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TRAYECTORIA

Mi tesis doctoral comenzo en enero del 2013 y acabd el enero del 2017. Durante estos
4 anos he tenido la posibilidad de trabajar en varios proyectos, cada uno con
determinados procedimientos experimentales, que me han permitido formarme como
cientifico y obtener un amplio abanico de metodologias del estudio en Biologia
Molecular de la levadura de gemacion, especificamente en ciclo celular y regulacion

del metabolismo de fosfatos.

Durante los dos primeros afios inicié mis estudios con un proyecto en el que
estudiaba nuevos substratos para Pho85 y su implicacion en levadura y a demas tuve
la posibilidad de participar un proyecto relacionado con el metabolismo de los
polifosfatos bajo la direcciéon del Dr. Josep Clotet Erra. Este ultimo condujo a la
publicacion del trabajo en agosto del 2016, en el que conjuntamente al Dr. Samuel Bru
Rullo, como coautor, con el titulo “Polyphosphate is involved in cell cycle progression

and genomic stability in Saccharomyces cerevisiae”.

Durante los dos ultimos tuve la posibilidad de establecerme fisicamente con el
grupo del Dr. Marti Aldea Malo, para llevar a cabo el estudio de un fendmeno implicado
en la regulacion del ciclo celular y tamafio celular dependiente de la ploidia. Durante
este periodo surgieron una gran cantidad de resultados que indicarian un nuevo
mecanismo de control desconocido, se creyd de gran interés y en un futuro proximo

seran propuestos para su publicacién.

A continuacion, pasamos a conocer de qué trata esta tesis y a detallar los
resultados que hemos podido conseguir.






INDICE







iINDICE

INTRODUCCION 1
1. Saccharomyces cerevisiae 3
2. El ciclo celular 5

Sistema de control del ciclo celular 7
CDC28: la principal CDK del ciclo celular y sus ciclinas 10

3. Maquinaria y ejecucion de START 11
Regulén G1/S 13

4. Regulacién del sistema de control por degradacion por ubiquitinacion 13
El complejo SCF 15

El complejo APC/C 17

5. Regulacién del sistema de control por el centréomero 19
El centromero 19

El cinetocoro 20

El SAC 22
MCC, efector del SAC 23

6. Regulacion del tamario celular 25
Regulacion del tamafio celular en S. cerevisiae 26
Tamafio celular y la ploidia 28

7. Vectores y el tamafio celular 30
Tipos de vectores lanzadera 31
Alteracion del tamano celular por vectores: observaciones preliminares 33

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 35

MATERIAL Y METODOS 39
1. Medios y condiciones de cultivo 41

Medios 41
Condiciones de cultivo 41
2. Construccion de cepas de levadura 42
Cepas de origen o previamente construidas 42

Obtencion de casetes de modificaciéon genética 42



iINDICE

Modificacion mediante el sistema CRISPR/CAS9
Transformacion de lavaduras
PCR de colonia
Extraccion rapida de DNA gendmico de levadura
Obtencidn de células diploides
3. Construccion de plasmidos y clonaje de genes
Clonacion de genes y vectores receptores
Construccion por recombinacion homologa
Transformacion en células competentes de E. coli DH5a
Extraccién rapida de plasmidos (Jet Preps)
Extraccién de plasmidos para utilizacion experimental (Mini Preps)
4. Técnicas de proteina
Analisis de interaccién a pequefia escala de proteinas con marcaje GST
Western Blot de transferencia Semiseca
5. Métodos de biologia celular
Sincronizacion de células en G mediante a-factor
Procesado de células mediante citometria de flujo (FACS)
Tincién de nucleos con DAPI para levaduras
Enriquecimiento de células de primer ciclo (gradientes de Ficoll)
6. Técnicas de Microscopia in vivo
Preparado y fijado de las células
Obtencién de imagenes
Analisis de imagenes y obtencion de resultados
Estudio estadistico
RESULTADOS
Los YCp incrementan el volumen critico durante G+
El volumen celular depende del nimero de copias de YCp
El incremento en volumen no responde a un incremento total de DNA
El centrémero, inductor del incremento en el volumen celular

Los YAC inducen el incremento en el volumen dependiente a su niumero

43
45
46
47
47
47
48
48
48
49
49
50

50
51
51
52
52
52
53
53
53
54
55
57
59
60
62
63
65



iINDICE

Cromosomas dicéntricos condicionales incrementan el volumen de gemacion 67
Los YCps comprometen la progresién por el ciclo celular durante la fase G; 68
El centrémero compromete el funcionamiento de la maquinaria de START 70
Los centromeros reducen la acumulacién nuclear de CIn3 73

Las proteinas reguladoras centroméricas (CRPs) afectadas por la dosis centromérica 75

La regulacién del tamaio por ploidia no depende exclusivamente de CRPs 77
La superexpresion de CRPs no recapitula la respuesta a los centromeros 79
Efectos de la superexpresion de Mad3-KEN30AAA y Mad3-5A 80
El SCF esta implicado en el incremento de tamafo dependiente de centromeros. 81
Mad3 necesita a Bub3 para mediar el incremento de volumen por centromeros 83
Mad3 interacciona in vivo con CIn3 y Cdc4. 84
DISCUSION 87
El centrémero, de la toxicidad a la regulacion del tamafio 89
celular Tamano por ploidia y la maquinaria de START 90
Degradacion nuclear de CIn3 dependiente del centrémero 93
Los CSPs pueden constituir un nuevo checkpoint de G+ 94
Un nuevo modelo de regulacion del tamario celular por Mad3 96
CONCLUSIONES 99
TABLAS ADICIONALES 103
Tabla de anticuerpos utilizados en western blot y inmunoprecipiaciéon 105
Tabla de cepas utilizadas para este estudio 106
Tabla de plasmidos utilizadas para este estudio 107
Tabla de oligonucledtidos utilizadas para CRISPR/CAS9 110
Tabla de abreviaturas 112
RESUMEN 113
Resumen en espafiol 115
Resumen en inglés 117
BIBLIOGRAFIiA 119

AGRADECIMIENTOS 149






INTRODUCCION







INTRODUCCION

1. Saccharomyces cerevisiae

A lo largo de toda la tesis se utilizo la levadura S. cerevisiae como modelo base para
nuestra investigacién. Considero interesante realizarle una pequefia introduccién para
detallar la importancia de su uso como modelo. Los elegantes experimentos que se
han desarrollado, utilizando este modelo durante varias décadas, han contribuido
sustancialmente al conocimiento cientifico y, actualmente continta siendo un soporte
util para investigar los complejos sistemas moleculares que regulan la vida. Porque

aun no se conoce lo suficiente como para explicar la mayoria de procesos celulares.

Este pequefio microorganismo unicelular, un hongo ascomiceto, que realiza la
mitosis mediante division asimétrica por gemacion (Figura 1), con un tamafio de 10um
de diametro [1], se puede encontrar de forma natural y abundante sobre los vifiedos y
robles [2]. Entre los afios 1930 y 1940, se introduce la primera investigacion cientifica
que utiliza esta levadura como modelo por los investigadores Jjvind Winge y Carl
Lindegren [3] y desde entonces hasta nuestro tiempo, se ha utilizado este organismo
para el estudio de muchos genes y enfermedades en mamiferos y eucariotas
superiores, gracias a que sus genes y su funcién se mantienen con una alta homologia

a lo largo de la evolucién [4].

Esta levadura al ser empleada como organismo modelo en el laboratorio, ofrece
grandes posibilidades gracias a su facil manipulacion [5] y rapido crecimiento, un ciclo
celular se da durante tan solo 90min, como media, en condiciones nutricionales ricas
[6]. Se conoce una gran bateria de técnicas y protocolos que permiten de forma rapida
la modificacion y edicion de su genoma, y el estudio de sus efectos [7]. Incluyendo
que se dispone toda su informacién gendmica ya que fue el primer organismo

eucariota en ser secuenciado [8].

En la naturaleza, estas células han evolucionado para poder dar respuesta a
multiples situaciones que el ambiente pueda aportar. Por este motivo se observa como
articulan un gran numero de mecanismos para mantener su viabilidad celular,
permitiendo una gran versatilidad de adaptacién a las diferentes situaciones y en el
uso de los nutrientes que estan a su alcance. Como ejemplo, el uso de diferentes
fuentes de energia, pudiendo utilizar desde glucosa hasta aminoacidos (aa) [9],
fuentes de carbono fermentables (glucosa, fructosa, galactosa, rafinosa, maltosa,
sacarosa) como no fermentables (etanol, glicerol, acetato). Por otra banda se observa
cdmo son capaces de adaptarse a diferentes cambios de pH [10], a cambios en la
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Figura 1: S. cerevisiae

Imagenes obtenidas mediante campo claro en microscopio 6ptico. Células de cultivos asincrénicos en
medio rico donde se muestran las diferentes formas de la levadura durante el ciclo celular, para una
cepa haploide, CML128 (A) y una cepa diploide, 1788 (B).

presion osmotica [11]-[13], cambios de temperatura [14], [15] y ademas modificar sus
caracteristicas de ploidia dependiendo de las restricciones en nutrientes, como es la
aparicion de células haploides (Figura 1A) a partir de células diploides (Figura 1B) por

meiosis [16].

La conservacién de las vias de regulacion del ciclo celular y la investigacion en
este campo han posibilitado grandes avances en el conocimiento y la funcién de
muchos de estos genes, como las ciclinas, y en como regulan el ciclo celular. Los
descubrimientos fueron tan relevantes que los investigadores de levadura Leland H.
Hartwell (S. cerevisiae) y Paul M. Nurse (Schizosaccharomyces pombe) y el
investigador utilizando el erizo de mar, R. Timothy Hunt (Spisula solidissima), fueron

laureados con el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia del afio 2001.

Estos motivos animan a utilizar a esta levadura como modelo de estudio, ya que
durante la tesis se trabajé con componentes del ciclo celular, y cdmo éstos regulan el
tamano de las células. Es interesante, especialmente, ya que se conoce que en esta
especie hay una regulacion activa que determina el tamafo celular dependiente de
factores de la fase G1, que permite un sistema robusto de control del tamafio celular
[17].
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2. El ciclo celular

Todas las células que tienen como destino el crecimiento y reproduccion, para el
prolongamiento de la vida sobre la tierra, lo logran gracias a un programa molecular
complejo, que se repite constantemente, con la finalidad de obtener la copia fisica de
este organismo manteniendo las caracteristicas propias de la especie a la que

pertenecen para perpetuarlas a lo largo del tiempo.

El ciclo celular en eucariotas (Figura 2) ha sido descrito siempre como un circulo,
que se delimita por los eventos mas importantes que incluyen desde el crecimiento
celular, duplicacion del DNA, division nuclear (mitosis) y la division celular (citocinesis).
Dividimos el ciclo celular, por tanto, en dos interfases, en las que la célula obtiene
tiempo para su crecimiento y preparacion para las fases contiguas (fases G1 y G2),
una fase en la que el DNA es replicado (fase S) y actian mecanismos de reparacion
del DNA si es dafiado, y finalmente cuando las células estan preparadas sera dara
lugar a su division en el ultimo periodo (fase M), en el que tiene lugar la mitosis y la

citocinesis iniciando nuevamente el ciclo.

En S. cerevisiae (Figura 2B, 2C) durante la primera fase del ciclo, G1, la célula
aumenta su tamano hasta el llamado tamafio critico, cuya regulacion depende de los
elementos del ciclo celular y chaperonas implicadas [18]. Se prepara, ademas, gracias
a una alta actividad transcripcional y traduccional para la duplicacién del DNA. Cuando
los elementos son suficientes y el ambiente correcto para comprometerse a iniciar un
nuevo ciclo celular, se ejecuta START [19], una transicién que conduce a un estado
irreversible para finalizar la fase G1. Seguidamente se da inicio a la fase S, donde se
da la duplicacién del DNA vy el crecimiento polarizado de la célula hija en forma de
gema [20]. Tras esta fase se encuentra la fase Gz, en la que se mantiene el crecimiento
de la gema, pero de forma isotrdpica, la preparacion de la maquinaria para la entrada
a la mitosis y actividad de diferentes mecanismos de reparacion del DNA. En la ultima
fase las cromatidas hermanas son compactadas y unidas a microtubulos, que
provienen de los cuerpos polares del huso (o SPBs, siglas del inglés spindle pole
body), que al situarse en los lugares opuestos al nucleo alinearan las cromatidas en
el centro formado la llamada placa metafasica. Una vez este proceso se completa
correctamente y se consigue la correcta bi-orientacién de todos los pares de
cromatidas hermanas, se destruye la uniéon que se mantiene entre ellas y son atraidas

hacia los SPBs durante la anafase. Una vez acabada la mitosis, se da lugar a la
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Figura 2: Ciclo celular en eucariotas

Comparativa realista de los ciclos y morfologias bajo el microscopio para S. cerevisiae (A) y células de
mamifero (B) Esquema basico del ciclo celular en S. cerevisiae (C), se representa las diferentes
morfologias durante las diferentes fases del ciclo: G1, S, G2 y M y los principales eventos, adaptado de

Jhons Hopkins University.

citocinesis dando como resultado dos células que mantienen el mismo numero

cromosomico que la célula original.

Dado que en este organismo la mitosis se da en forma de gemacion se producen
dos tipos de células que varian en tamafo cada ciclo celular: una célula madre
(generadora de la nueva gemacion) y una célula hija o recién nacida (procedente de
la nueva gema). Los tiempos de ejecucidn de las diferentes fases varian,
especialmente en G1, ya que las células recién nacidas deberan alcanzar el tamafio
critico de START para lograr la gemacién. Un cultivo celular en condiciones optimas
de laboratorio en presencia de glucosa como fuente de energia y carbono mantiene
un tiempo medio aparente de duplicacion de aproximadamente 90 minutos (min). Una
célula hija tiene una duracion aproximada de la fase G1 de 42 min y fase S/G2/M de
57 min, comportando una duracion de ciclo completo 97 min. En el caso de la célula
madre la duracion aproximada de la fase G1 es de 22 min y fase de S/G2/M de 59 min,

duracién de ciclo completo de 81 min [6].
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Sistema de control del ciclo celular

Para asegurarse un paso correcto y ordenado por los diferentes eventos del ciclo
celular, las células contienen un sistema complejo de regulacion llamado sistema de
control del ciclo celular. El principal componente de este sistema lo forman las
llamadas quinasas dependientes de ciclinas (o CDKs, siglas del inglés Cyclin
Dependent Kinases). En S. cerevisiae se han descrito 6 CDKs diferentes (Tabla 1). La
identificacion de las diferentes CDK ha sido posible por la presencia de una secuencia
canodnica en el extremo N-terminal, conocido como motivo PSTAIRE [21]. Estas
quinasas son capaces de catalizar la unién covalente del grupo fosfato proveniente
del ATP a diferentes proteinas que son usadas como substrato. Para que se dé esta
actividad quinasa, las CDKs necesitan modificar su conformacién al unirse a las
subunidades proteinicas llamadas ciclinas, dando lugar al complejo ciclina/CDK. Las
ciclinas presentes en el genoma de la levadura son 23, identificadas por la presencia
de un dominio conservado llamado cyclin box, que permite la unién y activacién de la
CDK [22], [23]. Estas varian durante el ciclo celular modificando la especificidad de
los substratos a fosforilar por la CDK, y seran reguladas por diferentes inhibidores

especificos conllevando una activacion selectiva de diferentes eventos en la célula.

Los diferentes complejos ciclina/CDK pueden ser clasificados segun su
existencia a lo largo de las diferentes etapas del ciclo celular (Figura 3), G1-, G1/S-, S-
y M-CDKs. Cada una de ellas activara la siguiente fase, manteniendo un estricto orden
y participando en la regulacion de los tres mayores checkpoints que presenta el ciclo
celular: START, que determina la entrada al ciclo en una etapa tardia de Gu;
checkpoint G2/M, que determina una entrada a mitosis controlada; y finalmente dentro
de la fase M se encuentra la transicion metafase-anafase. Mientras que la
concentracion de la CDK se mantiene estable a lo largo del ciclo, su actividad esta
gobernada por multiples mecanismos de regulacion como son la concentracion de las
ciclinas presentes, moduladas por cambios en su expresion y/o degradacion, y
cambios en los niveles de proteinas inhibidoras de CDK. Los complejos G1/S-, S-y M-
CDK se mantienen inactivos durante G1 gracias a los bajos niveles de las ciclinas
correspondientes, ya sea por inhibicion de su expresion o por degradacion mediante
el complejo E3 ubitiquitin ligasa conocido como complejo promotor de la anafase o
ciclosoma (APC/C, de las siglas en ingles Anaphase-Promoting Complex), que elimina
especificamente las ciclinas de fase S y M (no las G1/S) por protedlisis, y también por

la presencia de altas concentraciones de inhibidores de complejos S- y M-CDK. El
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Tabla 1: CDKs y ciclinas de S. cerevisiae.

Resumen de las diferentes funciones de los complejos Ciclina/CDK.

Cdc28 (CDK1) CIni, CIn2, CIn3 Esenciales para START: activacion transcripcion
G,, gemacion, crecimiento polarizado,
duplicacién cuerpos polares del huso,
protedlisis de Sicl, adquisicion resistencia a
feromonas (Fase G; y G,/S).

Clb5, Clb6 Replicacion del DNA (Fase S).
Clbl, Clb2, CIb3, Clb4 Esenciales para mitosis: montaje del huso
acromatico, inactivacion de la transcripcion de

CLN, supresion del crecimiento polarizado de la
gema, represion de SBF (Fase G, y M).

Pho85 Pcl1, Pcl2, Clgl Necesarias en START en ausencia de CInly
CIn2, morfogénesis.

Pcl9 Regulador negativo de Whi5.

Pho80 Regulador negativo de la via PHO (metabolismo
del fosfato).

Pcl5 Regulador negativo de la biosintesis de
aminoacidos.
Pcl6, Pcl7 Regulador positivo de la segregacion

cromosomica.

Pcl8, Pcl10 Regulador negativo de la glucogeno sintasa 2
(metabolismo de azucares).

Kin28 Ccll Regulador de transcripcion.
Srb10 Srb11 Regulador de transcripcion.
Ctkl Ctk2 Regulador de transcripcion.
Sgvl Bur2 Regulador de transcripcion.

complejo G1/S-CDK inicia los primeros pasos del ciclo celular siendo importante la
activacioén del siguiente complejo, S-CDK, mediante la destruccién de los inhibidores
de este ultimo complejo y la inactivacion del APC/C. En la siguiente fase, mediante
fosforilacion de substratos especificos, S-CDK activa la duplicacion del DNA'y del SPB
(en levadura). Cuando la fase S esta terminando se procede a un cambio de expresion
a las ciclinas de la fase M, permitiendo su acumulacion durante la fase G2. Ademas
los complejos M-CDK se mantienen inhibidos en G2 mediante fosforilacién de la
subunidad CDK [24]. Al entrar en mitosis se produce la eliminacion abrupta de dicha
fosforilacion inhibitoria, comportando la activacion del complejo M-CDK y el paso a
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Figura 3 Esquema del sistema de control del ciclo celular

Niveles durante el ciclo celular de los tres tipos mayoritarios de ciclinas y actividad del APC/C (arriba)
y oscilaciones de los complejos Ciclina/CDK a lo largo de los diferentes eventos del ciclo celular

(abajo). La formacion de complejos activos de G,/S-CDK inician un nuevo ciclo de division a través de

superar el checkpoint START. Este evento activa los complejos S-CDK que inician la replicacion del
DNA al inicio de la fase S. Tras completar la fase S, se activan los complejos M-CDK resultando en la
entrada y progresion a través de la fase G,/M y formacion del huso mitético. La activacion del APC/C

promueve la separacion de las cromatidas hermanas y la traspasar la transicién metafase-anafase. La
actividad el APC/C causa la destruccion de las ciclinas de fase S y M y la inactivacién de la CDK. La

actividad del APC/C se mantiene durante G, hasta que la actividad G,/S-CDK vuelve a activar un

nuevo ciclo celular. Via no aplicable a todos los seres vivos, uso como mecanismo general. Adaptado
de [24]

través del checkpoint de G2/M. Seguidamente este complejo activa el APC/C y, si la
alineacion de todos los pares de cromatidas hermanas es correcta (checkpoint de
transicion de metafase-anafase), se procede a la rotura del sistema de cohesion de la
cromatidas y a la eliminacién de las ciclinas de fase S y M, para permitir la salida de

mitosis e iniciar el siguiente ciclo con un nivel minimo de actividad CDK.

Los substratos de las CDK son fosforilados en un aminoacido (aa) treonina (T) o
serina (S) de una secuencia especifica de las que les precede un residuo prolina (P).
Es altamente favorable si se presenta un aa basico dos posiciones mas alla del residuo
a fosforilar: [T/S|PX[K/R], donde T/S" indica la treonina o serina fosforilada, X
representa cualquier aa, y K/R representa un aa basico tipo lisina (K) o arginina (R)
[25].
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CDC28: la principal CDK del ciclo celular y sus ciclinas

La principal CDK encargada de coordinar el ciclo celular en S. cerevisiae es
Cdc28 o CDK1 [26], una proteina esencial para su viabilidad. Las ciclinas descritas
para Cdc28 se clasifican en dos grupos, las ciclinas de G1 (CIn1, CIn2, CIn3) y las
ciclinas de tipo B, que se reparten a lo largo del resto de fases (Clb1, Clb2, Clb3, Clb4,
CIb5 y CIb6) (Figura 4). El primer complejo en formarse en el ciclo celular durante G+
es CIn3/Cdc28, activador de START [27], promoviendo la liberacién por fosforilacion
de Whi5, un inhibidor de los factores de transcripcién SBF (siglas del inglés Swi4 cell
cicle Binding Factor) y MBF (siglas del inglés Mlul cell cycle Box binding Factor). Estos
complejos regulan la expresion de decenas de genes durante la transiciéon G1/S [28].
De especial relevancia, los complejos SBF, formados por las proteinas Swi4 y Swi6,
se encargan de la transcripcion de las ciclinas CLN1y CLN2, que activaran un feed-
back positivo e irreversible de activacion de START, mientras que el complejo MBF,
formado por las proteinas Mbp1 y Swi6, se encarga de la transcripcion de CLB5 y
CLB6 [29]. Una vez aparece el complejo CIn2/Cdc28, éste se encarga de la
inactivacion por fosforilacion del inhibidor Sic1, liberando la actividad del complejo

CIb5/Cdc28 que promueve la entrada en fase S [30] gracias a la fosforilacion de

@e@ \C
\ ° / e

\

—_— _— —_—

/ \

P

Figura 4: Ciclinas en el ciclo de S. cerevisiae.
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Las ciclinas de levadura activan a Cdc28, para el progreso a través del ciclo celular. Las ciclinas de

fase G, (CIn1, CIn2 y CIn3), promueven la duplicacion del cuerpo polar del huso, la aparicion de la

gema y la activacion de las ciclinas de tipo B. Las ciclinas de fase S (Clb5, CIb6) avanzan la replicacion
del DNA vy las ciclinas de fase M (CIb1, CIb2, CIb3 y Clb4) promueven la formacion del huso mitético
y el inicio de mitosis. Las ciclinas de fase M inhiben la salida de mitosis y la divisién celular. Finalmente,
la citoquinesis genera la separacién de la célula madre y la nueva célula hija y el inicio de un nuevo
ciclo. Adaptada de [299].
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componentes del complejo pre-replicativo [31]. Durante la fase S aparecen en juego
CIb3 y Clb4, implicadas en la duplicacion del SPB Yy finalizacién de la replicacion del
DNA [32]. Finalmente, durante G2 aparecen CIb1 y CIb2, que activan la segregacion

cromosomica y el crecimiento isotrépico de la gema, e inhiben eventos de G1.

Existe otra CDK denominada Pho85, no esencial para la viabilidad celular (Tabla
1). Esta CDK multifuncional esta también relacionada con la regulacion del ciclo
celular [33]. Entre otras actividades es importante destacar su actividad en la
progresion por la fase G+, la formacion del citoesqueleto de actina, la polaridad celular,
el metabolismo del fosfato y glucdégeno, y la sefializacién de las condiciones de
crecimiento [34], sobre todo en relacion a la coordinacion del ciclo celular y la
disponibilidad de nutrientes [35]-[37].

3. Maquinaria y ejecucion de START

Uno de los eventos mas importante en las células de S. cerevisiae tiene lugar durante
la fase G1, donde se adquiere el tamafo celular suficiente o critico, permitiendo
superar el checkpoint conocido como START, momento en que las células inician un
nuevo ciclo celular de forma irreversible. En esta etapa las células de levadura
obtienen un tamafo suficiente como para comprometerse a completar un nuevo ciclo
manteniendo las caracteristicas 6ptimas que permitan su viabilidad y mantener un
tamano constante en la poblacion. Por este motivo durante la fase G1 existe una
exquisita regulacion entre el tamano y el ciclo celular. Se debe considerar la regulacién
del tamafio celular como un complejo sistema interconectado de procesos donde
convergen diferente respuestas intrinsecas o extrinsecas de informacion. La
coordinacion y precisidén entre crecimiento y ciclo celular es un problema actual en la
biologia fundamental, ya que probamente se puede aplicar a todos los organismos
[38]-[44].

S. cerevisiae ha sido utilizado para el estudio de los mecanismos que determinan
el tamafo celular, gracias a que mantiene dos caracteristicas universales en su
regulacion: un tamafio limite para la ejecucion de START en la entrada al ciclo celular
[19], [45] y una ratio masalploidia constante [46].

La activacion de START (Figura 5) empieza con la activacion del complejo
formado por CIn3 [47]-[50], ciclina de la fase G1, y Cdc28 [51]. CIn3/Cdc28 fosforilan
al inhibidor transcripcional Whi5 (y probablemente también a Swi6) en multiples
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residuos para activar SBF y MBF [52]. Gracias a esta activacion transcripcional
aparecen en juego dos nuevas ciclinas de la fase G1, CIn1 y CIn2, que conjuntamente
a Cdc28 activaran un feedback loop positivo para la ejecucion irreversible de START
[50], [53] produciendo una ola transcripcional de aproximadamente 200 genes
implicados en la siguiente etapa del ciclo celular [28].

La ciclina CIn3 se mantiene en niveles constantes durante la fase G1 [54] y su
regulacion consiste en un mecanismo de retencion y liberaciéon desde del reticulo
endoplasmatico (RE), que previene su acumulacién en el nucleo [17]. Whi3, fue el
primer gen identificado como regulador negativo de la actividad de CIn3 [55], el cual
une su mRNA y recluta Cdc28 para retener eficientemente el complejo CIn3/Cdc28 en
el RE al inicio de la fase G1 [56]. En la etapa final de la fase G1la chaperona Yd;j1
juega un rol esencial en la liberacion de CIn3 o del complejo CIn3/Cdc28 presente en
el RE, que permite su acumulacién en el nucleo y el inicio de START [57]. Junto con
otras chaperonas multifuncionales de la levadura de gemacion, Ydj1 tiene ademas
roles muy importantes en otros procesos celulares, como la translocacién de proteinas
al lumen del RE un proceso clave en el crecimiento celular. Este sistema de regulacion
abre actualmente novedosas lineas de investigacion e interesantes avances en el
complejo sistema molecular por el que se regula. Recientemente, el estudio con
formas de Cdc28 mutantes, presentes en células de tamafo reducido llamada
Cdc28"¢¢ han permitido el descubrimiento de nuevos reguladores de este sistema

CLN3
mRNA /

ER\ @ /\ Nucleus

Figura 5: Esquema molecular de la activaciéon de START

El complejo CIn3/Cdc28 es transportado al nucleo donde fosforila al represor Whi5. Los factores de
transcripcion MBF y SBF son liberados para iniciar la transcripcion del regulon G+/S e inicio del ciclo
celular. Whi3 y Ydj1 actian como reguladores, negativo y positivo respectivamente, sobre la liberacion
del complejo CIn3/Cdc28 del RE y su acumulacién en el nucleo. CIn1 y CIn2 actuan positivamente
para generar una activacion robusta y coherente de los factores MBF y SBF. Esquema adaptado de
[57].
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como es Whi7 [58], paralogo de Whi5, que permite establecer un feedback loop
positivo sobre la liberacién del complejo CIn3/Cdc28 y Whi8, una proteina de unién a
RNA, como la anterior, que se presenta en granulos de estrés y en los llamados P-
bodies, que permitiria la retencion del mMRNA de CLN3 (trabajo actualmente en
proceso de elaboracion).

Regulon G1/S

El regulon Gi/S es un grupo de mas de 200 genes que son activados
transcripcionalmente como consecuencia de la ejecucion de START [28], muchos de
ellos directamente relacionados con la progresion del ciclo celular [59], [60]. Este
regulon se controla por dos factores de transcripcion con componentes de unién al
DNA unicos, Swi4 (SBF) o Mbp1 (MBF) que contienen en comun Swi6, que actua

como un cofactor de trascripcion.

El lugar de union para MBF también es llamado caja del ciclo celular Mlu (o MCB,
de sus siglas en inglés Mlu Cell cycle Box) ya que presenta un lugar de restriccion
para la enzima Mlul, y en el caso de SBF también llamado caja del ciclo celular Swi4
(o0 SCB, de sus siglas en inglés Swi4 Cell cycle Box). Los genes que son diana de SBF
y MBF han sido tradicionalmente definidos por la presencia redundante de secuencias
SCB y MCB en sus promotores. Los genes diana de SBF y MBF son funcionalmente
diferentes. Los genes diana de SBF estan relacionados con la morfogénesis celular,
la formacion del huso y su duplicacion, y el crecimiento celular como CLN1, CLNZ2,
FKS1, FKS2, GIN4, PCL1, PCL2. En cambio, MBF activa la transcripcion de genes
relacionados con el control o ejecucion de la replicacion y reparacion del DNA como
CDC2, CLBS, CLB6, POL2, RNR1 [61]-[63].

4. Regulacién del sistema de control por degradacion por ubiquitinacion

Para establecer un funcionamiento correcto del sistema de control del ciclo celular,
que permita una transicion unidireccional y de forma irreversible de una fase a la
siguiente en el ciclo celular, hay que separar dos funciones esenciales para su correcta
actividad: la activacion irreversible de los complejos con actividad CDK'y, por otro lado,
la destruccion de los elementos de regulacion mediante protedlisis. Esta actividad de
protedlisis es de gran relevancia durante la fase M, especialmente en la transicion
metafase-anafase, donde esta implicada en la separacion de cromatidas y la

destruccion de las ciclinas de esta fase. Esta destruccion de ciclinas permite
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finalmente alcanzar un estado de baja actividad CDK durante G1. Por otra parte, la
protedlisis también tiene importancia en la etapa final de la fase G1 donde se elimina
el inhibidor de CDK Sic1, promoviendo asi una activacion irreversible de los complejos

S-CDKy la entrada en fase S.

Esta protedlisis selectiva de elementos reguladores del ciclo celular se da
mediante la sefalizacion por ubiquitinacidn [64], que consiste en el marcaje con
multiples repeticiones de una pequefia proteina llamada ubiquitina. Las proteinas
marcadas son reconocidas Yy destruidas por grandes complejos llamados

proteosomas.

El proceso de ubiquitinacién depende de tres elementos, llamados E1, E2 y E3,
que forman una cadena de transporte de la ubiquitina hasta su sustrato final (Figura
6). El primer paso es la activacion de la ubiquitina mediante la unién covalente de su
extremo C-terminal a los grupos sulfhidrilos del aa cisteina, mediante el gasto de ATP,
presente en el lugar activo de la enzima ubiquitin-activadora (E1). Esta ubiquitina
activada es transferida a la enzima ubiquitin-conjugadora (E2) mediante
transesterificacion. Seguidamente E2 conecta con la enzima ubiquitin-ligasa (E3) que
cataliza la formacion de un puente isopeptidico entre el grupo lisina presente en el
sustrato final y el grupo C-terminal de la ubiquitina [65], [66]. Finalmente, la repeticion
sucesiva de esta reaccion conlleva a la aparicion de cadenas de ubiquitinas, ya que
la E3 permite catalizar sucesivas transferencias de moléculas ubiquitina, lisinas de la
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Figura 6: Esquema molecular simplificado del sistema de ubiquitinacion

La via se inicia tras la activacion de la ubiquitina (Ub) a través del gasto energético de ATP y unién a
la ubiquitin ligasa (E1). La Ub es transportada a la ubiquitin conjugadora (E2) que se encarga mediante
Su union a la ubiquitin ligadora (E3) de transferir la Ub al sustrato final que determina E3. Que puede

ser degradado por el proteosoma o usado en otros procesos. Adaptado de [300].
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ubiquitina ya unida al sustrato, resultando sustratos poliubiquitinados en multiples
lisinas. Estos son detectados por el proteosoma y degradados mediante protedlisis.
Se debe indicar que la topologia final generada por estas cadenas, incluyendo la
monoubuquitinacion, no unicamente establece su degradacion, sino que se han
descrito estructuras que actuan en funciones tan importantes y distintas como la
transduccion de sefales, la reparacion de DNA, endocitosis, gemacion, vy

exporte nuclear, entre otras [67].

En eucariotas pluricelulares este sistema de conjugacion mantiene una alta
conservacion funcional, pudiendo encontrar de una a dos E1 (1 en levadura), multiples
E2 (11 en levadura) y una larga familia de E3 (60-100 en levadura). Esta ultima media
la exquisita selectividad de ubiquitinacion por su interaccion directa con los substratos
[68].

El complejo SCF

Los complejos SCF (siglas del inglés, Skp71-Cullin-F-box protein) forman una gran
familia de ubiquitin-ligasas que regulan un amplio espectro de proteinas relacionadas

con el ciclo celular, la transcripcion y procesos de transduccion de sefales [69]—-[71].

En S. cerevisiae, el complejo SCF esta compuesto de diferentes subunidades
(Figura 7A): Skp1, un adaptador que permite unirse a una gran variedad de proteinas
que contienen el motivo llamado caja F o F-box [72], [73]; Cdc53 componente de la
familia de proteinas tipo cullin, proteina que forma el andamiaje o matriz del complejo
encargada de reclutar la proteina Cdc34 con Skp1 [74]-[76]; Cdc34, enzima ubiquitin-
conjugadora (E2) que cataliza la transferencia de ubiquitinas activadas a la proteina
diana [73], [77], [78]; Hrt1, proteina que estimula la actividad ubiquitin-ligasa gracias
al dominio RING-H2 [78], [79] y finalmente, incluyendo a este complejo se encuentra
otra subunidad variable entre un gran grupo de proteinas que presentan el motivo F-
box, el cual se une a Skp1, y que incluyen Cdc4, Dia2, Grr1, Met30, Saf1. Dichas
subunidades tienen como funcién principal dotar de especificidad al complejo
detectando los substratos multifosforilados que seran diana del complejo SCF [71],
[76], [80].
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El complejo SCF promueve y participa sobre todo en la transicion G1/S,
especialmente mediante las proteinas F-box Cdc4 (Figura 7B) y Grr1 (Figura 7C), que
a su vez participan en la ubiquitinacion y degradacion de ciclinas de G1: CIn1, CIn2 y
CIn3 [75], [81], [82]; la ciclina de fase S, CIb6 [83]; los inhibidores de CDK Sic1 y Far1
[73], [84]-[86]; y también proteinas encargadas de la replicacion del DNA como Cdc6
[87], [88]. SCF también esta implicada en la degradacion de Swe1 durante la transicion
G2/M [89]. El complejo SCF se encuentra de forma activa a lo largo de todo el ciclo y
la degradacion de sus substratos depende, principalmente, del nivel de fosforilacion
que presentan en muchos casos directamente mediado por la actividad CDK [90].
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Figura 7: Componentes del SCF y regulacién del ciclo celular

Esquema simplificado del complejo SCF (A), donde se indican sus componentes y proceso de
ubiquitinacion del sustrato (fargef) final. Principales sustratos regulados por las proteinas F-Box Cdc4
(B) y Grr1 (C) que participan en eventos del ciclo celular. Adaptado de [301].
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El complejo APC/C

El APC o ciclosoma (APC/C) es una ubiquitin ligasa compuesta por multiples
subunidades tipo cullin-RING E3 (Figura 8A) que regula la progresion por la fase M y
el establecimiento de la fase G1 (Figura 8B) [91]-[93]. En S. cerevisiae regula la
transicion metafase/anafase y la salida de mitosis a G1 mediante la ubiquitinacion de
sustratos como las ciclinas de fase M, los inhibidores de separacién de cromatidas
Pds1 (Securina), proteinas motoras como Kip1 y Cin8, quinasas del tipo polo/Cdc5 y

factores de disociacion como Ase1 [94]-[97].

La estructura del complejo del APC/C no se conoce bien actualmente,
especialmente en la estequiometria y el peso molecular del complejo y del nucleo
catalitico. En S. cerevisiae se conocen 13 genes que forman este nucleo, que estan
altamente conservados en otros eucariotas y que son esenciales para la actividad del
complejo que transcriben para las siguientes proteinas: Apc1, Apc2, Apc4, Apc5,
Apc9, Apc11, Cdc16, Cdc23, Cdc26, Cdc27, Doc1, Mnd2 y Swm1 [98]. Este complejo
precisa, ademas, de otras subunidades activadoras: Cdc20, Cdh1 y Ama1; y pueden
estar presentes otros componentes con actividad de inhibicion del APC/C: Mad2,
Mad3 (BubR1), Bub3 y Acm1.

Los activadores Cdc20 y Cdh1 son particularmente importantes en la regulacién
de la actividad del complejo APC/C sobre los diferentes sustratos ya que le dotan la
especificidad del complejo [99]. Cdc20 activa el APC/C durante la transicion metafase-
anafase permitiendo la separacion de cromatidas e iniciar la salida de mitosis. Los
niveles de Cdc20 estan regulados ciclicamente, se acumulan durante la fase S gracias
a la regulacién transcripcional de las ciclinas Clb o de tipo B, y finalmente cesan su
actividad por degradacion a partir de la salida de mitosis y durante la fase G+ por el
complejo APC®" [100], [101]. Durante la metafase las subunidades del nucleo del
APC/C son fosforiladas gracias a la actividad M-CDK y también por la quinasa Cdc5
[102], permitiendo la unién de Cdc20 al complejo. APCC920 gjecuta la degradacion de
Pds1 y las ciclinas de fase M, reduciendo la actividad de los complejos M-CDK. Los
complejos M-CDK inician una cadena de eventos que conlleva a un feedback negativo
hasta su propia destruccion. Gracias a que la activacion del APCC920 depende de la
fosforilacion por M-CDK, la reduccion cooperativa entre ambos conlleva a la
disociacién final de Cdc20 y la inactivacién del APCCd20. Asi, ambos complejos
APCCd20 y M-CDK conllevan a su propia inactivacién durante el final de mitosis.
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Figura 8: Componentes del APC/C y regulacién del ciclo celular

Esquema simplificado del complejo APC/C (A), donde se indican sus componentes y proceso de
ubiquitinacion del sustrato (D-Box) final, siendo Cdh1 intercambiable por Cdc20. Adaptado de [92].

Actividad del complejo APC/C a lo largo del ciclo (B). La actividad de los complejos M-CDK promueven

. .y Cdc20 L . . . . .
la activaciéon de APC , que inicia la anafase y salida de mitosis mediante la destruccion de

proteinas reguladores como las ciclinas que gobiernan la fase M y la securina. La destruccion de las

ciclinas y la inactivacion de CDK permite la activacion de APC™™ complejo que mantiene la fase G,.

Adaptado de [24].

Como se ha sugerido anteriormente, Cdh1 es otro activador del APC/C, a la vez
que homologo de Cdc20 pero que tiene actividad durante la fase final de mitosis y
durante los eventos tempranos de la fase G1. Su funcién durante el ciclo es mantener
una elevada tasa de destruccion de ciclinas antes de la entrada a un nuevo ciclo
celular [99], [103]. Una diferencia clave con Cdc20 es que no es dependiente de la
fosforilacion de los componentes del APC/C para su union. Cdh1 se expresa a lo largo
de todo el ciclo celular y se mantiene inactiva por la fosforilacion dependiente de los
complejos S-CDK y M-CDK desde la fase S hasta la mitosis. La activacion del
complejo APCCd tiene lugar cuando la actividad CDK ha disminuido suficientemente
por el complejo APC®%20 durante la transicion metafase/anafase, donde Cdh1 sera
defosforilado por Cdc14 tras la activaciéon del sistema de salida mitética (o MEN, de

las siglas en inglés Mitotic Exit Network) [104]. La actividad del APCCd"! se mantiene
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intensa durante la fase G1, asegurando la destruccion de las ciclinas de fase S y fase
M, que se mantiene hasta que la célula no esta preparada para iniciar un nuevo ciclo
celular. Las ciclinas de G1/S no son reconocidas por el complejo APCCd actividad
que a final de la fase G1 conlleva la fosforilacion de Cdh1 e inactiva el complejo APC/C
hasta la metafase [93].

5. Regulacion del sistema de control por el centromero

El centrémero dirige la segregacion cromosdmica asegurando su correcta distribucion
en las células hijas y su supervivencia en una nueva generacion, y en él se estable el
llamado cinetocoro, una macro-estructura compuesta por multiples complejos
proteinicos que aseguran la correcta segregacion mediante la unién de los
cromosomas a los microtubulos conectados a los cuerpos polares del huso. Este
complejo sistema ademas tiene una gran importancia en la regulacion del ciclo celular
ya que, dependiendo de los elementos presentes en él, se ejecutan mecanismos que
permiten asegurar la correcta segregacion de las cromatidas hermanas en la

transicion metafase/anafase.

El centréomero

El centrédmero es la region del cromosoma para el establecimiento de la union del
cuerpo polar del huso a los cromosomas. En sistemas eucariotas unicelulares, como
es el caso de la levadura S. cerevisiae, el centromero es puntual y esta definido por
una secuencia de DNA que se encuentra en los cromosomas. En el caso de
organismos mas complejos, el centromero no esta definido por una secuencia puntual,
sino que lo hacen a través de largos centromeros regionales definidos por diferentes
repeticiones de DNA satélite (Figura 9). EI DNA centromérico de S. cerevisiae fue uno
de los primeros en ser aislado [105] y esta formado por tres secuencias de DNA
comunes en todos los cromosomas [106]. Son los llamados elementos del DNA
centromérico | (CDEI, de las siglas en ingles Centromeric DNA Element [), CDEIl y
CDEIIl. Todos ellos con una secuencia entre 116-120pb, suficientes para dotar de
estabilidad mitética cuando son introducidos en plasmidos [105], [107], [108]. EI CDEI
esta formado por 8pb con la secuencia consenso (PUTCACPuTG); el CDEIl es una

region de 78-86pb ricas en adenina y timina y la region CDIII esta formada por 26pb
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Figura 9: Diversidad de la estructural de los centrémeros

Esquema del centromero en S. cerevisiae, S. pombe y humanos. Se indica la capacidad numérica de
uniéon a microtubulos a los centromeros, su tamafo y los principales elementos que forman la

cromatina centromérica en las diferentes especies. Adaptado de [302].

con la secuencia consenso (TGTTT(T/A)TGNTTTCCGAAANNNAAAAA), que
contiene una secuencia interna de 7 nucleétidos invariables [109]. Este tipo de
centrémeros son llamados centrdmeros puntuales ya que son pequefios y unen un

unico microtubulo por cromosoma.

El cinetocoro

El cinetocoro se define como la macroestructura proteinica que se establece sobre el
DNA centromérico, un sistema compuesto de multiples complejos que varian durante
el ciclo con funciodn de interconectar el centrémero y los microtubulos procedentes de
los SPBs (Figura 10). Esta estructura tiene como finalidad permitir la segregacién de
las cromatidas hermanas en un correcto espacio de tiempo y coordinado con el ciclo
celular, por lo que los complejos que aparecen en ella tienen funciones de regulacion
del ciclo celular, deteccion de errores en la segregacion y union de microtubulos, y un
papel estructural y motor durante la separacién de las cromatidas. El cinetocoro
muestra una organizacién en capas, con una gran complejidad, y en el caso de la
levadura la mitad de estos elementos estan codificados por genes esenciales y
muestran homélogos en toda la escala evolutiva [110].
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En S. cerevisiae los complejos se pueden clasificar por la porciébn que ocupan
dentro del centromero en tres tipos: internos, centrales o medios, y externos. El
complejo DAM1 (de las siglas en inglés, Duo1- And Mps1 (monopolar spindle 1)),
presente en el cinetocoro externo, se regula bajo la fosforilacidén por la quinasa Ipl1, y
juega un papel crucial en la mediacion de los microtubulos con el cinetocoro. Este
complejo interactua fisicamente con proteinas del complejo del centrdmero interno
CBF3 (siglas del inglés, Centromere binding factor 3), y complejos del centrémero
medio, CFT19 y Ndc80, y ademas se une a los microtubulos [111], [112]. EI complejo
Ipl1, localizado en el centromero medio, responde a pérdidas en la tension en la union
monoalélica y actua para resolver estas uniones inapropiadas [113]-[115]. Ipl1
incrementa el intercambio de conexiones de los microtubulos con el cinetocoro, para
facilitar la bi-orientiacion final de los cromosomas [112], [115], [116], y esta implicada
en la regulacion del ensamblaje del complejo DAM1 [115]. En el cinetocoro central se
encuentra también el complejo MTW1 que participa en la biorientacion del cinetocoro
monitorizado por la quinasa Ipl1 [117] y el complejo Spc105 (también conocidos como
Blinquina, Spc7 o KNL1) [118], con importantes funciones en la activacion del SAC
(ver mas adelante) [119]-[122]. El conjunto de los complejos Ndc80, MTW1 y Spc105,
es conocido como el sistema KMN, que tiene como funcién interaccionar con el

extremo del microtubulo y establecer una unidon estable [123], [124]. Y finalmente,
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Figura 10: El cinetocoro y sus componentes

El cinetocoro es un complejo proteico que permite la conexién entre el DNA centromérico y los
microtubulos procedentes del huso mitético. Este compuesto por multiples complejos, se indican los
diferentes elementos que los forman. Estos pueden ser clasificados en la posicién del cinetocoro que
ocupan: interno (centromere interface), medio (KMN) o exterior (Microtubule plus end). Estos varian

a lo largo del ciclo celular. Adaptado de [124].
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indicar que el complejo mas critico es CBF3 [125], que consiste en las proteinas
esenciales Ndc10, Cep3, Cft13 y Skp1, requeridas todas ellas para la formacion del
cinetocoro sobre cada uno de los centromeros, permitiendo la conexion

DNA/cinetocoro.

Sobre los elementos del DNA centromérico que se definen en el apartado
anterior, se observa que en CDEI se establece la unién de la proteina Cbf1, una
proteina helix-turn-helix, factor de transcripcion que se une en otros lugares del
genoma pero que aunque aun no siendo esencial contribuye a la funcion del
cinetocoro [126]-[128]. En el CDEIIl se da lugar la unién al complejo interno del
centrémero, CBF3, a través de un motivo conservado CCG esencial para la funcién
del centrémero [129], [130]. A lo largo de los tres elementos se observa la aparicion
del generalmente llamado CenH3, en levadura Cse4, que intercambia la histona H3
en los nucleosomas centroméricos. Cse4 permite el adecuado establecimiento del
cinetocoro, la unién a los microtubulos y la segregacion cromosdmica correcta, siendo

su regulacion un importante evento durante la formacion del cinetocoro [131], [132].

El SAC

El SAC (de las siglas en inglés, Spindle-Assembly Checkpoint) es el mecanismo de
supervivencia por el que la mayoria de las células eucariotas evitan la separacién de
las cromatidas hermanas cuando los SPBs estan dafados o cuando los
cromosomas no estan correctamente bi-orientados en el huso mitdtico [133]-
[136]. Este mecanismo también fue descubierto en S. cerevisiae en dos trabajos
independientes de screening en 1991 mediante la aplicacion de productos que
dafian la formacion de los microtubulos de los husos mitéticos, permitiendo
determinar los principales elementos que regulan este sistema gracias a la
aparicion de mutantes que evitaban la detencién durante la mitosis [137], [138]. Los
genes encontrados implicados fueron los llamados MAD (de las siglas en inglés,
Mitotic-Arrest Deficient): MAD1, MAD2, MAD3 (BUBR1 en humanos) y los
llamados BUB (de las siglas en inglés, Budding Uninhibited by Benzimidazolane).
Conservados en todos los eucariotas, evitan la separacion precoz de cromatidas

hermanas durante la mitosis [139], [140].

La finalidad principal del SAC es inhibir a Cdc20, cofactor del APC/C [141].
Especificamente, el SAC impide que Cdc20 active el APC/C y éste active

la degradacion de ciclinas de fase M y Pds1 (o securina). La securina es un inhibidor
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Figura 11: Activacion del SAC

Vision esquematica de los elementos de activacion del SAC en los cinetocoros y formacion del MCC,
inhibidor del APC/C. En los centromeros donde no existe una unién a los microtubulos del huso mitético,
se inicia la fosforilacion de KNL1 (o Spc105 en levadura) por parte de Mps1. Este evento recluta a Bub1
y Bub3 hacia el cinetocoro, y a su vez a BUBR1/Mad3. Estas a su vez reclutan a los heterodimeros
Mad1/Mad2 (forma cerrada o closed), que catalizan el cambio de la forma soluble Mad2, abierta (open)

a cerrada (closed). Mad2 cerrada se une a Cdc20 y recluta BUBR1/Mad3 conjuntamente a Bub3

formado el complejo llamado MCC. Adaptado de [289].

de Esp1 (o separasa), enzima que corta a Scc1 (o cohesina), la cual une las

cromatidas hermanas.

En S. cerevisiae unicamente son necesarios dos complejos del cinetocoro para
la funcién del SAC: CBF3 y Ndc80 [142], [143]. Aunque actualmente se desconoce la
naturaleza exacta de como los cinetocoros pueden determinar una orientacién
anomala en el huso acromatico, se barajan dos posibilidades: una ausencia de tension

entre cinetocoros hermanos [144], o la misma falta de union de los microtubulos [145].

MCC, efector del SAC

El SAC cataliza la formacion de un complejo inhibidor de Cdc20 llamado MCC (de las
siglas en inglés, Mitotic Checkpoint Complex), un heterotetramero compuesto por:
Cdc20, Mad2, BUBR1/Mad3 y Bub3 (Figura 11) [146]. Este complejo no requiere
aparentemente de la aparicion de los cinetocoros dada su presencia en la interfase
cuando carece de un cinetocoro funcional [146]-[149]. La inhibicién de Cdc20 tiene
lugar de tres formas: BUBR1/Mad3 se une a Cdc20 para bloquear su dominio D-Box
[150], [151] mediante las llamadas cajas KEN de BUBR1/Mad3 [152], [153], evita la
unién de Cdc20 al complejo APC/C [154], y promueve la autoubiquitinaciéon de Cdc20
(Figura 12A, 12B) [155]-[157].
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Figura 12: MCC inhibe la actividad APC/C

Esquema simplificado de los elementos del APC/C en eucariotas superiores. Durante la actividad del

SAC el CDC20 es incapaz de interactuar con el APC/C para forma el complejo APC*° (A) y es

desplazado por el complejo MCC, formado por BUBR1/Mad3, MAD2, BUB3 y CDC20 (B). Este complejo
promueve un cambio conformacional del APC/C permitiendo la ubiquitinacién de CDC20 y degradacion
mientras el SAC se encuentra activo. En la unién del MCC estan implicados los motivos D-box y KEN.
Adaptado de [303]. Estructura simplificada de Mad3 (S. cerevisiae) donde se indican las zonas de
interaccién con Cdc20 y Bub3 (C).

Mad3 en S. cerevisiae se diferencia de Bub1, en que el primero no presenta el
dominio quinasa, que se mantiene en organismos superiores. Este es un aspecto
importante ya que cuando se habla de BUBR1 en otros organismos si que lo presenta.
En su estructura (Figura 12C), se encuentran dos motivos KEN (30 y 296, segun su
posicion en aa), el segundo con una secuencia D-box adyacente [153] lo que hace de
Mad3 un pseudosubstrado de Cdc20 [151], [158]. Mad3 presenta ademas un motivo
GLEBS o dominio de union a Bub3 [159]-[162] y cerca de este ultimo una extensién

en hélice que permite la dimerizacion con Bub1 y la localizacion al cinetocoro [159].

Otro elemento clave en la sefalizacidn por el SAC en el cinetocoro es la
formacion de complejos Mad2-Cdc20 [163]. Mad2 existe en dos formas, la llamada
cerrada (Mad2-C) o abierta (Mad2-0), y éstas dependen de la uniéon a Mad1, que se
une a Mad2 en el cinetocoro y cataliza el paso rapido de la forma Mad2-O a Mad2-C.
Esta reaccion dependiente del cinetocoro promueve la interaccion de Cdc20 con
Mad2-C [163], [164]. Ambos mecanismos, BUBR1/Mad3 [165] y Mad2 [166],
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incluyendo la fosforilacion de Cdc20 por la quinasa Bub1, [167] permiten establecer

un sistema robusto para el establecimiento del SAC.

En ausencia de union entre el cinetocoro y los microtubulos, la quinasa Mps1
actua como iniciador de la activacion del SAC [168]-[171]. La fosforilacion de esta
quinasa sobre Spc105, en los motivos MELT [172] da lugar a lugares de union al
heterodimero Bub1/Bub3 [120], [121]. De esta forma se recluta Bub1 al cinetocoro lo
que permitiria el posterior reclutamiento de los elementos del SAC Bub3,
BUBR1/Mad3 [173], [174] y quizas Mad1.

6. Regulacion del tamaio celular

Existe una intima relacién entre la forma y la funcién en los organismo vivos [175].
Una de las caracteristicas mas importantes en la forma celular es el tamano, que
permite determinar la ratio superficie/volumen para una mejor adaptacién a los
ambientes donde los nutrientes y su transporte pueden ser limitantes. El tamafio
celular es una de las caracteristicas adaptativas que mas impacto e influencia tiene

en la fisiologia celular a lo largo de todas las especies vivas [176].

El tamano celular afecta a la arquitectura interna de la célula y al volumen de
diferentes organulos y su proporcién [177], y se adapta al contenido de DNA en una
correlacion lineal [178]. Ahora bien, aun se desconoce el mecanismo por el cual las
células pueden regular el tamafo en funcién de la dotacidn genética. Los principales
estudios en la regulacion del tamafio celular se basan en nuestro modelo de trabajo,
S. cerevisiae, y también en S. pombe ya que permiten analizar el tamafio celular bajo
unas formas geométricas mas simples que en células eucariotas pluricelulares. Los
estudios en estos sistemas unicelulares han permitido obtener evidencias
convincentes de la existencia de un mecanismo activo de regulacion del tamafio
celular, en que tiene lugar una correlacion entre el crecimiento y la division celular [19],
[179], [180]. En levaduras de gemacion, el tamafo afecta la duracion de la fase Gy,
retrasando el momento de iniciar la replicacion y la gemacion si células inician el ciclo
con un tamafo menor. En la levadura de fision se observa un retraso en mitosis antes
alcanzar un tamanio celular caracteristico [181]. Los leucocitos de mamiferos han de
alcanzar una tasa especifica de crecimiento y las células epiteliales necesitan crecer
hasta alcanzar cierto tamano antes de proceder a la entrada en el ciclo celular [182]—
[184].
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Regulacién del tamaiio celular en S. cerevisiae

En S. cerevisiae, el tamaio celular se determina durante G1 y esta influenciado por
multiples factores extrinsecos e intrinsecos (Figura 13). Los estudios en células
individuales han permitido observar como las células pequefias dedican un mayor
tiempo en crecer en G1 que las inicialmente mas grandes [19], por lo que se establecid
el concepto de tamafio critico como condicion a superar para ejecutar la transicion G1-
S [185]. La asimetria de la divisidn de las levaduras de gemacion tiene una implicacion
importante sobre el control del tamafio. La célula hija nace con un tamafio menor al
de la célula madre, y debe crecer hasta alcanzar el tamafo critico para iniciar su ciclo
celular. En cambio, al haber alcanzado su tamafio critico en el ciclo anterior, la célula
madre puede iniciar la gemacion a intervalos regulares en ciclos sucesivos sin
necesidad de crecer [45], [186]. Esta diferencia ha sido relacionada con la distribucion
asimétrica de los factores de transcripcién Ace2 y Ash1, que regulan la transcripcion

de la ciclina de G1 CIn3 especificamente en células hijas [187]-[191].

De los reguladores de START, Whi5 es el que ha recibido las pruebas mas claras
de su papel en el control del tamafio celular. Este inhibidor de la transcripcion G1/S se
sintetiza preferentemente durante la mitosis del ciclo anterior de forma independiente
al tamano de la célula, y se diluye por aumento del volumen celular durante el
crecimiento en G1 hasta un umbral minimo que permite la activacion del regulén G1/S
[192]. De este modo, Whi5 podria “medir” el incremento de tamafio que tiene lugar en

G1 y participar decisivamente en establecer el tamafio critico de START.

La participacion de CIn3 en el control del tamafio celular estd muy consolidada
desde hace tiempo entre los investigadores del ciclo celular de la levadura de
gemacion [48], [193], [194], y existe una dependencia inversa del tamafio celular con
los niveles del complejo CIn3/Cdc28 [53], [195]. CIn3 es un activador dosis-
dependiente de la transicion G1/S o START [192], [196] y, a diferencia de otras
ciclinas, su expresién oscila muy ligeramente [54], [190], [197], siendo una proteina

altamente inestable, con una vida media de 5 minutos [48], [49], [54], [197].

Ahora bien, la relacion entre el mecanismo de activacion de CIn3 y el tamafio
critico es todavia una incégnita. Entre las hipotesis planteadas se ha propuesto que el
crecimiento durante G1 podria alterar la disponibilidad de chaperonas como Ydj1 vy,
asi, facilitar la eventual liberacion de CIn3 del RE y su acumulacion en el nucleo para
activar START [17].
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Figura 13: Posibles mecanismo de conexién entre tamaiio y ciclo celular.

Resumen especulativo sobre los mecanismos que influencian el ciclo celular dependiente del tamafio. Los
nutrientes estimulan el crecimiento mediante un incremento de ribosomas en su actividad y sintesis. Altos
niveles de traduccién podrian incrementar las concentraciones de un indicador de crecimiento inestable, que
podria ser la sugerida CIn3. Cuando CIn3 obtiene niveles suficientes se promoveria la activacion de START. Otros
modelos implican la actividad dependiente de chaperonas asociada a la ratio de crecimiento, como factor
liberador de CIn3. Este limite de crecimiento podria estar ajustado por nutrientes u otros factores, resultando
en diferentes tamafios celulares, posiblemente dependiente de la sintesis de los ribosomas. Este incremento de
ribosomas inhibiria la activacion de SBF y MBF por vias aun desconocidas. Otra incognita es como una elevada
ploidia celular también reduce la activacion de SBF y MBF, por un mecanismo que aun es desconocido. Adaptado

de [24].

Otros mecanismos podrian estar también implicados en la determinacion del

tamafo celular. Uno de ellos podria consistir en el numero de promotores MBF/SBF
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presentes en el genoma, lo que implicaria una necesidad mas alta de CIn3 a mayores

dosis génicas, relacionando asi el tamafio celular con la ploidia [198].

Estos mecanismos que implican la maquinaria de ejecucion de START podrian
confluir para determinar el tamafo celular de forma robusta y precisa, por lo que
cualquier modificacion sobre Whi5 o CIn3, en su transcripcion [199], traduccion [200]
o estabilizacion [35] podrian implicar variacién en el tamafo celular. Ademas, debe
tenerse en cuenta que la transicion a través de START también depende del complejo
Ccr4-Not y BCK2 [201], [202].

Otro parametro clave en la regulacion del tamafio celular es la traduccion de
proteinas [19], [203], [204] ya que se observa una relacion clara entre el tamaro celular
y las tasas de biogénesis de ribosomas y de traduccion de proteinas [205], [206]. La
iniciacién de la traduccidén debe tener una relevancia particular, ya que su inhibicion
mediada por la vias de sefalizacion TOR y PKA en respuesta a deplecion de
nutrientes permitiria explicar el menor tamano de las células sometidas a limitacién
nutricional [207], [208].

Muchos de los reguladores mas importantes han sido descubiertos por estudios
sistematicos de mutantes que provocan cambios en la distribucion del tamano en las
poblaciones celulares [209]-[212]. En estos estudios tienen limitaciones, y es dificil
diferenciar los mutantes que afectan directamente al sistema de regulacién del tamafio
celular o que tienen un efecto indirecto modificando la morfologia propia de la célula
[190]. Por este motivo es tan importante la microscopia time-lapse para el estudio del

sistema de control del tamafio celular [190], [213].

Tamaio celular y la ploidia

Boveri, Hertwig y sus colegas [214] observaron una clara relacion entre el numero de
cromosomas, el tamafo del nucleo y el de la célula. Fenbmeno que aun continua
siendo foco de discusiones y estudios. En los anos 50, tras el estudio de multiples
sistemas celulares se establece una relacion de proporcionalidad casi directa entre la
ploidia, el numero de juegos completos de cromosomas, y el tamano de la célula,
considerandose una propiedad casi universal [178]. En el caso de la levadura ha
podido comprobarse una relacién directa concluyendo que la ploidia determina el

tamafno de la célula en division [46], [215]. Pero la relaciéon entre estas dos
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caracteristicas a lo largo de todo la escala evolutiva continua siendo una incognita
[216].

Una de las hipotesis mas sencillas que intentan explicar este fendmeno se limita
a considerar el numero de copias de genes, que conllevaria como efecto final al
incremento del tamafio celular. Sin embargo, existen evidencias de que este
incremento de tamafio dependiente de la ploidia debe de tener un sistema activo de
regulacion (Figura 14).

En S. cerevisiae, este fendmeno se acentua donde existe una clara relacién
lineal entre el tamafio de la célula y su contenido de DNA, sugiriendo dos posibles
modelos que permitirian que la ploidia regulara el tamano celular: la produccion de un
factor especifico acorde con la ploidia, o un factor inversamente dependiente de la
ploidia [217].

El primer modelo podria basarse en un inhibidor especifico de una etapa del
ciclo, cuya transcripcion respondiera al numero de copias de DNA. Si dicha
transcripcion critica es estable, la cantidad fija producida del inhibidor se diluiria a
medida que la célula creciera hasta llegar a un umbral determinado y fijar asi un
tamano critico en funcién de la ploidia [218]. Esta hipdtesis parece coger peso
actualmente gracias a las observaciones y estudio de Whi5, que se transcribe en el
anterior periodo G2/M de forma dependiente de la dosis génica, pero independiente
de tamano, y se diluye durante el siguiente G1 hasta alcanzar un nivel minimo
determinado en START [192]. Sin embargo, la eliminaciéon de una de las copias de
Whi5 en una célula diploide no produce un tamano celular igual a una célula haploide,

lo que sugiere la existencia de otros factores aun desconocidos.

El segundo modelo estaria basado en un factor regulado por titulacion genémica
[218]-[220]. En este caso podria tratarse de una proteina activadora sintetizada de
forma constante que se uniese a diferentes secuencias del genoma. De este modo, el
incremento de ploidia incrementaria el numero de secuencias de unidn y precisaria
un mayor nivel del activador que, al ser su sintesis constante, implicaria un mayor
tamano celular. Este modelo se ha sugerido para CIn3 en su unioén a los complejos
SBF [198].

La célula es capaz de modificar su ploidia de forma activa para una mayor
capacidad de adaptacion a entornos negativos y a diferentes tipos de estrés [221].

Este fendmeno puede aportar beneficios metabdlicos y la proteccién de mutaciones
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Figura 14: Evidencias de un tamaiio celular regulado por ploidia

A lo largo de todo el arbol de la vida se encuentran ejemplos de cémo las células incrementan su
tamano celular dependiente de la ploidia. En E. coli se observa una clara dependencia del area celular
con el numero de origenes de replicacion (A) [304], en células de mamifero, en hepatocitos, se observa
distribuciones poblacionales que incrementan de tamafio a la vez que lo hacen segun su numero de

ploidia (B) [305] y en plantas también se observa en el tamafio del polen un incremento dependiente

del nivel de ploidia (C) [306].

deletéreas [222]-[224]; pero todo ello bajo el coste de un incremento de defectos en
la estabilidad gendmica [225], [226].

7. Vectores y el tamano celular

La utilizacion de vectores en levadura permite de forma artificial, mimetizar y valorar
los efectos que producen diferentes genes, ya sea en su forma salvaje o siendo
modificados, en S. cerevisiae. Su utilizacion casi universal en todos los campos de
estudios de levadura ha permitido darle funcionalidades muy diversas en su aplicacion
en ciencia basica, biotecnologia y biologia sintética [227]-[229]. Los primeros vectores
construidos son los llamados vectores lanzadera (Figura 15) [230], formado por DNA
hibrido de E. coliy S. cerevisiae [231], [232]. Estos sistemas de vectores circulares de
DNA, también llamados plasmidos, han sido modificados y mejorados generando un
gran numero de versiones y series, como son los conocidos pRS [233], [234], pRG

[235] y otros vectores lanzadera especializados [228].
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Tipos de vectores lanzadera

Estos vectores tienen en comun la presencia de genes auxotréficos y resistencias a
antifungicos, para su seleccion y mantenimiento en levadura [236]-[238]. Se
encuentran 3 posibles modalidades: los plasmidos centroméricos o YCp, los

plasmidos episomales o YEp y los plasmidos integrativos o Ylp.

Los plasmidos YCp (Figura 15A) se identifican por utilizar el sistema enddgeno
de la célula de replicacion y segregacion cromosomica, persistiendo como
minicromosomas muy estables y en bajo numero, 1-5 copias/célula [239]. Los YCp
contienen una secuencia de replicacion autonoma o ARS (de las siglas en inglés,
Autonomously Replicating Sequences) [240]-[242] y secuencias centroméricas o
CEN, que permiten su unién a puntos del cinetocoro y aportan una segregacion similar
a los cromosomas [243]. Ahora bien, el mantenimiento de multiples plasmidos con
estas caracteristicas aporta inestabilidad gendmica [244], [245]. En la actualidad se
han disefiado versiones mas complejas y con mucha mas capacidad, los llamados
cromosomas artificiales de levadura o YAC [246], que imitan las caracteristicas que
tienen los cromosomas y permiten su mantenimiento en forma lineal gracias a la

presencia de secuencias teloméricas.

Figura 15: Vectores lanzadera

Vision simplificada de los tres principales tipos de vectores lanzadera en levadura, todos ellos
comparten un origen de replicacion (Ori) y resistencia a ampicilina (Amp) que permiten su amplificacion
en E. coliy un lugar de clonacién con multiples puntos de restriccion (MCS). De cada uno se encuentran
diferentes versiones que dependen del gen auxotrdéfico de seleccién para levadura (AUX). La principal
entre ellos radica la presencia de una secuencia CEN y ARS en YCp (A), un sistema de replicacion 2um
en YEp (B) y un gen AUX que permite ser cortado mediante enzimas de restriccion generando colas
recombinantes (AUXr) para su integracion genémica en el caso de los Ylp (C).
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Los plasmidos YEp (Figura 15B) estan presentes en muchas de las cepas
salvajes y de laboratorio de S. cerevisiae, basadas en secuencias propias de
plasmidos naturales de levadura [247]. Estos, a diferencia de los anteriores, se
presentan en un numero alto de copias por célula, 40-80 [248], [249], gracias al
sistema de replicacion 2um (o 2u), que contiene un origen de replicacion propio y
regulado por proteinas codificadas en el mismo plasmido [240], [250]-[252]. Aunque
actualmente se desconoce el modo de segregacion en mitosis [253], se sabe que es
un proceso poco fiel y produce células con numeros de plasmidos muy distintos [254],
[2585].

Los plasmidos Ylp (Figura 15C) estan destinados a su integracion genémica en
el huésped final. Este finalmente se transmite a la progenie gracias a ser parte de un
cromosoma. Su caracteristica principal se basa en tener secuencias homologas al

lugar de integracion en el genoma. Secuencias homologas de unos pocos centenares

120

C)TRPI
100 Q -
URA3 Q gt ’+
= LEU2 -

L d . .
€ PR Diploide
2 el
c | ’a"

2 80 el
(1] | ”d’
E 1 ’f,
[J] g
: \ -~
S /f’ 3YCp
g 60 <7
J/
E ”, ZYCp
3 om0
S . 1YCp
Haploide
40
20
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Numero estimado de copias

Figura 16: Los YCp incrementan el volumen celular coherente con la ploidia

Células haploides a las que son incorporados 1, 2 o 3YCp independientes incrementan el volumen
celular, determinado mediante microscopia en cultivos asincrénicos. El volumen es proporcional en el
numero estimado de copias, y la tendencia concuerda con el volumen final de células diploides, se
indica la linea de tendencia (ralla discontinua). Se introduce un pequefio esquema donde se indican las

auxotroéfias aportadas por los plasmidos YCp independientes (3YCp).
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Figura 17: Modelo de regulacion del tamaio celular por ploidia

Esquema simplificado del hipotético sistema de regulacion del tamafio celular dependiente de la dosis
centromérica aportada por la ploidia. Se propone que determinadas proteinas del sistema de
sefalizacion centromérica podrian ejercer un papel inhibidor de START.

de bases son suficientes para asegurar una integracion correcta y eficiente [256]
mediante la utilizacion de la maquinaria de recombinacion homdloga propia de la
célula [257].

Alteracién del tamaio celular por vectores: observaciones preliminares

Como he descrito anteriormente, los vectores son utilizados por sus multiples
aplicaciones y estudios. Este elemento es algo que se aporta artificialmente,
compuesto no unicamente con nuestro inserto de interés, sino también por otros
componentes que pueden influir directa o indirectamente en el estudio. Por este
motivo, en experimentos en que se ensayan variantes de un gen concreto en un vector
lanzadera es necesario incluir como control negativo la estirpe portadora del vector

vacio para contrastar los resultados obtenidos.

Durante un estudio del grupo iniciado anteriormente a esta tesis sobre los efectos
de distintos sistemas de chaperonas en el tamafio critico de S. cerevisiae (Moreno et
al., enviado a publicacion), se observé un fendmeno antes no descrito: la presencia
de un, dos o tres YCps producia un incremento lineal del tamafio celular compatible
con el incremento de tamanio critico de gemacion de la célula diploide (Figura 16).
Estos resultados sugerian que algun elemento plasmidico no descrito que podria estar
implicado en la regulacion del tamano celular, quizas de modo similar al control por

ploidia.
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El estudio de este fendbmeno y como afecta a los principales sistemas de
regulacion de tamano podrian aportar nuevos conceptos a esta regulacion largamente

desconocida.

Precisamente, esta tesis explora este fendmeno, partiendo de la hipétesis que el
numero de secuencias centroméricas podrian jugar un papel importante en la

regulacion del tamafio celular (Figura 17).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis inicial:

La regulaciéon del tamaino celular por ploidia se lleva a cabo mediante

mecanismos de senalizacion centromérica

Principales objetivos:

e Determinar el elemento responsable del incremento celular observado por los
YCp y descartar otras posibilidades.

¢ Disenar un sistema de cuantificacién para relacionar la dosis centromérica
respecto el tamafo celular observado.

e Mimetizar la respuesta al numero de centromeros aportados artificialmente
mediante otros sistemas.

e Analizar la respuesta al incremento de centromeros en el ciclo celular durante
la fase G1y los componentes de START.

e Analizar el papel de los componentes sefializadores del centromero como
reguladores de START.

e Analizar la interaccion funcional y fisica de los diferentes componentes del

modelo de trabajo.
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1. Medios y condiciones de cultivo

Medios

Para el crecimiento de levaduras se utilizaron medios YP (1% Extracto de
levadura, 2% peptona) o SC (0.17% YNB-AA-AS, 0.67% drop-out, 0.5% (NH4)2S0O4)
suplementados con diferentes azucares al 2%: glucosa, galactosa o rafinosa. Para la
seleccion de cepas con plasmidos mediante su auxotrofia se utiliz6 SC carente del aa
o nucledtido especifico (drop-out). En el caso de ser necesario un aporte externo, se
introdujo triptéfano (40pg/mL), leucina (120pg/mL), histidina (20pug/mL) y uracilo
(20ug/ml). Para la seleccidon de cepas con marcajes (tags) o delecciones de genes
mediante seleccion con antibioticos se utilizaron placas YP con 200ug/mL geneticina
(DUCHEFA), 300ug/mL higromicina B (Sigma) o 200pg/mL nourseotricina (Werner
BioAgents). En el caso especifico de W303 y para la obtencion de diploides el medio

YP se afnadié un aporte adicional de adenina a 40ug/mL.

El medio que se utilizé para el crecimiento de bacterias fue LB (1% peptona, 1%
NaCl, 0.5% extracto de levadura). Para la seleccion de plasmidos se afiadié ampicilina
(Amp) (ROCHE) a 50pg/mL. En el caso de formato solido para placas de cultivo se
afiadio agar al 2%.

Condiciones de cultivo

Tras la seleccion en medios de cultivos especificos en placa, los cultivos celulares de
levadura en liquido se iniciaron desde un pre-inoculo de 5-6 colonias. Este se diluyo a
0,0050Ds00 en medios con glucosa, y 0,010Deoo para los medios con galactosa. El
crecimiento de los cultivos se realizd durante 16h a 30°C, exceptuando cepas
termosensibles que se hizo a 25°C, hasta que se obtuvieron cultivos de crecimiento
en exponencial y asincronico con un minimo de 7-8 generaciones. Se utilizaron
medios de galactosa para el mantenimiento de las formas inactivas de GALp-CEN3
presentes en los vectores utilizados y las modificaciones cromosomicas. La
superexpresion de proteinas desde vectores YCpGAL se indujo mediante la
exposicion a 200nM B-Estradiol de Sigma-Aldrich. Se utilizaron incubadoras de
agitacion tipo Multitron o Multitron Standard de Infors HT o MaxQ4000 de Barnstead
a 180-200rpm.
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2. Construccion de cepas de levadura

Cepas de origen o previamente construidas

En nuestro estudio se incluyeron cepas salvajes o modificaciones de las mismas ya
pertenecientes al laboratorio. Se utilizé la cepa salvaje CML128 [258] y sus derivadas
CML128 mCherry, que incluye wuna copia de TEFp-mCherry integrada
genomicamente. CML128-Pgen361 que contiene el inserto ADHp-GAL4DBD-hER-
VP16 que permite la induccion del promotor GAL mediante estradiol [259] y CML128
whib, al que se le ha eliminado el gen WHI5 mediante la disrupcion con un casete
KANMX4. También se utilizé la cepa salvaje W303-1A y sus derivadas termosensibles
W303-1A cdc4-1, W303-1A cdc43-1y W303-1A cdcb3-1. La cepa KSY083-5, derivada
de W303-1A , contiene la fusion mCitrine-CLN3-11A [192]. La cepa IMX678, derivada
de CEN.PK, contiene la copia genémica de expresion de la endonucleasa CAS9 y se
utilizé en la modificacién mediante CRISPR/CAS9 [260]. Para el estudio con diploides
se utilizé la cepa salvaje 1788 [261], el ancestro de CML128, para contrastar los
resultados respectos a las mutaciones generadas. Y finalmente para el estudio de
interacciones in vivo se utilizé la cepa YJD43-1 grr1::NLS-mRFP-LEU2
CLN3-13myc-HIS3 cdc4-1::HYG [82].

Obtencion de casetes de modificacion genética

La modificacién de genes, ya sea para su marcaje o eliminacion, de levadura se realizé
segun el sistema descrito por [262] por recombinacion de fragmentos de DNA y
seleccion con marcadores auxotréficos o antibidticos, a excepcion de la construccion
de cepas con cromosomas dicéntricos condicionales en la que se utilizd la técnica
CRISPR/CAS9 (ver apartado especifico). La lista completa de las cepas construidas

en este estudio se puede encontrar en el apartado tablas adicionales.

Todas las PCRs de amplificacion de casetes y fragmentos de DNA, para
modificaciones genéticas o determinacion analitica de su correcta integracion, se
utilizaron termocicladores MyCyclerrn de Bio-Rad. Los casetes para modificaciones
genéticas se obtuvieron utilizando la polimerasa Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific). La reaccién se realizdé en 50ul de reaccion de PCR
con 0.5uM oligo1, 0.5uM oligo2, 0.2mM of dNTPs, 1x phusion HF buffer, 0.5mM
MgClz, 0.5ul DNA gendémico, o 1ul de plasmido obtenido por Mini prep y 0.5ul Phusion
DNA Polymerase (2 U/uL). El protocolo que se utilizd fue 98°C 3min (DNA gendémico)
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o 30seg (plasmidos), [98°C 20seg, Tm 30seg, 72°C 1min/1000bp] 30 ciclos, 72°C

10min. La Tm se adaptd el par de oligonucleétidos utilizados.

Los amplicones se limpiaron de la solucién de PCR con el kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up de Macherey-Nagel por elucién final en 40uL de H20 Milli-Q (Millipore)
(MQ), y se utilizaron 5pL, afiadiendo 1uL 6x Orange DNA Loading Die de Thermo
Scientific, para comprobar su tamafo y concentracion mediante electroforesis en

geles de agarosa 0.8% en buffer TAE.

Modificacion mediante el sistema CRISPR/CAS9

A excepcion del resto de cepas modificadas, la IMX678 GALp-CEN4::ChlV; GALp-
CENA4::ChVIl se obtuvo mediante la técnica CRISPR/CAS9 [260]. El protocolo original
se modificd para mejorar la eficiencia en la obtencién de los plasmidos correctos, ya
que utilizandose la recombinacion in vivo propia de levadura pueden aparecer formas
con secuencias CRISPR diferentes: las dos originales (correspondientes a CAS71 y
ADE?), una combinaciéon entre una original y una especifica para la modificacion
deseada, pudiendo ser dos diferentes, y finalmente la que tiene ambas para las dos
modificaciones deseadas.

Primero se prepararon dos DNA modelo independientes procedentes del
plasmido pROS17 con marcador auxotréfico diferente al plasmido final a utilizar
(Figura 18A). Estos se diferenciaron por las dos CRISPR separadas, es decir un
fragmento con SNR52p-CAS1 y otro con SNR52p-ADE2. Estos dos modelos tienen la
caracteristica de que no contienen regiones de homologia, ni entre ellos ni con el
plasmido final. Con cada uno de ellos se amplific utilizando oligonucleétidos que se
disefiaron con la secuencia CRISPR de interés y con las secuencias homélogas de
15pb necesarias para la recombinacion: para el fragmento central 2um y extremos con
el plasmido. Finalmente, estos dos nuevos fragmentos se transformaron
conjuntamente con el amplicon del plasmido pROS10, con extremos homélogos a los
que presentan los dos nuevos DNAs en una cepa CML128. Se amplificé el plasmido

en bacterias y se envio a secuenciar para confirmar las secuencias CRISPR correctas.

Segundo, se modificd la cepa salvaje como se observa en la Figura 18B. Se
transformé el nuevo pROS10 conjuntamente a los DNA de reparacion, que consisten
en unos fragmentos que contienen nuestro inserto de interés, GALp-CEN4,
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Figura 18: Protocolo modificado de CRISPR/CAS9

Resumen esquematico de los pasos realizados, (A) para la obtencion del plasmido con secuencias
especificas CRISPR para la rotura del cromosoma 4 y 7, se indican los oligonucleétidos utilizados para
la amplificaciéon mediante PCR, (B) los pasos realizados para la modificacion la cepa con cromosomas
dicéntricos condicionales, se incluyen el nombre de los oligonucleétidos utilizados para la obtencion de
los DNA de reparacion, (C) localizacion de los nuevos centromeros condicionales en los

cromosomas 4 y 7, se indica coordenada de corte e informacion de la zona modificada.
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flanqueados por 40pb de homologia del DNA donde se dara la rotura por la
endonucleasea Cas9 que contiene la cepa IMX678 integrada gendmicamente. En este
estudio se utilizaron dos DNA de reparacion, uno para la reparacion del cromosoma 4
y otro del cromosoma 7. Las transformantes se seleccionaron en SGalC-URA para
mantener estos nuevos centromeros condicionales inactivos, se realizé un cultivo de
larga duracién en YPGal para propiciar la pérdida del vector pPROS10 y seguidamente
se sembrod en placas YPGal-5’FOA (1g/L) para la seleccién de células sin la presencia
del gen URAS.

Se obtuvo una nueva cepa, IMX678 GALp-CEN4::ChlV; GALp-CEN4::ChVII,
tiene dos nuevos centrédmeros condicionales, en las coordenadas de los cromosomas
4 y 7 indicadas en la Figura 18C. Para la construccion de esta cepa se utilizaron las
secuencias CRISPR aportadas por [263]. Se insert6 el fragmento GALp-CEN4 (DNA
de reparacion) en un lugar intergénico, flanqueado por dos codones STOP, minimo
de 500pb hasta nuestro lugar de corte con Cas9, si es posible. Se hizo asi para evitar
modificar el funcionamiento del promotor de los genes que se encuentran en los
extremos. Ademas, se buscé un lugar con las caracteristicas anteriores en un lugar
central del brazo del cromosoma mas grande, para evitar posibles problemas con el
centromero nativo del cromosoma. Para la integracion del inserto GALp-CEN4 en el
cromosoma 4, se utilizd la secuencia ATCATGAAGAGGACAAATTA como CRISPR
para el corte en la coordenada 1254672pb de este cromosoma, quedando a una
distancia de 170pb del codon STOP de SAC7 y a 242pb del codon STOP del gen
UBA2. En el <caso del cromosoma 7 se utlizd la secuencia
TTCCACTGGCTGGAAGCTTG como CRISPR, en la coordenada 989989pb,
guedando flanqueado por el codén STOP de MGA1 a 569pb y WHI8 a 1164pb.

Todos los oligonucleétidos que se utilizaron se pueden encontrar en las tablas

adicionales para su consulta.

Transformacion de lavaduras

Se utilizaron levaduras creciendo exponencialmente a una densidad optica entre 0.5
— 1 ODeoo. Generalmente se utilizd medio YPD, excepto en casos de necesidad de
otro tipo de azucar o seleccion, dependiendo de las necesidades de la célula. Se
recuperaron mediante centrifugacion y se utilizaron 10 ODeoo, para cada
transformacion con plasmido o casete de modificacion genética, a 5000rpm 2min a
TA. Estas se limpiaron de los restos de medio de cultivo resupendiendo en 10mL H20
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MQ por cada 100Deo0, y se centrifugaron en las mismas condiciones. El pellet celular
se resuspendio en 1mL de solucion 1 (10mM Tris-HCI pH 7.5, 1TmM EDTA pH 8.0 y
100mM Li-acetato) por cada 100Ds00. Se traspasé a tubos individuales de 1.5mL y se
centrifugd en una MiniSpin de Eppendorfa 5000rpm 2min a TA. El pellet resultante se
resuspendio con la mezcla de transformacién: 40ul de DNA de interés (1ug por cada
plasmido o 2-4ug de casete de disrupcidn o marcaje, disueltos en buffer Tris-EDTA o
TE, 10 mM Tris-Cl, pH 7.5. 1 mM EDTA), 5ul de ssDNA (DNA de esperma de salmén,
2mg/mL) y 5ul de 1M Li-acetato. Seguidamente se le anadié 300ul de la solucidn 2
(10mM Tris-HCI, pH 7.5,7mM EDTA pH 8.0, 100mM Li-acetato y 40% PEG-4000). Se
mezclé e incubd durante 30min a 30°C, en una incubadora con agitacion MaxQ4000
de Barnstead. Seguidamente se procedié a realizar un choque térmico de 15min a
42°C en un bafo seco de Elite Major Science. Las células se centrifugaron a 3000rpm
2min, se elimino6 la mezcla de transformacién y se resuspendio el pellet en 100ul de
H20 MQ. Finalmente, éste se sembré en placas selectivas para el marcador de interés.
Si la seleccién se realizé mediante antibidtico, antes de proceder al sembrado se
cultivaron las células en 2-5mL YPD dejandolas 6h a 30°C a 200rpm para expresar la
resistencia. Se incubaron las placas a 30°C, exceptuando cepas termosensibles que
se realizé a 25°C, durante 2-4 dias dependiendo de la modificacion realizada. En el
caso de modificaciones con casetes, las colonias resultantes se reinocularon en forma
de patch en una nueva placa con las mismas condiciones de seleccion y se incubaron
durante 16h a 30°C.

PCR de colonia

Para confirmar la correcta integracién de casetes de modificacién genética se utilizd
PCR de colonia. Las colonias provenientes de placas de seleccion se depositaron en
un tubo de 200ul para PCR. Estas se irradiaron con microondas durante 2min.
Seguidamente se introdujo en el tubo 20pul de mezcla de PCR. Para este tipo de
reaccion se utilizd la polimerasa DreamTaq DNA polimerase de ThermoFisher
Scientific. La mezcla se obtuvo mezclando 0.5uM oligo1, 0.5uM oligo2, 0.2mM of
dNTPs, 1x Buffer DreamTaq Green, 2U/uL DreamTaq DNA Polymerase. El programa
que se utilizé fue: 95°C 3min, [95°C 30seg, Tm 30seg, 1min/1000bp 72°C] 35 ciclos,
72°C 5min. La presencia de estos amplicones analiticos se determind mediante su

visualizacion en geles de agarosa 0.8% o 2%, dependiendo el tamafio, en buffer TAE.
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Extraccion rapida de DNA genémico de levadura

Se hizo crecer la cepa de levadura seleccionada en 5mL de YPD hasta la saturacién
(aprox. 6-100Dsoo/mL), exceptuando cepas con la necesidad especifica de otros
requerimientos. Se recupero el pellet mediante la centrifugacion a 5000rpm 2min. Se
resuspendio el pellet en 0.5mL de H20 MQ. Se centrifugd a 5000rpm 2min. Se elimind
el sobrenadante y resupendi6 las células en 0.2mL Buffer A (2% Triton X-100, 1%
SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA pH 8). Seguidamente se anadi6
0.2mL de Glass Beads y 0.2mL de solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). Se rompieron las células mediante FastPrep®-24 de MP™, 30seg a 5m/s
tres ciclos. Se afadio 0.2mL de buffer TE y centrifugd 5min a 13rpm. Se recuperé la
fase acuosa y se trasfirid a un nuevo tubo. Se anadié 1mL de etanol 100%, se mezcld
por inversion y se centrifugé 2min a 13rpm a TA. Se descartd el sobrenadante vy el
pellet se resuspendi6é en 0.4mL de TE. Se anadié 13.3uL 3M NaOAC (o 10uL 4M
acetato de amonio), se mezclé y se anadié 1mL de etanol 100%. Se centrifugé a 2min
a 13rpm. El sobrenadante se descarto y el pellet se limpié con 1mL de etanol 70%. Se
volvié a centrifugar 2min a 13rpm y se eliminé el sobrenadante lo mejor posible. Se
dejo secar con el tubo abierto entre 20-30min a TA eliminar las trazas restantes de
Etanol. Finalmente, se resuspendio el pellet en 50uL de buffer TE o H20 MQ.

Obtencion de células diploides

Las células haploides se modificaron para obtener el genotipo de interés: las células
MATa se modificaron con el marcador KANMX4 y la MATa con el marcador NATNT2.
Estas se cultivaron en patch en placas YPD durante 16h 30°C. Seguidamente las
cepas de interés se cruzaron realizando un pequefo patch en placas YPD. Se
incubaron durante 6h a 30°C. Se confirmé la formacion de zigotos analizando el
contenido del patch en el microscopio (Zeiss PrimoStart). A partir de este se realizé
una estria en placas YPD-G418-NAT, y se incub6 durante 16h a 30 grados a la espera

de aparicién de colonias.

3. Construccioén de plasmidos y clonaje de genes

Todos los vectores y plasmidos que se utilizaron durante el trabajo se pueden

encontrar en tablas adicionales.

47



MATERIAL Y METODOS

Clonacion de genes y vectores receptores

Las obtenciones de genes de interés que se utilizaron en esta tesis se amplificaron
desde DNA gendmico purificado de la cepa de levadura CML128 o desde otros
vectores ya construidos, mediante PCR de alta fidelidad. La reaccion se realizd en
50ul de reaccion de PCR con 0.5uM oligo1, 0.5uM oligo2, 0.2mM of dNTPs, 1x buffer
phusion HF, 0.5mM MgCl2, 0.5ul DNA gendmico (o 2ng de vector receptor), 2U/uL
Phusion DNA Polymerase. Se utilizd el siguiente programa: 98°C 3min (DNA
genomico), [98°C 20seg, Tm 30seg, 72°C 1min/1000bp] 30 ciclos, 72°C 10min. La Tm
varia segun el par de oligonucleoétidos utilizados. Finalmente, tanto los insertos como
los vectores que se utilizaron en este estudio se limpiaron de la solucion de PCR o

restriccion con el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de Macherey-Nagel.

Construccién por recombinacién homologa

El protocolo que se usé esta basado en [264]. Los genes de interés se amplificaron
con 15pb de homologia, en los extremos, al lugar de integracién en nuestro vector
receptor. Los vectores se prepararon por digestion mediante enzimas de restriccion o
por amplificacion para dotar de los mismos extremos homoélogos. Se transformaron
200ng del inserto de interés y 100ng de vector la cepa de levadura CML128. Tras una
seleccién mediante el marcador auxotréfico procedente del vector se hizo crecer las
colonias resultantes de la transformacion en 2mL medio selectivo, de 1 a 3 colonias
independientes. El plasmido se extrajo mediante el kit Zymoprep™ Yeast Plasmid
Miniprep Il de Zymo Research en un volumen final de 10uL y finalmente se transformé

en células competentes de E. coli DH5a.

Transformacion en células competentes de E. coli DH5a

Se utilizaron 50uL de Subcloning Efficiency™ DH5a™ Competent Cells de Invitrogen
para la clonacion de 5-10uL de DNA. La mezcla se incubé en hielo durante 30min. Se
procedio a realizar un choque térmico de 1min 45seg. Se afadié 1mL de medio LB y
se incubaron las células a 37°C durante 1h, para la expresion del gen de resistencia
aportado por el vector introducido. Se centrifugd a 14000rpm 1min, y se eliminé el
sobrenadante por decantacién. Se resuspendio el pellet de células con el resto de
medio. Finalmente, se plaqued este contenido en placas de LB-Amp y se incub6 un
minimo de 16h a 37°C.

48



MATERIAL Y METODOS

Extraccion rapida de plasmidos (Jet Preps)

Las colonias procedentes de la transformacion con nuestro vector de interés,
seleccionadas en placas de LB-Amp, se inocularon en 500uL de LB-Amp y se
incubaron a 16h a 30°C. Se centrifugaron los cultivos a 14000rpm 1min y se elimind
el sobrenadante. Se afiadieron 50uL de buffer BT (2%Triton X-100 pH12.4, ajustado
con NaOH) sobre el pellet celular sin resuspender. Seguidamente se afiadieron 50uL
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agitdé vigorosamente durante
30min y se centrifugé durante 5min a 14000rpm. Se separaron 45uL del sobrenadante
(porcion soluble) en un tubo nuevo, reservando SuL afiadiendo 5uL de 6x Orange DNA
Loading Die de Thermo Scientific con 100ug/mL RNAsa para analizar el vector
cerrado. Los 40uL restantes se utilizaron para precipitar el DNA anadiendo 4uL de
acido acético 2%, 4puL de NaOAc 3M pH8 y 100uL de etanol absoluto. Se centrifugd
la mezcla a 14000rpm 5min a TA y se descarté el sobrenadante. Se limpio el pellet
con 1mL nuevo de etanol 70%. Se centrifugd a 14000rpm 1min dos veces para
eliminar al maximo los restos de etanol 70%, primero se elimin6 el sobrenadante por
decantacion y en la segunda con micropipeta. Se dejo el pellet 20min a TA para
evaporar posibles trazas de etanol y se resuspendié en 20uL de H20 MQ. Esta
solucion de DNA se digerié6 mediante enzimas de restriccion incluyendo 4uL de 6x
Orange DNA Loading Die de Thermo Scientific con 100ug/mL RNAsa. Se analizaron
los vectores digeridos como no digeridos mediante electroforesis en geles de agarosa

0.8% en buffer TAE para confirmar la correcta construccion del vector.

Extraccidon de plasmidos para utilizaciéon experimental (Mini Preps)

Tras el analisis de una correcta construccion de nuestro vector de interés, se
sembraron las colonias de DH5a positivas en una placa de LB-Amp en estria
escocesa. Se incubaron durante 16h a 37°C. Se recuperaron 50uL de masa celular
de la placa y se anadieron en 500mL de LB-Amp. La mezcla se centrifugé a 14000rpm
1min y se elimind el sobrenadante. El pellet resultante se proceso utilizando el kit
NucleoSpin® Plasmid de Macherey-Nagel obteniendo una concentracion final de 200-
600ng DNA/uL en 80pL H20. El vector se analizé mediante digestién por enzimas de
restriccion y electroforesis en geles de agarosa 0.8% en buffer TAE para confirmar la

correcta construccion del vector.
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4. Técnicas de proteina

Los anticuerpos para las técnicas descritas en este apartado se pueden encontrar en

el apartado tablas adicionales.

Analisis de interacciéon a pequeia escala de proteinas con marcaje GST

Las células de levadura se pusieron en cultivo de aprox. 16h a 30°C en YPGal para la
expresion de proteinas a partir de vectores pYES2 (en el caso de la cepa cdc4-1 grr1
CLN3-13Myc a 23°C durante 24h, seguidamente se transfirio a un medio YPGal a
37°C durante 2h) hasta obtener entre 1-2 ODsoo. Se recolectd un pellet celular de
300De00 y se limpié con H20 MQ a 4°C, dos veces, y seguidamente se centrifugd a
5000rpm 2min. El pellet final se congel6 en nitrogeno liquido. Tras la descongelacion
el pellet se resuspendio en 100 uL Buffer de lisis con inhibidores de proteasas (25mM
HEPES pH7.6, 400mM NaCl, 0.2% Triton-X100, 1mM EDTA, 10% dlicerol,
0.04grajeas/mL cOmplete™ Sigma-Aldrich y 100uL 200mM PMSF. Esta mezcla se
transfiri6 a un nuevo tubo incluyendo 250uL de Glass Beads y se rompi6 las células
con FastPrep®-24 de MP™, 30seg a 5m/s. Se afadieron 500uL Buffer de lisis con
inhibidores de proteasas, se mezclo y se centrifugd a 5000rpm 5min a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se guardd 20uL de este afiadiendo 20uL
de SSR2x (10% sucrosa, 0.01% Azul de Bromofenol con 1%DMF, 8%SDS, 0.25M
Tris-HCI pH6.8, 0'1% 2-Mercaptoetanol) como muestra para el extracto celular (EC).
Se prepararon 30uL de 50% slurry Glutatione-Sepharoes beads, para cada cepa a
procesar, limpiandola 3 veces con 500uL con Buffer de lisis con inhibidores de
proteasas. Se incubd el sobrenadante obtenido con las beads durante 2h a 4°C en
rotacion. Se lavo 7 veces con 1mL de Buffer de lisis (sin inhibidores de protesasas),
invirtiendo el tubo 5 veces para mezclar y se centrifugdb a 1000rpm 10seg para
precipitar las beads. Finalmente, se eluyeron las proteinas introduciendo 50uL de
2xSSR sobre el pellet de beads y se incub6 a 95°C durante 3 min. Se centrifugd a

1000rpm 10seg y se recupero el sobrenadante en un nuevo tuvo.

Western Blot de transferencia Semiseca

Los geles de acrilamida utilizados se prepararon a diferentes porcentajes determinado
por el peso molecular de la proteina a analizar en condiciones desnaturalizantes. Se
preparo la porcion running con Acrilamida/Bis-acrilamida al 30% con 0.375M Tris-HCI
pH 8.8, 0.1% SDS, 0.08% Persulfato de Amonioy 0.1% TEMED. Para la fase staking
(5% sobre la anterior) se preparé mediante Acrilamida/Bis-acrilamida al 30% con
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0.125M Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS, 0.066% Persulfato de Amonio y 0.1% TEMED.
Las muestras de proteina se cargaron y se hicieron migrar a 20mA/gel durante 90 min.
Se utilizé el sistema Mini-PROTEAN® Tetra y la fuente PowerPac™ HC de BIO-RAD

incluidos los soportes, marcos y vidrios para estos sistemas.

Las membranas de transferencia PVDF de Millipore se activaron por
rehidratacion en metanol 100%, H20 MQ y se equilibraron en buffer de transferencia
(48mM Tris-base, 39mM glicina, 0,04% SDS, y 10% metanol).

El gel de acrilamida conjuntamente a la membrana se les incluy6 papeles de
transferencia de GE Health care, y se colocaron en un sistema de transferencia
semiseco Trans-Blot® de BIO-RAD, y las proteinas se transfirieron a 60mA/gel

durante 1h.

Las membranas se bloquearon con 5% leche PBS-T (8g de NaCl, 0.2g de KClI,
1.44g de Na2HPO4, 0.24g de KH2PO4 y 0.1% Tween-20) durante 1h a TA.

El anticuerpo primario se anadié durante 2h a TA u overnight a 4°C. La
membrana se limpié utilizando PBS-T, 3 veces con duraciones de 15min, 10min y
5min. Seguidamente se incubd con el anticuerpo secundario en PBS-T al 0.025%
leche desnatada durante 45min a TA. La membrana se lavaré con PBS-T, 3 veces
con duraciones de 15min, 10min y 5min, y seguidamente se incubd con Clarity™
Western ECL Substrate de BIO-RAD durante 5min. La sefal se detectd utilizando un

procesador de imagenes (Amersham Pharmacia Biotech de Amersham).

5. Métodos de biologia celular

Sincronizacion de células en G1 mediante a-factor

El cultivo en exponencial de levaduras a ODeoo de 0.5 se incubd durante 2h a 30°C,
seguidamente se anadié a-factor (BIOMEDAL) a una dilucién final de 20ug/mL y se
mantuvo durante 2h a 30°C. Se confirma la aparicién de la morfologia shmoo mediante
un microscopio optico (Zeiss PrimoStart). Se centrifugd el cultivo a 2000rpm 2min, se
resuspendio el pellet en 1mL de medio nuevo, y en ese momento se inici6 el
cronometro. Se transfirié a un tubo de 1.5mL donde se centrifugd de nuevo a 2000rpm
2min. Se repiti6 una vez mas el lavado y centrifugado. Finalmente, el pellet se
resuspendié en 1mL de medio nuevo, se anadié el volumen final de medio de cultivo

deseado y se recogieron muestras a tiempos deseados.
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Procesado de células mediante citometria de flujo (FACS)

Se analiz6 el contenido de DNA y su distribucion en cultivos asincronicos fijandose
100uL de cultivo a 0.8-10Dsoo en 1mL etanol 70% durante 1h. Se centrifugé a 5000rpm
2min, para eliminar el sobrenadante al maximo. Se dej6 secar a TA durante 10
minutos. Se afiadieron 500uL de citrato sédico 20mM suplementado con 10ug/mL de
RNAsa y se incubo la mezcla a 37°C durante 4h o a 30°C 16h. Se afadieron 500uL
de citrato sédico 20mM suplementado con 2ug/mL de ioduro de propidio. Se sonicaron
las muestras a 100% amplitud durante 1seg y se procesaron las muestras mediante
un citdmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson). Finalmente, los perfiles

poblacionales se obtuvieron con el programa WinMDI 2.9.

Tincidén de nucleos con DAPI para levaduras

Se fijaron 100uL de células en cultivo, en crecimiento exponencial entre 0.5-10Dsoo,
con 1.4mL de etanol 70%. Las muestras se incubaron 10 minutos a TA y se
centrifugaron a 5000rpm 2min. Se resuspendio el pellet en 1mL de PBS, se sonicaron
las muestras 1seg a 40% de amplitud y se centrifugaron a 5000rpm 2min. Se
resuspendieron los pellets en una solucion limpia de PBS con 1ug/mL DAPI y se
incubaron a TA en oscuridad durante 20min. Se centrifugaron a 5000rpm 2min y se
resuspendieron en 10 uL de PBS 1ug/mL DAPI. Finalmente se cogieron 5uL de células
tefiidas y se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Nikon600 utilizando un
cubo de filtro UV-2E/C para DAPI. Finalmente, se procedi6 al conteo de células con la

presencia de 1 nucleo o 2 nucleos (n>200).

Enriquecimiento de células de primer ciclo (gradientes de Ficoll)

Los gradientes de Ficoll se prepararon a partir de una solucion inicial 10% Ficoll (10%
Ficoll® PM 400 de Sigma-Aldrich en PBS) de la que se hicieron diluciones en PBS de
8% Ficoll, 6% Ficoll, 4% Ficoll y 2% Ficoll. Los tubos conicos de 15mL se inclinaron
para evitar una mezcla excesiva durante la adicion de soluciones, y se introdujeron
2mL lentamente de cada solucion preparada de mas a menos concentrada.
Finalmente, se guardaron en vertical 16h a 4°C para permitir la formacion de un

gradiente continuo por difusion.

A partir de cultivos en exponencial de las cepas de interés se recuperaron 30
ODeoo, y se centrifugaron a 2500rpm 2min. Se elimino el sobrenadante y se resupendio

el pellet con 1mL de PBS estéril. Las células se lavaron previamente con 20mL H20
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MQ si el cultivo procedia de medio YPD o YPGal, y se colocaron sobre los gradientes
de Ficoll inclinando también los tubos para evitar una mezcla excesiva. Con la ayuda
de una micropipeta se rompio la interfase generada por las células y el gradiente, y se
centrifugaron los tubos a 1250rpm 6min a TA. Se recuperaron 0.5-1mL de la fase
superior de las células, se transfirié a nuevos tubos de 1.5mL que se centrifugaron a
2500rpm 2min. El sobrenadante se elimind y se resuspendio el pellet en 50uL de
medio de interés. Se confirmé un nivel menor del 30% de células en gemacion
mediante microscopia (Zeiss PrimoStart). Seguidamente, las células se procesaron
segun nuestro interés experimental, esperando 90min (glucosa) o 120min (galactosa)

para obtener un porcentaje de gemacion superior al 90%.

6. Técnicas de Microscopia in vivo

Preparado y fijado de las células

Se cogid entre 0.5-1mL de cultivo asincronicos procedentes de medios SC con 0.3-
0.8 ODs0o 0 YD 0.5-1.5 ODeoo (los que se limpiaron del medio de cultivo con PBS), se
centrifugaron a 5000rpm 2min y se concentraron en una gota de 30uL de medio SC o
PBS. La gota se depositd sobre un portaobjetos o camara de cultivo (para microscopia
time-lapse) donde se habia aplicado una capa de concanavalina A de Sigma-Aldrich
(0.3mg/mL). Tras 5min a TA se limpid la gota con 3 lavados de SC o PBS, se afadieron
10uL de estos medios para cubrir con un cubreobjetos o se cubrié de medio de cultivo
en el caso de la camara. En ningun caso se utilizdé YP, ya que imposibilita un correcto

fijado de las células a la concanavalina y produce autofluorescencia.

Obtencién de imagenes

Las imagenes para el analisis del volumen celular, niveles de fluorescencia y
seguimiento de células mediante time-lapse se obtuvieron mediante un microscopio
de fluorescencia automatizado AF7000 Live Imaging System de Leica con camara
Hamamatsu C9300-221 High Speed Camera.

Para el seguimiento time-lapse de células y fluorescencia in vivo se utilizaron
camaras de cultivo redondas y soporte especial tipo PeCon Microscope Incubator BL
con regulador de temperatura. El cultivo se mantuvo a 30°C para el éptimo crecimiento
de las células. Los campos seleccionados se fotografiaron a intervalos de 5min
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durante 3-4h, utilizandose el soporte automatizado XY vy la posibilidad de autoenfoque
del microscopio. Para la obtencion de todas las imagenes se utilizdé un objetivo 63x de
inmersion.

Los datos del volumen celular se obtuvieron de imagenes Brightfield para luz
transmitida (Figura 1) [18]. En el caso de las imagenes para la fluorescencia se
utilizaron los cubos de filtros fluorescentes, filtros externos de excitacion y emision
siguientes: para la sefial GFP: eGFPselectivo, (482/8), (520/28); sefial mCherry: GmC
(572/35), (640/50); y la sefial mCitrina: C-Y (500/20) (500/20).

Analisis de imagenes y obtencion de resultados

Los datos de volumen celular en (um?) y niveles relativos de fluorescencia (unidades
relativas, o u.r) que se obtuvieron en los diferentes experimentos mediante
microscopia se analizaron a partir de imagenes utilizando el software ImajeJ y el
pluggin BudJ [18]. Con este plugin se determinaron los limites celulares para calcular
el volumen celular y obtener datos de fluorescencia dentro de estos limites. Para el
calculo de la ratio GFP/mCherry, primero se eliminaron los respectivos ruidos de fondo
de las fluorescencias, se dividieron los resultados, y éstos se ordenaron de menor a
mayor nivel antes de representarlos respecto del volumen celular. A estas ratios se
les aplicé un sistema de normalizacion interno, considerando como 1 la division de la
media del valor experimental de GFP/mCherry por cada fuente de fluorescencia GFP
(3 en el caso de 3YCp-TEFp-GFP o 1 YAC-TEFp-GFP) para la obtencién del valor

relativo de numero de copias del vector del estudio.

Para el estudio de las velocidades de crecimiento, se aplicé el pluggin BudJ a las
imagenes obtenidas por time-lapse y se represento la variaciéon del volumen celular
desde un evento de gemacion hasta el siguiente. La velocidad de crecimiento de la
célula madre antes de la gemacion se calculé mediante la pendiente de una regresion

lineal.

En el estudio de la entrada nuclear de mCitrina-CIn3-11A, los niveles de
fluorescencia para mCitrina en el citoplasma y nucleo se analizaron mediante el uso
del pluggin BudJ, pero en este caso se utilizé la funcion fluorescencia en cluster o
region. El algoritmo identifica el centro de gravedad de los pixeles con mayor
fluorescencia como centro nuclear, al cual se otorga el 7% del tamafio total de la célula
[265]. Finalmente, esta sefal se relativizd al nivel citoplasmatico y se represento

respecto el tiempo.
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Estudio estadistico

Para el estudio estadistico de los resultados de esta tesis se utilizd el paquete
estadistico asociado al software Microsoft Excel (2007), tanto para la obtencion de
medias, desviacion estadistica y limites de confianza como en la prueba t-Student

para determinar diferencias significativas entre las medias de las muestras estudiadas.
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Los YCp incrementan el volumen critico durante G+

El primer objetivo en este estudio se centré en caracterizar como los vectores YCp
promueven un incremento en el volumen medio celular, es decir, qué elementos
presentes en ellos inducen este fenotipo en las células y en qué fase del ciclo celular
esta ocurriendo. Por ese motivo se quiso descartar los efectos que podrian estar
dando los marcadores nutricionales TRP1, LEU2 y URA3 aportados por los plasmidos
YCp que se utilizaron para el estudio [266]. Se debidé descartar este posible efecto ya
gue se han descrito varios casos en el que el tamafo celular se modifica segun las
condiciones nutricionales [208], [267], [268].

Por esta razén se modificod la cepa salvaje, CML128, introduciéndose los tres
marcadores de seleccion llamandola 3aux. Esta cepa, por tanto, recuperd la

capacidad de completar las vias de sintesis para la leucina, triptéfano y uracilo. Tras
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Figura 19: La presencia de 3YCP incrementan el volumen critico de gemacién

independientemente del efecto aportado por sus marcadores nutricionales durante la fase G1.

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincrénicos (n>300) (A) y cultivos
enriquecidos en células recién nacidas mediante gradientes de Ficoll (B). En ausencia (ctrl) o presencia

de 3YCp o 3aux. Se indica la media (linea vertical), limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales)

y el p valor para las medias analizadas indicadas.
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mantener en crecimiento asincrénico nuestra cepa control (ctrl), 3aux y la contenedora
de los 3 vectores YCp (3YCp) se procedid a medir su volumen medio celular. En primer
lugar, se analizaron todas las células madre que han gemado y por tanto que han
superado el volumen critico de START, Figura 19A, y se obtuvo la distribucion
poblacional del volumen de gemacion entre las diferentes cepas. Analizando la media
de cada una se observoé como la presencia de los vectores promueven un incremento
significativo del volumen celular, pasando de 48.53um? a 60.89um3, un incremento del
25.5% respecto al inicial. En el caso de la cepa 3aux, su media se mantuvo en
47.43ums3.

Los principales sistemas de regulacién del tamafio celular descritos en la
levadura S. cereviseae, implican a la maquinaria de START, por lo que determinan el
mayor aporte del crecimiento celular depende de la fase G1 [52], [209], [269]. Por esta
razon fue interesante determinar si este incremento inducido por los vectores YCps se
da durante G1. Para observar el efecto durante la primera fase G1 celular se procedio
a analizar cultivos de células recién nacidas obtenidas de gradientes de Ficoll,
después de reanudar su crecimiento por 90 min para entrar en ciclo por primera vez.
Como se observa en la Figura 19B, la variabilidad del volumen de gemacion fue menor
que en células de cultivos asincronicos. Mientras que la cepa 3aux no vio afectada su
volumen de gemacion respecto a la cepa control, la cepa 3YCp mostrdé un claro
incremento en el volumen de gemacion, pasando de 43.41um?3 a 51.90um3, un

incremento del 16.35% durante la primera fase G1.

Estos resultados indicaron que la presencia de los vectores 3YCp induce un
incremento en el volumen medio de gemacion independiente de los marcadores
nutricionales, LEU2, TRP1 o URAS3. Por otra parte, el estudio con células recién
nacidas mostré que el incremento del volumen de gemacién aparece durante la
primera fase G1 celular, sugiriendo por tanto un efecto sobre la maquinaria de START,

el principal mecanismo que determina el tamario celular en nuestro modelo.

El volumen celular depende del numero de copias de YCp

Un punto relevante fue determinar qué efecto individual tiene cada YCp sobre el
incremento del tamafo celular. Por este motivo se disefié un sistema con el que poder
estimar el numero de estos vectores y relacionarlo con el volumen de cada célula de
una poblacion. Este consistio en la coexpression de dos proteinas fluorescente bajo
el mismo promotor del factor de elongacion translacional EF-1a (TEF) [270], [271]. En
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Figura 20: El incremento en volumen de gemacién depende del nimero de copias de YCp.

Relacion entre el volumen de células individuales después de su gemacion y la ratio de fluorescencia
GFP, aportada por los vectores YCp-GFP, entre la fluorescencia mCherry, integrada gendmicamente
(A). Se utilizan los datos obtenidos de dos cultivos independientes asincrénicos, con la presencia de
1 YCp (n>293, azul oscuro, circulo rojo) o 3YCp (n>637, azul claro), mediante analisis de fotografias
obtenidas con microscopio de fluorescencia. Los datos se ordenan segun el incremento de la ratio
GFP/mCherry. Se indica la linea de tendencia para las dos poblaciones. Estos resultados filtrados
mediante binning (B), obtenidos mediante la media de paquetes de 50 células, indicandose limites de
confianza (a=0.05, barras horizontales) y la linea de tendencia. El nimero estimado de copias se
obtienen mediante la normalizacion de la ratio GFP/mCherry, considerando 1 unidad como la media
de esta experimental entre 3. Se incluye el volumen medio obtenido para células asincrénicas
diploides. Se introduce un pequefo esquema donde se indican las auxotréfias aportadas por los
plasmidos YCp-GFP independientes.

el caso de los vectores YCp se cloné una copia de TEFp-GFP a cada uno de ellos, y
para relativizar el nivel de expresion se introdujo una copia de TEFp-mCherry en el
genoma de la cepa CML128. Asi, la ratio GFP/mCherry permite estimar el numero de

copias de nuestro vector para el analisis de su efecto en el volumen celular.

Para poner a prueba este sistema se utilizaron células que contenian 1YCp-
TEFp-GFP (1YCp-GFP) o 3YCp-TEFp-GFP (3YCp-GFP). Representando los
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resultados obtenidos para ambas cepas, Figura 20A, se observé como aparece una
clara dependencia entre la ratio GFP/mCherry y el volumen celular. Para estimar el
numero de copias del vector se utilizd la cepa con un unico YCp. Las poblaciones
celulares se distribuyeron con una gran dispersion en su volumen celular, debida en
gran parte a la variabilidad intrinseca de cada célula y a otros sistemas de regulacion
que lo modulan individualmente en funcién de su velocidad de crecimiento. Para
excluir dicha variabilidad se procesaron los resultados en binning, obteniendo datos
promedio de pequefios grupos de 50 células (Figura 20B), y se observé como el
numero de copias de los vectores provoca un incremento lineal del volumen de
gemacion. Ademas, la pendiente de la correlacién lineal era perfectamente compatible
con el volumen de gemacion de la célula diploide en funciéon de su numero de

cromosomas.

Asi, estos vectores podrian estar afectando el volumen de gemacion mediante
parte del mecanismo por el cual las células regulan su tamaro celular en funcién de
la ploidia. Por otra parte, estos experimentos validaron el sistema desarrollado para
determinar el numero de copias de los vectores YCp, y permitieron su aplicacién en
los diferentes apartados experimentales de la tesis para desvelar y caracterizar los
factores moleculares que regulan START en funcion de la ploidia

El incremento en volumen no responde a un incremento total de DNA

Habiendo observado un fuerte efecto en el numero de vectores sobre el tamafo
celular, se continu6 el estudio para descartar la posibilidad de que esta induccion
proviniera de un incremento en la cantidad total de DNA. Por este motivo se
introdujeron al estudio los vectores YEp, que se mantienen en una gran cantidad de
copias dentro de la célula [248], [249]. Ahora bien, la introduccion de estos vectores

en la cepa CML128 (Figura 21A) no incrementé el volumen celular de gemacion.

Se construy6 el vector YEp-TEFp-GFP (YEp-GFP) con la idea de analizar el
numero de copias del vector en células de la cepa CML128 mCherry, y se observo
como el incremento de DNA proveniente de los plasmidos YEp no se correlaciona con
el volumen celular, Figura 21B. Ademas, se pudo confirmar que el vector YEp alcanza

numeros de copia muy superiores al YCp.

Este resultado sugirié que el incremento de volumen celular depende del numero
de copias del vector YCp, y no de la cantidad de DNA aportada sino de algun elemento

presente en el vector.
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Figura 21: El incremento del volumen celular depende del nimero de copias de YCp y no de la
cantidad de DNA aportada.

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincrénicos (n>300), en ausencia
(ctrl) o presencia de vectores tipo YCp (3YCp) o YEp (A). Se indica la media (linea vertical), limites de
confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas. Relacion
entre el volumen de células individuales después de su gemacion y el numero estimado de copias
obtenido mediante la normalizacién de la ratio GFP/mCherry (B). Se utilizan los datos obtenidos de dos
cultivos independientes asincrénicos, con la presencia de 3YCp-GFP (n>430, naranja) o YEp-GFP
(n>500, verde), mediante analisis de fotografias obtenidas con microscopio de fluorescencia. Se indica

la linea de tendencia para cada poblacion y limites de confianza (a=0.05, barras horizontales).

El centromero, inductor del incremento en el volumen celular

La principal diferencia entre los vectores YCp y los YEp es el sistema por el que estos
se duplican. Mientras que el sistema YEp mantiene un gran numero mediante un
sistema de duplicacién basado en 2um [254], [255], los YCp se mantienen en niveles
bajos gracias a un sistema ARS y una secuencia centromérica [243]. Por tanto, uno
de dos estos elementos debe ser el responsable del incremento en el volumen de

gemacion.
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Figura 22: El incremento del volumen celular depende del niimero centrédmeros presentes en los
YCp

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincronicos (n>300), en ausencia (ctrl)
o presencia de 3YCp o0 3YCp-CEN3 (A). Se indica la media (linea vertical), limites de confianza (a=0.05,
lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas. Relacién entre el volumen de
células individuales después de su gemacion y el numero estimado de copias obtenido mediante la
normalizacion de la ratio GFP/mCherry (B). Se utilizan datos obtenidos de dos cultivos independientes
asincrénicos en glucosa (n>600), con la presencia de 3YCp-GFP (naranja) o 3YCp-CEN3-GFP (verde),
mediante analisis de fotografias obtenidas con microscopio de fluorescencia. Se indica la linea de
tendencia para cada poblacién y limites de confianza (0=0.05, barras horizontales). Se incluye el

volumen medio obtenido para células asincrénicas diploides.

Para comprobar si los elementos centroméricos son los que estan promoviendo
este fenotipo, se clond una nueva secuencia centromérica CEN3 en los vectores YCp,
pero bajo la regulaciéon del promotor condicional GALp para inhibir la funcion
centromérica por transcripcion. Para realizar este experimento se utilizo la cepa W303-
1A, y se crecieron las células en presencia de galactosa para inducir el promotor GALp

y mantener inactivo el CEN3 asociado. Seguidamente se transfirieron las células a un
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medio con glucosa para activar el centrdmero CEN3 adicional por 6-7 ciclos y analizar
el tamafio celular. En la Figura 22A se observa como las células con YCp-GALp-CEN3
(YCp-CEN3) indujeron un incremento mas exacerbado del tamano celular respecto al
producido por los YCp. Las células ctrl con 48.84pum3incrementaron su volumen medio
a 67.20um?3 al incorporar 3YCp, y éstas a su vez incrementaron el volumen de
gemacion hasta una media de 87.58um?3 al incorporar un nuevo centrémero CEN3
activo. En este caso el incremento causado por 3YCp fue del 37,59%, mientras que la
presencia de dos centromeros activos por vector causo un incremento del 79% en el
volumen medio de gemacion, un valor relativo muy cercano al doble. Se debe indicar
que la inactivacion de estos centrémeros condicionales no debe ser completa durante
su mantenimiento en galactosa, observandose efectos significativos sobre el volumen

celular ya en dichas condiciones.

Seguidamente se analizé el efecto en la dependencia de dosis de estos vectores
utilizando el sistema de expresién GFP/mCherry. Se clon6 una copia de TEFp-GFP
en cada vector YCp-GALp-CEN3Yy se introdujo una copia de TEFp-mCherry en la cepa
W303-1A. Como se puede observar en la Figura 22B la respuesta de las células a la
presencia de estos nuevos vectores con centromeros condicionales adicionales, YCp-
GALp-CEN3-TEFp-GFP (YCp-CEN3-GFP), fue mas intensa respecto a los vectores
YCp convencionales, manteniendo la dependencia del volumen celular al numero de

copias.

Estos resultados sugirieron que el elemento inductor del incremento en el
volumen de gemacion es el centromero y, por tanto, no depende de otros elementos
presentes en los vectores utilizados. Ademas, la medida del numero de copias refleja
realmente la dosis centromérica. Esto consolida la hipbtesis de un mecanismo de
regulacion del volumen celular dependiente de la ploidia, en que el numero de

centromeros activos seria el indicador molecular del nimero de cromosomas.

Los YAC inducen el incremento en el volumen dependiente a su numero

A continuacion, se contrastaron los resultados obtenidos con los YAC, vectores

complejos que mantienen una estructura similar a un cromosoma de levadura [246].

Para modificar y analizar su numero de copias se utilizé un vector YAC con un
centrdmero condicional bajo el promotor GALp, en que se introdujo la secuencia
TEFp-GFP. Tras mantener las células en un medio de cultivo con glucosa en

crecimiento asincronico, se transfirieron a un medio con galactosa para inactivar el
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Figura 23: El incremento en volumen de gemacién depende del nimero de copias de YAC.

Relacién entre el volumen de células individuales después de su gemacion y la ratio de fluorescencia
GFP, aportada por el vector YAC-GFP en forma lineal, entre la fluorescencia mCherry, integrada
genomicamente (A). Cultivos creciendo asincréonicamente en glucosa (n>1045). Mediante analisis de
fotografias obtenidas con microscopio de fluorescencia. Los datos se ordenan segun el incremento de
la ratio GFP/mCherry. Se indica, con un circulo la poblaciéon para el contenido individual de 1 copia de
YAC, y la linea de tendencia de la poblacién total. Relacion entre el volumen de células individuales
después de su gemacion y la estimacion de nimero de copias de YAC (B). Resultados, filtrados
mediante binning, de cultivos asincronicos con YAC-GFP en forma lineal (azul) o circular (grises),
indicandose limites de confianza (a=0.05, barras horizontales) y la linea de tendencia. EI niumero
estimado de copias se obtienen mediante la normalizacion de la ratio GFP/mCherry, considerando 1
unidad como la media de esta experimental entre 3. Se incluye el volumen medio obtenido para células
asincrénicas diploides. Se introduce un pequefio esquema donde se indican la integracion genémica de
mCherry y el aportadas por el YAC de GFP independientes.

centrémero por 5 horas (unos 2 ciclos), para que facilitar la segregacion asimétrica del
vector YAC en la poblacion.

El primer experimento que se realiz6 fue comprobar que el vector YAC lineal
mantiene la dependencia del volumen celular a la ratio GFP/mCherry. En la Figura
23A se observa como la dependencia se mantuvo, y como la agrupacion poblacional
fue mas estricta, muy posiblemente debido a que estos vectores sufren una

segregacion mas homogénea que los vectores YCp.
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Al comparar los datos obtenidos para la forma lineal o circular del YAC,
agrupados mediante binning, Figura 23B, se observé que ambas formas mantienen la
dependencia de la dosis centromérica de forma similar. Esta evidencia sugirié que,
independientemente la forma en la que sean presentadas las secuencias
centroméricas, la célula puede responder con la misma intensidad
independientemente de la topologia linear o circular de la molécula de DNA, y daria

apoyo a todos los resultados obtenidos con vectores YCp.

Cromosomas dicéntricos condicionales producen un incremento en el volumen

de gemacioén

En los anteriores experimentos se aportaron de forma externa centromeros en
vectores que se mantienen de forma independiente al genoma. Si el centromero es el
principal inductor del cambio en el volumen de gemacion, la respuesta debe ser
independiente de la procedencia. Por este motivo se considero la introduccion directa

de nuevos centromeros condicionales en los cromosomas propios de la levadura.

En este caso se utilizd la técnica CRISPR/CAS9 [260], [263], con la que se
introdujo una construccion GALp-CEN4 en los cromosomas IV y VI, utilizando la cepa
IMX678. Las células se transformaron y crecieron en condiciones de silenciamiento
del centromero exdgeno (en presencia de galactosa) para evitar los efectos toxicos
que provoca la presencia de dos centromeros activos sobre un mismo cromosoma
[244], [245], [272]-[274]. Asi, se utilizaron cultivos creciendo en galactosa para
obtener células recién nacidas de gradientes de Ficoll, las cuales fueron transferidas
a un medio con glucosa durante 90 minutos y seguidamente se analizé su volumen

de gemacion.

En la Figura 24 se observa que el aporte de dos centromeros activos, IMX678
GALp-CEN4::ChlV; GALp-CEN4::ChVII (CrlV,VII-CEN4), fue suficiente como para
causar un incremento en el volumen de gemacion respecto de la cepa salvaje (wt) en
la primera fase G1. La reduccion del tamafo celular en la cepa wt fue probablemente
debido al cambio de azucar y al poco tiempo de adaptacion a estas nuevas

condiciones.

Estos resultados indicaron que la presencia adicional de centromeros incrementa
el volumen de gemacion independientemente de su origen, ya sea un aporte en

vectores o directamente en el genoma.
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Figura 24: Cromosomas dicéntricos inducen un incremento de volumen celular durante la fase
Gy

Volumen de células recién nacidas obtenidas por enriquecimiento en gradientes de Ficoll durante la
gemacion (n>100), para la cepa salvaje (wf) o con cromosomas IV y VIl dicéntricos (CrlV,VII-CEN4).
Se indica la media (linea vertical), limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para
las medias analizadas indicadas.

Por ultimo, cabe destacar que también se observaron efectos en el volumen
celular en condiciones de activacion del promotor GALp, lo que refuerza la idea de
que la transcripcién a través del centromero no inhibe totalmente su actividad como
tal. Por este motivo, esta cepa con dos cromosomas dicéntricos se utilizd

exclusivamente para la determinacion del volumen de gemacién.

Los YCps comprometen la progresion por el ciclo celular durante la fase G1

Al estar trabajando con sistemas que contienen centromeros, aunque nuestros
resultados demuestran efectos claros en la primera fase G1 de células recién nacidas,
se considero la posible activacion de otros sistemas que regulasen otras fases del
ciclo celular. Se ha demostrado que la presencia de un exceso de centromeros
compromete la funcionalidad del sistema de segregaciéon cromosoémica durante la fase
M, comportando varios aspectos negativos sobre el ciclo celular [244]. Por ese motivo
se consider6o de interés analizar los efectos que provocan los vectores YCp
especialmente durante el transito por G2/M, fase en la que la segregacion

cromosomica puede estar comprometida por la presencia de nuevos centromeros.

Se analiz6 como las células transitan por el ciclo mediante el andlisis de la
aparicion de células binucleadas, es decir, que finalizan el ciclo. Se sincronizaron las
cepas CML128, con 3YCp y sin vectores (ctrl), mediante la aplicacion de factor alfa,
en fase Gi1. A partir de 60 min después de la liberacion en medio fresco, se obtuvieron
muestras cada 10 minutos y, mediante tincion DAPI, se procedio al conteo del numero

de células con 1 o0 2 nucleos, Figura 25A. Al comparar como se comportan las células

68



RESULTADOS

con 3YCp respecto del ctrl, se pudo observar un retraso de 5 minutos en la aparicion
de células binucleadas. En este analisis se incluyeron células mad3, que han perdido
la capacidad de activar el SAC, el checkpoint de G2/M, en caso de existir problemas
de bi-orientacion y/o cohesion en el huso acromatico en metafase [275], y en ellas no
se observo ningun retraso en presencia de 3YCp. Esto sugirié que el retraso causado
por 3YCp implica el SAC.

A continuacion, se procedié a analizar el comportamiento poblacional en su
contenido de DNA celular mediante FACS, que indica cdmo se distribuyen las células
de la poblacidén por las diferentes etapas del ciclo celular. Se utilizaron cultivos
asincronicos de la cepa W303-1A, con vectores simples o con centromeros
condicionales, y se obtuvo su perfil mediante la tinciéon con ioduro de propidio. Los
resultados muestran como las células presentan un incremento del pico G1 en
presencia de 3YCp, Figura 25B. Este incremento fue mas exacerbado en el caso de
los plasmidos con dos centromeros (YCp-CEN3).
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Figura 25: La poblacion de células en G incrementan al presentar un mayor nimero de
centromeros observandose un ligero efecto durante G2/M.

Perfil de aparicion de células binucleadas (A), obtenidos desde cultivos asincrénicos de las cepas
indicadas, sin (ctrl) o con 3YCp, que fueron sincronizados mediante factor alfa en G1 y liberados en
medio nuevo. Analizando desde el minuto 60 y cada 10 minutos, la presencia de células binucleadas
mediante su tincidon con DAPI y contaje mediante microscopio de fluorescencia (n>200, representadas
en %). Perfil obtenido mediante FACS de cultivos asincronicos (B), de las cepas sin presencia (ctrl) o
con los vectores indicados, se indica la poblacién con 1c¢ o 2c (linias veriales azules). Y se analiza la

cantidad de células en G2/M en % analizando el pico obteneido para el perfil de FACS.
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Estos resultados sugirieron que, aunque hay un cierto efecto durante el transito
de G2/M, este efecto queda enmascarado por el mayor impacto en la fase G1, ya que
un mayor numero de centrémeros incrementa claramente la fraccién de células en Ga.
Por otro lado, y tomando conjuntamente los resultados descritos hasta ahora, se
puede concluir que, de alguna forma, el numero de centromeros podria estar
modificando la maquinaria que regula START y dar lugar a un incremento del tamafo

critico.

El centromero compromete el funcionamiento de la maquinaria de START

Tras constatar que la presencia de nuevos centromeros en la célula esta afectando al
transito durante la fase G1, se propuso analizar sobre qué elementos esta actuando.
La fase G1 se puede separar en dos etapas. Una primera citoplasmatica que conlleva
la retencion de CIn3 en el RE y la participacion de chaperonas multifuncionales en su
liberacion para permitir su acumulacion en el nucleo celular [56], [57], [276]. Esta etapa
citoplasmatica establece una dependencia del volumen critico celular a la velocidad
de crecimiento. La segunda etapa es nuclear, y en ella CIn3 libera Whi5 para activar
el regulon G1/S en START e iniciar el ciclo celular [52], [269].

Con el objetivo de determinar si las secuencias centroméricas regulan la
progresiéon por G1 en la etapa citoplasmatica, se analizaron células por microscopia
time-lapse para determinar el volumen critico en START y su dependencia de la
velocidad de crecimiento para cada célula. En la Figura 26A se muestran los datos
obtenidos para las cepas CML128 ctrl y con 3YCp, observandose como la
dependencia del volumen a la velocidad de crecimiento se mantiene, aunque como
era de esperar se produjo un incremento en el volumen de START promedio de la
poblacion.

Seguidamente se analizaron los efectos aportados por la presencia de dos
cromosomas dicéntricos. Tras mantener un crecimiento asincronico en galactosa para
la cepa wt y la cepa con cromosomas |V y VII dicéntricos condicionales, las células
fueron transferidas a un medio con glucosa. En este caso, Figura 26B, se observo que
la presencia de estos cromosomas dicéntricos activos provoca un efecto similar,

aunque mas reducido respecto al observado para la presencia de los vectores YCp.

Estos resultados indican que el numero de centrdbmeros no afecta a la
dependencia entre el volumen de gemacién y la velocidad de crecimiento, cuya base

molecular se relaciona como ya se ha dicho con la etapa citoplasmatica de la
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Figura 26: La presencia extra de centrdmeros no modifica la ratio de crecimiento en Gj.

Relacién entre el volumen de células individuales al iniciar la gemacion y su ratio de crecimiento en G+
obtenido mediante un microscopio time-lapse. A partir de cultivos enriquecidos en células recién
nacidas mediante gradientes de Ficoll, (A) para la cepa salvaje, sin (ctrl, gris) o con presencia de 3YCp
(naranja); o (B) para la cepa salvaje (wt, gris) o con presencia de cromosomas IV y VIl dicéntricos
(CrIV,VII-CEN, naranja). Se indica la ausencia incluyéndose la linea de tendencia.

progresion en Gi, y sugieren en cambio una intervencion en la etapa nuclear de
START.

A continuacion, se procedié a estudiar qué efectos tienen la presencia de 3YCp
en condiciones de carencia de los elementos que activan el sistema START en el

nucleo: la ciclina CIn3, que actua como inductor, y Whi5 como represor [47]—-[50].

El primer estudio que se realizé fue comprobar cémo se ven afectadas cepas de
CML128 mCherry con distintas alteraciones en CLN3 y WHI5 en condiciones de
crecimiento asincronico, Figura 27. La carencia de Whi5 no implicdé una pérdida de
respuesta a la presencia de los 3YCp, y mantuvo el incremento relativo observado en
el volumen de gemacion para la forma wt. Ahora bien, la pérdida del activador CiIn3,

aunque incrementa en dicho volumen, suprimio totalmente el incremento en respuesta
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Figura 27: Efectos de la dosis centromérica en reguladores de START

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincronicos (A), en ausencia (ctrl) o
presencia de 3YCp, para la cepa salvaje (wt) o con las deleciones indicadas (n>400). Se incluye la media
(linea vertical), limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas
indicadas. Relacion entre el volumen de células individuales después de su gemacion y el nimero
estimado de copias obtenido mediante la normalizacién de la ratio GFP/mCherry (B). Se utilizan datos
obtenidos de tres cultivos independientes asincrénicos de las cepas indicadas (n>500), con la presencia
de 3YCp-GFP. Obtenida mediante analisis de fotografias obtenidas con microscopio de fluorescencia.

Se indica la linea de tendencia para cada poblacion y limites de confianza (a=0.05, barras horizontales).

a la presencia de los 3YCp. Estos resultados sugirieron que el efecto de la presencia
de una dosis extra centromérica esta afectando a CIn3. A continuacion, se analizaron
qué efectos se observan si se trabaja con una versién mas estable de CLN3, CLN3-1
[49], y con una superexpresion de CLN3 en su forma salvaje. Mientras que la
superexpresion de la forma wt suprimié por completo el incremento de volumen debido
a la presencia de centromeros, la forma CLN3-1 no tuvo ningun efecto y se comporto

como el control.

Seguidamente se estudidé la dependencia de estas poblaciones a la dosis
centromérica. En la Figura 27B se representan los resultados obtenidos,

observandose que tanto las cepas whi5 como CLN3-1 mantuvieron la dependencia a
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la dosis centromérica observada anteriormente en las cepas wif, mientras que ésta

desaparecié completamente en el caso de c¢/n3.

Estos datos sugirieron que los centromeros estan actuando sobre la proteina
CIn3. Dado que la superexpresion de CLN3 consigue niveles nucleares de la proteina
mucho mayores que la forma CLN3-1, nuestros resultados sugirieron también que el
control mediado por el numero de centromeros radica muy probablemente en el

nucleo.

Los centromeros reducen la acumulacion nuclear de CIn3

Considerando a CIn3 como diana final de este mecanismo inducido por los
centromeros, se procedidé a estudiar qué efecto estaba promoviendo la presencia de
nuevos centromeros en la célula sobre el comportamiento del activador de START por

microscopia time-lapse.

Para realizar este experimento se utilizd una forma modificada de CIn3 que
permita su seguimiento por fluorescencia, ya que al ser una proteina altamente
inestable sus niveles son demasiado bajos para su deteccién en su forma salvaje [48],
[49], [54], [197]. Por este motivo se utilizd la cepa KSY083-5, que contiene la fusidn
mCitrina-CLN3-11A, insertada gendmicamente. Esta forma de CIn3 es hipoactiva
e hiperestable, debido a la pérdida de 11 sitios de fosforilacion, implicados en

su actividad y degradacion [192].

El primer experimento que se realizé fue para comprobar que nuestro fenotipo
continuaba estando presente bajo la actividad de esta forma de CIn3 (Figura 28A), se
puedo confirmar un fuerte incremento dependiente de los 3YCp. La hipoactividad
inicial condujo a que la cepa sin 3YCp obtuviera una media de 61.77um3, un 30%
mayor que su forma salvaje. Ahora bien, al incorporar los 3YCp su media fue de

95.71um3, un incremento de casi el 85% de su volumen control.

A continuacién, se procedié a hacer un seguimiento de la acumulacion nuclear
de esta proteina mediante fluorescencia por microscopia time-lapse. Como se puede
observar en la Figura 28B, la acumulacion nuclear de CIn3 se vio desplazada a un
volumen mucho mayor en el caso de células con centrémeros adicionales. Pero a su
vez, ambas cepas necesitaron llegar a niveles similares de CIn3 en el nucleo para
activar START e iniciar el ciclo celular, reforzando la idea de que los niveles de

inhibidor Whi5 a superar son asimismo similares en ambos casos.
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Figura 28: La presencia de 3YCp retrasa la acumulacion de CIn3 nuclear suficiente para iniciar
START

Volumen de células individuales durante la gemacién en cultivos asincrénicos (n>400), en ausencia
(ctrl) o presencia de 3YCp, para la cepa con presencia de la forma mCitrina-CIn3-11A (A). Se indica la
media (linea vertical), limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias
analizadas indicadas. Nivel nuclear de mCitrina-CIn3-11A obtenidos mediante el estudio de
fluorescencia mCitrina en nucleo y normalizado con su nivel citoplasmatico (en unidades relativas, u.r.)
(B). Los cultivos utilizados crecieron en ausencia (ctrl) o presencia de 3YCp (rojo) (n>100). Se indica

el tiempo de gemacion y se representa la tendencia para cada cultivo (linea roja).

Estos resultados indican que la presencia de centrdmeros adicionales
compromete la normal acumulacién de CIn3 en el mismo nucleo. Ello podria deberse
a priori a dos razones: reduccion del importe al nucleo, o a una mayor degradacion en
el nucleo. Dado que la acumulacién nuclear de CIn3 depende del sistema general de
importacion de proteinas al nucleo, que es constitutivo, es poco razonable pensar en
esta opcion. Asi pues, los centromeros podrian estar modulando los sistemas de
degradacion de CIn3 en el nucleo, donde es ubiquitinada por SCF y la proteina Cdc4
[82], [277].
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Las proteinas reguladoras centroméricas (CRPs) afectadas por la dosis

centromérica

Para el estudio de nuestro mecanismo parecid interesante encontrar el elemento
transmisor que respondiera al numero de centrobmeros y que transmitiera la
informacion a CIn3. Por este motivo se investigaron elementos reguladores de sefiales
conocidos que interactuan con el cinetocoro. Se consider6 una buena opcidn
investigar los elementos del SAC ya que se conocen varias vias de regulacién [133]—
[136], estan presentes durante la fase Gi1 [146]-[149], y se habian encontraron

vinculaciones entre estos elementos y CIn3 mediante técnicas de doble hibrido [278].

Se estudié el volumen critico en células asincrénicas que carecen de los
diferentes elementos del SAC en la cepa CML128 mCherry, Figura 29. Las células

mutantes mad2, mad3, y bub3 perdieron totalmente la capacidad de incrementar el
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ctrl & % 6 0900000 go goo o oo o
%0
3YCp -
bub1 p<10-26
ctrl -
3YCp . . -
mad3 p=0.51
ctrl ° ° -
3YCp .
mad2 p=0.61
ctrl -
3YCp h
mad1 p<10”
ctrl =
3YCp 8 -
wt p<10-?7
ctrl -
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Figura 29: Efectos de la dosis centromérica al volumen de gemacién en CRPs

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincrénicos (n>400), en ausencia (ctrl)
o presencia de 3YCp, para la cepa salvaje (wt) o con las deleciones indicadas. Se indica la media (linea
vertical), limites de confianza (0=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas

indicadas.
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Figura 30: Los elementos del SAC pierden la dependencia en la dosis centromérica

Relacion entre el volumen de células individuales después de su gemacion y el numero estimado de
copias obtenido mediante la normalizacién de la ratio GFP/mCherry. Se utilizan los datos obtenidos de
seis cultivos independientes asincrénicos (n>600), para las cepas salvaje (wf) o con las deleciones
indicadas. Se incluye la linea de tendencia para cada poblacion y limites de confianza (0=0.05, barras

horizontales).

volumen de gemacién en presencia de 3YCp. Unicamente se observé un incremento
de volumen en las cepas bub1 y mad1. Tras esto se procedid a determinar si esta
pérdida de respuesta en el volumen celular respondia a una pérdida en la dependencia

del volumen celular a la dosis centromérica.

Se analizé la dependencia a la dosis centromérica en estas mismas cepas
incluyendo los vectores 3YCp-TEFp-GFP (3YCp-GFP) y, mediante la estimacion del
numero de copias, Figura 30, se observd como en el caso anterior una perdida
completa de la dependencia del volumen de gemacién al numero de centrémeros por

parte de las cepas mad2, mad3, y bub3, y en este caso también mad1.

Estos resultados permiten sugerir que Mad2, Mad3 y Bub3 deben estar actuando
o participando como transmisores de la informacidén centromérica hacia el mecanismo
de START. En el caso de Mad1 se observa que las células mutantes mantienen el

incremento del volumen celular en presencia de los 3YCp, pero sin un efecto
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cuantitativo, lo que sugeriria que Mad1 podria representar un factor con un papel

lateral en esta regulacion.

La regulacién del tamafio por ploidia no depende exclusivamente de CRPs

Para estudiar el impacto de la regulacion y sefalizacion de los elementos CRP en
funcién de la dosis centromérica, se estudié el volumen de células haploides y
diploides cuando tienen carencia de los elementos Mad3 y MadZ2.

Primero se analizé el volumen medio de poblaciones de crecimiento asincronico
en su forma haploide, cepa CML128, Figura 31A, y se observo que la forma mad3

reduce ligeramente su volumen, siendo este significativo respecto la forma wt. Las
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Figura 31: La pérdida de Mad3 permite una reduccién del volumen celular.

Volumen de células individuales durante la gemacién en cultivos asincrénicos (n>400) para haploides
(A), diploides (B) y diploides recién nacidos obtenidos mediante enriquecimiento con gradientes de
Ficoll (C), para las cepas salvaje (wt) o con las deleciones indicadas. Se indica la media (linea vertical),

limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas.
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Figura 32: La pérdida de Mad2 permite una reduccién del volumen celular.

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincrénicos (n>400) para haploides
recién nacidos obtenidos mediante enriquecimiento con gradientes de Ficoll, para las cepas salvaje
(wt) o con las deleciones indicadas. Se indica la media (linea vertical), limites de confianza (a=0.05,

lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas.

células diploides, Figura 31B, presentaron el incremento de volumen esperado por el
incremento de ploidia, y la cepa mad3 redujo significativamente su volumen, como
ocurrié en las formas haploides. En la Figura 31C se observa como la cepa mad3
presentaba esta reduccién de volumen ya durante la primera fase G1 después de
nacer; y en la Figura 32, se puede apreciar que las células mad2 también mostraron

una reducciodn significativa de su volumen de gemacién promedio.

Estos resultados sugirieron que ambos elementos estan participando en la
regulacion del volumen celular dependiente de la dosis centromérica durante G1. Sin
embargo, la deficiencia en Mad2 o Mad3 no reduce el volumen de las células diploides
al nivel de las haploides, por lo que no serian el unico sistema implicado en la
regulacion del tamario celular por ploidia. Se puede encontrar en la literatura que Whi5
podria estar implicada en la determinacion del tamano por ploidia, aunque no
explicaria el volumen final de la célula diploide ya que dos copias de Whi5, en células
haploides, no incrementan el tamano suficiente al esperado para una célula diploide
al incorporar dos copias del gen WHI5 [279]. Por este motivo, se estudiaron las
cepas carentes de Mad2 y Mad3 conjuntamente con la pérdida de Whi5. Se
observo que, para todas las células, ya carezcan de los elementos CRP o no, y si se
elimina Whi5, el volumen se reduce drasticamente sin observarse diferencias

significativas respecto al volumen de las células whi5, Figuras 31 y 32.

Estos resultados sugirieron que la pérdida de Whi5 reduce el volumen medio de
la célula hasta un minimo nivel, por lo que no podria observarse un efecto aditivo.

Podria ser que la forma whi5 obtenga el volumen mas pequeno para las células,
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imposibilitando la viabilidad en condiciones mas reducidas. Ademas, como curiosidad
cabe indicar que las células mad2 whi5 son viables, algo que contradice el estudio
mediante esporulacion de esta cepa, indicando que este efecto Unicamente sea

relevante en la meiosis [280].

La superexpresion de CRPs no recapitula la respuesta a los centromeros

Una vez observado que los CRPs estan interactuando para modificar el tamafio celular
dependiendo de la presencia de centromeros adicionales, se determin6 si estos

permiten activar la respuesta mediante una superexpresion controlada.

Para este experimento se clonaron las formas Mad2 y Mad3 salvajes, y la fusion
Mad2-Mad3, que ha sido descrita como la forma activa del MCC [281], todas bajo la
induccion del promotor GALp en un vector tipo YCp. Todas estas construcciones se
transformaron en una cepa con capacidad de inducir la expresién del promotor
galactosa mediante la activacion con estradiol en la cepa CML128-Pgen361 [259].
Para determinar su efecto durante G+ se utilizaron células recién nacidas obtenidas
de gradientes de Ficoll, las cuales fueron transferidas de nuevo a un cultivo, inducidas
30 min mas tarde con 200nM de estradiol y, tras 60 min, se fotografiaron y analizaron.

Se observo un ligero incremento del volumen para la superexpresion de Mad2 y

Mad3, Figura 33, siendo unicamente Mad3 quien produjo resultados significativos. Si
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Figura 33: La superexpresion de elementos del MCC incrementan ligeramente el volumen

celular

Volumen de células individuales durante la gemacién en cultivos asincrénicos (n>400), células recién
nacidas obtenidos mediante enriquecimiento con gradientes de Ficoll, con la superexpresion de los
elementos indicados, con 200nM estradiol durante 60 min. Se indica la media (linea vertical), limites

de confianza (0=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas.
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se analizan los resultados para la fusion de ambas proteinas se observa un efecto

aditivo.

Estos resultados indican que estos elementos no activan per se el mecanismo
de regulacién por centrémeros, pudiendo ser que no dependa de la cantidad de estos
elementos o que tenga lugar una saturacion del agente activador. Es interesante
observar que la fusion de ambos componentes tuvo un efecto mas elevado indicando
que muy posiblemente ambos componentes han de estar participando conjuntamente,
pero no siendo suficientes como para recapitular la respuesta observada por la

presencia de centromeros adicionales.

Efectos de la superexpresion de Mad3-KEN30AAA y Mad3-5A

Dado que no se pudo activar el mecanismo mediante la superexpresion, se considero
como una opcion modificar Mad3 en busca de un posible efecto positivo sobre el

mecanismo.

Por una parte se modific6 su capacidad de activar el checkpoint de G2/M
mediante la eliminacion del motivo KEN30 [152]. Y ademas se incorpord a nuestro
estudio una forma de Mad3 en las que se habian eliminado los posibles sitios de
fosforilacion por la quinasa Cdc28 (S15, T275, T438, T457, T479), mediante su
sustitucion por una alanina. Tras analizar los resultados obtenidos para la

superexpresion de estas formas de Mad3, Figura 34, se observd que tanto la forma
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Figura 34: La pérdida de actividad SAC de Mad3 es independiente a al incremento del volumen

celular

Volumen de células individuales durante la gemacién en cultivos asincréonicos (n>200) células recién
nacidas obtenidos mediante enriquecimiento con gradientes de Ficoll, con la superexpresion de los
elementos indicados, con 200nM estradiol durante 60 min. Se indica la media (linea vertical), limites de

confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas indicadas.
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Mad3-KEN30AAA como la Mad3-5A mantienen el incremento en el volumen

observado con la superexpresion de la forma salvaje.

Estos resultados sugirieron que el incremento de volumen que induce Mad3 no
depende de su funcién en el SAC, y que los sitios de fosforilacion no estarian
implicados en la actividad de Mad3 sobre el mecanismo de regulacion del volumen
celular dependiente de la dosis centromérica.

El SCF esta implicado en el incremento de tamaino dependiente del nimero de

centromeros.

Como se ha demostrado anteriormente en este estudio, la presencia de un numero
adicional de centrémeros implica la reduccién de CIn3 nuclear. Esto podria ser
explicado por un incremento en la degradacion de CIn3 en el nucleo dependiente de
Cdc4, que identificaria como substrato a CIn3 para ser ubiquitinada por el complejo
SCF [82].

Por este motivo se introdujeron los vectores YCp-TEFp-GFP (YCp-GFP) en
cepas con una version termosensible de las proteinas Cdc4, Cdc34 y Cdc53 (su
eliminacion de las células las hace inviables), e incluyéndoles una copia de TEFp-
mCherry genomica. De esta manera se pudo determinar si su volumen celular

mantiene la dependencia de la dosis centromérica.

Las diferentes cepas se cultivaron a 25°C y seguidamente fueron transferidas a
un medio a 37°C durante 6h antes de obtener los resultados para el volumen critico
de gemacion y la ratio GFP/mCherry. Los resultados para las diferentes cepas, Figura
35, fueron contrastados con el resultado para una cepa wt de forma individual. El
volumen celular se normalizé a las respectivas estirpes control sin vectores YCp, para
eliminar los efectos que las mutaciones tienen per se sobre el volumen celular, y se
observd una clara reduccion de la dependencia a la dosis centromérica para las
estirpes cdc4-1 y cdc34-1, Figuras 35A y 35B, respectivamente. En el caso de la
estirpe cdc53-1 se observo una tendencia similar a la observada para la forma wit.

Estos resultados indican que el sistema de degradacion SCF interviene en la
respuesta de las células a la presencia de una dosis mas elevada de centromeros, y
apoyan la idea por la que el numero de centrdmeros seria capaz de modular la

degradacion de CIn3.
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Figura 35: Los elementos de SCF afectados por la dependencia a la dosis centromérica

Relacion entre el volumen de células individuales después de su gemacion y el numero estimado de
copias obtenido mediante la normalizacién de la ratio GFP/mCherry el volumen de gemacioén con la
cepa wt (u.r). Se utilizan los datos obtenidos de cuatro cultivos independientes asincrénicos (n>1000),
para las cepas salvaje (wt, naranja) o (A) cdc4-1 (azul), (B) cdc34-1 (azul) y (C) cdc53-1 (azul). Se
incluye la linea de tendencia para cada poblacién y limites de confianza (a=0.05, barras horizontales).
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Mad3 necesita a Bub3 para mediar el incremento de volumen dependiente del

numero de centrémeros

En el estudio genético para los diferentes CRPs se ha observado como los elementos
del MCC, Mad3 y Bub3 son importantes para mantener la respuesta a la presencia de

YCp. Gracias a la vinculacion entre Skp1, un componente clave del sistema de
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Figura 36: El volumen celular pierde la dependencia a la dosis centromérica al perder la
interaccion entre Mad3 y Bub3

Volumen de células individuales durante la gemacion en cultivos asincrénicos (A), en ausencia (ctrl) o
presencia de 3YCp, para la cepa salvaje (wt) o con la delecién indicada (n>400). Se incluye la media
(linea vertical), limites de confianza (a=0.05, lineas horizontales) y el p valor para las medias analizadas
indicadas. Relacién entre el volumen de células individuales después de su gemacién y el numero
estimado de copias obtenido mediante la normalizacion de la ratio GFP/mCherry (B). Se utilizan los
datos obtenidos de dos cultivos independientes asincronicos de las cepas indicadas (n>1000), con la
presencia de 3YCp-GFP. Obtenida mediante analisis de fotografias obtenidas con microscopio de
fluorescencia. Se indica la linea de tendencia para cada poblacién y limites de confianza (a=0.05, barras

horizontales).
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degradacion SCF, con Bub1 a través de Bub3 [277], se considerd una buena opcion
estudiar qué respuesta tienen las células a la perdida de la interaccion entre Bub3 y
Mad3. Para esto se procedi6 a la eliminacion del motivo GLEBS de Mad3 que permite
Su union a Bub3 [162].

Tras confirmar que la expresion de Mad3AGLEBS es similar a la proteina wt, se
estudid el volumen de gemacion en cultivos asincronicos de las cepas wt y
Mad3AGLEBS, con y sin la presencia de 3YCp. Mientras que la cepa wt mostré el
incremento esperado en volumen celular en presencia de 3YCp, la cepa
Mad3AGLEBS fue totalmente insensible, Figura 36A.

Observando estos resultados se procedié a determinar si esta cepa ve reducido
su incremento de volumen por la pérdida de la dependencia a la dosis centromérica.
Se modificaron las cepas mediante la integracion genémica de una copia de TEFp-
mCherryy se introdujeron los vectores 3YCp-TEFp-GFP. Se obtuvieron los resultados
para la ratio entre GFP/mCherry y se contrastaron con el volumen de gemacion,
Figura 36B. Los resultados indicaron una clara perdida de la dependencia

centromérica para las células con Mad3AGLEBS.

Estos resultados sugirieron que Mad3 depende de la interaccion con Bub3,
mediante el motivo GLEBS, para promover el incremento del volumen celular y
mantener su dependencia a la dosis centromérica. Dada la implicaciéon del motivo
GLEBS en las interacciones con Skp1, nuestros resultados sugieren una conexion
directa entre SCF y las proteinas Bub3 y Mad3 para regular la degradacion de CIn3.

Mad3 interacciona in vivo con CIin3 y Cdc4.

La conexion fenotipica observada en la regulacion del volumen dependiente de la
dosis centromérica para los elementos CIn3, Mad3 y Cdc4, indicaron la posibilidad de
que estos constituyan una verdadera via de regulacién. Para demostrar esta idea se
estudid en primer lugar la interaccion in vivo entre CIn3 y Mad3, de los que se
encuentran referencias de su interaccion mediante ensayos de doble hibrido [278] y
Mad3-Cdc4.

Para realizar este experimento se utilizé la cepa YJD43-1, cdc4-1 grr1 CLN3-
13Myc que carece de la actividad de las proteinas F-Box de degradacion de CIn3

[82], lo que permite faciimente obtener cantidades de ciclina altas.

Tras obtener pellets de 300Dso0 desde cultivos asincronicos a 23°C en YPGal
(para la expresion de Cdc4AF-Box y Mad3), se desactivo la actividad de Cdc4.1
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pasandolo a un nuevo medio YPGal a 37°C durante 2h. Seguidamente el cultivo fue
recolectado, disgregado mecanicamente y centrifugado para eliminar restos celulares
insolubles. El sobrenadante obtenido fue incubado con Glutatione-Sepharoes beads
para su union a Mad3-GST o Cdc4-GST.

En la Figura 37 se observan los resultados para esta primera interaccién. Se
considerd un correcto funcionamiento del experimento ya que se pudo observar la
ausencia de CIn3-13Myc en el control negativo (GST) y su clara presencia en el
positivo (Cdc4-GST) [82]. Por lo que se refiere a nuestras proteinas de interés, se
detectd claramente CIn3-13Myc en la forma Mad3-GST salvaje, pero unos niveles
mucho mas reducidos en la forma Mad3AGLEBS-GST.

Este resultado sugiri6 que Mad3 puede interaccionar in vivo con CIn3, y que ésta
depende de la interaccién con Bub3 y, posiblemente, Skp1, lo que refuerza la idea de

gue estos elementos del MCC estan colaborando conjuntamente como en el SAC.

Seguidamente, se estudio la posibilidad de que Mad3 pudiera estar conectado a

través de Skp1 con SCF y Cdc4. En la literatura se encuentran conexiones entre Skp1,
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Figura 37: Mad3 interacciona con CIn3 in vivo

Estudio de la interaccion in vivo CIn3-Mad3. Analisis por western blot de extractos celulares (C) y
eluatos de la purificacién por afinidad a GST (E). La cepa utilizada es W303 cdc4-1 grr1 CLN3-13Myc,
incluyendo pYES2 para la expresion de GST, GST-Cdc4 o GST-Mad3 (wt o AGLEBS). En la parte
superior revelada con aMyc, para visualizar CIn3. Parte inferior aGST para visualizar Cdc4 o Mad3.
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Mad3

Cdc4

VHE- EPEBN + 1SO
VHE-EPBIA + ¥79PD-1SO
VHE-EPBIN + 1SD
VHE-EPEIA + 79PD-1SD

VHE-SEIT1OVEPEIN + ¥9PI-1SD
VHE-SEIT1OVEPEIN + ¥9PI-1SD

Figura 38: Mad3 interacciona con Cdc4 in vivo

Estudio de la interaccion in vivo Cdc4-Mad3. Analisis por western blot de extractos celulares (C) y
eluatos de la purificacion por afinidad a GST (E). La cepa utilizada es CML128 MAD3-3HA (wt o
AGLEBS), incluyendo pYES2 para la expresion de GST-Cdc4. En la parte superior revelada con aHA,

para visualizar Mad3. Parte inferior aGST para visualizar Cdc4.

que se presenta en los centrémeros y Bub1, y esto se daria mediante una interaccién

con Bub3 [277]. Por este motivo se estudio la posible interaccion Mad3-Cdc4.

En este caso se expresé la proteina Cdc4-GST en las cepas salvajes con
marcaje genomico de Mad3-3HA y Mad3AGLEBS-3HA, en YPGal durante 16h a 30°C,
y se procedio a la purificacion de proteinas con marcaje GST procedente de un pellet
celular de 30 ODesoo. Se observo un alto nivel de Mad3-3HA en la muestra Cdc4-GST,
Figura 38. En el caso de la forma Mad3AGLEBS se observo un nivel mucho mas bajo,

sugiriendo una menor eficiencia de union.

Este resultado sugirié que existe una interaccion in vivo entre Mad3-Cdc4, y que
ésta dependeria de la presencia de Bub3, como ocurre entre Bub1-Skp1. Ello daria
un fuerte impulso a la idea de que las proteinas de regulacion centromérica Mad3 y
Bub3 participan en los mecanismos de degradacion nuclear de CIn3 para adecuar el

tamano celular a la ploidia.
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En este trabajo se ha demostrado que el tamafio celular muestra una clara
dependencia de la dosis centromérica en las células, independientemente de su
procedencia, manteniendo una clara correlacién con el incremento de tamano
dependiente de la ploidia. Este fendmeno ocurre de forma coherente con un
mecanismo de regulacion propio celular. Tras este analisis con el aporte artificial de
centrémeros se identificd al centromero y sus componentes como principal inductor

de este mecanismo.

La presencia de mas centrdmeros impacta directamente sobre los mecanismos
de START, siendo CIn3 la diana final. Se observa una reduccion de la acumulacion
de esta ciclina en el nucleo que se traduce en un alargamiento de la fase G1, un
incremento del tamafo celular en START y una mayor cantidad de células transitando
esta fase celular. Ademas, se observa como proteinas de sefalizacion centromérica
como son los componentes del MCC: Mad2, Mad3 y Bub3 estan involucrados en la
sefnalizacion de este sistema de regulacion por dosis centromérica. En este estudio se
muestra una clara relacion entre CIn3 y Mad3, pudiendo demostrar su interaccion y
que esto conllevaria a una regulacion por degradacion de CIn3 en el nucleo por los
principales elementos del SCF, que se puede vincular a su actividad al centrémero,
como ha sido sugerido en un sistema orquestado por la proteina Cdc4 [82]. Estas
nuevas evidencias permiten sugerir un complejo sistema de control del tamafo celular
regulado por la ploidia, en el que Mad2, Mad3, Bub3 y Cdc4 formarian un complejo
conjuntamente con los elementos del SCF para la estimular la degradacién de CIn3
en funcién del numero de centromeros y su capacidad para ensamblar los diferentes
elementos, o activarlos por algun mecanismo desconocido, que se discute en detalle

mas adelante.

El centromero, de la toxicidad a la regulaciéon del tamaio celular

Tras la construccion de pequefio vectores de DNA circulares con sistema
centromérico [105] aparecieron los primeros estudios sobre el impacto del incremento
de centromeros en la célula mediante el aporte artificial con plasmidos. Tras forzar la
presencia de un alto numero de plasmidos con centromero observaron un gran
numero de complicaciones que comprometen la viabilidad celular [239], [244]. Los
cultivos que crecen con 5 vectores de estas caracteristicas, muestran una reduccién
en el crecimiento celular, una reduccion de la viabilidad celular de hasta un 59%, la
aparicion de células con formas aberrantes, y una elevada pérdida de plasmidos y
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cromosomas, lo que conllevaba una alta inestabilidad gendmica y sugeria problemas
durante la mitosis [244]. El retraso de la fase G2/M fue analizado mediante
centrémeros condicionales en mini-cromosomas lineales, lo que permitié deducir que
las proteinas del MCC, Mad1, Mad2 y Mad3, estan implicadas en estos fenotipos. Al
carecer de ellas las células no presentaban el retraso en G2/M, indicando un problema

de segregacion cromosémica [272].

En este trabajo se utilizé6 un numero menor de vectores centroméricos, 3YCp, lo
que posiblemente evitd en buen parte dichos aspectos negativos. Se observa un claro
incremento en el volumen celular, pero no la aparicion de formas aberrantes, en
funcion del numero de centrémeros introducidos a la célula. También se observaron
efectos negativos, aunque muy reducidos, durante la fase G2/M (Figura 25A). Ahora
bien, al analizar cuidadosamente el tamafio de células individuales, asi como su
distribucion por FACS, se observd que el principal efecto se da previa la transicion
G1/S. Las poblaciones estudiadas incrementaron la cantidad de células que transitan

en G1y este efecto incrementa con el numero de centrémeros nuevos (Figura 25B).

Los defectos en G1 que se han observado por incremento limitado de
centromeros condicionales podrian ser comparables a los obtenidos por incremento
cromosémico, como ha sido descrito para células aneuploides con un numero mas
alto de cromosomas [282], [283]. El retraso observado en estas células ha sido
correlacionado con una interferencia en la actividad de la maquinaria de START,
observandose un retraso en la acumulacion de CIn3, un retraso en la salida de Whi5
del nucleo y un retraso en la acumulacion del mMRNA de CLNZ2 [283]. Estos efectos
podrian deberse a los desequilibrios en la estequiometria de complejos que tiene lugar
en células aneuploides, que en nuestro caso se puede descartar por la aproximacion
experimental elegida en que solamente se manipulé el numero de centromeros. En
particular, los centrdmeros condicionales incorporados mediante vectores de forma
artificial y el doble marcaje con proteinas fluorescentes han permitido analizar el
tamafo celular en situaciones de primer ciclo y observar con claridad efectos
dependientes de dosis, sugiriendo muy claramente una regulacion sobre la maquinaria
de START.

Tamaiio por ploidia y la maquinaria de START

La razon biologica del por qué el incremento de ploidia compromete a la célula a un

incremento en su tamafo se desconoce por completo en la actualidad [216]. Desde
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un punto de vista evolutivo el incremento de ploidia no establece un claro beneficio en
los estudios realizados, pero se sugiere que este fendbmeno permite a las células
incrementar la variabilidad gendmica y la acumulacion de mutaciones puntuales,
incrementando asi las posibilidades de adaptacion a nuevas condiciones ambientales
[224], [284].

En esta tesis se centra en cdmo la ploidia produce un incremento del tamafio
celular de una forma regulada. Se puede establecer un mecanismo que induce un
incremento celular dependiente del numero de centromeros y cémo éste estaria
regulando la maquinaria de START. Este sistema iniciado desde los centrémeros, y
promovido por los elementos sefalizadores del centromero, induciria una reduccién
de los niveles de la ciclina CIn3. No obstante, aunque necesarios, los elementos
estudiados no son suficientes para explicar el control de tamafio por ploidia, pues la
delecion de estos genes solamente produce una reduccion limitada del tamafio de la
célula diploide, y no lo reduce al de la célula haploide (Figura 31 y 32). Por tanto, este

mecanismo basado en el numero de centromeros probablemente opera en paralelo a
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Figura 39: Modelo cooperativo para la regulacidon del tamaiio celular mediante ploidia

Modelo simplificado en el que participarian tres vias de regulacion para establecer un sistema correcto
y robusto para la determinacion del tamafo dependiente de la ploidia. El primero en participar
dependeria del sistema de la ratio de crecimiento en el que las chaperonas (CHPs) intervienen en la
liberacién del complejo CIn3/Cdc28 y transporte hacia el nucled. Una vez en el nacleo el sistema de
regulacion dependiente de la dosis centromérica, promoveria una mayor dificultad de su concentracién
gracias a la participacion de las CRPs que inducidirdn una degradacion de CIn3. Finalmente, el
complejo estaria bajo regulacion por la concentracion del represor Whi5, que dependera del anterior
ciclo celular donde la dosis genética presente incrementara sus niveles y seré necesaria la dilucién de

esta para que se active START de forma irreversible.
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otros sistemas para mantener el tamafo celular acorde con la ploidia (Figura 39).
Aunque el elemento central de regulacién seria CIn3, varios estudios muestran una
implicacion importante del elemento Whi5 y su dosis génica en la determinacion del
tamano celular. El estudio del grupo de Jan M. Skotheim concluye que, mientras la
sintesis de Whi5 tiene lugar durante la fase S/G2/M previa, la dilucion por crecimiento
en la fase G1 seria el mecanismo clave para fijar un tamafo critico en el cual Whi5
alcanzase un nivel umbral minimo. [192]. Asi, el nivel de expresion de Whi5 es
estrictamente dependiente de dosis génica, pero, en cambio, ni la adicién de una copia
adicional del gen WHI5 a la célula haploide ni su delecion en la diploide eliminan la
diferencia de tamano entre ellas (Figura 40). Estos resultados apuntan a la existencia
de otros mecanismos, como el propuesto en esta tesis. Los resultados con células
diploides carentes de Whi5 y Mad3 plantean que la situacion es de hecho mas
compleja, pues, aunque la reduccion del tamafio es muy clara, tampoco en este caso

se consigue el tamafio de la célula haploide (Figura 31 y 32).

Otra posibilidad proviene de la implicacion de chaperonas, Ydj1 y Ssa1,2, en
START, concretamente para facilitar la acumulacion nuclear del complejo CIn3/Cdc28
y establecer un tamano critico dependiente de velocidad decrecimiento [17], [18]. Para
estudiarla, durante la tesis se intent6é analizar los efectos sobre el tamano celular de

la carencia conjunta de Mad3 e Ydj1, pero, por motivos que se desconocen, las células
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Figura 40: Dependencia de la dosis genética de Whi5 en el tamaino celular y la ploidia

Experimento en que se pone de evidencia el efecto sobre el tamano celular del nivel transcripcional de

WHIS durante S/G,/M. La duplicacién del gen Whi5 y su transcripcion en células haploides promueven

un incremento sostenido del tamafio celular en el siguiente ciclo celular. De igual forma se observa una
reduccion del tamaro en células diploides que les ha sido eliminado una de las dos copias del gen WHI5.
Aunque esta variacién del tamano celular permite una aproximacién al tamano celular esperado para
las células diploides no obtiene resultados iguales, por lo que si este sistema participara en la regulacion

del tamafio celular por ploidia deberia ser participe parcial. Adaptado de [279].
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ydj1 mad3 mostraron una gran tendencia a la diploidizacion, que no pudimos solventar

con sistemas condicionales de expresion, y que ha impedido su estudio.

Por ultimo, otro factor que se debe tener en cuenta con el incremento en ploidia
es el cambio en el patron de transcripcidn inducidos por la diploidizacion, que conlleva
un cambio de las caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y de desarrollo de las
células [285].

En resumen, se considera que otros sistemas de regulacion estarian
interactuando con el mecanismo dependiente del numero de centromeros. Este efecto
coordinado de diferentes mecanismos consolidaria un sistema muy estable y robusto

de regulacién del tamario celular en funcion de la ploidia.

Degradacion nuclear de CIn3 dependiente del centrémero

En este estudio se observa como la presencia un numero mas elevado de centromeros
conlleva a una reduccion del nivel nuclear de CIn3 (Figura 28B), compatible con un
mecanismo de degradacion. Aunque actualmente no se conoce con total detalle la
degradacion de esta ciclina, esta claramente relacionada con el sistema de
degradacion SCF, utilizando las proteinas F-Box Cdc4 y Grr1 en nucleo y citoplasma,
respectivamente [82]. Por otra parte, un elemento clave de SCF es a la vez un
componente del cinetocoro: Skp1, presente en el complejo CBF3 de la region CDEIII
del centromero [286]. Por este motivo se estudio la dependencia del tamafio celular
del numero de centrédmeros en células deficientes en distintos componentes del
complejo SCF, como son la proteina nuclear Cdc4, Cdc34 y Cdc53 (Figura 35). La
pérdida de la dependencia del volumen celular al numero de centrdmeros en células
carentes de Cdc4 o Cdc34 reforzd la idea de un sistema de degradacion activado o

localizado en el centromero.

La presencia de Skp1 en el centrdmero parece estar muy relacionada con su
unién a Bub1 mediante un dominio GLEBS [277]. En este estudio se ha observado
como la pérdida del dominio GLEBS en Mad3 conlleva a una pérdida de la
dependencia del volumen celular a la dosis centromérica (Figura 36). Teniendo en
cuenta que estudios previos sugieren mediante doble hibrido la interaccion de Mad3
con CIn3 [278], en este trabajo se aportan evidencias de la interaccion in vivo entre
ambas proteinas (Figura 37), y esto ocurre de modo mucho mas eficiente en presencia
del dominio GLEBS, que también juega un papel importante en la interaccién in vivo

entre Mad3 y Cdc4 mostrada en el trabajo. Estos resultados sugieren que Skp1
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mediaria la interacciones entre CIn3, Mad3 y Cdc4, y que dicho complejo
(probablemente junto con Mad2) seria esencial en promover la degradacién nuclear
de CIn3 y establecer un tamafio celular en funcién del nombre de centrémeros. Asi,
se encontraria con mecanismos centroméricos similares de modulacion de la
degradacion de ciclinas en mitosis o G1, basados en APC o SCF, respectivamente,
para estabilizar las ciclinas M por inhibicion de Cdc20 [151], [287], o para estimular la

degradacion de ciclinas G1 por un mecanismo todavia por desvelar.

Los CSPs pueden constituir un nuevo checkpoint de G1

En la actualidad se desconoce qué actividad tienen diferentes componentes del
cinetocoro antes de la transicion G1/S, donde ya estan presentes, o si se trata de un
evento Unicamente preparatorio [146]-[149]. Los CSPs tienen un papel clave en el
SAC [288], [289] en mitosis, y su presencia durante G1 podria responder a un
checkpoint desconocido de regulacion para esta fase, que podria consistir en la
degradacion selectiva de CIn3 mediante la interaccion con Mad3 (Figura 41). La
superexpresion de Mad2 o Mad3 tiene efectos muy limitados sobre la progresién en
G1, al igual que con el SAC en mitosis, lo que sugiere que, como en el SAC, estos
elementos estarian a nivel saturante y seria clave el sistema de activacién o
ensamblaje para su funcién en G1. Ahora bien, mientras que es suficiente para activar
el SAC [281], una fusion Mad2-Mad3 no produce un efecto claramente sinérgico en la
progresién por Gi. Ademas no se observa una interconexion entre los elementos
naturales de Mad3 que dirigen la respuesta durante su actividad en el SAC, como las
cajas KEN que son esenciales para la union e inhibicion de Cdc20 [152]. Estos
resultados, juntamente con las diferencias mostradas por Bub1 y Mad1, sugieren que

los mecanismos que operan en G1 y mitosis son fundamentalmente distintos.

¢ Qué necesidad tiene la célula de regular esta etapa celular en funcion de la
informacion procedente del centromero? Varios estudios indican que la levadura
promueve de forma regulada una segregacion de los elementos del citoplasma y sus
componentes durante la gemacion, diferenciandolos entre la célula madre y la nueva
célula hija. Esto permite a la nueva célula no recibir componentes dafiados que se han
acumulado durante ciclos anteriores, como por ejemplo los agregados proteicos
procedentes de la acumulacién de proteinas mal plegadas, para lo que existen
mecanismos activos que los mantienen en la célula madre [290]. Vinculado a este

fendbmeno, estudios en segregacion cromosdémica hablan de la posibilidad de que la
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Figura 41: El centromero punto de control de diferentes etapas celulares.

Modelo que incluye el hipotético sistema descrito en esta tesis. El centrémero ha sido clasicamente el

punto central de la regulacion para la correcta segregacion de las cromatidas durante la fase G,/M

mediante la activacion del SAC inhibiendo la actividad del APC/C. Pero podrian existir otros fendmenos
de regulacion dependientes de la implicados en la regulacion del tamafio o la segregacion del DNA,
como es el sistema dependiente de la dosis centromérica al tamano celular, que inhibirian la entrada

a fase S.

herencia de las diferentes cromatidas se realice de forma asimétrica, hipotesis
propuesta por J. Cairns in 1975. Nuevas evidencias en levaduras y células eucariotas
superiores contemplan la validez de esta idea [291]-[293]. Algo mas dificil de explicar
es el mecanismo por el que esto podria ocurrir, aunque se han propuesto modelos en
los que la topologia del DNA, tras la sintesis de las nuevas hebras, podria estar siendo
diana de deteccion por el aparato mitético, dependiendo del nimero de terminadores
o0 emparejamiento de origenes con terminadores. Otros elementos celulares que se
secretan de forma selectiva son los SPBs en levadura [294] y los centrosomas en
células superiores [295], que son segregados selectivamente por su origen, es decir,
si son nuevos o viejos tendran un destino concreto. En el caso de la levadura, el SPB
que se hereda tras un ciclo, es decir el que es llamado antiguo, sera heredado en el
siguiente ciclo por la célula hija. Una nueva hipétesis que se sugiere, para estudios
posteriores, es que el SPB antiguo necesite establecer durante G+ una conexioén con

los centrémeros presentes en el nucleo y, de no conseguirlo, utilizaria los elementos

95



DISCUSION

o

©
‘@‘ =) 1 Parada de G, g
&
[ scr pay =
SPB [ 7 2 ©
Antiguo
\('U
°
o cin3 ;
‘ 0]
Entrada al ciclo START
celular

Figura 42: Nuevo checkpoint para la correcta actividad de los SPB durante G,

Modelo hipotético simplificado para la regulacién de la correcta segregacion de los SPB en la celula
durante G+. Existen evidencias de que las hebras de DNA antiguas son segregadas hacia las células

hijas seguramente mediante el establecimiento de conexiones tempranas durante G, con los SPBs

antiguos, procedentes de la madre. El sistema de regulaciéon que se propone para el incremento del
tamano celular dependiente de la dosis centromérica podria estar implicado en el establecimiento de
un nuevo checkpoint, del que dependeria la conexion a de SPBs antiguos. Mientras estos no existieran
promoverian una parada del ciclo celular dependiente de la eliminacién de ClIn3, por los elementos del
MCC y SCF reclutados en el centromero. Actividad que cesaria al unirse los microtubulos

pertenecientes del SPB antiguo asegurando que las hebras correctas seran segregadas a la célula hija.

del MCC para inhibir la entrada en ciclo (Figura 42). Aunque experimentos
preliminares con nocodazol han ofrecido resultados negativos, no se puede descartar
que el posible checkpoint utilice otra informacion que la integridad de los microtubulos
u opere por mecanismos distintos al SAC.

Un nuevo modelo de regulacién del tamaio celular por Mad3

En esta tesis se determina como Mad3 ha de ser un componente importante en la
regulacion del tamano celular en levadura, especialmente para dotar de un sistema
de comunicacién entre el numero centromérico, o el mismo centromero, y la

maquinaria de START permitiendo modular este incremento de tamafio (Figura 43).
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Figura 43: Modelo regulacién del tamaio celular inducido por los centrémeros

Tras este estudio se propone un modelo molecular en el que los diferentes componentes del MCC,
Bub3, Mad3 dependientes del motivo GLEBS y muy probablemente Mad2, podria reclutar los
componentes del SCF presente en los centromeros y Cdc4 para promover una mayor actividad de
ubiquitinacion sobre CIn3 y su degradaciéon por el proteosoma. Tras esta actividad, los diferentes
componentes serian reutilizados y participarian nuevamente en este ciclo, que seria dependiente del

numero de centromero y su capacidad de reclutar los elementos necesarios.

En este punto se encuentran nuevas incégnitas a resolver que han surgido tras el
estudio de este modelo. Como es, por ejemplo, el porqué de la saturabilidad de
nuestro modelo. Podria existir un componente desconocido presente y dependiente
del centréomero, que podria permitir una activacion aun desconocida de Mad3, o que
el mismo centromero estuviera actuando como centro de nucleacion de los diferentes
componentes con una capacidad finita. Esta desconocida activacion de Mad3 o de
otro componente permitira la unién a Mad2, Bub3 y CIn4 para responder al fenotipo
final. Relacionado con este ultimo aspecto, preguntar en qué lugar se unirian los
diferentes componentes, que funcién tendrian en detectar CIn3 y permitir su
degradacion. Se formarian estos complejos tedricos en el cinetocoro o en el
nucleoplasma, o podria ser un sistema de reclutamiento mixto, en el que parte de
estas proteinas se ensamblarian para capturar a CIn3 en el nucleoplasma y este ser
dirigido al cinetocoro donde esperarian los componentes del SCF para su

degradacion.

Todas estas y otras preguntas se abren alrededor del modelo permitiendo en un

futuro continuar con esta linea de investigacién y tratar nuevos puntos de este
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mecanismo. Incluyendo un estudio de estos componentes y su fenotipo relacionado
con el tamafo celular en células con una complejidad mas elevada, ya que los
principales componentes del modelo se presentan altamente conservados desde
levadura hasta mamifero, estan implicados en la regulacion del ciclo celular [139],
[140] y son importantes factores que participan en cancer, como es el caso de

BUBR1/Mad3 [296], [297], otro de los mayores retos de los cientificos en la actualidad.
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Los YCps incrementan el volumen celular dependiendo de su numero y
correlacionando con el volumen celular de células diploides.

El centrdmero es el principal inductor de un mecanismo aun no descrito que
modifica el comportamiento de las células durante el transito por la fase G1.

El nimero de centrdmeros modula el volumen celular a través de Cin3,
retrasando su acumulacién nuclear durante Gi.

Los elementos del MCC (Mad2, Mad3 y Bub3) son necesarios en la regulacién
del tamano celular por ploidia, aunque no parecen ser suficientes.

El mecanismo de actuacion de las proteinas del MCC en G1 comparte muchos
elementos con el SAC en mitosis, pero es fundamentalmente distinto.

Los elementos del SCF Cdc4 y Cdc34, estan implicados en la regulacion del
tamarno celular dependiendo de la dosis centromérica.

Mad3 interacciona in vivo con CIn3 y Cdc4. Estos elementos estarian
modulando la degradacion de CIn3 para regular el volumen celular en funcién

de la ploidia.
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Tabla de anticuerpos utilizados en western blot y inmunoprecipiacién

Anticuerpo

Primario

12CA5
Monoclonal de
Ratén (aHA)

ABN116
Policlonal de

conejo (aGST)

9E10
Monoclonal de
Raton (aC-Myc)

4BGE
Glutathione

Sepharose

Fuente

Roche

Millipore

Sigma-
Aldrich

GE

Healthcare

Condiciones

2h aRT
1:500 en PBST al
0.25% Leche

2haRT
1:1000 en PBST
al 0.25% Leche

2h a RT 1:500 en
PBST al 0.25%

Leche

Anticuerpo

Secundario

NXA939

ECL a-Ratén
IgG
(Monoclonal
oveja)
10379664
ECL a-Conejo
IgG
(Monoclonal
asno)
NXA939

ECL a-Ratén
IgG
(Monoclonal

oveja)

Fuente

GE

healthcare

Fisher

GE

healthcare

Condiciones

1h a RT,
1:10.000 en
PBST con 0.25%

leche

1h a RT,
1:10.000 en
PBST con 0.25%

leche

1h a RT,
1:10.000 en
PBST con 0.25%

leche

Como se describe en: Analisis de interaccién a pequefia escala de

proteinas con marcaje GST
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Tabla de cepas utilizadas para este estudio

Nombre Fondo Genético

932-Y

1235-Y
1246-Y
1251-Y
1271-Y
1321-Y
1410-Y
1412-Y
1414-Y
1418-Y
1420-Y
1452-Y
1454-Y
1456-Y
1462-Y
1538-Y
1540-Y
1542-Y
1550-Y
1582-Y
1606-Y
1608-Y

CML128

CML128

IMX678

CML128 mCherry
CML128 mCherry
CML128

CML128

CML128 mCherry
CML128 mCherry
CML128 mCherry
CML128 mCherry
CML128 mCherry
W303-1A
CML128 mCherry
CML128

W303 cdc4-1
W303 cdc34-1
W303 cdc53-1
CML128

1788

CML128

CML128

Genotipo relevante

mad3::KANMX4

mad2::KANMX4

Ch4-pGal-CEN4; Ch7-pGal-CEN4
mad2::KANMX4

mad3::KANMX4

leu2-3::LEUZ2, ura3-52::URAS3, trp1::TRP1
whib::KANMX4, mad2::NATNT2
whi5::KANMX4

cIn3::HPHNT1

bub3::KANMX4

mad1::KANMX4

cdc3-1-KANMX4
ura3-1::NATNT2-pTEF-mCherry
bub1::KANMX4

mad3::KANMX4 whi5::LEU2MX5
ura3-1::NATNT2-pTEF-mCherry
ura3-1::NATNT2-pTEF-mCherry
ura3-1::NATNT2-pTEF-mCherry
MAD3-3HA-KANMX4
mad3::KANMX4 / mad3::NATNT2
MAD3AGLEBS-3HA-KANMX4
MAD3AGLEBS-3HA-KANMX4 ura3.1::NATNT2-
pTEF-mCherry
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Tabla de plasmidos utilizadas para este estudio

Nombre Esqueleto Modificacion

YCplac22

YCplac33

YCplac111

YEplac181

YCpGAL YCplac22

pCYC180 YCplac33

339-P pYAK-Amp
1010-P YCpGal
1012-P YCpGal

TETp-CLN3-
6FLAG, tTA

TEFp-GFP

GALp-MAD2

GALp-MAD3

Detalles de la

construccion

Polylinker de pUC19. Contiene
TRP1, ARS1, CEN4 de S.
cerevisiae.

Polylinker de pUC19. Contiene
URA3, ARS1, CEN4 de S.
cerevisiae.

Polylinker de pUC19. Contiene
LEU2, ARS1, CEN4 de S.
cerevisiae.

Polylinker de pUC18. Contiene
LEUZ2, 2um de S. cerevisiae.
Vector de expresion bajo
promotor GALp de S. cerevisiae.
ColE1, ARS-CEN4

Fragmento obtenido por
restriccion con Pvull desde el
plasmido pCM87 fue insertado en
el lugar Spel incluyendo tTA del
plasmidos pCM273.

214-P fue amplificado mediante
exsite para anadir un terminador
CYC1 y amplificando el fragmento
TEFp-GFP procedente de pYM-
N21. Ambos amplicones fueron
religados en un nuevo vector
mediante recombinacion in vivo
en levadura.

MAD?2 fue clonado mediante
amplificacion desde DNA
genomico de CML128 y
recombinado en el lugar Hindlll.
MADS3 fue clonado mediante
amplificacion desde DNA
genémico de CML128 y

recombinado en el lugar Hindlll.
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1066-P

1098-P

1137-P

1143-P

1168-P

1226-P

1228-P

1230-P

1341-P

YCpGal

YCpGal

pROS10

pROS17

pROS10

YCpLac22

YCpLac33

YCpLac111

YCpLac22

GALp-MAD2-
MAD3

GALp-MAD3-
KEN30AAA

gRNA Ch4 +
Ch7

TEFp-GFP

TEFp-GFP

TEFp-GFP

TEFp-GFP
GALp-CEN3

MAD2 y MADS3 fueron
amplificados desde DNA
gendémico de CML128 incluyendo
un linker entre ambos. Estos
fueron amplificados unidos
mediante una PCR de union. Este
ultimo recombinado entre los
sitios Sptl y Hindlll.

1012-P fue amplificado para la
mutacién puntual de la caja
KEN30 por AAA. Cerrado por
recombinacién y confirmado por
secuenciacion.

Plasmido CRIPR/CAS9, URAS,
gRNA CAN.1Y + ADE2.Y
Plasmido CRIPR/CAS9, TRP1,
gRNA CAN.1Y + ADE2.Y
Fragmentos gRNA CAN.1Y'y
gRNA ADE2.Y amplificados
desde 1147-P fueron utilizados
para intercambiar los gRNA Ch4y
Ch7 mediante amplificacion.
Estos dos insertos fueron
recombinados con el vector 1137-
P amplificado para ser abierto.
Confirmado por secuenciacion.
Inserto TEFp-GFP amplificado
desde 339-P y recombinado entre
Hindlll y EcoRI.

Inserto TEFp-GFP amplificado
desde 339-P y recombinado entre
Hindlll y EcoRI.

Inserto TEFp-GFP amplificado
desde 339-P y recombinado entre
Hindlll y EcoRI.

1226-P fue amplificado para
introducir entre la secuencia OR/
y AMP los insertos GALp,
amplificado desde YCpGal, y
CEN3 amplificado desde DNA
gendmico de CML128, mediante

recombinacion.
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1343-P

1344-P

1397-P

1404-P

1624-P

1625-P

1635-P

1637-P

1652-P

YCpLac33

YCpLac111

YCpGal

YEpLac181

pYES2-GST

pYES2-GST

pYES2-GST

pYES2-GST

pYES2-GST

TEFp-GFP
GALp-CEN3

TEFp-GFP
GALp-CEN3

GALp-MAD3-5A

TEFp-GFP

GALp-GST

GST-NES-
CDC4 AFBox-
FLAG

GST-NES-

MAD3-FLAG

GST-NES-
MAD3AGLEBS-
FLAG

GST-CDC4

1228-P fue amplificado para
introducir entre la secuencia ORI
y AMP los insertos GALp, desde
YCpGal, y CEN3 desde DNA
gendomico de CML128, mediante
recombinacion.

1230-P fue amplificado para
introducir entre ORI/ y AMP los
insertos GALp, desde YCpGal, y
CEN3 desde DNA de CML128,
mediante recombinacion.

1012-P fue amplificado para la
obtencion de MAD3 S15A,
T275A, T438A, T457TA y T479A y
recombinado en YCpGal en sitio
Hindlll.

Inserto pTEF-GFP amplificado
desde 339-P y recombinado entre
Hindlll y EcoRI.

NES-CDC4AFBox fue amplificado
desde el aa 323 hasta 780 e
introducido entre los sitios de

restriccion BamHI y Sall.

MAD3 fue amplificado desde DNA
gendémico e insertado
substituyendo mediante exsite
CDC4AFBox en el plasmido
1625-P y recombinacion in vivo
en levadura.

MAD3 (1-359aa) fue amplificado
desde DNA gendmico, eliminando
la caja GLEBS e insertado en el
plasmido 1625-P por
recombinacion

CDC4 fue amplificado desde DNA
genodmico e introducido en pYES-
GST mediante recombinacion in
vivo en levadura entre los sitios

de restriccion BamHI y Sall.
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Tabla de oligonucleétidos utilizadas para CRISPR/CAS9

Nombre

1412-0

1413-0

1416-0

1421-0

1422-0

1423-0

1424-0

1425-0

1426-0

Secuencia (5’ -> 3’)

GATCATTTATCTTTCAC
TGCG

CACCTTTCGAGAGGAC
GATG

GCTGGCCTTTTGCTCA
CATG

AAACTTCTCCGCAGTG
AAAGATAAATGATCatca
tgaagaggacaaattaGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCA
AG
TCATTCCCCTTTCAAG
ATTTATAACCATAAAG
GGAACATATATAACAT
AAttgacgttaaagtatagagg
TTTATTCTTTTATTTTAT
ACTGATTAGCATCGCT
ACAGAATAATTGTCCG

gaactctaagaggtgatac

AAACTTCTCCGCAGTG
AAAGATAAATGATCttcc
actggctggaagcttgGTTTT
AGAGCTAGAAATAGCA
AG
ATTGCTCTTCTATGCA
AGCACTTCACTCCTTT
TCTTTCATCTCTGTTTT
Cttgacgttaaagtatagagg
GACGGAACAAGGCAAT
GGTTGCAGGCGATAAA

Detalles de funcion

Para amplificar pROS10 y prepararlo para la
recombinacion con los insertos con gRNA
nuevos (Fw, Rv)

Para amplificar template izquierdo (gRNA
CAN.7Y) sin secuencias de recombinacion
desde pROS17 (Fw)

Para amplificar template derecho (gRNA
ADE2.Y) sin secuencias de recombinacion
desde pROS17 (Rev)

Para introducir la secuencia CRISPR especifica
en gRNA para Cromosoma 4 entre SAC7 y
UBA2 usando template izquierdo y aportar

colas de recombinacién con pROS10 (Fw)

Para amplificar DNA de reparacion con GALp-
CEN4 desde pYAC-AMP e recombinarlo en el
lugar de restriccion generado por la secuencia
CRISPR en cromosoma 4 (Fw)

Para amplificar DNA de reparacion con GALp-
CEN4 desde pYAC-AMP e recombinarlo en el
lugar de restriccion generado por la secuencia
CRISPR en cromosoma 4 (Rv)

Para introducir la secuencia CRISPR especifica
en gRNA para Cromosoma 7 entre MGAT y
WHI8 usando template derecho y aportar colas

de recombinaciéon con pROS10 (Rv)

Para amplificar DNA de reparacion con GALp-
CEN4 desde pYAC-AMP y recombinarlo en el
lugar de restriccion generado por la secuencia
CRISPR en cromosoma 7 (Fw)

Para amplificar DNA de reparacion con GALp-
CEN4 desde pYAC-AMP e recombinarlo en el
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GAATCAAGAGGCAACC lugar de restriccion generado por la secuencia
CTgaactctaagaggtgatac CRISPR en cromosoma 7 (Rv)
1427-0 TAACAAGCCGTTCAGG Oligonucledtido para analizar la integracion

CTC especifica de GALp-CEN4 en cromosoma 4
(Fw)
1428-0 CAAGGATCCGCTTAAC Oligonucleétido para analizar la integracion
ATTC especifica de GALp-CEN4 en cromosoma
7(Fw)
1429-0 TGAAACGCAGATGTGC Para comprobar la integracion de GALp-CEN4
CTC (Rv)
1545-0 GCGTTGATGATTCTTC Para amplificar template izquierdo (gRNA
ATTGG CAN.7Y) sin secuencias de recombinacion

desde pROS17 (Rv)
1547-0 ACAAAGTATGCGCAAT Para amplificar template derecho (gRNA
CCAC ADE2.Y) sin secuencias de recombinacion
desde pROS17 (Fw)
1546-0 gaacagaaagtgataGCGTT Para amplificar el inserto completo izquierdo
GATGATTCTTCATTGG con nuevo CRISPR y anadir cola de
recombinacion a pROS10 (Rv)
1548-0 tatcactttctgttcACAAAGTA Para amplificar el inserto completo derecho con
TGCGCAATCCAC nuevo CRISPR y anadir cola de recombinacion
a pROS10 (Fw)
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Tabla de abreviaturas

Amp
APC/C

ARS

ATP
CDE
CDK

CRP

Ctrl
DAM1

DAPI
DNA

EDTA
Fw
GAL
GFP
GST
H.O MQ
KAN

LB

MBF

MCB
MCC
MEN
mRNA
NAT
NLS

Ampicilina

Anaphase-Promoting Complex

Autonomously Replicating
Sequences

Adenosine triphosphate
Centromeric DNA Element
Cyclin Dependent Kinase
Extracto celular

Proteina reguladora
centromérica

Control

Duo1- And Mps1 (monopolar

spindle 1)

4 ',6-diamino-2-fenilindol
deoxyribonucleic acid
Eluato
tilendiaminotetraacetic acid
forward

Galactosa

Green fluorescent protein
glutation S transferasas
Agua Milli-Q

Kanamicine

Luria Bertani

Milul cell cycle Box binding
Factor

Miu Cell cycle Box

Mitotic checkpoint complex
Mitotic exit network
Messenger ribonucleic acid

Nourseotricina

Nuclear localization sequence
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PBS
PBST

PCR

PEG
PKA
PVDF
SAC
SBF

SCB
SCF

SDC
SDS
ssDNA
RE
RNA
TA
TAE
TCA
TE
TEMED
TOR

u.r

WB
wt
YNB
YPD
YPG

Fosfat Buffer Saline
Fosfat Buffer Saline with Tween-
20

Polimerase chain reaction

Polietilenglicol

Protein Kinase A
Poliviniliden Fluorur

Spindle assembly checkpoint

Swi4 cell cicle Binding Factor

caja del ciclo celular Swi4
Skp1-Cullin-F-box

Sintético Dextrosa Completo
Sodium dodecyl sulfate
Single-stranded DNA
Reticulo endoplasmatico
Ribonucleic acid
Temperatura ambiente
Tris-acetate-EDTA Buffer
Tricloracetic acid

Tris- EDTA Buffer
Tetrametiletilendiamina
Target of rapamicine

Unidades relativas

Western Blot

Wild tipe

Yeast nitrogen base
Yeast peptone dextrose

Yeast peptone galactose
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RESUMEN

Resumen en espanol

Una de las caracteristicas celulares con mas impacto sobre su fisiologia celular es el
tamano, regulada por multitud de factores extrinseco e intrinsecos, y una
caracteristica de vital relevancia ya que afecta el volumen de diferentes organulos y
su proporcion, la arquitectura interna de la célula y tiene capacidad de adaptarse al
contenido de DNA. Respecto a este ultimo, y gracias a estudios que se remontan
desde hace un siglo hasta la actualidad, se postula que existe un mecanismo por el
cual la célula es capaz de regular su tamafo celular mediante ploidia. Esto ocurre a
lo largo de todo el arbol de la vida, existiendo evidencias de una correlacion lineal
entre el tamafio y el numero de cromosomas que contienen las células. No obstante,

este mecanismo permanece esquivo y se desconoce que elementos participan.

Este estudio, basado en un modelo eucariota como es S. cerevisiae, se inicid
gracias a la observacion previa que vectores lanzadera centroméricos, YCp, producen
un incremento de tamano. En este trabajo se ha determinado que el centrémero es el
principal elemento inductor de este fenotipo, descartando otras opciones como la
cantidad de DNA o la recuperacion de vias metabdlicas aportada por estos vectores,
lo que se confirmé mediante cromosomas artificiales, YAK, y la integracién de nuevos
centrdmeros condicionales en los cromosomas de levadura. Ademas, se ha
desarrollado un sistema para cuantificar el niumero de centrémeros aportado a la
célula mediante fluorescencia, protocolo que ha permitido relacionar de forma muy
precisa la dosis centromérica al tamano celular. Por lo que se refiere al mecanismo
molecular implicado, se ha observado que un numero elevado de centrémeros
aumenta la degradacion de la ciclina CIn3 a través de elementos del SCF presentes
en el nucleo, lo que produce un claro retraso en la fase G1 y, en consecuencia, un
incremento en el tamano celular. En este mecanismo se ha desvelado la participacion
de proteinas sefalizadoras del centréomero, como son Mad3, Mad2, y Bub3, asi como
las interacciones in vivo entre Mad3 y CIn3 o Cdc4. Estos datos apuntan a la existencia

de un nuevo mecanismo molecular para la regulacion del tamafio celular por ploidia.
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RESUMEN

Resumen en inglés

As it plays a key role in cell behaviour and physiology, size is one of the most important
characteristics of cells. Cell size is regulated by many different extrinsic and intrinsic
factors, and it has an important relevance to regulate the proportion and volume of cell
organelles, cell architecture and the capacity to adapt the cell to changes in DNA
content. Regarding this last question and for more than a century many studies have
tried to uncover the mechanisms that allow cells to regulate their size. This is a property
common to the whole evolutionary scale and there are evidences of a linear correlation
between chromosome number and cell size. However, the underlying mechanism is

poorly understood and the key responsible molecules are unknown.

This study, based on S. cerevisiae as a eukaryotic model, started from a previous
observation that centromeric shuttle vectors, YCp, produce an increase in cell size. We
found that the centromere is the principal inductor of this phenotype, discarding other
possible causes such as auxotrophic genes and amount of DNA, which was confirmed
using yeast artificial chromosomes, YAK, and the integration of conditional
centromeres on yeast chromosomes. In addition, a system to quantify the number of
centromeres present at the single-cell level using fluorescence has been developed,
which allowed to establish an extremely precise correlation between centromere
number and cell size. Regarding the molecular mechanism involved, we have
observed that an increased number of centromeres enhances CIn3 degradation by
SCF components associated to centromeres in the nucleus, which cause a G1 delay
and, consequently, an increased cell size. In this mechanism, we have uncovered the
participation of relevant centromeric signalling proteins: Mad2, Mad3, and Bub3, and
the in vivo interaction between Mad3 and CIn3 or Cdc4. These data point to the

existence of a novel molecular mechanism to regulate cell size as a function of ploidy.
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