

fosforilacion de Mec1 en nuestras condiciones experimentales.

Ademas de revelar la existencia de multiples potenciales dianas de PP4 durante el DDR,
los resultados del ensayo de espectrometria también nos han permitido determinar la
fosforilacion de una serie de residuos concretos de Rad53 en respuesta a un DSB inducido

por la endonucleasa HO. El patron de fosforilacion encontrado podria representar una
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activacion especifica de la quinasa a este tipo de dafio particular. Apoyando esta hipédtesis,
se ha descrito que el tratamiento con MMS provoca la fosforilacion de un grupo determinado
de residuos de Rad53 [172], diferente al set de sitios que incorporan fosfatos tras la adicidn
de 4-NQO [53]. Ademas, en células humanas la actividad quinasa de CHK2 in vitro es diferente
cuando se activa en vivo por rayos gamma, UV o HU, sugiriendo que estos agentes inducen
perfiles de fosforilacion distintos en la enzima [188]. En conjunto, estos datos indican que
diferentes tipos de dafio pueden generar distintos patrones de fosforilacion especificos en
Rad53, activando de manera particular a la quinasa dependiendo del tipo de dafio producido.
La modificacidn de estos residuos podria tener distinto significado funcional, estar regulada

por diversos mecanismos y mediar distintos aspectos de la respuesta a dafio en el ADN.

135



DISCUSION

4.3. Accion de PP4 sobre el control de la reseccion

La modulacién del estado de fosforilacién de Rad53 por PP4 en las etapas iniciales del
DDR es clave para que la reparacién del ADN se produzca de manera eficiente. Pero, ¢qué
mecanismo esta detras de este efecto?, écdmo influye la hiperfosforilacion de Rad53 en
ausencia de PPH3 en el proceso de reparacion? Nuestros datos indican que PP4 reduce los
niveles de fosforilacién de Rad53, permitiendo que tenga lugar una reseccion optima, puesto
que la eliminacién de PPH3 provoca una hiperfosforilacion de Rad53 y deficiencias durante
la formacion de ADN monocatenario. Considerando que se ha descrito que Rad53 fosforila a
Exol y que dicha modificacién inhibe la acumulacién de ssADN durante la reseccién [81],
podria ser que la hiperactivacién de Rad53 en células pph3A diera lugar a un incremento de
la fosforilacion de Exol con la consecuente disminucién de la eficiencia de degradaciéon 5’-3’
de la molécula de ADN. Confirmando esta hipdtesis, en el escrutinio de espectrometria de
masas hemos encontrado que esta exonucleasa se encontraba hiperfosforilada en ausencia
de actividad PP4 durante la respuesta a un corte HO. No obstante, nuestros resultados han
determinado que un doble mutante pph3A4 exolA presentaba una reseccién mas retardada
gue los mutantes sencillos pph3A4 y exo14, sugiriendo que la accion de PP4 sobre Exol no es
el principal mecanismo por el que la fosfatasa controla la reseccién. En consonancia con esta
observacidn, se ha demostrado que el cambio de los residuos fosforilables de Exol por
alaninas o acidos glutdmicos (para evitar o mimetizar la fosforilacién, respectivamente), tiene
un efecto sutil en la procesividad de Exol [81], indicando que la actividad de la exonucleasa
no estd controlada por su estado estacionario de fosforilacion. En cualquier caso, no
podemos descartar que PP4 desfosforile directamente a Exol a lo largo de la reparacién de

una lesion en el material genético.

Por otra parte, la combinacién de la deplecidon de pph3A con sgsl1A incrementa los
defectos en reseccién muy ligeramente en comparaciéon con los mutantes sencillos,
sugiriendo que la desfosforilacién de Rad53 por PP4 afecta predominantemente a la actividad
de Sgs1/Dna2. Se ha descrito previamente que Rad9 constituye una barrera para la reseccion
al limitar la asociacion de Sgs1 a los extremos del DSB [82, 83]. Ademas, la asociacion de Rad9
en las inmediaciones del dafio depende de la actividad quinasa de Rad53 [175]. Teniendo en
cuenta que en ausencia de actividad PP4 observamos un incremento en la fosforilacion de
Rad53, esto apunta a que esta hiperactivacion incrementa la fosforilacion de Rad9 causando

las deficiencias en reseccidon observadas en células pph3A. De hecho, en ausencia de PP4
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observamos un aumento de la fosforilacién de Rad9 dependiente de Rad53. Por tanto, estos
datos sugieren que la desfosforilacion de Rad53 por PP4 potencia la reseccion dependiente
de Sgs1/Dna2 reduciendo la fosforilacién de Rad9. Aunque estos datos sugieren que la
reducciéon de la actividad de Rad53 por PP4 es la causa que origina los bajos niveles de
fosforilacion de Rad9, no podemos descartar que PP4 también pueda desfosforilar

directamente a Rad9 para reducir su efecto negativo en la reseccion durante el DDR.

Otra cuestion importante derivada de estas observaciones es como opera el modulo
PP4/Rad53 en la regulacién de la asociacién de Rad9 al ADN dafiado. Se ha descrito que la
interaccion de Rad9 con una lesién se produce a través de la S129 fosforilada de la histona
H2A [49]. Una vez unido a la cromatina, Rad9 es fosforilado por Mecl [52], credandose sitios
de unién para Rad53; cuando Rad53 ha sido reclutado hasta el DSB, se desencadena su
autofosforilacion [56]. Ademas, también se ha demostrado, tanto en humanos como en
levaduras, que Rad9 se une al sitio de dafio en el ADN a través de su dominio TUDOR [182,
189]. Teniendo en cuenta que en el escrutinio por espectrometria de masas realizado hemos
encontrado que Rad9 se encuentra hiperfosforilado en ausencia de PP4 principalmente en
torno a su dominio TUDOR, podemos proponer que la hiperactivacion de Rad53 potencia la
unioén de Rad9 a la cromatina, creando de este modo una barrera fisica para la maquinaria
de reseccion y, a su vez, desencadenando una hiperactivacidon del checkpoint de dafio. En
linea con esta hipétesis, células sin PPH3 presentan un incremento de los niveles de Rad9
dependiente de Rad53 en las zonas cercanas al corte producido por la endonucleasa HO. Esto
sugiere que la actividad de PP4 sobre Rad53 permite relajar la interaccion de Rad9 con el
ADN dafiado, superando asi el efecto negativo que este factor ejerce sobre la ruta Sgs1/Dna2.
Este modelo concuerda con la observacidon de que la eliminacién de la S129 de H2A es

suficiente para rescatar los fenotipos de reseccién y reparacion del ADN de mutantes pph3A.

Aunque la fosforilacidon de Rad9 dependiente de Rad53 podria constituir perfectamente
el link entre PP4 y reseccion, no podemos descartar la existencia de otros sustratos de la
fosfatasa que también podrian regular la unidn de Rad9 a la lesién en el ADN. Por ejemplo,
se ha demostrado que la desfosforilacién directa de H2A por PP4 no solo regula la reentrada
en el ciclo celular [69, 70], sino también la reparacion de lesiones en el ADN [68, 168]. En ese
sentido, hemos detectado en nuestro ensayo de espectrometria que la fosforilacién de H2A
estaba incrementada en ausencia de actividad PP4 durante la reparacion de un dafio en el

ADN. Esta observacion es respaldada por resultados previos donde se demuestra que H2A se
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encuentra hiperfosforilada en respuesta a un tratamiento con MMS en células carentes de
actividad asociada a PP4 [168]. Teniendo en cuenta que la fosforilacién de este residuo es un
prerrequisito para el reclutamiento de Rad9 al DSB, es razonable pensar que una
desfosforilacion directa de H2A por PP4 podria también formar parte de un mecanismo
adicional que regule la interaccion de Rad9 con el ADN y, en consecuencia, la reseccién. De
este modo, la funcién de PP4 en la desfosforilaciéon de y-H2A seria necesaria para una
reseccion y reparacion eficientes, mas alla de representar Unicamente una condicién para la
progresion en el ciclo celular una vez que la reparacidn ha tenido lugar. Por ultimo, hay que
destacar que la fosforilacion de Sgsl por Mecl ha sido implicada en el reclutamiento de
Rad53 a sitios de dafio [58], por lo que no podemos descartar que PP4 pueda tener un papel
en la regulacion de Rad9 actuando sobre esta helicasa. En consonancia con esta apreciacion,
hemos detectado altos niveles de fosforilacién de Sgs1 en ausencia de actividad PP4 tras la
induccidén de un corte HO en nuestro escrutinio de espectrometria de masas. Esto sugiere
gue podria existir un mecanismo adicional de regulacion de Rad53 y Rad9 en la reseccion por
PP4 a través de la modulacidn de los niveles de fosforilacion de Sgs1. Seran necesarios nuevos
analisis para demostrar si estas potenciales dianas estan reguladas directamente por PP4,y

si representan un control adicional de la actividad de la reseccion.
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4.4, PP4 y la inactivacion del checkpoint de dafio en el ADN

Una cuestidon importante que surge de nuestros experimentos es cémo afecta la
desfosforilacién dependiente de PP4 a la reanudacion del ciclo celular después de la
reparacién. Curiosamente, aunque se habia descrito previamente que PP4 desempefia un
papel en la inactivacion del checkpoint de dafio después de un tratamiento con MMS [75], no
observamos un claro defecto en la reentrada en el ciclo celular tras la reparacién de un Unico
corte HO en nuestras condiciones experimentales. Esta aparente controversia puede ser
explicada a través de dos interpretaciones no excluyentes entre si. En primer lugar, la
desactivacion del checkpoint dependiente de PP4 podria estar supeditada a la extension del
dafio generado y/o el tipo de estrés genotdxico. En este sentido, Pph3 es prescindible para la
recuperaciéon de Rad53 tras un estrés replicativo [76]. Ademas, la actividad de Rad53 durante
la recuperacién a MMS es muy similar entre una cepa silvestre y una pph34, indicando que
la fosforilacidn y actividad quinasa de Rad53 se pueden separar [76]. Otra posibilidad para
explicar la falta de un defecto evidente en la reentrada en el ciclo celular en ausencia de PP4
durante la induccidn de un DSB reparable es que otras fosfatasas puedan compensar la
pérdida de Pph3 durante este proceso. De hecho, se ha descrito que la fosfatasa PP1 se
requiere para la desfosforilacion de la histona y-H2A y de Rad53 [190], desempefiando asi
una funcién en la inactivacion del checkpoint de dafo junto a PP4. Ademas, se ha propuesto
que solo la combinacion de la deplecion de pph3A con ptc2A y ptc3A frena la desactivacion
de Rad53 y la progresion del ciclo celular [76], indicando la participacidn de varias fosfatasas

en este proceso.
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4.5. Significado fisiologico del papel de PP4 en la reseccion

Aparte de los detalles moleculares detras de la regulacion del DDR por PP4, cobra
especial importancia el significado biolégico del control de la reseccion del ADN por esta
fosfatasa y su implicacién en la reparacién. Realizando ensayos de reparacion inter-
cromosomal de DSBs mediante conversidén génica hemos comprobado que la ausencia de
actividad PP4 no influye en la reparacion mediante recombinacidn ectdpica. Este resultado
confirma observaciones previas en las que solo la deplecidn simultanea de Pph3, Ptc2 y Ptc3
afecta a la reparacidon del ADN mediante DSBR, indicando la existencia de una redundancia
entre PP4 y PP2C en este tipo de reparacion [168]. Teniendo en cuenta que se ha demostrado
que la HR por conversion génica requiere una limitada cantidad de ssADN [41, 42, 133, 191],
podriamos concluir que el control de la reseccion por PP4 es crucial para la reparacién de
DSBs solo cuando ésta precisa una reseccion de largo alcance. En concordancia con esta
hipdtesis, hemos demostrado que la actividad de PP4 es esencial cuando las células disponen
de SSA como Unica via para regenerar un DSB. ¢ Qué beneficio puede tener promocionar una
reseccion mas extensiva? La reseccidn se activa en fase S debido al incremento de actividad
CDK, dirigiendo asi la reparacion hacia HR incluso en ausencia de la cromatida hermana. Por
ello, un DSB que ocurre en fase S antes de la sintesis de esta cromatida replicada puede
repararse exclusivamente por SSA [192]. Asi, en ese contexto particular la reparacién por SSA

es critica para la viabilidad celular en respuesta a dafio en el ADN.

Por otra parte, la reparacion mediante SSA es especialmente importante en eucariotas
superiores, cuyos genomas contienen una gran cantidad de secuencias repetidas. Se ha
especulado que una reseccion ineficiente en ausencia de PP4 podria derivar en una iniciacion
excesiva de rutas de recombinacidn homodloga que incrementan la acumulacién de
intermediarios de ADN y reordenamientos entre repeticiones, eventos que incrementan la
heterocigosis [193]. Adicionalmente, se ha demostrado que la reparacion mediante SSA
podria compensar deficiencias genéticas en vias de HR; por ejemplo, la mutacion de BRCA2,
asociada con el cdncer de mama/ovario, conduce a un incremento de SSA y una reduccién de

la conversidn génica en la reparacién de DSBs [194].

En cualquier caso, teniendo en cuenta que la reseccidn representa un proceso esencial
para la reparacion por determinadas rutas y que constituye un mecanismo fundamental para

asegurar la viabilidad celular en determinadas condiciones, es légico pensar que ha de estar
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finamente regulada. Asi, es importante promover la degradacion de una de las hebras de
ADN mediante el mantenimiento de unos bajos niveles de fosforilacién de Rad53 al comienzo
del DDR, pero también ha de existir un control que impida un procesamiento demasiado
extenso. Una reseccidn excesiva es una causa de inestabilidad gendmica, puesto que da lugar
a un cambio de reparacién de DSBs de una recombinacién homdloga dependiente de Rad51
a una ruta mas mutagénica implicando a Rad52 [195, 196]; ademas, la presencia de una gran
cantidad de ssADN podria acabar las reservas de RPA de la célula, ocasionando que queden
regiones de ADN monocatenario sin proteger frente a la accidn de las nucleasas, lo que podria
provocar la pérdida de informacion [197, 198]. Por tanto, la procesividad de la molécula de
ADN debe estar controlada y limitada a una ventana de tiempo durante el DDR,
probablemente mediante la accidn coordinada de diversos factores, entre ellos la fosfatasa
PP4. Deberan desarrollarse nuevas investigaciones para elucidar qué mecanismos regulan la
actividad de PP4 en la reseccidn y como se inducen eventos dindmicos de desfosforilacion en
respuesta a dafo, asi como determinar si existen otras fosfatasas implicadas en el control de

este proceso.

Conjuntamente, proponemos un modelo en el que la fosforilacidn de Rad53 estd
rigurosamente regulada por su propia actividad quinasa y por PP4 en respuesta a una lesiéon
en el ADN. La fosfatasa contrarresta la autoactivacion de Rad53, una funcidén esencial para
contener la inhibicion que Rad9 ejerce sobre la ruta Sgs1/Dna2, desencadenando de este
modo una reseccion robusta y eficiente. Este papel es vital para reparar DSBs en el material
genético mediante mecanismos que dependen de una resecciéon de largo alcance. Esta
descripcion implica que una activacidn excesiva del checkpoint no es compatible con este tipo
de reparacion, y que quinasas y fosfatasas deben actuar coordinadamente para activar un
bloqueo eficiente en G2/M que dé tiempo para la regeneracion de la molécula de ADN, pero

que a su vez no sea demasiado fuerte como para interferir en el proceso de reseccion.
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5. CONCLUSIONES

1. La actividad de la fosfatasa PP4 es esencial para reparar un corte de doble cadena
mediante SSA/BIR y asi mantener la viabilidad celular en respuesta a estrés

genotodxico en Saccharomyces cerevisiae.

2. PP4 modula el estado de fosforilacion de multiples factores del DDR durante la

respuesta a dano en el ADN.

3. Laquinasa Rad53 es una de las dianas de PP4 en respuesta a un DSB. PP4 reduce la
actividad de Rad53 durante los primeros estadios de la reparacion contrarrestando

su propia autofosforilacién.

4. PP4 estimula la reseccidn a través de la modulacion del estado de fosforilacion de

Rad53 durante las primeras etapas de la reparacién del ADN.

5. Lafuncién de PP4 en reseccidn no afecta a la reparacion por recombinacién ectopica

con secuencias homologas.

6. La regulacidn de la reseccion por PP4 es esencial para la regeneracion de un DSB
mediante rutas de reparacidn que precisan reseccionar largas distancias, entre ellas,

SSA.

7. PP4 promueve la reseccion principalmente a través de la regulacion de la actividad
de la ruta Sgs1/Dna2, mientras que el control de Exol por la fosfatasa supone un

mecanismo secundario y menos importante.

8. En respuesta a un DSB, PP4 contrarresta la fosforilaciéon de Rad9 en una region
particular de la proteina, comprendida entre el dominio de serinas y el dominio
TUDOR. Esta regulacion se ejerce mediante la capacidad de la fosfatasa para inhibir

la actividad de Rad53.

9. Lareduccion de los niveles de fosforilacion de Rad9 promovida por PP4 restringe su
capacidad de asociacion a la cromatina en torno a la lesion, disminuyendo el efecto
negativo que este factor ejerce sobre el complejo Sgs1/Dna2 y estimulando con ello

la reseccion.
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10. Bajo nuestras condiciones experimentales, un mutante carente de actividad
fosfatasa PP4 activa adecuadamente el checkpoint de dafio tras la induccién de un
DSB y reentra de manera apropiada en el ciclo después de la regeneracion del

mismo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas, condiciones de crecimiento y medios

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este proyecto se encuentran
recogidas en la tabla 2. Los marcajes de los genes enddgenos con epitopos y las depleciones
génicas fueron realizados utilizando productos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
0 cassettes. Estos métodos, asi como la construccion del resto de cepas, se explican

detalladamente en los siguientes apartados.

Tabla 2. Genotipos de las cepas usadas en este estudio y figuras en las que aparecen

Cepa Genotipo Referencia Fomzlo' Figuras en las
genético que aparece
AC218 HOA hml::ADE1 mata::hisG J. Haber YMV80 9,11,12,13,
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 14, 15, 16, 22,
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 23, 26, 34, 37,
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG 47,55, 56, 57,
62
AC224 MATa-inc HOA hm/::ADE1 J. Haber tGI354 28, 29

hmr::ADE1 adel-100 leu2-3,112
lys5 trp1::hisG ura3-52
ade3::GAL::HO arg5,6::MATa::HPH

AC406 MATa HOA adel1-100 leu2,3-112 J. Haber JKM139 18,19, 45
lys5 ura3-52 trp1::hisG hm/::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO

AC825 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 L. Aragén JKM139 41,42,43
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO

exolA::TRP1
AC1327 HOA hml::ADE1 mata::hisG Este YMV80 9,11,12,13,
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to estudio 14, 15, 16, 24,
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 25, 26, 34, 37,
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG 47,53, 54, 55,
pph3A::HPH 62, 66, 67
AC1344 MATa-inc HOA hml::ADE1 Este tGI354 28,29

hmr::ADE1 adel-100 leu2-3,112 estudio
lys5 trp1::hisG ura3-52

ade3::GAL::HO arg5,6::MATa::HPH
pph3A::LEU
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AC1366

MATa HOA ade1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH

Este
estudio

JKM139

18,19, 20, 21,
41,42, 43, 44,
45,46, 51, 52

AC1420

MATa HOA adel1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
exo0lA::TRP1 pph3A::HPH

Este
estudio

JKM139

41,42, 43

AC1468

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
rad51A::URA

Este
estudio

YMV80

30, 31, 33, 34,
37, 38, 39, 58,
59, 62

AC1471

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH rad51A::URA

Este
estudio

YMV80

30, 31, 33, 34,
35, 36, 37, 60,
61,62, 63, 64

AC1473

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
rad53K227A::KanMX

Este
estudio

YMV80

22,23, 26, 37

AC1476

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH rad53K227A::KanMX

Este
estudio

YMV80

24,25, 26, 37

AC1494

MATa HOA adel1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH rad53K227A::KanMX

Este
estudio

JKM139

20,21

AC1496

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
rad51A::URA rad53K227A::KanMX

Este
estudio

YMV80

37,38, 39

AC1502

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH rad51A::URA
rad53K227A::KanMX

Este
estudio

YMV80

35, 36, 37
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AC1536 HOA hml::ADE1 mata::hisG Este YMV80 55,56, 57, 62
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to estudio
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
rad94::KanMX

AC1538 HOA hml::ADE1 mata::hisG Este YMV80 53,54, 55, 62
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to estudio
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH rad94::KanMX

AC1541 HOA hml::ADE1 mata::hisG Este YMV80 58, 59, 62
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to estudio
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
rad51A::URA rad9A::KanMX

AC1543 HOA hml::ADE1 mata::hisG Este YMV80 60, 61, 62, 63,
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to estudio 64
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH rad51A::URA
rad94::KanMX

AC1546 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 Este JKM139 51,52
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 estudio
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
rad94A::KanMX

AC1547 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 Este JKM139 51,52
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 estudio
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH rad94::KanMX

AC1557 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 Este JKM139 48,49, 50
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 estudio
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO Rad9-
6HA::KanMX

AC1559 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 Este JKM139 48,50
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 estudio
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH Rad9-6HA::KanMX

AC1759 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 Este JKM139 48,50
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 estudio
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
rad53K227A::KanMX Rad9-
6HA::NAT
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AC1773

MATa HOA ade1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH rad53K227A::KanMX
Rad9-6HA::NAT

Este
estudio

JKM139

48, 50

AC1785

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG Rad9-
3HA::TRP1

Este
estudio

YMV80

65

AC1787

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH Rad9-3HA::TRP1

Este
estudio

YMV80

65

AC1792

MATa HOA ade1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
sgs1A::NAT

Este
estudio

JKM139

44, 45, 46

AC1794

MATa HOA adel1-100 leu2,3-112
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO
pph3A::HPH sgs1A::NAT

Este
estudio

JKM139

44, 45,46

AC1883

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH htal-5129%*::hisG
hta2-S129%*::hisG

Este
estudio

YMV80

66, 67, 68

AC2044

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH htal-5129%*::hisG
hta2-S129%*::hisG rad9A::URA

Este
estudio

YMV80

68

AC2050

HOA hml::ADE1 mata::hisG
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO
adel lys5 ura3-52 trp1::hisG
pph3A::HPH htal-5129*::hisG
hta2-$129%*::hisG Rad9-3HA::TRP1

Este
estudio

YMV80

65
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6.1.1. Marcaje y deplecion de genes enddgenos de S. cerevisiae

Los marcajes de los genes enddgenos con epitopos y las depleciones génicas fueron
realizados utilizando productos de reaccion en cadena de la polimerasa, como se describe
en [199]. Para las depleciones génicas se amplificaron mediante PCR genes de resistencia
a higromicina B (HPH), nourseotricina sulfato (cloNAT) o geneticina (G418) utilizando
pladsmidos pAG (Euroscarf) [200]. Asi mismo, también se utilizaron los genes URA3, TRP1
y LEU2 como marcadores auxotréficos para la deplecidn de genes en cepas ura3-52 [201],
leu2,3-112 [202] o trpl::hisG, respectivamente. Los productos de PCR amplificados
contenian secuencias homodlogas a las zonas inmediatamente anterior y posterior a la
region codificante del gen correspondiente en cada caso, permitiendo de este modo la
recombinacion y sustitucion del gen enddgeno por el marcador de resistencia/auxotrofico
(Fig. 60A). Para los marcajes con epitopos, se amplificaron mediante PCR los cassetes 6HA
cloNAT o 3HA TRP1 (Fig. 60B) utilizando la serie de plasmidos pYMs (Euroscarf) [199]. En
este caso, las secuencias de recombinacion utilizadas para integrar las construcciones

fueron disefiadas para incluir el epitopo justo antes del codén de parada del gen de

interés.
A / B /
MARCADOR ETIQUETA | MARCADOR
/ /7
¢ PCR ¢ PCR
MARCADOR B emiqueta [ MARCADOR I
“,u \\\,\ ‘:“t‘-.,& » 2257
oRF
Codon de parada
¢ Transformacion ¢ Transformacion
ORF B cEnoueta [ mARCADOR i

Figura 70. Representacion esquematica de los procesos de construccidon de cepas basados en
recombinacion homéloga. A) Los genes de resistencia o auxotrofia fueron amplificados con
oligonucledtidos que contenian secuencias homdlogas a las regiones inmediatamente anterior y
posterior a la ORF del gen que se pretendia eliminar. B) El etiquetado de genes se realizd
utilizando oligonucleétidos que presentaban secuencias homélogas al final de la region de
lectura del gen en el que se pretendia incorporar un epitopo. Los productos de PCR se integraron
en el genoma de la levadura mediante transformacion.

155



MATERIALES Y METODOS

La amplificacidn de los cassettes para deplecidn y marcaje de los genes de interés se
llevd a cabo mediante PCR, utilizando el sistema denominado Expand Long Template
(Roche), los plasmidos mencionados previamente y los oligonucleétidos especificados en
la tabla 3. La mezcla de reaccion se prepard siguiendo las recomendaciones del fabricante,
en un volumen final de 50 pl. El protocolo de PCR incluyé dos rondas de amplificacion:
una fase inicial compuesta por 10 ciclos (942C 20's, 582C 30 s, 682C 2,5 min) y una segunda
fase compuesta por 25 ciclos (942C 25 s, 582C 30 s, 682C 2,5 min incrementando

sucesivamente 20 s en cada ciclo).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la construccion de las cepas

Nombre Secuencia (5'->3’) Descripcion

Pph3 KO S2 TGAAGAAAAAAAGAAAAATGCACTTGACAATTAGAGTGCC  Deplecidn de
TGTTAAAAATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG PPH3

Pph3 KO S3 TAGCAAAGTAAAACAGCACGAAAAAAGTGATTACAAATTT Deplecion de
CAAGGGAGATCAGCTGAAGCTTCGTACGC PPH3

Rad51 KO S2 AGAATTGAAAGTAAACCTGTGTAAATAAATAGAGACAAGA  Deplecién de
GACCAAATACGCATAGGCCACTAGTGGATCTG RAD51

Rad51 KO S3 AAGAGCAGACGTAGTTATTTGTTAAAGGCCTACTAATTTGT Deplecién de
TATCGTCATCAGCTGAAGCTTCGTACGC RAD51

Rad9 KO S2 TATTTAATCGTCCCTTTCTATCAATTATGAGTTTATATATTTT  Deplecién de
TATAATTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG RADSY

Rad9 KO S3 AGAAACGCCATAGAAAAGAGCATAGTGAGAAAATCTTCAA  Deplecidn de
CATCAGGGCTCAGCTGAAGCTTCGTACGC RAD9

Exol KO S2 TTCATTTGAAAAATATACCTCCGATATGAAACGTGCAGT Deplecion de
ACTTAACTTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG EXO1

Exol KO S3 ACCACATTAAAATAAAAGGAGCTCGAAAAAACTGAAAGGC  Deplecién de
GTAGAAAGGACAGCTGAAGCTTCGTACGC EXO1

Sgsl KO S2 TTGGCGAATGGTGTCGTAGTTATAAGTAACACTATTTATTTT Deplecién de
TCTACTCTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG SGS1

Sgsl KO S3 ATTATTGTTGTATATATTTAAAAAATCATACACGTACACACA  Deplecién de
AGGCGGTACAGCTGAAGCTTCGTACGC SGS1

Rad9 S2 TTAATCGTCCCTTTCTATCAATTATGAGTTTATATATTTTTAT  Marcaje de
AATTTCAATCGATGAATTCGAGCTCG RADS

Rad9 S3 ACGATGATATTACGGACAATGATATATACAACACTATTTCT Marcaje de
GAGGTTAGACGTACGCTGCAGGTCGAC RADSY
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Los productos de PCR se integraron en el genoma de la levadura mediante
transformacion (protocolo indicado mds adelante). La integracion de los cassettes de
marcaje y de deplecion se confirmd posteriormente mediante PCR de colonias (ver
seccién dedicada a la reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando los oligonucleétidos
que se recogen en la tabla 4. Dichos oligonucledtidos hibridan en una region situada fuera
de las secuencias de recombinacion utilizadas previamente para dirigir la integracién del

cassette.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la verificacion de la integracion de los cassettes

en las cepas

Nombre

Secuencia (5'->3’)

Descripcion

Pph3 -264 5’ KO

CCGGCGGGAAGAAAAAAAATC

Comprobacion de la
deplecidn de PPH3

Pph3 +234 3’ Rev

AACACGTGAAGAACTTAGGGG

Comprobacion de la
deplecidn de PPH3

Rad51 -280 5’ KO Fwd

CATTCCAACCGGTTGTATCAG

Comprobacion de la
deplecién de RAD51

Rad51 +252 3’ KO Rev

GAAGTAGTCATCGGGAAGAAG

Comprobacion de la
deplecién de RAD51

Rad9 -62 GCAACGATGAGCAATGTGAAG Comprobacion de la
deplecién de RAD9
Rad9 +78 GTGTGGGAGGATGTTCTTAGA Comprobacién de la
deplecién de RAD9
Exol-113 GTCCTTGCTCCTTCAGGTATA Comprobacion de la
deplecién de EXO1
Exol +109 CTGTCCTACTTTACTGGGCAT Comprobacién de la
deplecién de EXO1
Sgsl-154 CTGGGTGATCATTGGTGATAC Comprobacion de la
deplecién de SGS1
Sgsl +177 TGCACACCACAATATGTCGTG Comprobacion de la
deplecién de SGS1
Rad9 -69 GAGGACACTGGTTTTCACGAT Comprobacion del marcaje
de RAD9
KanB CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT Comprobacion de la

integracion de los
cassettes
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Htal -186 Fwd GCTAGGGATAACAAGAAGACC Comprobacién de la
mutacion htal-S129%*::hisG

Htal +534 Rev GGTGACTTTACCAGAGAAACG Comprobacion de la
mutacion htal-$129%*::hisG

Hta2 -202 Fwd ATTGGCTGGTAATGCTGCTAG Comprobacion de la
mutacion hta2-5129%*::hisG

Hta2 +399 Rev ACGCTCCACAAATTTCTGCTG Comprobacion de la
mutacion hta2-S129%::hisG

6.1.2. Construccion de las cepas mutantes de H2A

La mutacién de la histona H2A se obtuvo mediante la introduccién de un codén de
parada en la serina 129 de los genes codificantes de la proteina, HTA1 y HTA2 [38]. Para
ello, las cepas de S. cerevisiae fueron transformadas con los plasmidos pAC97 y pAC98,
previamente digeridos con Sall y Sphl. Las células fueron sembradas en placas de medio
minimo sin uracilo para seleccionar la integracién del cassette, y posteriormente se
crecieron en presencia de acido 5-fluoro-orético monohidratado (5-FOA, Formedium). Las
cepas htal-S129* y hta2-S129* fueron confirmadas mediante PCR y secuenciacién, con

los oligonucledtidos recogidos en la tabla 4.

6.1.3. Construccidn de las cepas mutantes rad53K227A

La introduccion del alelo rad53K227A en la levadura se llevd a cabo mediante la
transformacion con el plasmido pAC89, previamente linealizado con EcoRI [177]. Las
células se seleccionaron en placas con el antibidtico G418 y se confirmaron por

sensibilidad a hidroxiurea 5 mM.

6.1.4. Preparacion de medios de cultivo y condiciones de crecimiento

La seleccion de clones positivos en las transformaciones se llevd a cabo en medio
rico YEP (1% extracto de levadura y 2% peptona) con un 2% de glucosa como fuente de
carbono, suplementado con el correspondiente antibidtico en cada caso: HPH (300
pg/ml), G418 (200 pg/ml) o cloNAT (100 pg/ml). En los casos en los que la seleccidn se
realizd en base a auxotrofias, se utilizd medio SD, compuesto por base nitrogenada para
levadura (YNB) sin aminodcidos junto a un suplemento completo (CSM) drop-out (-ADE, -

HIS, -LEU, -TRP, -URA). Al medio SD se le afiadieron los aminodacidos necesarios en cada
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caso segun la auxotrofia requerida, consiguiendo de este modo el medio minimo
suplementado (SMM). La concentracion final de todos los aminoacidos fue de 20 mg/L.

Los medios SD y SMM se prepararon como se describe en [203].

La seleccion de las cepas ura- para la construccion de los mutantes hta1-S129* y
hta2-S129* se consiguio utilizando medio SMM suplementado con 5-FOA (Formedium) y
un 2% de glucosa como fuente de carbono, obteniendo de este modo placas con un 0,1%

de 5-FOA.

Todos estos medios fueron preparados utilizando agua desionizada purificada con
el sistema Millipore (Mili-Rho) y esterilizados mediante tratamiento en autoclave de
121°Ca 1,1 atm de presion durante 20 min. En los cultivos sélidos se afiadid agar en una
concentracion final del 2%. Una vez confirmadas las cepas, su mantenimiento a largo
plazo se consiguid disolviendo las células en glicerol al 16% y colocando el conjunto

obtenido a -809C.

La induccion de la endonucleasa HO fue realizada a partir de cultivos celulares en
YEP suplementado con un 2% de rafinosa como fuente de carbono para no afectar a la
expresion del promotor inducible GALI. Para ello, los cultivos se crecieron durante la
noche a 282C y en agitacion a 220 rpm. El crecimiento celular se midi6 mediante
turbidimetria detectando la densidad éptica a 600 nm en un espectrofotometro Genesys
30 (Thermo Scientific). La concentracion de células se determind utilizando la férmula:
DOsoo 1,0 = 2x107 células/ml. Todos los cultivos fueron diluidos a densidad dptica de 0,4

antes de proceder a la induccién de la endonucleasa.

La expresion del gen HO se llevé a cabo mediante la adiciéon de galactosa en una
concentracion final del 2%. Se tomaron muestras para FACS, ADN y proteina antes de la
adicion de galactosa y a diferentes tiempos tras la induccién (después de la generacion
del dafio en el material genético). En determinados casos se procedio a la sincronizacién
del cultivo en G1 mediante la incubacién del mismo con la feromona factor a (Insight
Biotechnologies) a una concentracidn de 5 pg/ml durante 3 h; transcurrido ese tiempo,
las células fueron liberadas del bloqueo mediante lavados con medio fresco. Por otra
parte, en ocasiones también se procedié al bloqueo de las células en G2/M una vez
inducida la lesién, mediante la adicidon de nocodazol (Cayman Chemical Company) en una

concentracion de 15 pg/ml.
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La cepa de Escherichia coli utilizada en este trabajo para la amplificacién de
pldasmidos fue la DH5a. Los cultivos bacterianos se crecieron a 372C en medio Luria
Bertani (LB) (0,5% extracto de levadura, 1% triptona y 1% NaCl). La seleccién de los
transformantes de E. coli se consiguié suplementando el medio LB con 100 ug/ml de
ampicilina (Sigma). EI mantenimiento a largo plazo de las cepas de E. coli transformadas
con los plasmidos se consiguid disolviendo las células en glicerol al 50% y colocandolas a

-80°C.
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6.2. Métodos genéticos

6.2.1. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

La transformacion de la levadura se consiguio siguiendo el protocolo del acetato de
litio y utilizando acidos nucleicos de una sola hebra [204]. Las células se crecieron durante
la noche en medio rico (YPD), obteniéndose un cultivo que fue diluido a DOsoo = 0,4. Este
cultivo se incubd a 282C durante 2 h, alcanzandose de este modo el crecimiento en fase
logaritmica (DOsoo = 1, equivalente a 2x107 células/ml). Transcurrido ese tiempo, las
células se recolectaron mediante centrifugacion a 6.000 rpm durante 1 min y se lavaron
con agua estéril. El pellet celular se resuspendié en 360 pul de SORB (100 mM LiOAc, 10
mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA y 1 M Sorbitol) y esperma de salmén (Roche)
desnaturalizado y a una concentracion final de 1 mg/ml. Las células competentes
obtenidas se mantuvieron en hielo en todo momento. Para su transformacién, se
incubaron 20 pl de estas células competentes con 0,1-10 pg del plasmido o cassette y con
6 volimenes de PEG (40% PEG3350, 100 mM LiOAc, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 y 1 mM EDTA).
Esta mezcla se incubé 30 min a temperatura ambiente (en adelante RT, room
temperature), tras lo cual las muestras fueron sometidas a un choque térmico a 42°C
durante 15 min. A continuacidn, las células se recogieron mediante centrifugacién a 6.000
rpm durante 1 min y se crecieron a 282C en medio minimo o YPD suplementado con los

antibidticos adecuados.
6.2.2. Transformacion de Escherichia coli

La amplificacién de pldsmidos fue realizada mediante su transformacién en la cepa
de E. coli DH5a. Para ello, la mezcla de células competentes y el pldasmido se sometid a un
choque térmico a 422C durante 1 min. Posteriormente, se permitio la recuperacién de las
células en LB a 379C durante 1 h, y se procedié a su siembra en placas de LB
suplementadas con ampicilina para conseguir la seleccién de las colonias portadoras del

plasmido en cuestion.
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6.3. Manipulacion de acidos nucleicos

6.3.1. Cuantificacion de ADN

La concentracidn de ADN se determind midiendo su absorbancia a 260 nm en un
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). La pureza del ADN medido se
evalud a partir del ratio de absorbancia 260/280, considerando un valor de 1,8-2 como
adecuado. Asi mismo, el ADN fue visualizado en geles de agarosa con bromuro de etidio

(Sigma) en una concentracién de 0,5 mg/ml, mediante exposicién a luz ultravioleta.
6.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador C1000 Touch (Bio Rad),
utilizando diferentes ADN polimerasas y distintas condiciones. Las amplificaciones
convencionales se llevaron a cabo utilizando la Taq polimerasa (Go Taq® G2 Flexi DNA
polymerase, Promega), mientras que para la amplificacion de fragmentos grandes de ADN
se uso6 el sistema Expand Long Template de Roche. En aquellos casos en los que se
requeria una alta fidelidad de copia se utilizé la polimerasa KAPA HiFi (KAPA Biosystems).
En todo momento se siguieron las recomendaciones del fabricante para la preparacién y

desarrollo de las reacciones.
6.3.3. Analisis de colonias de levadura mediante PCR

Como se menciond previamente, la levadura fue transformada utilizando productos
obtenidos mediante PCR. Las colonias obtenidas en cada transformaciéon fueron
analizadas mediante PCR para confirmar la integracion correcta de cada cassete utilizado.
Para ello, se resuspendieron células de cada colonia individual en 10 pl de agua estéril y
se hirvieron a 952C durante 10 min para lograr su rotura. A continuacién, se afadio la
mezcla de reaccién en un volumen final de 25 pl, aplicando un protocolo de amplificacion
de 40 ciclos (949C 30 s, 552C 30 s, 722C 2 min cada ciclo). Las muestras se cargaron en
geles de agarosa para visualizar los productos de PCR obtenidos y confirmar la validez de

las cepas generadas.
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6.3.4. Extraccion de ADN y Southern blot

A lo largo de cada experimento se tomaron muestras a diferentes tiempos,
recogiendo en cada uno de ellos 10 ml de cultivo a una densidad éptica de DOeoo = 0,4
para la extraccion de ADN gendmico. Las células fueron recolectadas mediante
centrifugacién a 6.000 rpm durante 1 min, lavadas con PBS 1X y almacenadas a -802C
hasta su procesamiento. Los pellets celulares cogidos en los distintos puntos fueron
tratados inicialmente con 40 unidades de liticasa (Alfa Aesar) para lograr la lisis celular,
RNasa (2 pl/muestra) (Qiagen) y B-mercaptoetanol (4 pl/muestra) (Sigma) en una solucién
de preparacién de ADN (1% SDS, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) durante
10 min a 372C. La extraccidon del ADN se consiguié mediante la incubacidn de las muestras
con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) durante 10 min en tubos MaXtract™ High
Density 1,5 ml. Después de centrifugar, se recogio la fraccion acuosa y el ADN fue
precipitado con dos volumenes de etanol 100% y lavado con etanol 70%. Posteriormente,
el ADN purificado se resuspendié en tampén TE (Tris 10 mM y EDTA 1 mM) y se digirid

con la enzima de restriccion apropiada en cada caso.

La deteccién de los fragmentos de interés mediante su hibridacién con sondas de
ADN se desarrollé siguiendo el protocolo descrito por Southern [205]. Los productos de
digestidén obtenidos fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion de 0,7-1%. Tras la separacion, el gel se lavé con solucién depurinizante
(0,125 M HClI) durante 10 min, solucion desnaturalizante (1 M NaCl, 0,4 M NaOH) durante
30 min, y solucidn neutralizante (0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl) durante 30 min. A
continuacion, el ADN se transfirié a una membrana de nylon Amersham Hybond™-N* (GE
Healthcare) durante 12 h en presencia de SSC 20X (3 M NaCl, 0,3 M citrato de sodio). La
membrana fue irradiada con luz UV (120 mJ/cm?) en un equipo UV Stratalinker 2400 para
conseguir la unién covalente del ADN a la misma. Después de un lavado en SSC 5X durante
5 h, la membrana se incubd a 652C durante 2 h con una soluciéon de SSC 5X, 0,1% SDS y
5,5 mg/ml dextran sulfato, suplementada con PerfectHyb™ Plus (Sigma) al 10% v/v. Mas
tarde, se procedio a la hibridacidon con sondas marcadas con fluoresceina, previamente
desnaturalizadas (30 min a 952C, 30 min en hielo). Estas sondas se obtuvieron mediante
incubacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR con una mezcla de nucleétidos
que contenia Fluorescein-12-dUTP (Fluorescein-High Prime, Roche). Las sondas se

purificaron mediante centrifugacidn utilizando columnas illustra™ MicroSpin™ G-50 (Ge
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Healthcare). Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las sondas se

encuentran recopilados en la tabla 5.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para la sintesis de las sondas

Nombre Secuencia (5'>3’) Sonda obtenida ;Z:ZZCO
Actl probe 1 CGAACAAGAAATGCAAACCGC Actina JKM139
Actl probe 2 CTTGTGGTGAACGATAGATGG Actina JKM139
Mata Distal 1 CATGCGGTTCACATGACTTTTGAC MATa-distal JKM139
Mata Distal 2 AGGATGCCCTTGTTTTGTTTACTG MATa-distal JKM139
5 kb HO Fwd ACACCCAACAAAACACCTGTG Reseccién 3 kb JKM139
3.5 kb HO Rev CCTTTTGCTTCTTGTACGCTC Reseccién 3 kb JKM139
7.5 kb HO Fwd TGGCCAGAACAATCATGAAGC Reseccidn 6 kb JKM139
6.25 kb HO Rev TCTTGCTATGGGTGGTATAGC Reseccidn 6 kb JKM139
14 kb HO Fwd TTATGTTGCCAACGGGAGTTC Reseccion 10 kb JKM139
12.5 kb HO Rev TCTTCAGGACTTCTTAAGCCG Reseccion 10 kb~ JKM139
21 kb HO Fwd TATCTGGGTATATTACCCGGC Reseccion 21 kb~ JKM139
21 kb HO Rev TTGTATCCATCGTTTCGGCTG Reseccion 21 kb JKM139
Mata Only 1 TTTGTTCTTTCGGGGAAACTG MATa tGI354
Mata Only 2 GTACAAACACATCTTCCCAATA MATa tGI354
U2-1 probe CCGGTAGTGTTAGACCTGAACAAG u2 YMV80
U2-2 probe TACGTCGTTAAGGCCGTTTCTGAC u2 YMV80
Actl for Kpnl cut  CAGGTATTGCCGAAAGAATGC Actina YMV80
Fwd

Actl for Kpnl cut  GTCCCTGAGATGAGTAAGATC Actina YMV80
Rev

10 kb LEU2 Fwd GGGGATCGAATAAGAAGAACC Reseccion 10 kb YMV80
10 kb LEU2 Rev CGCTCCTACTTTCGTTATCAG Reseccion 10 kb~ YMV80
17 kb LEU2 Fwd CAGGGCTTTCTATAGCCTTAG Resecciéon 17 kb~ YMV80
17 kb LEU2 Rev GCAAATTCAGTCTTGGACTGC Resecciéon 17 kb~ YMV80
Actl for Styl cut CTGGGGAAACAGGTAGAATAC Actina YMV80
Fwd

Actl for Styl cut GCACCAATTGGTAGAACACTC Actina YMV80

Rev
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La hibridaciéon se mantuvo a 652C durante toda la noche y el exceso de sonda se
retiré mediante dos lavados de 15 min en SSC 1X, 0,1% SDS a 652C, seguidos de otros dos
lavados de 15 min en SSC 0,5X, 0,1% SDS a 65°C. La membrana fue incubada con una
solucién de bloqueo (100 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% leche) durante 1 h a RT, y
posteriormente se procedid a la adicidn de un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con
fosfatasa alcalina (Anti-Fluorescein-AP Fab fragments, Roche) a concentracién 1:125.000
en 0,5% leche. La incubacidn con el anticuerpo se mantuvo durante 1 hy, después de tres
lavados con 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,2% Tween®20 (Sigma), la membrana fue
incubada con el sustrato de la fosfatasa alcalina (CDP Star, GE Healthcare) durante 15 min
a RT. La deteccién de los fragmentos de interés se consiguié mediante exposicion de la
membrana a peliculas fotograficas (Agfa) y las imagenes fueron procesadas, analizadas y

cuantificadas utilizando el software FIJI.

6.3.5. Inmunoprecipitacion de cromatina

Los analisis de inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) se realizaron a partir de
muestras de 50 ml de cultivo a DOsoo = 0,5 fijadas con formaldehido en una concentracién
final de 1,42% durante 15 min a RT. La fijacién fue desactivada mediante la adicién e
incubacion de 125 mM de glicina durante 5 min a RT. Posteriormente, se recuperaron las
células mediante centrifugacion a 4.000 rpm durante 2 min. Los pellets se lavaron con
PBS, se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -802C hasta su procesamiento.
Para su analisis, las células fueron resuspendidas en 100 ul de tampdn IP (150 mM NaCl,
50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM EDTA, NP-40 0,5% v/v, Triton X-100 1% v/v) suplementado
con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), inhibidores de proteasas (cOmplete
Lysis-M EDTA free, Roche) y 500 pl de bolas de vidrio. A continuacion, se llevo a cabo la
rotura celular mediante agitacién en una FastPrep (MPBio), aplicando 6 ciclos de 20 s a
velocidad de 5,5. Tras cada ciclo, la mezcla fue incubada durante 5 min en hielo para evitar
su calentamiento. A continuacién, se afiadieron 300 pl de tampdn IP junto a PMSF e
inhibidores de proteasas, se perforaron los tubos por la parte inferior y se colocaron sobre
tubos limpios para centrifugar a 1.000 rpm durante 2 min. El extracto recolectado fue
sometido a una segunda centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 min y el pellet
(cromatina) se resuspendid vigorosamente en la solucion anterior (IP, PMSF e inhibidores
de proteasas). Las muestras con cromatina fueron sonicadas durante 1 h en un equipo

Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando ciclos de 30 s de sonicacidn y 30 s de reposo, a
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maxima potencia y a 42C. Tras la clarificacidn por centrifugacién a 13.000 rpm durante 10
min, se recupero el sobrenadante, del que se tomaron 100 pl que se procesaron como
control de carga (inputs) y 300 pl para la realizacién de las inmunoprecipitaciones (IPs).
Los inputs fueron precipitados afiadiendo 0,3 M de acetato de potasio y 2,5 volimenes
de etanol 100% frio. Esta mezcla se incubd durante 2 h a -209C, tras lo cual fue
centrifugada a 13.000 rpm durante 5 min. Una vez secados los pellets, se resuspendieron
en 100 pl de agua ultrapura, se afiadieron 250 pl de Chelex®100 (Bio Rad) 10% m/v y se
hirvieron a 952C durante 20 min. El sobrenadante se clarificé con un kit de purificacion de
PCR (GE Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante, y el ADN se eluyé en 250 pl
de agua, siendo almacenado a -202C. En el caso de las IPs, se afiadieron 2 ug de anticuerpo
Anti-HA (12CAS5, Roche) a los 300 pl de cromatina y las muestras fueron sometidas a una
sonicacion suave durante 30 min en un equipo Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando
ciclos de 30 s de sonicacion y 30 s de reposo, a minima potencia y a 42C. Se procedio a la
clarificacion mediante centrifugacion a 13.000 rpm durante 2 min, y al sobrenadante se
le afiadieron 25 pl de bolas recubiertas con Protein A Sepharose (GE Healthcare),
previamente equilibradas en tampdn IP. Bajo estas condiciones, las muestras fueron
incubadas durante 2 h en agitacion a 42C vy, a continuacidn, las bolas fueron lavadas seis
veces con tampdn IP. Tras retirar completamente la solucion de lavado, se afiadieron 250
ul de Chelex®100 (Bio Rad) 10% m/v y se hirvieron los tubos a 952C durante 20 min. Se
centrifugd a 13.000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se transfirio a tubos limpios que

se almacenaron a -209C.

6.3.6. PCR atiempo real

Las reacciones de PCR a partir de los inputs y las IPs elaboradas mediante ChIP se
prepararon utilizando el kit SYBR® Premix Ex Tag™ (Tli RNaseH Plus, Takara). Las mezclas
de reaccion se elaboraron siguiendo las indicaciones del fabricante en un volumen final
de 12 pl, incluyendo 3 pl de ADN (del input o del IP en cada caso) y los correspondientes
pares de oligonucledtidos en una concentracion final del 1,5 uM. La reaccidon de
amplificacién se desarrollé en un termociclador Bio Rad C1000 en conjunto con el sistema
a tiempo real Bio Rad CFX96, con las siguientes condiciones: una fase inicial de 952C 30 s
y 42 ciclos de 952C 5s, 60°C 30 s. Para descartar la presencia de productos inespecificos
en la reaccion, se realizé un analisis de curvas de disociacion para cada una de las parejas

de oligonucleétidos utilizadas. Los datos se analizaron utilizando el software CFX (Bio
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Rad), normalizando los valores con respecto al gen control ACT1. Los oligonucledtidos
utilizados para determinar la unién de proteinas en torno al sitio HO se encuentran

recogidos en la tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de ChiP

Nombre Secuencia (5'->3’) Fondo genético
+0,2 kb HO Fwd GCGGAGGTTGTTTATCTTTCG JKM139
+0,2 kb HO Rev TCCCGTATAGCCAATTCGTTC JKM139
+0,5 kb HO Fwd TGAACGAATTGGCTATACGGG JKM139
+0,5 kb HO Rev AAGTAACCTCTACTGTGGAGG JKM139
+1,5 kb HO Fwd CTTTCCCTGGAAATATCTCCG JKM139
+1,5 kb HO Rev TACAGTGATGATGCGTACGTC JKM139
Actl for Kpnl cut Fwd CAGGTATTGCCGAAAGAATGC JKM139/YMV80
Actl Probe 2 CTTGTGGTGAACGATAGATGG JKM139/YMV80
-0,2 kb HO Fwd AGAAGATCGTCGTTTTGCCAG YMV80
-0,2 kb HO Rev TGTTCAGGTCTAACACTACCG YMV80
-0,5 kb HO Fwd GAAAAAGGAAAGGTGAGAGCG YMV80
-0,5 kb HO Rev AAACGACGATCTTCTTAGGGG YMV80
-0,8 kb HO Fwd GTAATTGGTTGTTTGGCCGAG YMV80
-0,8 kb HO Rev AAAAGGTATATGCGTCAGGCG YMV80
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6.4. Manipulacion de proteinas

6.4.1. Western blot

Para la extraccién de proteinas, las muestras fueron procesadas utilizando acido
tricloroacético (TCA). Las células se recogieron mediante centrifugacion a 6.000 rpm
durante 1 min en diferentes tiempos a lo largo del experimento, tomando 5 ml de cultivo
a densidad optica DOeoo = 0,5. Se procedié a lavar con 1 ml TCA 20% (Sigma), y tras
centrifugar las células, estas fueron resuspendidas en 100 pl de TCA 20% y se conservaron
asi a -80°C hasta su procesamiento. La rotura celular se consiguié mediante agitacion
junto a bolas de vidrio en una FastPrep (MPBio), aplicando 3 ciclos de 20 s a velocidad de
5,5. A continuacidn se precipitaron las proteinas mediante centrifugacidon a 5.000 rpm
durante 5 min a 49C. Tras retirar completamente el sobrenadante de TCA, el pellet se
resuspendié en 70 pl de Tris-HCl pH 8 1M y 70 pl de tampdn de carga 2X para SDS-PAGE
(60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 100 mM DTT, 0,2% azul de bromofenol), y el
conjunto se hirviéd durante 10 min a 959C. El material insoluble se separé mediante
centrifugacion, y se cargaron 10 ul de sobrenadante (extracto proteico) en geles de
poliacrilamida a una concentracion del 6%. Los analisis de fosforilacion de Rad9 se
realizaron cargando 5 pl del extracto en geles de acrilamida que contenian Phos-Tag™
Acrylamide AAL-107 (NARD Institute) a una concentracion final de 5 uM y 10 uM de
MnClz. El sistema de electroforesis utilizado fue el mini-PROTEAN® Tetra (Bio Rad),
siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando para la carrera un tampoén 25 mM

Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS.

Después de la separacion, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
(Hybond-P, GE Healthcare) con el sistema mini-Trans-Blot® (Bio Rad), aplicando 280 mA
durante 75 min en solucién de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina). Cuando los
geles contenian Phos-Tag, éstos fueron lavados con solucion de transferencia con 20%
metanol (Fisher Scientific) suplementado con 1 mM EDTA durante 10 min. Tras lavar el
gel con nuevo tampdn de transferencia con 20% metanol durante otros 10 min, se
procedio a la transferencia a membranas de PVDF, aplicando en este caso 400 mA durante

75 min en el mismo tampdn de transferencia utilizado previamente.

Las membranas se bloquearon con leche al 5% en PBS Tween®20 0,1% y

posteriormente se incubaron con Anti-Rad53 (Abcam) a una dilucion 1:2.000 y anticuerpo
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secundario anti-conejo (GE Healthcare) a una dilucién de 1:25.000. La deteccidn de Rad9
se consiguié mediante el uso de anticuerpo primario Anti-HA (12CA5, Roche) a una
dilucién 1:2.500 y anticuerpo secundario anti-ratén (GE Healthcare) a concentracion
1:25.000. Después de la incubacion durante la noche a 49C con el anticuerpo primario, las
membranas se lavaron 15 min y 2x5 min con PBS Tween®20 0,1% a RT, y se procedié a la
incubacion con el anticuerpo secundario durante 2 h a RT. Pasado ese tiempo, las
membranas se lavaron 15 min y 2x5 min con PBS Tween®20 0,1%, y 2x10 min con PBS a
RT. La deteccion de los complejos antigeno-anticuerpo se consiguié mediante la
incubacion de las membranas con el sustrato Pierce™ ECL Plus Western Blotting (Thermo
Scientific) o el SuperSignal® West Femto (Thermo Scientific) durante 5 min y la

subsiguiente exposicion a peliculas fotograficas (Agfa).
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6.5. Citometria de flujo

La determinacién de la fase del ciclo celular de cada muestra recogida se realizd
mediante analisis de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting). Las células fueron fijadas en
etanol 70% en cada tiempo y almacenadas a 42C. Las células fijadas se recolectaron mediante
centrifugacion a 6.000 rpm durante 1 min y se incubaron con 0,3 mg/ml RNasa A (Sigma) en
SSC 1X durante la noche a RT. Tras un tratamiento con 0,05 mg/ml proteinasa K (Sigma)
durante 1 h a 502C, las muestras fueron sonicadas en un equipo Bioruptor®Plus (Diagenode),
aplicando dos ciclos de 30 s a minima potencia con una fase de reposo de 30 s entre ellos. El
ADN se marcé con 2 pg/ml de yoduro de propidio durante 1 h a RT y las muestras se
procesaron en un citémetro de flujo FACs Calibur™ (BD Biosciences). El andlisis fue realizado
utilizando el software CellQuest Pro. Para cada histograma se utilizaron 10.000

eventos/células.
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6.6. Analisis de cromatografia liquida — espectrometria de masas (LC-

MS/MS)

Para la espectrometria de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry), se tomaron
muestras a 42C de 150 ml de células a DOsoo = 1, que fueron lavadas con agua fria y
almacenadas a -802C hasta su procesamiento. Los pellets celulares fueron resuspendidos en
150 pl de un tampdn 8 M urea, 20 mM HEPES pH 8 suplementado con inhibidores de
fosfatasas PhosSTOP (Roche). La lisis celular se realizé mediante agitacion junto a bolas de
vidrio en una FastPrep (MPBio), aplicando 3 ciclos de 30 s a velocidad de 5,5. Los lisados se
resuspendieron en 300 pl de la solucion preparada anteriormente y se recuperé la fraccidon

soluble mediante centrifugacién a 15.000 rpm a 42C durante 15 min.

Se procesaron 550 ug de proteina afiadiendo secuencialmente 10 mM de ditiotreitol y
50 mM de 2-cloroacetamida, provocando su reduccion y alquilacion, respectivamente. A
continuacion, las muestras se diluyeron con 20 mM de HEPES pH 8 hasta 4 M urea, y se afiadid
proteasa LysC (Wako) alcanzando un ratio de proteina 1:250. La mezcla se incubd a 379C
durante 5 h. Mas tarde, las muestras se diluyeron hasta 1 M de urea, y se les afiadi6 tripsina
(Promega) en un ratio de 1:50, procediendo a una incubacidon durante la noche a 37°C.
Pasado este tiempo, se procedid a la adicion de acido trifluoroacético (TFA) en una
concentracion final de 0,5% antes de la extraccidn en fase sélida. Para el andlisis de proteina
total, se purificaron 50 pg de proteina en columnas C18 (Glygen Corp), eluyendo los péptidos
con acetonitrilo 60% y acido férmico 0,1% y procediendo a su secado con vacio. Los
volumenes remanentes de muestras fueron procesados mediante extraccion en fase sélida
con cartuchos OASIS HLB (Waters) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los péptidos
fueron eluidos con acido glicélico 1 M en 80% acetonitrilo, 5% TFA, y enriquecidos en formas
fosforiladas utilizando el método basado en TiO2 [206]. Para ello, los eluyentes se llevaron a
1 ml con acido glicélico 1 M y se incubaron con 25 mg de TiO2 durante 5 min a RT. La mezcla
formada por los péptidos y el TiO2 se cargd en columnas de filtracidon, y el TiO: fue lavado
secuencialmente mediante centrifugacion con 1 M 4acido glicélico, 100 mM acetato de
amonio en 25% acetonitrilo y 10% acido formico. Los fosfo-péptidos se eluyeron con cuatro
pasos secuenciales de 5% NH4OH, los eluyentes se clarificaron mediante centrifugacidn a
13.000 rpm durante 2 min y el sobrenadante fue traspasado a tubos nuevos. Las muestras se

congelaron en hielo seco y se secaron con centrifugacién en vacio.
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Las muestras fosfo-enriquecidas y las digestiones de proteina total se redisolvieron en
0,1% TFA mediante agitacion a 1.200 rpm durante 30 min, asi como sonicacién durante 10
min, seguido de centrifugacién a 14.000 rpm y 52C durante 10 min. Los analisis LC-MS/MS se
realizaron por duplicado, realizando las separaciones en un sistema de cromatografia liquida
Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific) acoplado a un espectrémetro de masas Orbitrap
Velos (Thermo Scientific) mediante nano-electrospray Dionex. Las soluciones de fosfo-
péptidos se cargaron en columnas Acclaim PepMap 100 C18 (100 um x 2 cm) a una
concentracion de 8ul/min en 2% acetonitrilo, 0,1% TFA. A continuacion, los péptidos fueron
eluidos en una columna analitica Acclaim PepMap 100 C18 (75 pum x 50 cm) en un flujo de
250 nl/min, y se separaron gracias a un gradiente 4-25% de tampdn A (5% DMSO, 0,1% &cido
férmico) durante 90 min seguido de 25-45% de tampdn B (75% acetonitrilo, 5% DMSO, 0,1%
acido formico) durante 30 min. Los péptidos fueron analizados en el espectrometro de masas
en polaridad positiva usando el modo de adquisicion dependiente de datos. Los iones para la
fragmentacion se determinaron a partir de un escrutinio inicial MS1 a una resolucién de
30.000, seguido de CID (Collision-Induced Dissociation) de los 10 iones mdas abundantes. Los
sustratos AGC de los escrutinios MS1 y MS2 fueron asignados a 1° y 3% para los tiempos
maximos de inyeccion de 500 ms y 100 ms respectivamente. Se utilizé un rango m/z de
escaneo de 350-1500, con activacion MSA habilitada (multistage activation), energia de
colision normalizada en 35%, escrutinio de cargas activado con rechazo de cargas +1 y un

umbral de fragmentaciéon minima de 500.

Los datos fueron procesados en el programa informatico MaxQuant, con busquedas
frente a la base de datos Uniprot de S. cerevisiae (version 20180305, 6.729 entradas). Se usé
una aproximacidn reversa con una tasa FDR (False Discovery Rate) del 1% para las
coincidencias del espectro de péptidos. Parametros de busqueda incluidos: maximos cortes
perdidos en 2, modificacion fija de la carbamidometilacién de cisteinas y modificaciones
variables de la oxidacidon de metioninas, de la acetilacién N-terminal de proteinas y de la
fosforilacion en serinas, treoninas y tirosinas. Para las muestras de proteina total, se
incluyeron los parametros indicados anteriormente, con modificaciones variables de la
oxidacidn de metioninas, acetilacion N-terminal de proteinas, deamidacidn de asparaginas y
ciclacion de glutamina N-terminal a piroglutamato. La cuantificacion se realizé con una ratio
minima LFQ de 2. La funcion “Coincidencias entre carreras” se usé con coincidencias y limites

de tiempos de alineamiento de 1 y 20 min respectivamente.
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6.7. Ensayos de sensibilidad en placa

Los ensayos de sensibilidad en placa se realizaron elaborando diluciones en serie de
células en agua estéril para cada cepa. Para ello, se prepard una muestra inicial de 100 pl a
DOsoo = 1 (2x107 células/ml) y se hicieron cinco diluciones seriadas 1:10 a partir de ella en
placas de 96 pocillos. Se utilizé un replicador de 96 pocillos (Sigma) para sembrar 5 ul de cada
dilucién en placas de YPD suplementadas con diferentes compuestos genotoxicos. Las células

fueron incubadas a 282C durante 48 h.
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6.8. Secuenciacion

Algunas de las cepas usadas en este trabajo fueron confirmadas mediante
secuenciacion de productos de PCR, llevada a cabo por GATC Biotech. Las muestras se
prepararon siguiendo las indicaciones de la compafiia. Para ello, se afiadieron 50 ng/ul de
ADN en un volumen final de 10 pl de agua estéril, incluyendo 5 ul del correspondiente

oligonucledtido (5 uM).
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6.9. Analisis estadistico

Las cuantificaciones mostradas a lo largo de este trabajo representan la media + SD de
al menos tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados estadisticamente
usando un test Ty las diferencias entre las cepas estudiadas en cada caso se indican en las
graficas excepto que se indique otra cosa (P<0,05*, P<0,005**, P<0,0005***). El analisis

estadistico se realizd con el software GraphPad Pri
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