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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Las células estan expuestas a agentes genotoxicos que pueden afectar a la integridad genética. Para
evitarlo, han desarrollado una compleja ruta de sefializacion conocida como “respuesta a dafio en el
ADN”, en la que las proteinas quinasas ocupan un papel relevante dada su importancia en la
fosforilacion y activacién de los componentes de la misma. Sin embargo, dada la necesidad de una
fina regulacion de esta ruta, las proteinas fosfatasas estan adquiriendo una mayor relevancia. En este
trabajo se ha evaluado el papel de la fosfatasa Cdc14 en la respuesta a una rotura de doble cadena, asi
como la propia regulacion de su localizacion y actividad. Los resultados demuestran que la
localizacion subcelular nucleo/citoplasma de Cdc14 esta controlada por las regiones NLS (Nuclear
Localization Signal) y NES (Nuclear Export Signal) de la proteina, siendo necesaria una modificacion
postraduccional por SUMOilacion para el reconocimiento de esta Gltima. Curiosamente, una
acumulacion permanente de Cdcl4 en el nucleoplasma disminuye la actividad Cdk celular, hecho
que afecta al proceso de reparacion. Estos datos indican que la regulacion espacial de Cdcl4 es
fundamental para la correcta reparacion de roturas en el ADN; y por tanto, para la correcta viabilidad

celular en respuesta a estrés genotoxico.

Palabras clave: fosfatasa Cdc14, checkpoint de dafio, SUMOilacion, reparacion del ADN, reseccion.

Cells are constantly exposed to genotoxic agents that can cause DNA damage. To avoid it, cells have
developed a signalling network known as DNA damage response (DDR), in which kinases play an
important role, phosphorylating and activating many proteins of this network. However, given the
necessity of a fine-tuning regulation of this process, the study of protein phosphatases has been
receiving increasing interest. In this work, the role of the Cdc14 phosphatase in response to a double-
strand break has been explored and its regulation in terms of localization and activity has been studied.
The results show that its nuclear/cytoplasmic subcellular localization is controlled by the recognition
of NLS (Nuclear Localization Signal) and NES (Nuclear Export Signal) regions of the protein; and
that SUMOylation is needed to ensure the recognition of the latter. Interestingly, the permanent
nucleoplasmic localization of Cdc14 reduces cellular Cdk activity, which affects the DNA repair
process. In summary, these results show that the spatial regulation of Cdc14 is essential to properly
repair a double-strand break in DNA and therefore to ensure cell viability in response to genotoxic

stress.

Keywords: Cdc14 phosphatase, damage checkpoint, SUMOylation, DNA repair, resection.

Pagina 4 de 33



1. INTRODUCCION

Nuestras células estan sometidas de forma constante a agentes, tanto endégenos como exdgenos, que
pueden afectar a la integridad de su material genético. Por ello, es imprescindible la existencia de
mecanismos de reparacion adecuados que eviten que estos dafios puedan originar mutaciones que

afecten a la viabilidad celular o la aparicion de células tumorales.

Los mecanismos de reparacion del ADN pueden englobarse de forma genérica con el nombre de
“respuesta a dafio en el ADN” o DDR (DNA Damage Response), una compleja ruta de sefializacion
que es capaz de detectar el dafio producido en el ADN mediante proteinas sensoras, transmitir y
amplificar la sefial mediante una cascada de sefializacion; y finalmente generar una respuesta acorde
a la lesion producida (Zhou & Elledge, 2000). Esta respuesta se puede resumir en dos grandes
eventos: (i) un blogueo en la progresion en el ciclo celular mediante la activacion del checkpoint de
dafio que evita la entrada en mitosis hasta que se produzca la reparacion del dafio en el material
genético; y (ii) activacion del proceso de reparacion, promoviendo la sintesis de proteinas especificas
y su reclutamiento a las zonas dafiadas (Ciccia & Elledge, 2010; Ramos, Villoria, Alonso-Rodriguez,
& Clemente-Blanco, 2019).

Dada la gran importancia de mantener la integridad del material genético, resulta l6gico pensar que
debe existir una gran coordinacion entre ambos eventos, y una compleja regulacion tanto temporal
como espacial de los factores que intervendran en el proceso. Solo asi se conseguird asegurar una

respuesta eficaz y una correcta reparacion de la lesion.

1.1 Rotura de doble cadena

A pesar de la gran variedad de lesiones que puede sufrir el ADN, una de las més estudiadas es la
rotura de doble cadena o DSB (Double-Strand Break), debido a que es la mas citotoxica y deriva en
muerte celular si no es reparada (Vitor, Huertas, Legube, & de Almeida, 2020). Una vez detectado el
DSB, este puede repararse, principalmente, por dos vias: (i) union de extremos no homélogos o NHEJ
(NonHomologous End-Joining); o (ii) recombinacién homdloga o HR (Homologous Recombination)
(Figura 1A).

NHEJ consiste en la unién de los dos extremos de ADN, con independencia de que exista homologia
entre sus secuencias. Por ello, se considera un mecanismo de reparacion propenso a errores y que
puede originar una importante pérdida de informacion genética. Aun asi, es un mecanismo altamente

utilizado por la célula, estando activo en todas las fases del ciclo celular (Lieber, 2010).
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La reparacion por recombinacion homologa, por el contrario, esta restringida unicamente a las fases
S y G2 del ciclo celular, ya que requiere de una secuencia homéloga -generalmente una crométida
hermana- que sirva como molde para la reparacion. De este modo, se consigue una reparacion
fidedigna de la lesion, preservando la integridad del genoma (Huertas, 2010). Esta via de reparacion
se caracteriza por una degradacion en sentido 5°-3° de una de las hebras de ADN en la zona de la
rotura -reseccion-, generandose un extremo 3’ de ADN monocatenario que tiene la capacidad de
buscar e invadir una hebra de ADN molde para iniciar la sintesis del ADN perdido (Figura 1B). Tras
la busqueda de homologia, se produce una invasion de la cadena homodloga, generandose un
heteroduplex de ADN o D-loop. En esta estructura, ambas cadenas se encuentran unidas fisicamente
mediante uniones de Holliday que deben resolverse para obtener finalmente el producto de la
reparacion, que variara en funcion del mecanismo empleado por la célula (Krejci, Altmannova,
Spirek, & Zhao, 2012; X. Li & Heyer, 2008; Wright, Shah, & Heyer, 2018). De entre los mecanismos
posibles, los més destacados son SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing) y DSBR (Double-
Strand Break Repair). En el caso de utilizar SDSA, tras iniciarse la sintesis, el D-loop se desensambla
y la hebra invasora recupera su posicion original. Esto asegura una reparacién por conversion génica
y sin entrecruzamientos cromosomicos. Por otro lado, la utilizacion de DSBR implica la formacion
de una unién de Holliday doble debido a que ambos extremos de la lesion invaden la cadena
homologa. La reparacion, por tanto, podra realizarse no solo por conversion génica, sino también

mediante entrecruzamientos cromosémicos.
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Figura 1. Mecanismos de reparacién de un DSB. A) Una rotura de doble cadena puede repararse mediante la via de
unién de extremos no homologos, siendo esta una via propensa a errores; 0 mediante recombinacién homéloga,
garantizando una reparacion fidedigna de la lesidn. B) Proceso de reseccion y busqueda de homologia que ocurre en el
proceso de reparacion por recombinacién homologa, teniendo como resultado la reparacion de la lesion.
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1.2 Checkpoint de dafio en el ADN y sefializacion

Una vez detectado el dafio en el material genético, es necesaria la transmision de la sefial con el fin
de activar todos los mecanismos biolégicos implicados en el bloqueo de la progresion en el ciclo
celular y la reparacion de la lesion. Esta transmision esta mediada mayoritariamente por eventos de
fosforilacion -adicién de un grupo fosfato-, que se producen en residuos de serina y/o treonina, dando
lugar a cambios conformacionales que generalmente tienen como resultado la activacion de la

proteina fosforilada (Summers et al., 2011).

En Saccharomyces cerevisiae, cuando se produce una rotura de doble cadena, la cascada de
sefializacion se inicia con la fosforilacion de las proteinas Rad9 y Mrcl por las quinasas Mecly Tell
(ortdlogos de ATR y ATM en mamiferos). Esto permite la activacion por fosforilacion de las quinasas
efectoras Chk1 y Rad53, que bloquean la progresién en el ciclo celular, activando en consecuencia el
checkpoint de dafio (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012; Matellan & Monje-Casas, 2020). En relacion
con el blogueo en el ciclo celular, se ha demostrado que la quinasa Cdc28 (Cdkl), una quinasa
dependiente de ciclina implicada en la progresion en el ciclo celular (Mendenhall & Hodge, 1998),
interviene en la fosforilacion de diferentes proteinas de la ruta y es necesaria en el proceso de

reseccion (Ira et al., 2004).

1.3 Implicacion de proteinas fosfatasas en el DDR

La actividad de distintas quinasas es de gran importancia en la respuesta a dafio en el ADN (Cussiol,
Soares, & de Oliveira, 2020); y por ello, han sido estudiadas en profundidad. Sin embargo, conforme
a la necesidad de una fina regulacion de estos procesos de sefializacion comentada anteriormente, el
estudio de la accion de proteinas fosfatasas -capaces de revertir los eventos de fosforilacion- esta
adquiriendo un mayor interés. Esto se debe no solo a su asociacion con la reentrada en el ciclo celular
una vez completa la reparacion mediada por desfosforilacién de Rad53 (Matellan & Monje-Casas,
2020), sino a que recientemente se ha demostrado que son capaces de modular directamente distintas
fases de la reparacion (Campos & Clemente-Blanco, 2020; Lee & Chowdhury, 2011; Ramos et al.,
2019).

Es llamativo que el niamero de fosfatasas es significativamente menor que el nimero de proteinas
quinasas, lo que podria sugerir una actividad “promiscua” de estas proteinas. Sin embargo, la
actividad selectiva y regulada de estas proteinas con las quinasas se consigue mediante la interaccion
con subunidades reguladoras (Shi, 2009; Virshup & Shenolikar, 2009), asi como por el

reconocimiento de motivos proteicos especificos (Kataria et al., 2018; Offley & Schmidt, 2019).
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En Saccharomyces cerevisiae, la mayoria de fosfatasas implicadas en el DDR son serina/treonina
fosfatasas, entre las que destacan las fosfoproteinas fosfatasas (PPPs) PP1, PP2A y PP4; asi como
Cdc14, una fosfatasa antagonista de Cdk1 (Offley & Schmidt, 2019; Ramos et al., 2019).

1.4 Proteina fosfatasa Cdcl14

Cdcl14 es una proteina fosfatasa perteneciente a la familia de fosfatasas con especificidad dual o
DUSPs (DUal-Specificity Phosphatases), debido a que presenta actividad fosfatasa sobre residuos de
fosfotirosina y fosfoserina/fosfotreonina (Bremmer et al., 2012). Ademas, se caracteriza por su
predisposicion a desfosforilar targets directos de Cdk1. Desde su descubrimiento en 1973 (Hartwell,
Mortimer, Culotti, & Culotti, 1973), se ha demostrado su actividad en procesos como la regulacion
de la salida de mitosis, citocinesis, morfogénesis y reparacion del ADN (Eissler et al., 2014). En
referencia a este ultimo punto, se ha relacionado con la resolucién de uniones de Holliday derivada
de la activacion de la resolvasa Yenl (Blanco, Matos, & West, 2014; Garcia-Luis, Clemente-Blanco,
Aragon, & Machin, 2014). Por otro lado, considerando la implicacion de Cdk1 en el DDR y en base
a la naturaleza antagonista a esta quinasa de Cdc14, la accion de esta fosfatasa en reparacion del ADN
podria también estar relacionada con revertir la fosforilacion producida por esta quinasa (Campos &
Clemente-Blanco, 2020). Corroborando esta observacion, Cdcl4 interviene en revertir la
fosforilacion por Cdkl del componente del cuerpo polar del huso Spcl110, hecho que estabiliza el
huso mitético durante la respuesta a estrés genotoxico y fomenta la reparacién por recombinacion
homologa (Villoria et al., 2017).

La accion especifica de Cdcl14 viene condicionada por la dimerizacion proteica y el reconocimiento
de motivos Pro-X-Leu (Kataria et al., 2018) por parte del bolsillo hidrofébico presente en la fosfatasa.
Sin embargo, es el control espaciotemporal de la proteina en distintos compartimentos celulares lo
que regula su actividad a lo largo del ciclo celular. Asi, Cdc14 se encuentra retenido e inhibido en el
nucléolo por unidn a la proteina nucleolar Netl durante interfase. Su activacion se produce gracias a
su liberacidn desde el nucléolo en dos oleadas (Geymonat, Jensen, & Johnston, 2002; Rock & Amon,
2009). En primer lugar, al nucleoplasma durante metafase (regulada mediante la cascada de
sefializacion Fourteen Early Anaphase Release o FEAR); y finalmente al citoplasma durante anafase
(regulada mediante la cascada de sefializacion Mitotic Exit Network o MEN). Esto permite la
interaccion con distintos sustratos a lo largo de la mitosis celular (Traverso et al., 2001). De igual
modo, en respuesta a dafio se produce una liberacion de la fosfatasa desde el nucléolo al
nucleoplasma, lo que sugiere su implicacion en la reparacion por recombinacién homologa (Villoria

etal., 2017). A nivel estructural, en la fosfatasa Cdcl4 se distinguen dos dominios principales,
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esenciales para su actividad: (i) el dominio N-terminal, que contribuye a la especificidad de sustrato;
y (ii) el dominio C-terminal, con actividad catalitica (Gray, Good, Tonks, & Barford, 2003). En este
ultimo dominio se encuentran el sitio activo (residuo de cisteina 283), asi como dos regiones
implicadas en el control de la localizacién de la proteina: (i) una secuencia de localizacion nuclear
NLS (Nuclear Localization Signal), que se caracteriza por la presencia de cuatro pares de
aminoacidos con carga positiva (Mohl, Huddleston, Collingwood, Annan, & Deshaies, 2009); vy (ii)
una secuencia de exportacion del nucleo NES (Nuclear Export Signal), rica en residuos de leucina

(Bembenek et al., 2005) (Figura 2).

Sitio de SUMOilacion

Region NES
(residuos 353-367)

Sitio activo

Region NLS
(residuos 517-546)

Figura 2. Estructura tridimensional de Cdc14. Representacién de la estructura terciaria de la fosfatasa Cdc14 (en forma
monomérica), destacando regiones encargadas del control de la localizacion proteica, asi como el sitio activo (Cys 283)
y el sitio de SUMOQilacion (Lys 373). La molécula de SUMO aparece unida al residuo de lisina 373. Imagen creada a
partir del modelo generado por el servidor I-TASSER (Yang et al., 2014) y utilizando el programa UCSF Chimera
(Pettersen et al., 2004).

El reconocimiento de estas dos regiones es de gran importancia para regular la localizacién de la
proteina a nivel subcelular; y, en consecuencia, para su actividad. Es de suponer que modificaciones
postraduccionales puedan jugar un papel importante, regulando la accesibilidad de estas regiones, asi
como la interaccion proteina-proteina. En concreto, se ha reportado que esta fosfatasa puede sufrir
modificaciones por fosforilacion por Cdk1 (Jones et al., 2011; Y. Li, Cross, & Chait, 2014); asi como
por SUMOQilacion (Colomina, Guasch, & Torres-Rosell, 2017; De Albuquerque, Liang, Gaut, &
Zhou, 2016; Srikumar, Lewicki, & Raught, 2013). Curiosamente, existe un sitio consenso para esta
modificacion postraduccional (residuo de lisina 373) cercano a la region NES (Figura 2), lo que
podria suponer un mecanismo de regulacion de la localizacion de la fosfatasa durante la respuesta a

dafio.
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1.5 Modificacion postraduccional por SUMOilacion

La SUMOilacion (Kerscher, 2007), una modificacion postraduccional consistente en la adicion de
una molécula de SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier), es capaz de modular la localizacion,
activacion o interacciones de las proteinas (Seeler & Dejean, 2003). Mientras que en humanos existen
tres isoformas diferentes de esta proteina, en S.cerevisiae existe una sola variante, codificada por el
gen SMT3, que es esencial para la viabilidad celular (Felberbaum & Hochstrasser, 2008). La proteina,
inicialmente sintetizada como precursor, es activada en este organismo por la accién de la
SUMOproteasa Ulpl, que expone un residuo de glicina en el extremo C-terminal. A continuacion, y
en un proceso muy similar al de la ubiquitinacion, se produce la union covalente de la molécula de
SUMO aun residuo de lisina de la proteina sustrato. En este proceso, dependiente de ATP, intervienen
enzimas E1 (con accion activadora por adenilacion), asi como enzimas conjugadoras E2 y enzimas
ligasas E3. Estas dos Ultimas catalizan conjuntamente la formacion de un enlace amida con el residuo
de lisina. Esta union, sin embargo, debe ser revertida por accion de SUMOproteasas para asegurar

una correcta regulacion de la proteina sustrato.

En el caso de la respuesta a dafio en el ADN en particular, se ha demostrado que la SUMOilacion es
relativamente frecuente (Sarangi & Zhao, 2015), por lo que esta podria estar regulando la actividad
de la fosfatasa Cdc14.

2. ANTECEDENTES

Estudios previos del grupo de investigacion han demostrado que Cdc14 es necesaria para una correcta
ejecucion de los mecanismos de reparacion en respuesta a un DSB, observandose una liberacion de
la proteina desde el nucléolo al nucleoplasma en respuesta a dafio. En este sentido, mediante ensayos
de microscopia de fluorescencia, se ha observado que la localizacion subcelular de la proteina parece
estar relacionada con el reconocimiento de las regiones NES y NLS. Ademas, la liberacion nucleolar
de Cdc14 coincide con la SUMOilacion de la proteina. Por otro lado, mediante el uso de un software
de prediccion de sitios de SUMOilacion se ha identificado una secuencia consenso para esta
modificacion postraduccional (K373). Sorprendentemente, la localizacion subcelular de Cdcl4 en
respuesta a dafio en un mutante puntual del sitio de SUMOilacion (K373R) es muy similar a la de un
mutante de delecion de la region NES, lo que sugiere la relacion entre esta modificacion

postraduccional y la localizacion de la fosfatasa.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, la regulacion de la localizacion de la fosfatasa Cdc14
parece ser crucial para que su actividad en respuesta a dafio en el ADN se produzca tanto en el lugar

adecuado como en el espacio de tiempo necesario.

A nivel general, el objetivo principal de este trabajo ha sido indagar en el papel de Cdcl4 en la
respuesta a dafio en el ADN; asi como determinar como se regula la actividad y localizacion de esta

fosfatasa.
A nivel especifico, a lo largo de este trabajo se han desarrollado los siguientes puntos:

e Estudiar los mecanismos de regulacion de la localizacion de la fosfatasa Cdcl14 en respuesta
a dafio en el ADN.

e Establecer una relacion entre la localizacion de Cdc14 y su actividad en respuesta a dafio en
el ADN.

e Determinar el efecto de la modificacion postraduccional de Cdcl4 por SUMOilacion en el
residuo de lisina 373.

e Analizar las implicaciones de la localizacion de Cdc14 en la correcta reparacion de lesiones
en el ADN.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aproximacion experimental

Debido a que CDC14 es un gen esencial, no es posible el estudio de sus funciones mediante la
utilizacion de mutantes de delecion. Por ello, una aproximacion util es la expresion de versiones
mutantes de la proteina. Para poder determinar el efecto de cada una de ellas, sin embargo, es
necesario anular la actividad de la proteina enddgena. Esto se consigue mediante la utilizacién de
cepas con un fondo genético en el que la version silvestre de este gen se encuentra sustituida por el
alelo termosensible cdc14-1. Asi, al trabajar a una temperatura restrictiva de 33°C, se consigue inhibir
la actividad de la fosfatasa enddgena mientras que se expresan de forma controlada las versiones de
Cdc14 deseadas. Ademas, de esta forma se evitan problemas de cruzamiento funcional entre ambas
versiones de la proteina. En este trabajo se ha utilizado un plasmido integrativo pRS304 para integrar
en el locus TRP1 diferentes versiones de Cdcl4. Ademas, la expresion de cada una de estas versiones

se controla mediante la sustitucion del promotor endégeno de Cdc14 por un promotor inducible por
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galactosa y reprimible por glucosa (GAL1-10). A su vez, todas estas versiones llevan fusionada una
etiqueta de GFP (Green Fluorescent Protein) en el extremo amino, lo que permite su visualizacion al
microscopio. El estudio de esta fosfatasa exclusivamente en respuesta a estrés genotdxico se logra
gracias a la induccion de un DSB de forma controlada en el locus MAT (responsable del cambio de
tipo sexual) en el cromosoma |1l (Figura 3), por accién de la endonucleasa HO regulada bajo un

promotor inducible por galactosa (Haber, 2012; Sugawara & Haber, 2006).

DSB
v
- i
L N
Che. VI [ pGal | wHO )y D)
V

Figura 3. Sistema MAT locus de Saccharomyces cerevisiae y HO inducible por galactosa. La expresion controlada de
la endonucleasa HO permite generar un DSB controlado en el cromosoma 11, facilitando el estudio de los mecanismos
de reparacion. HOs: HOsite, sitio de corte de la endonucleasa HO; HMLo y HMRa: Hidden MAT Left y Hidden MAT
Right, regiones donadoras para la reparacién de un DSB en la region MATa; pGal: promotor inducible por galactosa; Chr.:
cromosoma.

4.2 Condiciones de experimentacion

Para todos los experimentos realizados se siguié el mismo procedimiento: se partié de colonias
crecidas en placas de YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) a 25°C, que se incubaron overnight a
esta misma temperatura y en agitacion en medio liquido YP (Yeast extract Peptone) suplementado
con rafinosa a una concentracion final del 2%. A la mafiana siguiente, se ajusto el cultivo a una
densidad optica (DOsoo) de 0.4 y se indujo la expresion de la endonucleasa HO mediante la adicion
de galactosa a una concentraciéon final del 2%. La recogida de muestras, tanto previa a la induccion
del dafio como en las 10 horas posteriores, se realizé a intervalos de una hora como se describe en los
siguientes apartados *. La adicion de glucosa a una concentracion final del 2% se realizé a diferentes
tiempos en funcion del experimento. El paso a temperatura de 33°C se realiz0 a diferentes tiempos en

funcién del experimento.

4.3 Medios de cultivo
En funcion del experimento realizado, se han utilizado tanto medios ricos como medios
suplementados con antibi6ticos o medios minimos. En todos los casos, para la preparacion de medios

solidos se afiadio agar a un concentracion final del 2%.

En el caso de los medios ricos YEPD y YP-Rafinosa 2%, la composicion es 1% de extracto de

levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa o rafinosa, respectivamente. En el caso de los medios

1 Véase apartados 4.5.1, 4.6.1, 4.7y 4.8.
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suplementados con antibi6ticos, la composicion es la del medio rico YEPD suplementado con G418
(1 pl/ml), hidroxiurea (0.38 pg/ml), higromicina (6 pl/ml) o nourseotricina (0.5 pl/ml).

En el caso de los medios minimos, la composicion es 0.7% de bases nitrogenadas YNB sin
amino&cidos y 2% de glucosa, ajustado a un pH de 6.5. El suplemento con aminoacidos se realizé en
funcion de las auxotrofias de las cepas correspondientes y en base a las siguientes concentraciones
finales: adenina 6.75 mM, uracilo 5.61 mM, triptéfano 10.2 mM, leucina 0.5 mM e histidina 3.33
mM.

4.4  Transformacién genética de Saccharomyces cerevisiae

La preparacion de células competentes se realiz6 a partir de cultivos overnight en medio rico YEPD.
Se ajustd un volumen de 50 ml a una DOgoo de 0.4 y se incubaron durante 2 horas. A continuacion,
se recuperaron las células por centrifugacion 2 minutos a 4000 revoluciones por minuto (r.p.m.). Se
retir6 el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 40 ml de agua estéril. Se centrifug6 2 minutos
a 4000 r.p.m., se retird el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de sorbitol. Se
centrifug6 1.5 minutos a 6000 r.p.m., se retird el sobrenadante y se resuspendio en 360 ul de sorbitol.

A continuacion, se afiadieron 40 ul de esperma de salmén previamente hervido.

Para la transformacion, se tomaron 20 ul de células competentes y 5-6 ul del plasmido o cassette a
transformar. Se afiadio polietilenglicol (PEG) en una proporcion 6 veces mayor y se mantuvo 20
minutos en hielo. A continuacién, se incub6 30 minutos a temperatura ambiente y se afiadio
dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion final del 10%. Se aplicé un choque térmico de 15
minutos a 42°C. Si el marcador utilizado era un gen de resistencia a antibiético, se recuperaron las
células en medio rico YEPD durante 4 horas antes de afiadir 1 ml de agua estéril y centrifugar 1.5
minutos a 6000 r.p.m. Tras retirar el sobrenadante, se resuspendié en 100 ul de agua estéril y se
plaqueo en el medio adecuado para la seleccion de transformantes. Al usar marcadores auxotroficos

las celulas se sembraron directamente tras el choque térmico.

4.5 Manipulacion y andlisis de acidos nucleicos

4.5.1 Extraccion de ADN
Se parti6 de 10 ml de cultivo a una DOsoo de 0.4 y se centrifugd 2 minutos a 3000 r.p.m. Se elimind
el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline). Se
centrifugd 1.5 minutos a 6000 r.p.m. y se elimino el sobrenadante. Las muestras se congelaron en
hielo seco y se almacenaron a -20°C hasta la preparacion de los extractos de ADN. Tras descongelar

y homogeneizar las muestras en hielo, se resuspendieron en 400 pl de una solucion compuesta por
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400 ul de DNA Extraction buffer (SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM),
suplementado con 2 ul de RNAsa, 1 ul de liticasa y 4 ul de -mercaptoetanol por muestra. Se mezcld
aplicando vortex y se incub6 10 minutos a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras fueron
fenolizadas en tubos “Phase Lock Gel Light”, que permiten la purificacion de &cidos nucleicos en un
solo paso. Para ello, se afiadieron 500 ul de fenol/cloroformo a cada muestra y se incubaron durante
10 minutos a temperatura ambiente y en movimiento. A continuacion, se transfirid la fase acuosa a
nuevos tubos y se afiadieron dos volimenes de etanol 100%. Se centrifugd 30 minutos a 13000 r.p.m.
en frio. Se elimino el sobrenadante y se afiadieron 750 ul de etanol 70%. Se centrifugd 10 minutos a
13000 r.p.m. en frio y se eliminé el sobrenadante. Una vez seco el ADN precipitado, se resuspendio
en 100 pl de agua estéril.

4.5.2 Analisis por Southern blot
La separacion de los acidos nucleicos, previamente digeridos, en funcién de su tamafio se hizo en
geles de agarosa 1%. La electroforesis se realizé a 25 V constantes durante 19 horas para los ensayos
de reparacion; y a 50 V constantes durante 4 horas para los ensayos de reseccion. Para la carrera se
utiliz6 TBE 1X (Tris-Borate-EDTA). Una vez finalizada la carrera, y previo al proceso de
transferencia a membranas con carga positiva, se realizaron una serie de lavados, todos ellos en
agitacion. En primer lugar, se lavaron los geles durante 5 minutos en agua estéril. A continuacion, se
realizd un lavado de 10 minutos en una solucién depurinizante (HCI 0.125 M). Posteriormente, se
realiz6 un nuevo lavado con agua estéril durante 10 minutos. Seguidamente, se realiz6é un lavado de
30 minutos en una solucién desnaturalizante (NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M). A continuacion, se realiz
un lavado de 3 minutos en agua estéril tanto de los geles como de las membranas. Después, se lavaron
los geles durante 30 minutos en una solucién neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris-HCI 1 M, pH 7.4) y las
membranas en SSC 20X (Sodium-Saline Citrate buffer). La transferencia a la membrana se realiz6
mediante capilaridad usando una torre de transferencia overnight. Al dia siguiente, se fijaron los
acidos nucleicos a la membrana mediante la irradiacion con luz ultravioleta en un “crosslinker” y se
realizé un lavado de las membranas en SSC 5X durante 7 horas en agitacion. Después, las membranas
se incubaron durante 2 horas en una solucion bloqueante (SSC 5X, dextransulfato 0.17 M y SDS
0.1%). Transcurrido el bloqueo, se afiadid la sonda correspondiente a cada membrana y se incubd
overnight a 65°C. El lavado de la sonda se hizo a 65°C en agitacién con 2 lavados de 15 minutos con
la solucién 1 (SSC 1X, SDS 0.1%) seguidos de 2 lavados de 10 minutos con la solucién 2 (SSC 0.5X,
SDS 0.1%). Posteriormente, se realizo un lavado de 5 minutos en agitacion a temperatura ambiente
en AB buffer 1X (Tris-HCI 0.13 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5). Después, se bloguearon las membranas

en una solucién de leche desnatada en polvo 1% en AB buffer 1X durante 2 horas en agitacion. A
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continuacion, se incubd la membrana en una solucion de leche desnatada en polvo 0.5% en AB buffer
1X con el anticuerpo Anti-fluorescein-AP Fab fragments 150U (Roche, 0.4 ul en 100 ml) durante una
hora en agitacion. Seguidamente, se realizaron 3 lavados en agitacion de 15 minutos cada uno en AB
buffer-tween 0.2%. Se revelaron utilizando la solucién de revelado Amersham™ CDP-Star™
Detection Reagent (GE Healthcare) y la sefial de quimioluminiscencia se detectdé con peliculas
fotogréficas. La cuantificacion de la intensidad de las bandas obtenidas se realizd6 mediante el

programa de analisis de imagenes Fiji-ImageJ.

4.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La comprobacion de cepas a partir de colonias se realizé utilizando la polimerasa GoTag® G2 Flexi
ADN. Se parti6 de una fraccion de colonia disuelta en 10 ul de agua estéril, lisada mediante incubacion
a 95°C durante 10 minutos. Para la generacion de cassettes y plasmidos se utilizé la polimerasa Kapa,
con capacidad de amplificar fragmentos de gran tamafio y con una gran fidelidad. La longitud de los
ciclos de extension varié en funcion del fragmento a amplificar -a razon de 1 minuto por kilobase-;
asi como la temperatura de anillamiento dependiendo de la temperatura de fusion de los

oligonucledtidos utilizados.

4.5.4 Electroforesis de ADN
La separacion de los fragmentos de ADN en funcion de su tamafio se realiz6 mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0.7% en tampdon TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA) con Midori Green 0.1 pl/ml.
La electroforesis se realizd a voltaje constante de 50V en TAE 1X. La visualizacion de los fragmentos
de ADN se realizé con el equipo Gel Doc XR (Bio-Rad). Como marcador de peso molecular se utilizd
NZYDNA Ladder I11 (NZYTECH).

4.6  Manipulacion y andlisis de proteinas

4.6.1 Obtencion de extractos proteicos
Se partié de 5 ml de cultivo a una DOgoo de 0.5y se centrifugd 2 minutos a 3000 r.p.m. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de TCA 20% (TrichloroAcetic Acid). Se
centrifugo 1.5 minutos a 12000 r.p.m., se elimino el sobrenadante y se resuspendié en 100 ul de TCA
20%. Las muestras se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -20°C hasta la preparacion de los
extractos proteicos. Una vez las muestras fueron descongeladas y homogeneizadas en hielo, se
afiadieron bolas de vidrio para facilitar la lisis celular. En frio, se aplicaron 3 pulsos de 20 segundos
a una potencia de 5.5 en una Fastprep, dejando 2 minutos de reposo entre ellos. Se afiadieron 150 pl
de TCA 20% a cada muestra y se perforaron los tubos en su base, acoplandolos a tubos nuevos. Se

centrifugo en frio 2 minutos a 1600 r.p.m. y a continuacion se afiadieron 300 pl de TCA 5% a cada
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muestra. Se repitio el proceso de centrifugacion, y se desechd el tubo inicial con las bolas de vidrio.
Se afiadieron 700 ul de TCA 5% y se disolvid el precipitado mediante agitacién en vortex. Se
centrifug6 8 minutos en frio a 5000 r.p.m. y se retird el sobrenadante. Se resuspendié el precipitado
en 70 ul de TRIS 1 M pH 8 y 70 ul de tampon de carga (1:5). Se hirvieron las muestras durante 10
minutos a 95°C para desnaturalizar las proteinas y a continuacion, se centrifugaron durante 5 minutos

a 12000 r.p.m. para precipitar los restos celulares y obtener los extractos proteicos.

4.6.2 Analisis por Western blot

La separacion de las proteinas en funcidn de su peso molecular se hizo en geles de poliacrilamida, de
concentracion 6% u 8% (relacion acrilamida:bisacrilamida de 29:1). La electroforesis se realiz6 a un
voltaje constante inicial de 75 V, incrementado a 125 V una vez las proteinas pasan del gel de
empaquetamiento al gel de carrera. Para la carrera se utiliz6 tampdn de carrera 1X (Tris-HCI 0.025
M, glicina 0.19 M, SDS 0.1%). El tiempo de carrera varié en funcion de la proteina a estudiar. La
transferencia a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se realiz6 a un amperaje constante
de 200 mA durante 75 minutos en frio. A continuacion, se bloqued la membrana en una solucion de
leche desnatada en polvo en PBS-tween 0.1% durante una hora en agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubd la membrana overnight en la solucidn de bloqueo a la que se le afiadio el
anticuerpo primario en la dilucion adecuada (Tabla 1). Al dia siguiente, se lavo la membrana 3 veces
con PBS-tween 0.1%, durante 15, 5 y 5 minutos, respectivamente. Después, se incubd la membrana
con el anticuerpo secundario en una solucién de leche desnatada en polvo en PBS-tween 0.1% durante
2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS-tween
0.1% durante 15, 5 y 5 minutos, y finalmente 2 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Las
membranas fueron reveladas utilizando el reactivo ECL Plus Western Blotting Substrate y la sefial de
quimioluminiscencia se detectd con peliculas fotograficas. La intensidad de las bandas obtenidas fue
cuantificada utilizando el programa de procesamiento de imagen Fiji-ImageJ.

ANTICUERPO PRIMARIO (dilucion) ANTICUERPO SECUNDARIO(dilucion)
Anti-GFP (1:5000) \ Anti-rat (1:5000)
Anti-Rad53 (1:2000) \ Anti-rabbit (1:5000)
Anti-HA (1:2500) \ Anti-mouse (1:25000)

Tabla 1. Anticuerpos utilizados. Se indican las diluciones en las que se han utilizado.

4.7 Citometria de flujo

Se tomaron 200 ul de células fijadas en etanol 70% y se centrifugaron 1.5 minutos a 6000 r.p.m. Se
elimino el sobrenadante y se afiadieron 250 ul de una solucion compuesta por 250 ul de SSC 1X'y
0.75 ul de RNAsa por muestra. Se incubaron overnight a temperatura ambiente y a la mafana

siguiente se afiadieron 50 pl de una solucion compuesta por 50 pl de SSC 1X y 1.5 ul de proteinasa
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K (10 mg/ml) por muestra. Se incubd una hora a 50°C y a continuacion se afiadieron 250 ul de SSC
1X por muestra. Después, se sonicaron en dos pulsos de 30 segundos con un reposo de 30 segundos
entre ellos. A continuacion, se afiadieron 265 pl de una solucién compuesta por 250 pl de SSC 1X'y
15 ul de yoduro de propidio (100 pug/ml) por muestra y se incub6 durante una hora a temperatura
ambiente. Se prepararon tubos de citometro a los que se les afiadié 1 ml de SSC 1X. Tras la
incubacidn, se afiadieron 200 pl de cada muestra a los tubos preparados anteriormente y se procedio

a la adquisicion de las muestras, determinando la fluorescencia de 10000 células por muestra.

4.8 Microscopia

Se partié de 1 ml de cultivo y se centrifug6 2 minutos a 3000 r.p.m. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado en 1 ml de PBS 1X (Phosphate-buffered Saline). Se centrifug6 1.5 minutos
a 6000 r.p.m. y se elimind el sobrenadante. La visualizacion de las proteinas etiquetadas con GFP se
realizé en el microscopio de fluorescencia Delta Vision, tomando imagenes en 3 planos de un grosor
de 0.7 um, con una exposicion de 0.2 segundos. El procesamiento de las imagenes se realizd

utilizando el programa Fiji-ImageJ.

4.9 Cepas

Para la realizacion de este Trabajo Fin de Grado se ha utilizado la levadura de gemacion
Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo. Todas las cepas utilizadas se construyeron en el
fondo genético JKM139 (MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO) y se recogen a continuacion (Tabla 2):

CEPA GENOTIPO

1642 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya' HOinc_Z1-Z2' Arg cdcl4-1-9myc::HPH

1906 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_z1-72'_Arg Cdc14-YFP::HPH

1911 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_z1-72'_Arg Cdc14-YFP::HPH rad53-K227A:: KanMX

1967 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-Z2' Arg, cdcl14-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES-NLS-9MYC

1998 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya' HOinc_Z1-72' Arg, cdcl14-1-9Myc::HPH; pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES-NLS

2000 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-72' Arg, cdcl14-1-9Myc::HPH; pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NLS

2002 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-72' Arg, cdc14-1-9Myc::HPH; pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES

2033 MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-72'_Arg, cdc14-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES-NLS-9MYC K373R
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MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr;:ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya' HOinc_Z1-Z2' Arg, cdc14-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES(N-term)-NES-NLS-

MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr;:ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-72'_Arg, cdcl4-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES(N-term)-L22K-

MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr::ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya'_HOinc_Z1-72' Arg, cdc14-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES-NLS-9MYC Pol12-

MATa HOA adel-100 leu2,3-112 lys5 ura3-52 trpl::hisG hml::ADE1 hmr;:ADE1 ade3::GAL-HO,
Arg_Ya' HOinc_Z1-Z2' Arg, cdcl4-1-9Myc::HPH, pRS304-Gal-GFP-Cdc14-NES-NLS-9MYC K373R

2269
9IMYC K373R
2292
NES-NLS-9MYC K373R
2385
6HA::Nat
2387
Pol12-6HA::Nat

Tabla 2. Cepas utilizadas. Se indica el genotipo de las cepas utilizadas.

5. RESULTADOS

5.1 Lasregiones NESy NLS controlan la localizacion subcelular de Cdc14 en respuesta a un DSB

Ensayos preliminares de microscopia de
fluorescencia sugerian que la localizacién de
Cdcl4 en respuesta a dafio podria estar
relacionada con el reconocimiento de las
regiones NES y NLS. El reconocimiento de la
region NES, ademas, parecia tener relacion
con la SUMOilacion de Cdcl4 en la lisina
373, ya que la localizacion de esta fosfatasa en
mutantes ANES y K373R durante la respuesta
a dafio en el ADN era muy similar. Tras
inducir el DSB mediante la expresion de la
endonucleasa HO y expresar las diferentes
versiones de Cdcl4 bajo el control del
promotor inducible por galactosa durante 40
minutos, se observan, de igual modo, cambios
en la localizacion subcelular de Cdcl4 en
funcién de la presencia o ausencia de las
regiones NES y NLS. En detalle, tras la

induccion de un DSB en el MATa locus tras la

Sh tras la induccion del corte

Figura 4. Las regiones NES y NLS controlan la
localizacion subcelular de Cdc14. Localizacion subcelular
de Cdc14 alas 5 horas de la induccién del DSB en una cepa
control, mutante ANLS y mutantes ANES y K373R. Véase
coémo al contrario que en estos dos Gltimos mutantes, en un
ANLS la localizacion de la proteina no se restringe
Gnicamente al nacleo. DIC: dicroico.
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expresion de la endonucleasa HO, la liberacion de una version silvestre de Cdc14 desde el nucléolo
al nucleoplasma se produce a las 4-6 horas.

Sin embargo, la eliminacion de la region NLS de Cdc14 da lugar a una localizacién de la proteina
tanto en el nucleoplasma como en el citoplasma (Figura 4). Por tanto, la region NLS estaria implicada
en mantener a la fosfatasa dentro del ndcleo durante la respuesta a dafio. Por otro lado, la delecién de
la region NES de Cdcl14 hace que la proteina se enriquezca dentro del nucleoplasma. Este mismo
fenotipo se observa en el mutante del sitio de SUMOilacion K373R (Figura 4). Estos datos sugieren
que tanto el NES como el NLS de Cdc14 podrian regular la localizacion de Cdc14 durante la respuesta
a un DSB. Ademas, también sugiere que su modificacion postraduccional por SUMOilacion podria

ser necesaria para el reconocimiento de la region NES.

5.2 Lalocalizacion de Cdc14 influye en el checkpoint de dafio

Uno de los dos grandes eventos caracteristicos de la respuesta a dafio en el ADN es el bloqueo de la
progresion en el ciclo celular. Dada la importancia que tiene Cdc14 en la progresion del ciclo celular,
es facil pensar que la localizacion especifica de la fosfatasa durante la respuesta a dafio en el ADN
podria tener algun papel en la regulacién del checkpoint de dafio. Tras haber caracterizado las regiones
que parecen controlar la localizacion de la fosfatasa durante la respuesta a estrés genotoxico, nos
planteamos si la eliminacion de alguna de ellas podria tener efectos sobre el bloqueo del ciclo celular.
Para comprobarlo, se decidio realizar un analisis mediante citometria de flujo (FACS) de cepas en las
gue se expresa una version silvestre de Cdc14, los mutantes carentes de las regiones NES o NLS, asi
como un mutante carente de la lisina 373 durante la expresion de la endonucleasa HO. En paralelo, y
para corroborar los resultados de FACS, se analiz6 el estado de fosforilacion de la quinasa efectora
Rad53 (como marcador de activacion del checkpoint de dafio) mediante Western blot. En estos

experimentos el tiempo de expresion de las diferentes versiones de Cdc14 fue de 90 minutos.

La expresion de una version silvestre de Cdcl4 bloguea la progresion en el ciclo celular en 2C
(Figura 5A). Sin embargo, la expresion de las versiones ANES, ANLS y K373R de Cdc14 producen
una reentrada prematura en el ciclo celular a partir de las 8 horas de la induccion del dafio (pico en
1C). Esta reentrada prematura en el ciclo celular se corrobora mediante la disminucion de los niveles
de fosforilacion de Rad53, siendo este efecto mas evidente en las cepas ANES y K373R (Figura 5B).
Estos datos sugieren que la correcta localizacién de Cdcl4 a lo largo de la respuesta a dafio es

importante para mantener una correcta activacion del checkpoint de dafio.
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Figura 5. La localizacion de Cdc14 influye en el checkpoint de dafio. A) Analisis del ciclo celular mediante FACS.
1C: una copia de ADN, 2C: dos copias de ADN. B) Western blot 6% de la proteina Rad53 en una cepa silvestre, ANES,
ANLS y K373R. Los niveles de fosforilacion de esta proteina se reducen de forma notable en los mutantes ANES y
K373R. P-Rad53: Rad53 fosforilada.

5.3 La SUMOilacion en el residuo de lisina 373 es necesaria para el reconocimiento de la region
NES
La similitud en los resultados de FACS y analisis de Rad53 entre los mutantes ANES y K373R sugiere
que la modificacion postraduccional por SUMOilacién pudiera regular positivamente la exportacion
de la proteina al citoplasma. Si bien, no podemos descartar que la sustitucion de la lisina 373 por
arginina pudiera desestructurar la regién NES, afectando en consecuencia a su reconocimiento. Para
solventar este problema, decidimos crear dos nuevas versiones mutantes de Cdcl4 partiendo de la
version con la mutacion puntual del sitio de SUMOilacion (K373R). En primer lugar, introdujimos
una nueva region NES en el extremo N-terminal de la proteina. Nos referiremos a esta version como
K373R N-NES. A continuacién, y partiendo de esta Gltima versién de la proteina, hicimos una
mutacion puntual de un residuo de leucina -presente en la posicidn equivalente a la lisina 373- a lisina.
La nomenclatura utilizada para referirnos a esta version de la proteina sera K373R N-NES L22K. Si
la SUMOQilacion de Cdcl4 en las cercanias del NES fuese necesaria para su reconocimiento, el
comportamiento de estas dos nuevas versiones de Cdc14 deberia ser diferente entre ellas. En el caso
de que esta modificacion postraduccional fuese necesaria para el reconocimiento de la regién NES,
se esperaria que la incorporacion de la lisina adyacente rescatara la liberacion de la estirpe carente de
este sitio de SUMOilacion. Es necesario destacar que dado que las modificaciones se estan realizando
en el extremo N-terminal, no sera posible replicar totalmente la funcionalidad de la region NES

enddgena de la proteina.
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Tras la induccion de la endonucleasa HO en una estirpe K373R N-NES se observa una reentrada total
a las 10 horas de la induccion del dafio, lo que indica que este mutante no puede bloquear el ciclo
celular tras la formacion del DSB (Figura 6A). Corroborando este dato, los niveles de fosforilacion
de Rad53 son practicamente inexistentes (Figura 6B, C). Sin embargo, al expresar la version K373R
N-NES L22K, los niveles de reentrada en el ciclo disminuyen con respecto a la cepa control (Figura
6A). Confirmando esta observacion, los niveles de fosforilacién de Rad53 en la version K373R N-
NES L22K se incrementan con respecto a la cepa control (Figura 6B, C). Estos datos sugieren que
la SUMOilacion de Cdc14 en regiones cercanas al NES es importante para la correcta funcionalidad
de la proteina. En estos experimentos el tiempo de expresion de las diferentes versiones de Cdc14 fue
de 90 minutos.

A B
K373R K373R
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Figura 6. La SUMQilacion de Cdcl4 es necesaria para el reconocimiento de la region NES. A) Anélisis del ciclo
celular mediante FACS. 1C: una copia de ADN, 2C: dos copias de ADN. B) Western blot 6% de la proteina Rad53 en
una cepa K373R N-NES y K373R N-NES L22K. P-Rad53: Rad53 fosforilada. C) Ratio de fosforilacion/no fosforilacion
(P/noP) en ambas cepas. Se observa una mayor recuperacion de los niveles de fosforilacion en la cepa K373R N-NES
L22K.

5.4 La presencia permanente de Cdc14 en el nucleoplasma es perjudicial para la reparacion de
un DSB

Tras confirmar mediante la aproximacion comentada anteriormente que la SUMOilacidn en el residuo

de lisina 373 es necesaria para el reconocimiento de la region NES; y basandonos en los bajos niveles

de Rad53 encontrados en la version K373R, nos preguntamos qué efecto podria tener esta

acumulacién de Cdc14 en el nucleoplasma de forma permanente a nivel de reparacion de un DSB.

Para ello, decidimos utilizar la técnica Southern blot y analizar esta situacion utilizando el mutante

puntual del sitio de SUMOilacion.
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El fondo genético de las cepas utilizadas en este estudio presenta una serie de caracteristicas (Figura
7) que lo hacen muy apropiado para el andlisis de reparaciéon. En primer lugar, en esta cepa se ha
sustituido el promotor endégeno de la endonucleasa HO por el promotor inducible por galactosa, lo
que permite la induccién controlada de un unico DSB en locus MAT en el cromosoma Il tras la
adicion de galactosa al medio de cultivo. Ademas, se han eliminado las regiones donadoras HMLa y
HMRa con el fin de forzar la reparacion inter-cromosomal por recombinacion homdloga con una
region homologa (MATa’) introducida en el cromosoma V. Una de las principales caracteristicas de
la region MATa’ es que el sitio de reconocimiento de la endonucleasa HO se encuentra mutado
(HOinc), de forma que una vez que las células hayan reparado utilizando como molde el cromosoma
V (conversion génica), se impide la generacion de nuevos DSBs. Esta region MATa’ presenta,
ademas, una serie de polimorfismos -secuencias diana de la enzima de restriccion EcoRI-, que
permiten hacer un analisis muy completo de la reparacion realizada; pudiéndose determinar en
funcion de los tamafios de banda obtenidos (tras digerir los &cidos nucleicos con la enzima de
restriccion EcoRlI) tanto la direccionalidad del mecanismo de reparacion como la extension de los

eventos de conversion génica.

Antes de la induccion del DSB mediante la expresion de la endonucleasa HO, la banda obtenida
presenta un tamario de 6.3 kb, correspondiente a la distancia entre los dos sitios ECORI presentes en
el cromosoma I11. Una vez inducido el corte, se genera un fragmento de 2.5 kb que puede observarse
analizando con la sonda situada a la izquierda del corte (Left HO); y otro de 3.8 kb que puede
observarse al analizar con la sonda situada a la derecha del corte (Right HO). Debido a que la
disrupcion de las regiones donadoras HMLa y HMRa del cromosoma |11 fuerza la reparacion inter-

cromosomal, en este sistema se formara un D-loop invadiendo el cromosoma V.

En el caso de que la conversion génica suceda por el lado izquierdo, sera posible detectar la aparicion
de bandas de 2.45 kb (si se incorpora solamente un sitio EcoRI) y de 2.3 kb (si se incorporan los dos
sitios EcoRl) al utilizar la sonda Left HO. De forma complementaria, la utilizacion de la sonda Right
HO permite detectar la incorporacion del primer sitio EcoRl, siendo el tamafio de la banda obtenida
de 3.85 kb.

En el caso de que la conversion génica se produzca por el lado derecho, podra detectarse la
incorporacion del sitio EcoRI mediante la aparicidn de una banda de 3.4 kb al utilizar la sonda Right
HO. La incorporacion de este sitio ECORI se puede determinar igualmente utilizando la sonda Left

HO. En este caso, el tamafio de banda obtenido es de 2.9 kb.
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Figura 7. Representacion esquematica del fondo genético de las cepas utilizadas. La homologia de la region MATa
(presente en el cromosoma 11y sobre la que se induce el DSB) con la region MATa’ (presente en el cromosoma V' y con
una serie de polimorfismos que la diferencian de la region MATa) hace posible la reparacion del DSB inducido en el
cromosoma |1 utilizando como molde la region MATa’. Mediante la utilizacion de las sondas Left HO (representada en
color rojo) y Right HO (representada en color azul), es posible obtener informacion sobre la direccionalidad de la
reparacion y la extension de los eventos de conversion génica. Ambas sondas ofrecen informacion antes de la induccién
del corte (representado en color negro). Chr.: cromosoma; HOs: HOsite, sitio de corte de la endonucleasa HO; HOinc:
HOinactive, sitio mutado de corte de la endonucleasa HO.

En una primera aproximacién expresando las versiones silvestre y K373R de Cdcl4 durante 90
minutos, observamos diferencias en la eficiencia de reparacion entre la estirpe silvestre y K373R. Sin
embargo, este fenotipo es més dréastico y permite realizar un mejor analisis al aumentar el tiempo de
induccion de las distintas versiones de Cdc14 a 180 minutos; de modo que seran los resultados que
se mostraran a continuacién. Bajo estas condiciones, la induccion de una version de Cdcl14 K373R
afecta a la eficiencia de la reparacién (Figura 8). Mientras que en la cepa silvestre se aprecia una
aparicion de bandas de reparacion a las 5 horas tras la induccion del DSB, en el mutante K373R esto
no sucede hasta las 6 horas (Figura 8A). Ademas, los niveles totales de los distintos productos de
reparacion en este mutante son siempre menores que en la cepa silvestre -véase recuperacion de la
banda “No cortado/Reparacion”- (Figura 8B). En ambos casos, predominan las bandas de reparacion

correspondientes a la incorporacion de sitios EcoRI en el lado izquierdo, lo que indica que ambas
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cepas tendrian una preferencia por esta direccionalidad durante la conversion génica, desvinculando

este hecho con la presencia permanente de Cdc14 en el nucleoplasma.

Curiosamente, observamos un incremento en la acumulacién de la banda correspondiente al corte a
lo largo de la induccidn al expresar la version K373R, lo que sugiere que el retraso en el proceso de
reparacion que se observa al expresar esta version de Cdc14 pudiera deberse a fallos en el proceso de

reseccion.
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Figura 8. Andlisis por Southern blot de la reparacion en una cepa control y un mutante K373R. A) Bandas obtenidas
utilizando las sondas Left HO y Right HO. B) Cuantificacion de los resultados obtenidos tras determinar la intensidad de
cada una de las bandas. Todos los resultados se encuentran normalizados frente a la actina, utilizada como control de
carga. u.r.: unidades relativas.
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Para evaluar de una forma mas detallada los problemas de reseccion que parecen existir en el mutante
K373R, decidimos realizar nuevamente un ensayo mediante Southern blot, valiéndonos una vez mas
de algunas caracteristicas del fondo genético de las cepas utilizadas. EI cromosoma 11 de estas cepas
presenta secuencias diana de la enzima de restriccion Styl en las inmediaciones del sitio de
reconocimiento de la endonucleasa HO (Figura 9A). La identificacion de estos fragmentos mediante
sondas especificas, asi como el analisis de la cinética de desaparicion de las mismas a lo largo de la
induccion, nos permite determinar la velocidad y distancia de la reseccion. En particular, se puede
visualizar el alcance de la reseccion a distancias del corte de 0.7 kb, 3 kb, 6 kb, 21 kb 'y 27 kb. Ademas,
tambiéen podemos obtener informacion sobre la eficiencia total de la reparacion mediante el uso de

sondas cercanas al sitio de reconocimiento de la endonucleasa HO.

Los resultados obtenidos de este andlisis evidencian nuevamente la menor eficiencia del proceso de
reparacion en el mutante K373R, siendo la recuperacion de la banda “No cortado/Reparacion” menor
que en el caso de la cepa silvestre. Mientras que en la cepa control se observa una recuperacion de

las bandas a partir de las 6 horas, en el caso del mutante este proceso avanza mas lentamente (Figura
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9B). Ademés, los problemas en reseccion del mutante K373R se observan ahora de manera més clara.

Incluso a distancias muy cercanas al sitio donde se genera el DSB, es posible observar que la reseccion

avanza de forma mas lenta en el caso del mutante K373R (Figura 9B, C). Se aprecia que, con respecto

a la cepa silvestre, el mutante K373R necesita mas tiempo para alcanzar la misma distancia de

reseccion; y estas diferencias se acentlan a medida que la distancia al sitio de corte aumenta. Esto

indica que existen ineficiencias en el proceso de reseccion al expresar la versién K373R de Cdcl4.
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Figura 9. Analisis de la reseccion en una cepa control y un mutante K373R. A) Representacion esquematica del fondo
genético de las cepas utilizadas. La presencia de sitios de corte de Styl posibilita el estudio de la reseccion tras la induccion
de un DSB en el cromosoma Il1. Es importante destacar que las sondas no se unen si el fragmento esta en forma de cadena
sencilla. Por tanto, una desaparicién de la banda indica que la reseccion ha llegado hasta ese punto. B) Bandas obtenidas
al realizar el ensayo de reseccion. C) Cuantificacion de los resultados obtenidos tras determinar la intensidad de cada una
de las bandas. Todos los resultados se encuentran normalizados frente a la actina, utilizada como control de carga. Chr.:
cromosoma; u.r.: unidades relativas.

Todo esto sugiere que la acumulacion permanente de Cdc14 en el nucleoplasma parece afectar a la

capacidad de llevar a cabo el proceso de reseccion, necesario para reparar un DSB de forma correcta
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mediante recombinacion homologa, probablemente debido a la inhibicion de diversos sustratos de
Cdk1.

5.5 El proceso de reseccion es menos eficiente cuando Cdc14 no se SUMOila

Los resultados expuestos anteriormente ponen de manifiesto una posible relacién entre la no
SUMOilacion de Cdcl4 y una ineficiencia en el proceso de reseccion. Estos problemas, ademas,
estarian derivados del confinamiento de la proteina en el nucleoplasma al no ser reconocida la region
NES. Dado que el residuo de lisina en el que se produce la modificacion postraduccional por
SUMOQilacion se encuentra en las cercanias de la region NES, existe la posibilidad de que la mutacién
puntual de este residuo a arginina desestructure esta region y los resultados que observamos se deban
aello y no a la ausencia de SUMOilacion. Ademas de la estrategia comentada en el apartado 5.3, es
posible evaluar esta posibilidad utilizando un mutante Rad53 K227A. Este mutante hipomorfico se
caracteriza por una baja actividad de Rad53 ya que tiene una mutacion en el sitio catalitico que impide
su propia fosforilacién y activacion. Ademas, y muy relevante para este andlisis, datos previos del
laboratorio han constatado que Cdc14 no se SUMOila en una cepa Rad53 K227A. A la vista de los
defectos en reparacion observados anteriormente para el mutante K373R, decidimos realizar un
ensayo de reparacion mediante Southern blot comparando una cepa silvestre con un mutante Rad53
K227A, buscando una similitud entre este mutante hipomorfico y el mutante puntual del sitio de
SUMOilacion. En las dos cepas utilizadas en este ensayo la expresion de Cdcl14 esta controlada por

su promotor enddgeno.

Al igual que en el andlisis de reparacion del mutante K373R, se observa tanto un retraso como una
menor eficiencia del proceso de reparacion en el mutante Rad53 K227A, en el que Cdcl4 no se
SUMOQila (Figura 10B). La aparicion de bandas de reparacion en esta cepa sucede, al igual que en el
mutante K373R, a partir de las 6 horas de la induccion del corte (Figura 10A). Lo méas destacable,
sin embargo, es la acumulacion de la banda correspondiente al corte a lo largo de la induccion, lo que
evidencia la menor eficiencia del proceso de reseccion en este mutante. Todos estos resultados indican
nuevamente que la reseccién esta afectada en ausencia de SUMOilacién de Cdcl4 vy, por ende, por

su incapacidad para salir del ndcleo en respuesta a un dafio en el ADN.

De igual modo, los datos obtenidos refuerzan la conclusion de que los defectos observados en el

mutante K373R se deben a la no SUMOQilacion, y no a la desestructuracién de la region NES.
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5.6 La acumulacién nucleoplasmética de Cdcl4 durante la respuesta a dafio interfiere con la
activacion del checkpoint de dafio

A la vista de estos resultados, nos planteamos como la acumulacion de Cdc14 en el nucleoplasma
observada en el mutante K373R puede interferir con el proceso de reseccion. Se sabe que la correcta
ejecucion de este proceso depende de una serie de nucleasas que son activadas mediante la
fosforilacion mediada por Cdk1 (Chen et al., 2011). Dado que Cdc14 tiene una naturaleza antagonista
de Cdk1, una de las posibles hipotesis es que la acumulacion excesiva de Cdc14 en el nucleoplasma
pudiera desactivar prematuramente las dianas de Cdk1 que participan en reseccion. Para comprobarlo,
decidimos evaluar mediante Western blot los niveles de fosforilacion de Pol12 (subunidad B de la
ADN polimerasa a), sustrato directo de Cdk1 que ha sido utilizado como marcador de su estado de
actividad (Palou et al., 2015). En este experimento el tiempo de expresion de las diferentes versiones
de Cdc14 fue de 90 minutos.

Los resultados obtenidos parecen confirmar la hipotesis inicial, ya que los niveles de fosforilacion de
Pol12 son notablemente més elevados en la cepa silvestre que en el mutante K373R (Figura 11B).
Se observa, ademas, un retraso en la fosforilacion de Pol12 en la version K373R de Cdc14. Mientras
que en la cepa silvestre predomina la banda de Pol12 fosforilada a las 4 horas de la induccion del
dafo, en el mutante esto no ocurre hasta las 5-6 horas (Figura 11A), lo que indica que la acumulacion
excesiva de Cdcl4 en el nucleoplasma tras su liberacion del nucléolo en respuesta a dafio esta

reduciendo la actividad Cdk.
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Figura 11. Los niveles de fosforilacion de Pol12 se reducen en un mutante K373R. A) Western blot 8% de la proteina
Pol12 en una cepa control y K373R. P-Pol12: Pol12 fosforilada. B) Ratio de fosforilacién/no fosforilacion (P/noP) en
ambas cepas. Los niveles de fosforilacion son menores en el mutante K373R.

6. DISCUSION DE RESULTADOS

La accion de las proteinas quinasas en respuesta a dafio en el ADN se ha estudiado en profundidad,
guedando generalmente relegadas las fosfatasas a un segundo plano. Durante los dltimos afios, sin
embargo, el estudio de estas proteinas ha adquirido un mayor interés debido al descubrimiento de su
posible implicacion en los propios procesos de reparacion; y no Unicamente como moduladoras de la
actividad de las proteinas quinasas. Se ha constatado, ademas, que estas proteinas deben regularse

muy finamente para asegurar una correcta reparacion del dafio.

En el caso de la proteina fosfatasa Cdc14 en particular, tal y como sugieren los resultados previos del
grupo de investigacion, esta regulacion parece estar relacionada con un control de la localizacién
subcelular de la proteina, pudiendo ser este el mecanismo que asegure la interaccion de la proteina
con sus sustratos en el intervalo temporal adecuado. En este sentido, la caracterizacion de las regiones
encargadas de controlar la localizacion de la proteina supone un punto de partida para el estudio de

posibles defectos en la reparacién derivados de una localizacién subcelular inadecuada.

Los resultados de los ensayos de microscopia obtenidos en este trabajo revelan, ademas, que la
presencia de estas regiones podria no ser suficiente para garantizar su reconocimiento; y que se
requiera de modificaciones postraduccionales adicionales para ello. Este parece ser el caso de la
region NES, que precisa de la SUMOQilacion en el residuo de lisina 373, cercano a ella, para ser

reconocida y permitir la salida de Cdc14 del nucleoplasma al citoplasma.

Segun los resultados obtenidos, el efecto de una incorrecta localizacion subcelular de la proteina
estaria implicado tanto en el control del ciclo celular como en una imperfecta activacion del

checkpoint de dafio, manifestandose este Gltimo punto a través de una bajada en los niveles de
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fosforilacion de la quinasa efectora Rad53. Este fenotipo es ain mas acentuado en un mutante puntual
del sitio de SUMOilacién, lo que podria ser un indicio de la importancia de esta modificacion

postraduccional para el correcto funcionamiento de la fosfatasa en respuesta a estrés genotoxico.

La acumulacién permanente de Cdc14 en el nucleoplasma que se observa en este mutante, ademas
de impedir una activacion adecuada de la cascada de sefializacion, tiene efectos en la eficiencia del
proceso de reparacion. Los andlisis realizados mediante Southern blot muestran que cuando se impide
la salida de la fosfatasa al citoplasma, la velocidad de reparacion se reduce. Estos problemas
identificados a nivel de reparacion podrian explicarse por una reseccion ineficiente, que se pone de
manifiesto con la acumulacion de la banda correspondiente al corte de forma sostenida en el tiempo
en este mutante. Es destacable, ademas, que en el mutante K373R, la reseccion alcanza Unicamente
zonas muy cercanas al corte, y requiere de mas tiempo que una cepa control. De igual modo, el

porcentaje de reparacion disminuye en el caso del mutante.

Dada su naturaleza antagonista de Cdk1, la modulacion de la reseccidn por parte de Cdcl4 a través
de la desfosforilacion de sustratos de la quinasa Cdk1 -como la exonucleasa Dna2 (Chen et al., 2011)-
podria ser una de las opciones mas factibles. Los resultados obtenidos al analizar uno de los sustratos
directos de Cdk1 parecen indicar que, efectivamente, la actividad Cdk disminuye cuando se impide
la salida de Cdc14 al citoplasma desde el nucleoplasma. En consecuencia, la actividad de nucleasas
implicadas en el proceso de reseccion se reduciria, resultando en un proceso menos eficiente. Se
aprecia, ademas, un cierto retraso en la fosforilacion derivada de la actividad Cdk, lo que apoyaria el
hecho de que la reseccion ocurra de forma mas lenta al enriquecerse Cdc14 en el nucleoplasma.

Es interesante apuntar también que, al comparar los perfiles de reparacion de una cepa control con
Cdc14 sobreexpresado frente a un control con Cdc14 regulado por su promotor enddgeno, se observa
una menor eficiencia y un retraso del proceso de reparacion en la cepa en la que Cdcl4 esta
sobreexpresado. Esto podria indicar que, ademas de la propia localizacién subcelular, la cantidad de

proteina existente estaria relacionada con una correcta reparacion de un DSB.

Por ultimo, una de las principales preocupaciones surgidas a la hora de estudiar el comportamiento
del mutante K373R fue poder asegurar que realmente no se estaba produciendo una desestructuracion
de la proteina; y que este motivo fuera el responsable del no reconocimiento de la regién NES. Sin
embargo, a lo largo de este trabajo se han detallado dos aproximaciones totalmente independientes
que parecen desvincular la mutacién del residuo de lisina a arginina de una posible desestructuracion
de la fosfatasa. Consideramos, por tanto, que la aproximacion utilizada es valida para afirmar que los

resultados presentados se deben unicamente a la carencia de SUMOilacion de Cdcl4.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Tras analizar los resultados obtenidos, es posible determinar que:

e La localizacion subcelular de Cdcl14 en respuesta a dafio esta regulada por el reconocimiento
de las regiones NES y NLS.

e La incorrecta localizacion de Cdcl4 tiene como resultado una imperfecta activacion del
checkpoint de dafio.

e Es necesaria una modificacién postraduccional por SUMOQilacion en el residuo de lisina 373
para el reconocimiento de la regiéon NES de Cdc14.

e La acumulacién permanente de Cdcl4 en el nucleoplasma tiene un efecto negativo en la
reparacion de un DSB que se manifiesta en una menor eficiencia del proceso de reseccion.

e Los problemas de reseccion observados parecen estar relacionados con una disminucién de la
actividad Cdk.

En este trabajo se han evaluado Gnicamente los efectos en reparacion del mutante puntual del sitio de
SUMOQilacion, dada la novedad y posible relevancia de esta modificacion postraduccional para el
correcto funcionamiento de la fosfatasa Cdc14. No obstante, alin es necesario evaluar qué ocurre en
el caso de los mutantes de delecién de las regiones NES y NLS para comprender mejor como la
localizacion subcelular de la proteina influye en su actividad.

De igual modo, se pretende profundizar en el modo en el que la acumulacién de Cdcl4 en el
nucleoplasma esta afectando a la reseccion mediante el andlisis de los niveles de activacion de

proteinas implicadas directamente en este proceso como la exonucleasa Dna2.

Por otro lado, la utilizacion del sistema de expresion de las diferentes versiones de Cdcl14 de forma
controlada mediante la adicion de galactosa al medio ha permitido realizar un analisis de los efectos
en respuesta a un DSB de una acumulacion en el nucleo de esta fosfatasa. Sin embargo, resultaria de
mayor interés determinar los efectos en condiciones fisioldgicas, estando controlada la expresion de
la proteina por su promotor enddgeno. Se pretende, por tanto, obtener las diferentes versiones

mutantes de la proteina bajo el control de su promotor endogeno y repetir los ensayos descritos.
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