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TRAJECTORIA







La meva tesi va comencar al setembre del 2010 i finalitza al juliol
del 2015. Durant aquests cinc anys he estat treballant en diferents
projectes els quals m’han permés formar-me com a cientific.

Durant els dos primers anys de tesi vaig col-laborar en els dos
projectes que en aquell moment estaven en marxa al nostre grup.
Aquests dos projectes van acabar sent publicats al 2013.

Primer, al gener del 2013 es va publicar el primer article, del qual
soc co-autor: ‘“’Defective in Mitotic Arrest 1 (Dmal) ubiquitin ligase
controls G1 cyclin degradation”’

I a I’abril d’aquest mateix any es va publicar el segon article del
nostre grup, on estic de segon autor: ‘’Phosphate-Activated Cyclin-
Dependent Kinase Stabilizes G1 Cyclin To Trigger Cell Cycle Entry’’

Durant aquests dos anys van comencar apareixer resultats
preliminars del que més tard ha esdevingut el meu treball de tesi. Va
ser a partir del setembre de 2012, i fins avui, quan he pogut estar
plenament centrat en la pregunta de quines podrien ser les funcions del
polifosfat en les cél-lules eucariotes.

A continuaci6, passem ja a coneixer de que tracta aquesta tesi i
quins resultats hem pogut obtenir.
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1. ORGANISME MODEL.: Saccharomyces cerevisiae

Al llarg de la historia el llevat s’ha utilitzat com a organisme
model en la investigacio biomedica. Per tant, no és possible comencar
aquesta tesi doctoral sense una breu presentacié del model d’estudi
utilitzat. Ha permes per una banda I’estudi funcional de diversos gens
individuals, també poder investigar la interaccio entre ells i finalment la
possibilitat d’esbrinar complexes vies de senyalitzacid, que han
contribuit a entendre millor altres organismes eucariotes com ara 1’ésser
huma.

El llevat disposa d’una série de avantatges que el fan idoni com a
organisme model de laboratori. Es facil de cultivar, facil de manipular
genéticament (Botstein and Fink, 1988) i es disposa de tota la seva
informacid genética, ja que va ser el primer eucariota en ser seqlienciat
(Dujon, 1996). A més, una gran part dels seus gens es conserven en
humans, i molts d’ells es troben implicats en la regulacio del cicle
cel-lular (Foury, 1997). Per aquesta rad el llevat és un dels millors
models per investigar com funciona la maquinaria del cicle cel-lular,
procés complex a la vegada que imprescindible.

El llevat és un organisme unicel-lular que depen exclusivament
de les condicions del medi on creix, per aquesta ra6 els mecanismes
que han desenvolupat per detectar els canvis a 1’ambient s6n molt
importants per generar una resposta adequada i garantir la viabilitat
cel-lular. En particular, Saccharomyces cerevisiae creix perfectament
en fruites, flors i altres substrats rics en sucres. Utilitza diversos sucres
com a font de carboni (glucosa, maltosa, fructosa, sacarosa, rafinosa), i
també poden usar fonts de carboni no fermentables com acetat, etanol o
glicerol.

Al seu ambient natural, les cél-lules de S. cerevisiae estan
exposades a una gran variabilitat respecte a la quantitat de nutrients,
temperatura, pH, radiacio, disponibilitat d’oxigen i1 aigua (Hohmann,
2002) pero aixo no representa un gran problema, ja que poden tolerar
un ampli espectre de condicions ambientals. Aquesta gran variabilitat
de condicions requereix diferents estats fisiologics en pro de
maximitzar la supervivéncia cel-lular. Disposen de mecanismes de
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senyalitzacié que asseguren la deteccio i resposta a diverses situacions,
com canvis de pH (Arino, 2010), temperatura (Jenkins, 2003), pressio
osmotica (de Nadal et al., 2002) o disponibilitat de nutrients (Dann and
Thomas, 2006). La majoria d’aquests mecanismes es mantenen en
organismes pluricel-lulars i estan implicats en diverses patologies.

L’elegancia dels experiments desenvolupats en S. cerevisiae ha
contribuit substancialment al coneixement cientific de les ultimes
décades i continua sent un suport molt Gtil on poder investigar noves
aproximacions moleculars.
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2.EL CICLE CEL-LULAR

Saccharomyces cerevisiae €s un organisme eucariota capa¢ de
dividir-se de forma sexual i asexual. La reproduccié asexual, poc
habitual en eucariotes, es produeix per gemmaci6 on la cél-lula mare
produeix una petita gemma o protuberancia que anira creixent al llarg
del cicle i que albergara el material hereditari que s’ha duplicat, per
finalment separar-se i convertir-se amb la cél-lula filla. Per tant, per
mitja d’una série d’esdeveniments que es donen al llarg del cicle,
s’obtindran dues cel-lules de diferent mida perd genéticament
idéentiques (Figural).

Figura 1. Cicle cel-lular de S. cerevisiae. Es representa I’evolucié morfologica de S.
cerevisiae durant les quatre fases del cicle (G, S, G, i M). Adaptada de Johns
Hopkins University.
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El cicle cel-lular esta dividit en quatre fases: Gi, S, G, i M.
Durant la primera fase del cicle, Gy, el llevat ha d’augmentar la seva
grandaria i a més s’ha de preparar per afrontar un dels esdeveniments
més importants, sind el que més, com és la duplicacié del material
genetic. Durant aquesta fase la cél-lula presentara una alta activitat
transcripcional i traduccional que permetra sintetitzar totes les proteines
necessaries per la duplicacié del DNA. A final de G; la cel-lula es
trobara en un punt de no retorn anomenat START (Johnston et al.,
1977), on la cel-lula que tingui la mida minima i visqui en un medi
favorable es compromet a acabar el cicle de divisié que ha iniciat. A
continuacio la cel-lula entrara a la fase S, on es duplicara el material
genetic i es produira el creixement polaritzat de la gemma, que donara
lloc a la cel-lula filla i que albergard una coOpia d’aquest material
hereditari. A la seguent fase, G, la cél-lula s’encarregara de preparar la
maquinaria necessaria per entrar a mitosi a mes de comprovar que el
DNA s’ha duplicat correctament; durant G, la gemma continuara
creixent pero ara ho fara de forma isotropica. Finalment, la cél-lula
arribara a mitosi, o fase M, on el DNA es condensa, els cromosomes
s’alineen a la placa metafasica, i es segreguen les cromatides germanes.
En tot aquest procés, hi ha una série de proteines encarregades de
governar cada una de les fases.
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3.MAQUINARIA DEL CICLE CEL-LULAR

Experiments bioquimics i genetics han descrit a les CDKs
(acronim provinent de I’anglés Cyclin Dependent Kinases) i a les seves
ciclines com a peces clau en la regulacié del cicle cel-lular.

S. cerevisiae posseeix 6 CDKs diferents, [Dactivitat i
I’especificitat de les quals dependra de la unio a subunitats proteiniques
conegudes com ciclines. Aquesta unié canvia la conformacié de la
CDK, permetent que el complex quedi activat. Les CDKs son
generalment identificades gracies a la preséncia d’una seqiiéncia
canonica, compartida per altres membres d’aquesta familia prop de
I’extrem N-terminal, conegut com a motiu PSTAIRE (Jeffrey et al.,
1995). D’altra banda, el genoma de S. cerevisiae codifica 23 ciclines
reconegudes per la preséncia d’un domini conservat conegut com cyclin
box, regi6é necessaria per a la unio i activacio de la CDK (Evans et al.,
1983; Kobayashi et al., 1992). Les parelles CDKs ciclines conegudes
fins ara en S. cerevisiae es troben descrites a la taula 1. De totes
aquestes quinases, Cdc28 i Pho85 son les encarregades de regular el
cicle cel-lular.
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CICLINA FUNCIO

Cin1, CIn2, CIn3 Essencials per START: duplicacié del
corpuscle polar, gemmacié i creixement
polaritzat, protedlisis de Sicl, activacio de
la transcripci6 a G;, adquisicio de
resisténcia a feromona.

Clb5, Clh6 Replicaci6 del DNA.

Clbl, CIb2, Clb3, Clb4  Essencial per mitosis: assemblatge del fus,
inactivacié de transcripci6 de CLN,
supressié del creixement polaritzat de la
gemma, repressio de SBF.

Pcl1, Pcl2, Clgl Necessaries per START en absencia de
CInl i CIn2, morfogenesis.
Pcl9 Regulador negatiu de Whi5
Pho80 Regulador negatiu de la via PHO: inhibeix
la localitzacio nuclear de Pho4.
Pcl5 Regulador negatiu de la biosintesis
d’aminoacids mitjangant Gen4.
Pcl6, Pcl7 Regulador positiu de la segregacio
cromosomica: activa a Glc8.
Pcl8, Pcl10 Regulador negatiu de la glucogen sintasa 2
(Gsy2).
Ccl1 Regulador de transcripcid.
Srb1l Regulador de transcripcid.
Ctk2 Regulador de transcripcid.
Bur2 Regulador de transcripcid.

Taula 1 CDKSs i ciclines de S. cerevisiae. Resum de la funcié dels diferents
complexes CDK-ciclina.
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Cdc28 és el principal coordinador del cicle cel-lular de S.
cerevisiae (Hartwell, 1973). Tal i com s’ha esmentat, la seva activitat i
especificitat esta controlada per la unio a diferents ciclines i inhibidors
especifics de cada fase. Les ciclines de Cdc28 estan classificades en
dos grups: les ciclines de G; (CInl, CIn2 i CIn3) i les ciclines tipus B
(CIbl, CIb2, Clb3, Clb4, CIb5 i CIb6). A G; el complex Cdc28-CIn3,
principal activador de START (Stuart and Wittenberg, 1995), sera
I’encarregat de fosforilar Whi5, inhibidor dels factors de transcripciod
heterodimerics SBF (Swi4 cell cycle box binding factor) i MBF (Mlul
cell cycle box bindig factor), permetent que comenci la transcripcio de
START. EI complex SBF esta format per les proteines Swi4 i Swi6, i
sera I’encarregat de promoure la transcripciéo de CLN1 i CLN2 , mentre
que el complex MBF esta format per les proteines Mbpl i Swi6, i sera
I’encarregat de promoure la transcripcié de CLB5 i CLB6. A més, el
complex Cdc28-ClIn2 sera el responsable de fosforilar Sicl (Schwob et
al., 1994), el principal inhibidor del complex Cdc28-Clb5. Un cop Sicl
esta fosforilat sera degradat i el complex Cdc28-ClIb5 sera actiu per
promoure ’entrada en S (Schwob and Nasmyth, 1993), fosforilant
components del complex pre-replicatiu per poder activar els origens de
replicacié (Dahmann et al., 1995). A la fase S apareixen CIb3 i Clb4,
que contribueixen en la replicacié del DNA i I’assemblatge del fus
mitotic (Richardson et al., 1992). Finalment, apareixen Clbl i CIb2
abans d’anafase que promouen creixement isotropic de la gemma,
segregacio de cromosomes i inhibicié d’esdeveniments especifics de
Gi.

L’altra CDK responsable de dirigir el cicle és Pho85, aquesta és
una CDK multifuncional que regula la progressio per Gi, polaritat
cel-lular, citoesquelet d’actina, metabolisme del fosfat i glucogen i
senyalitzacio de canvis en I’ambient (Carroll and O'Shea, 2002). Tot i
aquests rols, Pho85 no és essencial per la viabilitat cel-lular, almenys
en condicions de laboratori fet que a portat alguns investigadors a
considerar Pho85 com un element poc rellevant en el control del cicle
cel-lular. Igual que en Cdc28, sera la unio a les diferents ciclines el que
determinara I’activitat i I’especificitat d’aquesta CDK.
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Pcll, Pcl2 i Pcl9 s’expressen especificament a Gy i Pcl7 té el pic
d’expressié durant fase S; Pcl2 1 Pcl9 s’expressaran des de final de M
fins a principi de G;, mentre que Pcll s’expressa a final de G;
coincidint amb CInl i CIn2 (Measday et al., 1997). La funcio principal
de CInl, CIn2, Pcll i Pcl2 és la de dirigir la morfogenesi, de fet una
soca clnl/cin24 i pcll/pci2A és letal. Aquesta soca duplica el DNA
perd0 no pot dividir-se degut als greus problemes de morfogénesi
(Moffat and Andrews, 2004).

La correcta expressio de totes aquestes ciclines, en cada una de
les fases, resultara clau per garantir una correcta proliferacié cel-lular,
ja que qualsevol alteraci6 durant el cicle podria comportar
conseqiiencies fatals a 1’organisme en qiiestid, com per exemple el
desenvolupament d’un procés tumoral (Maddika et al., 2007). Per
garantir aquesta regulacio, durant el cicle hi haura diferents punts de
control anomenats checkpoints. L’activacié d’aquests desencadenara
una serie de respostes implicades, principalment, en parar o alentir la
progressié pel cicle, en reparar el dany ocasionat, i si aquest dany és de
gran magnitud la c¢l-lula activara vies d’apoptosis. Un dels checkpoints
més ben estudiats és el de resposta al estres replicatiu.
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4. METABOLISME DELS dNTPs

La correcta duplicacié del genoma depén d’una aportacid
constant de dNTPs durant la fase S. Normalment, aquests precursors
del DNA son el factor limitant a I’hora de la replicacié del DNA; en
conseqiencia, qualsevol factor que pugui estar modificant els nivells de
dNTPs, tindra un impacte directe sobre la progressio de la forquilla de
replicacid, (Poli et al., 2012) desencadenant-se una situacié d’estrés
replicatiu.

4.1 Visi6 general de la sintesi de dNTPs

La sintesi de dNTPs és un procés complex que comenca a final de
G; i es manté durant tota la fase S (Kumar et al., 2010). Es produeix al
citosol o0 a la mitocondria (Pontarin et al.,, 2008; Rampazzo et al.,
2010). Durant la transicié G1/S s’indueix 1’expressié de molts enzims
encarregats de catalitzar les diferents reaccions que es produeixen en
aquest procés (Reichard, 1988), provocant de sobte un augment de la
concentracio intracel-lular de dNTPs justament abans d’entrar a fase S
(Chabes et al., 2003; Koc et al., 2004). De totes les reaccions n’hi ha
dos que sén clau perque es pugui realitzar correctament la sintesi
(Figura 2). La primera, esta catalitzada per ’enzim central de la via de
sintesi, la ribonucleotid reductasa que s’encarregara de transformar els
nucleosids difosfat (NDPs) en deoxinucleosids difosfat (dNDPs). | la
segona, esta catalitzada per la nucleosid difosfat quinasa (NDK) que
s’encarregara de transformar els dNDPs a deoxinucleosids trifosfat
(ANTPs) amb 1’aportacio d’energia en forma d’ATP. A continuacid es
passara a explicar en més detall la bioquimica d’aquests enzims.

NDPs —— dNDPsﬁ dNTPs

ATP ADP
Figura 2 Reaccions clau en la sintesi de dNTPs. El complex RNR s’encarrega de

transformar els NDPs en dNDPs, i aquests seran substrat de la NDK per acabar
formant dNTPs.
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4.2 Complex de la ribonucleodtid reductasa (RNR)

4.2.1 Estructura

En quasi tots els eucariotes el complex RNR esta format per una
subunitat gran i una subunitat petita (Nordlund and Reichard, 2006). A
S. cerevisiae RNR1 i RNR3 codifiquen les subunitats grans, mentre que
RNR2 i RNR4 codifiquen les subunitats petites. Sota condicions
normals, el complex RNR esta format per un homodimer de Rnrl
acoblat a un heterodimer Rnr2/Rnr4.

Rnrl és la subunitat gran principal i essencial pel creixement
cel-lular (Elledge and Davis, 1990). La seva expressio s’indueix a final
de G; i els nivells proteinics es mantenen durant tota la fase S
(Mazumder et al., 2013). Aquesta subunitat es troba constitutivament al
citosol (Yao et al., 2003), i sobre ella recau la funcié catalitica i de
regulacié al-lostérica (Figura 3). La subunitat Rnr3 s’expressa
majoritariament sota condicions d’estrés replicatiu (Elledge and Davis,
1990), al segiient apartat s’explicara amb més detall aquesta subunitat.

S Rnrl S
A Regulacio al'lostérica (A i S) A

Centre catalitic (C)

Rnr4

Figura 3 Representacié basica del complex RNR. La subunitat Rnrl(taronja) conté
el centre catalitic (C) i els diferents llocs de regulacié al-lostérica (blau): el que déna
especificitat pel substrat (S) i el que controla ’activitat enzimatica (A). La subunitat
Rnr2 (lila) conté el radical tirosil imprescindible per poder dur a terme la reaccid. I la
subunitat Rnr4 (gris) encarregada de facilitar la formacié del radical tirosil i
d’estabilitzar I’heterodimer Rnr2/Rnr4.
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L’heterodimer Rnr2/Rnr4 també és essencial pel creixement
cel-lular (Huang and Elledge, 1997). Aquestes subunitats es troben
localitzades al nucli i, sota condicions normals, a final de G; una petita
part d’aquestes son translocades cap al citoplasma per interaccionar
amb ’homodimer de Rnrl i formar el complex actiu (Yao et al., 2003).
Rnr2 és la subunitat on es forma un radical tirosil indispensable per
’activitat catalitica (Voegtli et al., 2001). Per la seva banda Rnr4 és la
responsable de facilitar la formaci6 d’aquests radicals sobre Rnr2 i
d’estabilitzar la unié de I’heterodimer (Figura 3).

4.2.2 Mecanisme catalitic i requlacio al-lostérica

El conjunt de reaccions catalitzades pel complex RNR estan
descrites al peu de la figura 4, en resum, es produeix la substitucio del
grup hidroxil del carboni dos de la ribosa per un hidrogen, d’aquesta
forma es passa d’un nucleosid difosfat a un deoxinucleosid difosfat.

Radical tirosil

(

PPO O— N 1 PPO: B, ’N 2 / PPO 0. N
\ s : .
(o] o] / L 0\3_7/
o [° B (’A;}T%\J L o,
o o E]
O, NH, 0O, NH,
O™ @ s Y ‘@s Y @

PPO—_ _o. N PPO—_ _o. N PPO—_ _o. N
0 "'S-%'“ = o \'—?’" a o‘\S—z/”
—X B B —~< B . B <
o o
O NH, . o\\T,NH2
—

Oy NH,
$% T4

Figura 4 Conjunt de reaccions per passar de NDPs a dNDPs. El radical tirosil
accepta 1’hidrogen del carboni 3 (C3) de la ribosa (1), llavors el grup hidroxil del C,
accepta un hidrogen d’un tiol present al centre actiu de la RNR per formar una
molécula d’aigua (2). Es ara quan es produeix la reduccié C, per I’acceptacié d’un
hidrogen de I’altre tiol de la RNR (3). Per altim el C; recupera els dos hidrogens que
havia cedit, un al glutamat i I’altre al grup tirosil (4 i 5). Com a resultat, I’enzim
gueda amb el radical tirosil lliure pero necessita tornar a reduir el pont disulfur per
torna a comengar un cicle de reducci6 de la ribosa. Adaptat de Wijerathna et al. 2011.
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Sobre aquest complex enzimatic es produeix una regulacié
al-lostérica que permetra mantenir I’equilibri entre els quatre dNTPS
(Chabes et al., 2003; Hofer et al., 2012; Mathews and Ji, 1992). Els
llocs S de la subunitat gran actuen com a sensors de la concentracio de
cada un dels dNTPs (efectors al-losterics) i determinen quin sera el
substrat que es reduira al centre catalitic. Quan un efector al-losteric
s’uneix al lloc S, es produeix un canvi conformacional sobre el centre
catalitic provocant un canvi d’afinitat pel substrat. Breument, el dTTP
indueix la sintesi de dGDP i inhibeix la de dUDP i dCDP, el dGTP
indueix sintesi de dADP i inhibeix la de dUDP i dCDP, I’ATP indueix
la sintesi de dCDP i dUDP. A més, el lloc A regula I’activitat
enzimatica, és a dir, a concentracions altes de dATP es produeix un
feedback negatiu per inhibir completament I’enzim. D’aquesta forma la
cel-lula s’assegura una sintesi equilibrada de tots el ANTPs.

4.2.3 Requlacié molecular

A més de la regulacié al-lostérica, cada una de les subunitats del
complex RNR estan perfectament regulades a diferents nivells:
transcripcional, post-traduccional i de localitzacié subcel-lular.

L’expressio de RNRL1 és ciclica i es troba sota el control del factor
de transcripcio MBF (lyer et al., 2001; Koch et al., 1993). A final de G;
els nivells d’expressio de RNR1 augmenten unes deu vegades respecte
els nivells basals. Quan la cel-lula entra a fase S el repressor Nrml
s’uneix sobre MBF produint la inhibicio de la transcripcio de RNR1 (de
Bruin et al., 2006).

L’expressio de RNR2 i 4 també es produeix a final de G; i esta
regulada per la via de senyalitzacio6 Mecl/Rad53/Dunl, via de
senyalitzacio que veurem al segient apartat que fa referéncia a la
resposta enfront dany a DNA 1 estrés replicatiu. L’expressio de RNR2
¢s ciclica, per contra no s’ha observat un patrd de regulacid ciclica en
I’expressio de RNR3 i RNR4 (Elledge and Davis, 1990; Huang and
Elledge, 1997).
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Sobre Rnrl també es produeix una regulacié post-traduccional a
través de Smll (Chabes et al., 1999; Zhao et al., 1998). Aquest
inhibidor de Rnr1 es degradat abans d’entrar a fase S i en condicions de
dany a DNA. Al segiient apartat s’explicara amb més detall aquesta via
de regulacio.

| per altim, també es produeix una regulacié per localitzacio
sobre I’heterodimer. Habitualment Rnr2 i Rnr4 es troben retinguts a
nucli a través de dos proteines anomenades Wmtl i Difl (Lee and
Elledge, 2006; Lee et al., 2008; Wu and Huang, 2008). A final de G; es
produeixen modificacions sobre aquestes proteines que permeten la
translocacio de 1’heterodimer des del nucli al citoplasma per unir-se
amb I’homodimer de Rnrl.

4.3 Nucleosid difosfat quinasa (NDK)

Historicament, la rellevancia fisiologica de les nucledsid difosfat
quinases ha estat eclipsada per la RNR, considerada 1’enzim clau per
dur a terme la sintesi de nucleotids. Aquest fet s’ha sumat a I’abséncia
d’un fenotip aparent en el mutant del gen YNK1, la NDK codificada en
llevat. Pero la manca de fenotip podria ser deguda a: 1) la presencia
d’un altre enzim amb activitat nucleosid difosfat quinasa, Cdc8 (Chien
et al., 2009; Zhang et al., 1995); i 2) la preséncia de fenomens de
compensacid, com per exemple els descrits en bacteris on la piruvat
quinasa ¢s capag¢ de formar dNTPs en condicions d’anaerobiosi (Saeki
et al,, 1974). En aquesta tesi, s’aporten resultats que reforcen la
importancia de la tasca d’aquests enzims durant el procés de sintesi de
dNTPs, per la replicacio del DNA o per superar una situacié de dany al
DNA.

A S. cerevisiae, només hi ha una NDK codificada al gen YNKL1.
Aquest enzim esta involucrat tant en el metabolisme del DNA com del
RNA, catalitzant la sintesi de dNTPs i NTPs respectivament (Fukuchi
etal., 1993; Jong and Ma, 1991).
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Ynkl es troba principalment al citosol, tot i que s’ha trobat
activitat NDK a la fraccid6 mitocondrial (3%), i a la fraccié nuclear
(<1%) (Amutha and Pain, 2003; Zhang et al., 1995).

L’enzim actiu és un homo-oligomer format per sis monomers.
Cada monomer esta format per set helix o, que rodegen parcialment
quatre fulles B anti-paral-leles. Cada un dels monomers conté un centre
actiu, format pel lloc d’uni6é del substrat i per un residu histidina
(H119), molt conservat i imprescindible per dur a terme la reaccio6
(Wang et al., 2008).

Tal com mostra la figura 5, aquesta reaccid segueix un
mecanisme ping-pong, utilitzat en les reaccions on un grup quimic es
transfereix d’un substrat A a un substrat B. Per la sintesi de dNTPs,
aquest enzim catalitza la transferéncia del fosfat y d’un nucleosid
trifosfat (NTP) a un deoxinucleosid difosfat (ANDP) per obtenir el
deoxinucleosid trifosfat (INTP) (Lascu and Gonin, 2000).

O® @ & @

Figura 5 Mecanisme pin-pong catalitzat per Ynkl. En aquest esquema, una
molécula d’ATP (substrat A) s’uneix al centre catalitic de Ynkl permetent
I’autofosforilacié sobre la histidina 119, i llavors es produeix la transferéncia d’aquest
fosfat des de Ynk1 fins a un dNDP (substrat B) per obtenir el dNTP.

@

Base

-
-

A continuacid, passem a veure quines son les dues vies
implicades en la sintesi de dNTPs, on podrem situar RNR i Ynk1.
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4.4 Vies de sintesi de dNTPs: via de novo i via de salvament

La via de sintesis de novo, és I’encarregada de la sintesi
majoritaria tan de NTPs per sostenir la sintesi de RNA, com de dNTPs
abans de fase S per sostenir la replicacié del DNA. Es produeix al
citosol, i és la via on la RNR sera responsable de convertir els NDPs en
dNDPs des de final de G; i fins a final de fase S. L’Gltim pas de la via
és responsabilitat de Ynk1, convertint els dNDPs en dNTPs, fent que
per aquesta Ultima reaccid sigui necessaria una gran aportacio de fosfat
en forma d’ATP (Mathews, 2006) (Figura 6).

La via de salvament, és la via que sintetitza majoritariament els
dNTPS per reparar el DNA i on les nucleosid quinases tenen un
protagonisme especial. Parteix de nucleosids provinents de 1’exterior 0
la degradacié d’acids nucleics, no requereix d’una aportacio tan gran
d’energia com la via de novo i1 en aquesta via el factor limitant sera
’activitat de les deoxinucleosid quinases (ANK). Aquests enzims seran
els encarregats de dur a terme la primera reaccio, on es transforma el
deoxinucleosid (dN) en deoxinucleosid monofosfat (dNMP).
Finalment, igual que en la via de novo, Ynkl s’encarrega de
transformar el dNDP en deoxinucleosid trifosfat (ANTP) (Kurtz et al.,
1999; Van Rompay et al., 2000) (Figura 6).
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Figura 6 Vies de sintesis de dNTPs. Esquema dels diferents intermediaris produits
durant les reaccions de la via de novo i la via de salvament.
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5.RESPOSTA AL DANY A DNA | ESTRES REPLICATIU

A més de la replicacié del genoma, en llevats quan es déna una
situacio d’estrés replicatiu o es produeix un dany al DNA es
desencadena una resposta per tal d’incrementar els nivells de dNTPs
intracel-lulars (Chabes et al., 2003). Aquest increment dels nivells de
dNTPs esta directament correlacionat amb la tolerancia al dany a DNA
(Chabes and Stillman, 2007), i el seu efecte esta associat amb la
correcta progressio de la forquilla de replicacié (Fasullo et al., 2010).
Sembla que I’activitat de Ynk1 també és necessaria per dur a terme la
sintesi de dNTPs en condicions de dany a DNA, ja que s’ha pogut
observar un increment de la freqiiencia de mutacié en una soca ynkiA
després de tractar-la amb UV (Yang et al., 2009). En organismes
superiors, I’increment de dNTPs després del dany a DNA és menys
pronunciat i esta focalitzat al lloc cromosomic on s’ha produit el dany
(Niida et al., 2010). A continuacid, anem a veure quin és el mecanisme
de resposta i quines son les vies de senyalitzacié que desencadenen
aquesta resposta.

5.1 Mecanisme de resposta

Aquesta resposta produira un augment de I’expressio de les
quatre subunitats del complex RNR (Elledge et al., 1992; Tsaponina et
al., 2011).

Sota condicions normals, Crtl forma un complex amb Tupl i
Ssn6 sobre la regid promotora de RNR2, 3 i 4, reprimint la seva
expressio. Abans d’entrar a fase S o quan es produeix un dany a DNA,
Crtl es fosforilat provocant la desestabilitzacio del complex, i en
conseqiiéncia es produeix un augment de I’expressi6 d’aquests gens
(Figura 7 A) (Huang et al., 1998; Zaim et al., 2005).

A més, es produeix la fosforilaci6 de Smll perque sigui
ubiquitinat 1 degradat al proteosoma, deixant d’aquesta forma la
subunitat Rnrl activa (Figura 7 B) (Zhao et al., 2001; Zhao and
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Rothstein, 2002). També, s’indueix I’expressié d’aquesta subunitat a
través de I’activador Irx1 (Figura 7 C) (Tsaponina et al., 2011).

Per dltim, es promou la translocacid nucli-citoplasma de
I’heterodimer Rnr2/Rnr4 mitjancant la fosforilacio i posterior
degradacio de Difl (Figura 7 D) (Lee et al., 2008; Wu and Huang,
2008).
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Figura 7 Mecanismes de resposta a dany a DNA. (A) Desestabilitzaci6 del complex
Crtl/Tupl/Ssné. (B) Degradacié de Smil. (C) Activaci6 de Irxl (D) Degradaci6 de
Difl.

A continuacié passem a veure quina via és la responsable de
detectar i desencadenar la resposta quan es produeix una situacid
d’estres replicatiu o de dany a DNA.
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5.2 Via Mec1/Rad53/Dunl

A S. cerevisiae Mecl i Rad53 son essencials i controlen
I’activacié de Dunl, que actuara com la quinasa efectora (Zhou and
Elledge, 1993). Aquesta via s’activa constitutivament abans d’entrar a
fase S per poder sintetitzar el conjunt de dNTPs necessaris per duplicar
el DNA (Zhao et al., 1998; Zhao et al., 2001), pero I’activacié completa
nomes es dona per respondre contra una situacié d’estrés replicatiu o de
dany a DNA, i és llavors quan els nivells de dNTPs augmenten unes sis
vegades respecte els nivells basals (Chabes et al., 2003).

La quinasa Mecl és el sensor i fosforila Rad53, el Rad53
hiperfosforilat activa la quinasa efectora Dunl a través d’una
fosforilacio, i Dunl sera la quinasa efectora responsable de: fosforilar
Crtl, fosforilar Smll i fosforilar Difl. A més, Rad53 és la responsable
de fosforilar el factor de transcripcio Irx1 per promoure un augment de
I’expressio de RNR1 (Figura 8).

|

o] o] o |

Figura 8 Ruta d’activacié del complex RNR en resposta a dany a DNA. Mecl
activa Rad53 que a la vegada activara Dunl, aquesta quinasa sera la responsable de la
inhibicio dels repressors Smi1, Crtl i Difl. Per la seva banda Rad53 activa Irx1.



5.3 Nova via per controlar els nivells de dNTPs

Fins ara es pensava que durant una situacio de dany a DNA o
d’estres replicatiu, com pot ser el tractament amb hidroxiurea (HU), es
quedaven les forquilles de replicacio obertes degut a un exhauriment
dels dNTPs intracel-lulars. Aquesta situacio portava a 1’activacio de la
via Mec1/Rad53/Dunl per induir I’expressid de les diferents subunitats
de la ribonucleotid reductasa per poder sintetitzar urgentment dNTPs i
poder superar la parada en la replicacio.

Perd 1’any 2004 es va demostrar que quan una cél-lula presenta
uns nivells baixos de dNTPs per fer front la duplicaci6 del DNA
(situaci6 HU), es produeix una parada de la replicaci6 perd0 mai
s’esgoten els dNTPs (Koc et al., 2004). Es a dir, existeix algun
mecanisme que s’encarrega de controlar els nivells de dNTPs i quan
aquests arriben a un llindar minim, es produeix una parada de la sintesi
del DNA. A més s’ha demostrat que aquest mecanisme ¢és independent
de Mecl/Rad53/Dunl, ja que una soca rad53 inactiu tampoc acaba
esgotant tots el dNTPs en una situacid d’estres replicatiu com ¢és la
presencia d’HU.

Per tant, en una situacidé de dany a DNA o d’estrés replicatiu, la
cel-lula activa dues vies diferents per superar la situacid. Per una banda
s’activa la via canOnica Mec1/Rad53/Dunl, encarregada com hem vist
d’induir I’expressié de les subunitats del complex RNR per poder
augmentar els nivells de dNTPs intracel-lulars. Pero, per una altra
banda, la cel-lula activa un mecanisme fins ara desconegut, que
s’encarrega de controlar els nivells de dNTPs, d’aquesta manera quan
els nivells de dNTPs arribin a un llindar minim la cél-lula respondra
aturant la replicacio, evitant aixi que s’arribin a esgotar els dNTPs.
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6.RELACIO DEL METABOLISME DEL FOSFAT AMB LA
SINTESI DE dNTPs

Si s’analitza amb profunditat el procés de sintesis de dNTPs
descrit anteriorment, s’observa que perqué la c¢l-lula pugui sintetitzar
els nivells necessaris de dNTPs, cada vegada que vol duplicar o reparar
el genoma necessitara I’aportacio d’una gran quantitat de fosfat en
forma d’ATP, concretament 3 atoms de fosfor per cada dNTP fabricat.
D’altra banda, les cél-lules estan continuament consumint ortofosfat
present al citoplasma per produir fosfolipids i mRNA. Tot aquest
consum s’equilibra mitjancant ’activitat de diversos transportadors,
amb els quals, les cel-lules adquireixen fosfat present al medi. En
aquest apartat explicarem alguns detalls del metabolisme del fosfat.

6.1 Transportadors de fosfat

S. cerevisiae codifica dos sistemes de transport de fosfat: el
sistema d’alta afinitat i el sistema de baixa afinitat (Figura 9). Sota
condicions fisiologiques de fosfat, el llevat expressa de forma
constitutiva els transportadors de baixa afinitat (Pho87, Pho88 i Pho90),
a més de la fosfatasa acida Pho3 localitzada a I’espai periplasmic
(Auesukaree et al., 2003). Pero, quan el llevat es troba en unes
condicions limitants de fosfat, activara la transcripcio de tots els gens
relacionats amb la captacido massiva de fosfat: els transportadors d’alta
afinitat Pho84 i Pho89, les fosfatases acides Pho5 i Phol1/12, i les
alcalines Pho8 i Phol13 (Klionsky and Emr, 1989; Lenburg and O'Shea,
1996; Persson et al., 2003).
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Transportadors d’alta afinitat Fosfatases acides Transportadors de baixa afinitat
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Figura 9 Esquema de les diferents proteines involucrades en la captacio de fosfat.

L’equilibri entre D’aportaci6 i el consum produeix una
concentraci6 d’ortofosfat lliure d’aproximadament 20 mM (Auesukaree
et al., 2004; Pinson et al., 2004; van Heerden et al., 2014). No obstant,
durant la sintesi del DNA, un llevat necessita I’aportacié de 7.5x10’
molecules de fosfat (aproximadament el 25% del fosfat citoplasmatic)
en un periode de temps curt. No es coneix si aquest consum accentuat
produeix una forta variacié del fosfat citoplasmatic, pero seria
d’imaginar que deu haver-hi algun sistema d’homeostasi per evitar
qualsevol variacio. De fet, analisis de transcriptomica revelen que molts
gens involucrats en la captacio del fosfat, com ara PHO84, PHOS i
PHO12) s’expressen de manera sincronica a la sortida de mitosis
(Spellman et al., 1998) el que prepararia la cél-lula de llevat per una
captacié massiva de fosfat per I’inici de la fase S. Malgrat I’intercs
d’aquestes dades, fins ara, no s’ha descrit la rellevancia fisiologica de
tota aquesta preparacié molecular.
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7.REGULACIO DE LA CAPTACIO DE NUTRIENTS

S. cerevisiae presenta diferents vies de transduccié de senyals
encarregades de relacionar 1’estat fisiologic de la cel-lula amb les
condicions ambientals que I’envolten, ¢s a dir depenent de la
disponibilitat de nutrients al medi guiaran la céel-lula cap a un estat de
quiescencia o de creixement. Les vies principals que responen a canvis
en la disponibilitat de la font de carboni, nitrogen o fosfat son les
seglents:

7.1 Via cAMP-PKA

En resposta a un increment dels nivells de glucosa, la via cCAMP-
PKA indueix la sintesi de cAMP per estimular la PKA (quinasa
depenent de cAMP). La PKA afectara diferents proteines que
s’encarregaran d’adaptar la cel-lula al creixement fermentatiu, activant
la glicolisi, proliferacié cel-lular, inhibicio de gluconeogénesi etc
(Santangelo, 2006; Tamaki, 2007; Thevelein et al., 2000).

7.2ViaTOR

La proteina TOR (Target Of Rapamycin) és una Ser/Thr quinasa
conservada des de llevats fins humans, que actua com element central
en la major via de regulaci6 del creixement cel-lular. En llevats
existeixen dos proteines homologues, Torl i Tor2, encarregades de
formar el complex actiu TORC1 i TORC2 respectivament. En
condicions de disponibilitat de nitrogen i carboni, el complex TORC1
estimula la proliferacio cel-lular i s’encarrega d’inhibir I’expressio de
gens involucrats en resisténcia a ’estres, autofagia i de creixement en
baix nitrogen. EI complex TORC2, s’encarrega de regular aspectes
espacials del creixement, com ara la polimeritzacié de filaments
d’actina (De Virgilio and Loewith, 2006a; De Virgilio and Loewith,
2006D).
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7.3 Via PHO

La regulacio de tots els transportadors i proteines, descrits
anteriorment, involucrades en la captacio de fosfat ve regida per la via
de senyalitzacio PHO.

L’element central de la via és el complex quinasa Pho85-Pho80,
el qual permet a la cel-lula respondre enfront a canvis, tan extra com
intracel-lulars, dels nivells de fosfat. Aquest complex quinasa és
I’encarregat de controlar la localitzacié de Pho4, factor de transcripcio
essencial perqué es produeixi I’expressio dels gens PHO, involucrats en
la captacié i emmagatzematge de fosfat (Figura 10) (O'Neill et al.,
1996; Ogawa et al., 2000).

vt T
S . ran,
Tf?“‘&oaﬁ;\\l‘a‘ de by SPortadqyy
aa IXa afinjggy

| Gens PHO

Figura 10 Esquema de la via PHO. Mostra de forma resumida la via central de
regulacio del metabolisme del fosfat en S. cerevisiae.

42



Sota condicions limitants de fosfat, senyal de manca de fosfat
activa la via PHO, a través de ’activacio per d’un inhibidor de CDK
(CKI) com és Pho81 (Lenburg and O'Shea, 1996). A la vegada, Pho81
actiu manté al complex quinasa Pho85-Pho80 en la seva forma inactiva,
evitant aixi la hiperfosforilacié sobre el factor de transcripcié6 Pho4
(O'Neill et al., 1996). D’aquesta forma, Pho4 pot ser translocat al nucli,
on forma un heterotrimer amb Pho2 per formar el complex actiu i poder
activar la transcripcié dels gens PHO (Kaffman et al., 1998b;
Magbanua et al., 1997), involucrats en la captacio de fosfat. Al mateix
moment, es produeix una degradacid, via Pho4, dels transportadors de
baixa afinitat que acabaran sent translocats des de la superficie cel-lular
fins la vacuola (Wykoff et al., 2007).

Quan la cel-lula recupera els nivells fisiologics de fosfat,
s’inactiva Pho81 i en conseqiiencia el complex Pho85-Pho80 torna
estar actiu, fosforilant aixi a Pho4 que primer deixara de formar
heterotrimer amb Pho2 i després sera translocat fora del nucli,
provocant aixi la repressié dels gens PHO (Kaffman et al., 1998a)
(Figura 10).
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8. METABOLISME DEL POLIFOSFAT EN S.cerevisiae

A més de tots els transportadors d’alta afinitat, s’activa la
transcripcio dels gens relacionats amb I’emmagatzematge vacuolar de
fosfat en forma de polifosfat (PolyP), per evitar que es produeixi aixi
un feed-back negatiu sobre els transportadors d’alta afinitat.

8.1 Que és el polyP?

El PolyP és una moléecula lineal formada per entre desenes i
centenars de residus de fosfat units per enllagos fosfoanhidres (Figura
11) (Azevedo and Saiardi, 2014). Aguesta molécula es troba present en
tot organisme viu (Kulaev and Vagabov, 1983), incloent-hi el llevat i
els humans (Kumble and Kornberg, 1995).

Figura 11 Esquema d’una molécula de PolyP. Les rodones grogues representen el
fosfat, mentre que les blaves representen ’oxigen. La molécula esta formada per n
repeticions de PO5.

S’ha observat que el PolyP present en S. cerevisiae, tot i estar
present majoritariament a la vacuola, també es localitza a nucli,
mitocondria o citosol (Kulaev and Kulakovskaya, 2000; Vorisek et al.,
1982).
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8.2 Quina és la seva funcio?

Pel que fa a la seva funcid, el grup del Kornberg va hipotetitzar
que el PolyP actua de reservori de fosfat intracel-lular (Kornberg,
1999), reduint aixi les possibilitats de patir un xoc osmotic d’un
element tan important per la cél-lula com és el fosfat (Kulaev and
Kulakovskaya, 2000; Vorisek et al., 1982). A més, se li han atribuit a
aquesta molécula noves funcions associades a transport, destoxificacio,
metabolisme energétic o regulacid transcripcional. S’ha vist, que en
bacteris el PolyP forma part de transportadors de membrana no
proteinics encarregats de controlar el transport cationic a través de la
membrana (Rao and Kornberg, 1999; Reusch et al., 1995). També¢ s’ha
observat, en llevats, que el PolyP segresta a la vacuola cations
citosolics permeten la destoxificacio (Dunn et al., 1994; Klionsky et al.,
1990). Pel que fa al metabolisme energetic, s’ha demostrat en bacteris
que el PolyP vacuolar i mitocondrial poden servir com a font d’energia
degut a I’energia alliberada en la hidrolisis de I’enllag fosfoanhidre, a
més s’ha observat en vacuoles purificades de llevat la sintesis d’ATP
des de PolyP (Shabalin et al., 1977). I per ultim s’ha vist que el PolyP
¢és capag¢ de regular 1’expressio génica en microorganismes (Rao and
Kornberg, 1999).
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8.3 Quins son els enzims involucrats en el seu metabolisme?

El metabolisme del PolyP esta regit per un conjunt de proteines
encarregades de sintetitzar-lo i degradar-lo (Figura 12).

En llevats, el PolyP es sintetitza per un complex anomenat VTC
(vacuolar transporter chaperone). Aquest complex és un heterotrimer
format per la PolyP sintasa (\Vtc4) i tres subunitats reguladores: Vtcl,
Vic2 i Vtc3 (Hothorn et al., 2009). De fet, la delecié de VTCL1 o de
VTC4 deixa les cel-lules sense PolyP (Ogawa et al., 2000).

Al mateix temps, el PolyP és hidrolitzat cap a fosfat Iliure per
mitja de dos polifosfatases: Ppnl (endopolifosfatasa que hidrolitza
cadenes llargues de PolyP) i Ppx1 (exopolifosfatasa que hidrolitza
fosfat dels extrems de les moléecules) (Andreeva et al., 2006). Tot i
aix0, una soca ppnlA ppxIA conté activitat polifosfatasa residual,
indicant que podria existir alguna altre activitat enzimatica
polifosfatasa (Lichko et al., 2008). Finalment el fosfat lliure produit
sera transportat cap al citoplasma a través d’un transportador de baixa
afinitat anomenat Pho91 (Hurlimann et al., 2007).

Vacuola

Figura 12 Metabolisme del PolyP. El complex VTC sera I’encarregat de sintetitzar i
translocar a la vacuola la cadena de PolyP; al procés de degradaci6é participaran,
principalment, Ppnl com a endopolifosfatasa i Ppx1 com a exopolifosfatasa; el fosfat
lliure obtingut sera transportat cap al citoplasma a través d’un transportador de baixa
afinitat anomenat Pho91.
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8.4 Com es requlen aquests enzims?

Tot i que fa falta molt per conéixer sobre la regulacié d’aquestes
proteines, hi ha alguns resultats que permeten entendre millor la
fisiologia d’aquests enzims.

Per exemple, s’ha demostrat que Vtcl, Vitc2, Vic3 i Vic4
s’expressen a traves de la via PHO en condicions d’abséncia de fosfat
(Ogawa et al., 2000). També s’ha demostrat que la subunitat Vtc2, en
condicions limitants de fosfat es troba localitzada a la vacuola, mentre
que en condicions optimes queda localitzada a la periféria cel-lular
(Hothorn et al., 2009).

En aquesta tesi s’aporten nous resultats que podrien explicar la
regulacio d’aquests enzims en determinades situacions. A continuacio,
passem a veure que se’n sap d’aquesta molécula en humans.
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9. METABOLISME DEL PolyP EN MAMIFERS

En eucariotes superiors, al igual que en llevats, el PolyP es troba
present en diferents teixits i compartiments subcel-lulars, incloent el
nucli, mitocondri, membranes, acidocalcisomes i vesicules (Docampo
et al., 2005).

Partint de la coincidéncia amb la localitzacid, s’han anat
investigant les possibles funcions del PolyP en cél-lules de mamifer
veient que té diverses funcions: a) transportador a la membrana
mitocondrial interna (Abramov et al., 2007), b) afecta a la respiraci
mitocondrial (Abramov et al., 2007), ¢) possible font d’energia d’una
nova NAD quinasa (Ohashi et al., 2012), d) en cél-lules de mieloma
s’ha observat una gran acumulacié de polyP al nucléol, i s’ha vist que
una aportacio extra de PolyP inhibeix I’activitat de la RNA polimerasa
I (Jimenez-Nunez et al., 2012).

Es coneix molt poc sobre els enzims que controlen el
metabolisme del polyP en mamifers. Pel que fa a la sintesis, ningu ha
pogut identificar I’enzim responsable de la sintesis de PolyP en
mamifers. S’ha buscat activitat sintasa en lisat cel-lular, perd no s’ha
pogut aconseguir trobar-la. S’han donat diverses hipotesis per les quals
no s’ha trobat activitat, com per exemple que aquesta activitat estes
associada a complexes multienzimatics (Pavlov et al., 2010), la gran
activitat polifosfatasa estaria dificultant la deteccio (Brown and
Kornberg, 2004), que sigui un procés dirigit per forca protomotriu
evitant aixi la necessitat d’ATP (Kumble and Kornberg, 1995) etc. Pel
que fa a la degradacid, la proteina h-prune podria ser una de les
hidrolases de polyP de cadena curta, perd encara no es coneix cap
polifosfatasa capa¢ de degradar cadenes llargues de PolyP
(Tammenkoski et al., 2008).
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10. CONNEXIO ENTRE EL PolyP | ELS dNTPs

En aquesta tesi, es mostra que el PolyP podria ser un factor
important per poder sintetitzar els nivells correctes de dNTPs (Figura
13). Sota condicions limitants de fosfat, les soques vic44 i ppniA
ppx1A presenten nivells baixos de dNTPs, inverteixen més temps per
replicar el DNA i son més sensibles al dany a DNA. Per altra banda,
quan s’incrementen els nivells normals de PolyP, la c¢l-lula es torna
més resistent al dany a DNA produit per la radiacié ultraviolada.
També es demostra que cél-lules humanes de la dermis amb baixos
nivells de PolyP sén més sensibles al dany per ultraviolada, suggerint
que el rol protector del PolyP enfront al dany a DNA es troba conservat
en mamifers.

AMP'; DP @P
7N\ 7N

ATP ADP @ ATP ADP

A » dADP dATP

Polifosfat

Figura 13 Connexi6 entre el metabolisme del PolyP i la sintesis de dNTPs. Mostra
de forma resumida la idea que es vol transmetre en aquesta tesi: es necessita I’aport de
fosfat provinent del PolyP per sintetitzar correctament el conjunt de dNTPs necessaris
per duplicar o reparar el DNA.
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HIPOTESIS
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Tal com s’ha avancat a la introduccid, durant aquesta tesi s’han
dissenyat una serie d’experiments enfocats per provar les dues hipotesis
que es plantegen a continuacio relacionades amb un nou rol del polyP a
la cél-lula:

v'Hipotesi I: El PolyP sostén la sintesi del DNA.

v'Hipotesi 1I: El polyP protegeix del dany a DNA.

Els experiments realitzats per confirmar o rebutjar aquestes
hipotesis estan descrits en ’apartat de resultats i comentats a fons en
’apartat de discussio.

A continuaci6 s’exposen els objectius fixats per poder demostrar
aquestes hipotesis.
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OBJECTIUS
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1.EL POLYP SOSTEN LA SINTESI DEL DNA.

1.1 Demostrar la correlacio entre la degradacio del polyP i la
sintesi de dNTPs.

1.2 Aportar noves dades que ajudin a entendre millor la
regulacié dels enzims involucrats en el metabolisme del polyP.

1.3 Analitzar els nivells de dNTPs dels mutants vic44 i
ppnld/ppxIiA.

1.4 Analitzar la progressio pel cicle cel-lular dels mutants vzc44
| ppnld/ppxiA.

1.5 Demostrar 1’activacié de la via Mecl/Rad53 en aquests
mutants.

1.6 Demostrar la importancia del polyP sota condicions
fisiologiques.

2. EL POLYP PROTEGEIX DEL DANY A DNA.

2.1 Analitzar la progressio pel cicle cel-lular dels mutants vtc44 i

ppnlA/ppxi4 sota condicions de dany a DNA.

2.2 Demostrar la sensibilitat de vtc44 i ppnid/ppxi4 al dany a

DNA.

2.3 Demostrar la correlacié entre els nivells de polyP i la sensibilitat

al dany a DNA.

2.4 Determinar si el rol protector del polyP es manté en eucariotes

superiors.

2.5 Caracteritzar CPPED1, possible endopolifosfatasa humana.
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MATERIAL | METODES
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1. SOQUES UTILITZADES

Strain Background Genotype Source
YPC736 BY4741 MATa his3A1 leu2 A 200 metl5 A 0 Euroscarf
ura3 A0

YSB075 BY4741 vtcd::KanMX Euroscarf
YSB074 BY4741 vtcl::KanMX Euroscarf
YSB098 BY4741 ppnl::KanMX / ppx1::Leu2 This study
YSB083 BY4741 dunl::KanMX Euroscarf
YSB088 BY4741 adkl::KanMX Euroscarf
YSB089 BY4741 ynk1::KanMX Euroscarf
YSH082 BY4741 PCL1-TAP::HIS3 Euroscarf
YSB122 BY4741 vtcd::KanMX PCL1-TAP::HIS3 This study
YSB093 BY4741 VTC1-TAP::HIS3 Euroscarf
YEQO025 BY4741 VTC1-HA::Hph This study
YSB094 BY4741 VTC4-TAP::HIS3 Euroscarf
YEQO009 BY4741 VTC4-HA::Hph This study
YSB095 BY4741 PPN1-TAP::HIS3 Euroscarf
YEQO11 BY4741 PPN1-HA::Hph This study
YSB096 BY4741 PPX1-TAP::HIS3 Euroscarf
YEQO015 BY4741 PPX1-HA::Hph This study

Taula 2 Soques de S. cerevisiae utilitzades durant aguesta tesi.
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2. CONDICIONS DE CULTIU

Les cél-lules s’han crescut o bé en YPD (1% yeast extract, 2%
peptona i 2% glucosa), o bé en medi sintetic complet sense fosfat (SD)
(0,67% yeast nitrogen base, 2% glucosa), suplementat amb 9 mM
KH,PO4 o0 2,5 pM KH,PO4 i amb els aminoacids requerits per
suplementar 1’auxotrofia.

3. TRANSFORMACIO DE LLEVATS

La transformacié de llevats es realitza amb el metode de
transformaci6 de I’acetat de liti. Es resupenen 1,2 x 108 cél-lules amb la
solucio LiAc/TE 1 s’agreguen 3,5 pg/ul molécules de ssDNA
d’esperma de salmo desnaturalitzat amb 50% de polietilenglicol (PEG).
Les cél-lules s’incuben a 30°C duran 30 minuts i €S sotmeten a un Xoc
termic de 15 minuts a 42°C. Finalment es resuspenen amb aigua MQ
esteril i es plaquegen en medi SD selectiu per 1’abséncia d’algun
aminoacid.

4. SINCRONITZACIO AMB 0-FACTOR

Després d’un cultiu O/N, se sembren les cel-lules en YPD o SD 9
mM a ODggo = 0,5. Al cap de 2 hores s’afegeix a-factor (Biomedal), a
una concentracid final de 20 pg/ml, i es deixa incubant 2 hores més. Un
cop comprovat que les cél-lules estan parades, observant la seva
morfologia caracteristica de shmoo amb el microscopi de contrast de
fases (Leica DMIRB), es centrifuga el cultiu a 2000 rpm durant 2
minuts. S’elimina el sobrenedant que conté restes d’ a-factor, i es
resuspen el pellet amb 1 ml de medi fresc per tornar a centrifugar a
2000 rpm durant 2 minuts i acabar d’eliminar les ultimes restes d’a-
factor. Finalment es resuspen el cultiu per comencar el mostreig.
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5. CITOMETRIA DE FLUX

Per analitzar la progressio pel cicle cel-lular, les cel-lules es fixen
amb etanol 70% durant 1 hora. A continuaci6é s’elimina 1’etanol per
centrifugacio, es resuspenen els pellets amb 500 ul de citrat sodic 20
mM suplementat amb RNAsa a una concentracio final de 10 pg/ml, i es
deixa incubant O/N a 30°C. L’endema, s’afegeixen 500 pl de citrat
sodic 20 mM suplementat amb iodur de propidi a una concentracio
final de. A continuacid, es soniquen les cél-lules i s’analitzen
mitjancant citometria de flux FACScalibur (Becton Dickinson). La
poblacid de G; i G, es quantifica amb el programa WinMDI 2.9.

6. ANALISI DE PROTEINES PER WESTERN BLOT

El lisat cel-lular es centrifuga a 12000 rpm durant 10 minuts a
4°C. La concentraci6 de proteina es va determinar mitjancant Bradford.
Per I’electroforesi, es van carregar 50 g de proteina en un gel de SDS-
acrilamida, es va transferir el gel a una membrana de PVDF
(Millipore).

La membrana va ser incubada amb els seglents anticossos
depenen de la proteina analitzada: a-PAP 1:4000 (Sigma, P1291), a-
ClIb5 1:100 (Santa Cruz, sc-6704), a-flag 1:500 (Sigma, F3165), a-
Rad53 1:700 (Santa Cruz, sc6749), a-Rnr3 1:5000 (Agrisera,
AS09574), a-tub 1:2000 (Sigma, T9026), a-lamB 1:1000 (Santa Cruz),
a-G6PDH 1:500 (Sigma A9521), a-GFP 1:500 (Cell Signaling, #2956).
Com a secundaris es van utilitzar: a-rabbit-HRP 1:25000 (Jackson), a-
goat-HRP 1:2000 (Jackson), a-mouse 1:30000 (Jackson).

El revelat de la membrana es va dur a terme usant Luminata Forte
Western HRP Substrate (Millipore), la captura d’imatges es va realitzar
amb el GeneSnap (Syngene) i la quantificacié amb el Image Studio Lite
(Li-Cor).
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7. EXTRACCIO | QUANTIFICACIO DE dNTPs

L’extracci6 de dNTPs es va dur a terme com esta descrit a
(Chabes et al., 2003) (Annex 1).

Breument, es van recollir 2 x 107 cél-lules per filtracié mitjancant
filtres de GN-6 Metricel (47 mm, 0.45 um, GelmanSciences). Els
filtres, es van submergir en eppendorfs de 1.5 que contenien 700 ul de
solucio de lisis freda (12% (w/v) acid tricloracetic, 15 mM clorur de
magnesi). A continuacid es van vortejar durant 30 segons, i incubar
amb agitacio durant 15 minuts a 4°C. Passats aquests 15 minuts es van
centrifugar a 13000 rpm durant 1 minut i al sobrenedant se li va afegir
800 pl de solucid de fred-trioctilamina (78% / 22%) (1,1,2-triclor-1,2,2-
trifluoroeta, Sigma-Aldrich Sweeden AB, >99%) (trioctilamina, Sigma-
Aldrich Sweeden AB, 98%), es va vorteijar i centrifugar 1 minut a
13000 rpm. De nou, la fase aquosa es va transferir a 700 pl d’una
solucio (78% / 22%) fred / trioctilamina, es va vortejar i centrifugar 1
minut a 13000 rpm.

La fase aquosa es va utilitzar per quantificar els nivells de dNTPs,
5 ul de la fase aquosa es van utilitzar en una reaccié basada en
I’activitat d’una seqiienassa, com esta descrit a (Gonzalez-Vioque et al.,
2011) (Annex I).
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8. QUANTIFICACIO D’ORTOFOSFAT CITOPLASMATIC

La quantificaci6 de I’ortofosfat es va dur a terme tal com esta
descrit a (Puigpinos et al., 2015) (Annex I1).

Breument, es van recollir 1 x 107 cél-lules per centrifugacié, el
pellet es va rentar dos cops amb 1 ml d’aigua MQ, llavors es van
resuspendre les cél-lules en 500 ul de Tritd X-100 (0,1%) i es van lisar
afegint boles de vidre i vortejant. L’extracte resultant es va centrifugar
a 4°C a 13000 rpm durant 2 minuts.

Finalment, es va mesurar el fosfat present al sobrenedant, a 10 pl
de mostra se li van afegir 86 pul d’heptamolibdat d’amoni 28 mM / acid
sulfuric 2.1 M, i 64 pl de soluci6 de verd de malaquita (0,015% verd de
malaquita, 0,1% acid aceétic i 0,17% glicerol). La reacci0 es va
quantificar mitjancant espectrofotometria (Synergy HT, Bio Tek
Instruments) a 600 nm, i es va comparar amb els patrons corresponents
(0-500 puM Pi).

9. AUGMENT DEL PolyP INTRACEL-LULAR

Els nivells de polyp intracel-lulars es van incrementar utilitzant
dos metodologies diferents.

Per una banda, es va clonar el gen VTC4 (sintasa de polyp) al
plasmidi multicopia pRS426 i llavors es van transformar cel-lules wt
amb el plasmidi buit o amb la construccio pRS426-VTC4.

Per altra banda, cél-lules wt van ser sotmeses a unes condicions
de creixement especifiques per incrementar els nivells de polyP
(Werner et al., 2005). Breument, es van tenir les cél-lules creixent
durant 6h amb un medi SD sense fosfat, llavors es van recollir per
centrifugacio i es van transferir a un medi SD 2 mM fosfat durant 1
hora.
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10. PURIFICACIO DEL PolyP EN LLEVATS

L’extraccid de polyP es va fer tal i com esta descrit en (Kumble
and Kornberg, 1995), aplicant algunes modificacions (Annex I11).

Breument, es van recollir 107 cél-lules per centrifugacid, el pellet
es va resuspendre amb 400 pl de solucié AE (50 mM AcNa pH 5.3, 10
mM EDTA). A aquest extracte se li va afegir fenol més SDS 20% i es
va bullir a 65°C durant 5 minuts per lisar les cel-lules. A continuacié es
van realitzar diferents centrifugacions per obtenir una fase aquosa lliure
d’impureses. Finalment, el sobrenedant es va tractar durant 1 hora a
37°C amb DNAsa/RNAsa.

La purificacio es va dur a terme tal com esta descrit en (Werner et
al., 2005). L’extracte es va passar per una columna de purificacio de
PCR (Quiagen) per poder aillar els polyP. Les columnes es van rentar
dues vegades amb la solucié de rentat (10 mM Tris, pH 7.5, 50%
etanol, 1 mM EDTA i 100 mM NacCl). Finalment es va eluir el polyP
amb 50 pl d’aigua MQ.
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11. PURIFICACIO DEL PolyP EN CEL-LULES HEK293

L’extraccid de polyP en HEK293 es va fer tal i com esta descrit
en (Kumble and Kornberg, 1995), aplicant algunes modificacions.

Breument, es van recollir 4 x 10° cél-lules per centrifugacié, el
pellet es va resuspendre amb 400 pl de solucié AE (50 mM AcNa pH
5.3, 10 MM EDTA) suplementat amb inhibidors de fosfatases. A aquest
extracte se li va afegir 300 pl fenol més SDS 20% i es va bullir a 65°C
durant 5 minuts per lisar les cél-lules, i llavors es van realitzar diferents
centrifugacions per obtenir una fase aquosa lliure d’impureses.
Finalment el sobrenedant es va tractar durant 3 hores a 37°C amb
RNAsa.

Per purificar el polyP d’aquesta fase aquosa es va precipitar o/n
amb 1 ml d’etanol absolut. Finalment, es va centrifugar durant 20’ a
14000 rpm, es va eliminar 1’etanol 1 es va resuspendre el pellet, que
cont¢ el polyP, amb 50 ul d’aigua MQ.

67



12. QUANTIFICACIO DEL PolyP

La quantificacié es va dur a terme tal i com esta descrit en
(Werner et al., 2005). Primer, es van digerir especificament 10 ul de
I’eluit amb Ppx1 recombinant. Segon, es va quantificar el fosfat
alliberat afegint 86 pl d’heptamolibdat d’amoni 28 mM / acid sulfuric
2.1 M, i 64 pl de soluci6 de verd de malaquita (0,015% verd de
malaquita, 0,1% acid acetic i 0,17% glicerol). La reaccid es va
quantificar mitjangant espectrofotometria (Synergy HT, Bio Tek
Instruments) a 600 nm, i es va comparar amb els patrons corresponents
(0-500 puM Pi).

13. SEPARACIO NUCLI-CITOPLASMA

La separacio nucli-citoplasma es va dur terme com esta descrit a
(Kwak et al., 2013).

Breument, es recullen les cel-lules amb PBS, es resuspenen amb
400 pl de solucié A (10 mM HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM
KCI, 0.5 mM DTT, 1% NP40, inhibidors de proteases i fosfatases) i
s’incuben 10 minuts a 4°C en agitacid6 suau. A continuacid, es
centrifuga a 2000 rpm durant 10 minuts a 4°C, es recull el sobrenedant
on hi ha la fraccié citoplasmatica. El pellet es resuspén amb 200 ul de
solucié B (250 uM sacarosa, 10 mM MgCl,, inhibidors de proteases i
fosfatases), un cop resuspés s’afegeixen 200 ul de solucié C (880 uM
sacarosa, 500 uM MgCl,, inhibidors de proteases i fosfatases) i es deixa
reposar 10 minuts en gel. Finalment, es centrifuga a 6500 rpm durant
10 minuts a 4°C, s’elimina el sobrenedant i es resuspen el pellet on hi
ha la fraccio nuclear amb 400 pl de solucié RIPA.
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14. ASSAIG DE SENSIBILITAT AL DANY A DNA
14.1 Llevats

Per mesurar la sensibilitat a la [lum ultraviolada, es van plaquejar
0.5 x 10° cél-lules en plaques YPD, llavors es van irradiar amb la dosi
indicada en cada cas. Es van deixar créixer durant 48 hores, i es van
contar les colonies automaticament amb un programa informatic
anomenat GeneTools (Syngene).

Per mesurar la sensibilitat al MMS, es van créixer 2.5 x 10°
cél-lules durant 4 hores en SD complet suplementat amb 0,033% MMS.
A continuacid es van plaguejar en plaques YPD, i es van deixar créixer
durant 48 hores en foscor. Es va utilitzar el mateix métode per contar
les colonies i el mateix criteri per establir els percentatges de
supervivencia que per mesurar la sensibilitat a la llum ultraviolada.

Els percentatges de supervivéncia es van calcular dividint el
nombre de colonies de la placa irradiada pel nombre de colonies de la
placa no irradiada. En cada experiment, la supervivéncia de la soca
salvatge es va considerar el 100% de supervivéncia i es va utilitzar per
normalitzar els percentatges obtinguts.

14.2 Cel-lules HEK293

Cél-lules HEK293 es van créixer en DMEM (Sigma) suplementat
amb 10% FBS (Gibco), 2 mM L-glutamina (Sigma), 4 unitats/ml de
penicil-lina, i 20 mg/ml estreptomicina (Gibco). Es van transfectar amb
20 pg del constructe corresponent usant el metode del fosfat calcic.
L’eficiéncia de la sobreexpressio es va analitzar per western-blot, i es
va observar la sobreexpressié maxima a les 48 hores.

Les cel-lules transfectades amb el pIRES2-eGFP buit, 0 be amb
el scPPX1, el NLS-scPPX1 o el hCPPEDL es van sembrar al cap de 48
hores de la transfeccid en plaques de 48 pous a una concentracié de
7.5 x 10* cél-lules/pou. A les 24 hores, es va eliminar el medi, es van
irradiar amb 80 J/m? de llum UV i es va tornar a afegir medi. A les 23
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hores després d’irradiar, es va afegir MTT a una concentracié final de
0.2 mg/ml a cada pou, i 1 hora després es va eliminar el medi per lisar
les cél-lules amb DMSO. Finalment es va mesurar I’absorbancia a 570
nm.

14.3 Cél-lules HDFa

Es van créixer cél-lules HDFa (Human Dermal Fibroblast adult)
en medi M106 (Life Technologies) suplementat amb Low Serum
Growth Supplement (Gibco), 4 unitats/ml de penicil-lina, i 20 mg/ml
d’estreptomicina (Gibco), 1 10 pg/ml de gentamicina (Gibco). Les
cél-lules van ser infectades amb el lentivirus corresponent: pLenti6/\V5-
DEST, pLenti6/V5-DEST-scPPX1 o pLenti6/V5-DEST-NLS-scPPX1
amb polibré 8 pg/ml. A les 24 hores despres de la infeccid, es va
canviar el medi de cultiu. L’eficiencia de la sobreexpressido dels
diferents gens es va comprovar per western-blot, el qual va demostrar
que I’efecte maxim es produeix a les 48 hores després de la infeccio.

Les cel-lules infectades amb el pIRES2-eGFP buit, o bé amb el
scPPX1 o el NLS-scPPX1 es van sembrar al cap de 48 hores de la
infecci6 en plaques de 12 pous a una concentracié de 4.6 x 10
cél-lules/pou. A les 24 hores, es va eliminar el medi, es van irradiar
amb 60 J/m? de llum UV i es va tornar a afegir medi. A les 23 hores
després d’irradiar, es va afegir MTT a una concentraci6 final de 0.2
mg/ml a cada pou, i 1 hora després es va eliminar el medi per lisar les
cél-lules amb DMSO. Finalment es va mesurar 1’absorbancia a 570 nm.

15. ANALISI ESTADISTIC

S’han dut a terme com a minim 3 replicats de cada experiment.
Els valors representen la mitjana + I’error estandard de la mitjana
(SEM). Es considera significatiu quan el valor de p< 0.05, aplicant el
test de Mann-Whitney.
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1.ELS NIVELLS DE PolyP ESTAN REGULATS
CICLICAMENT

En les cél-lules eucariotes, la sintesi de dNTPs s’incrementa a
final de G; i continua al llarg de fase S, per mitja de diferents activitats
enzimatiques perfectament coordinades. En un periode molt curt de
temps el llevat ha d’incorporar 7.5 x 10" molécules de fosfat netes per
poder sintetitzar tants nucleotids com bases té al seu genoma. Malgrat
aquesta gran quantitat de fosfat (que representa el 25% de I’ortofosfat
citoplasmatic), els nivells d’ortofosfat es mantenen constants al llarg de
tot el cicle cel-lular, (Figura 14) demostrant la gran capacitat
d’homeostasi que té el llevat per mantenir la concentraci6 de fosfat
lliure al citoplasma cel-lular.
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Figura 14 Els nivells d’ortofosfat romanen constants al llarg del cicle. Cél-lules
wt van ser sincronitzades a G, amb a-factor i alliberades en YPD. Es van prendre
mostres a temps indicats per mesurar la concentracid de fosfat lliure a la cél-lula. Els
valors mostren la mitjana entre dos experiments, on les barres mostren el valor
obtingut en cada un d’ells.
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Una de les funcions del polyP podria ser esmorteir les variacions
brusques de fosfat intern (Thomas and O'Shea, 2005), per tant vam
decidir veure si el consum de fosfat durant la replicacié del DNA
estava correlacionat amb la degradacio del polyP. Com es pot veure a la
figura 15, hi ha una progressiva degradacio del polyP durant la fase S,
al mateix temps que un augment dels nivells de dNTPs. A més la
concentracio interna de polyP no torna a incrementar-se, fins acabada la
replicacio del DNA.
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Figura 15 Correlacio entre la sintesis de dNTPs i la degradaci6 de polyP.
Cél-lules wt van ser sincronitzades a G; amb a-factor i alliberades en YPD. Es van
prendre mostres a temps indicats per mesurar nivells de polyP i dNTPs. Els valors
dels dANTPs son el sumatori dels quatre dANTPs (dATP, dGTP, dCTP i dTTP) d’un sol
experiment, mentre que els del polyP son la mitjana £+ SEM de 4 experiments
independents.

Aquest resultat suggereix que el gran consum de fosfat durant la
fase S podria venir, com a minim en part, de la degradacio del polyP.

El segiient pas va ser buscar quins sén els mecanismes moleculars
gue permeten aquesta regulacio ciclica del polyP.
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2.VTC4 | PPN1 S’EXPRESSEN CICLICAMENT

Fins ara no hi ha cap resultat previ que expliqui aquesta regulacid
ciclica del polyP, per tant es va decidir analitzar els perfils d’expressio,
despreés de sincronitzar les cel-lules amb a-factor i alliberar-les en medi
ric, de VTC4 (enzim responsable de la sintesis de polyP), VTC1
(regulador positiu de VTC4), PPX1 i PPN1 (les dos polifosfatases
principals de S. cerevisiae).

Com es pot veure a la figura 16, Vic4 presenta una regulacio
ciclica amb un pic maxim d’expressi6 al minut 60. Tot i que aquest
resultat no coincideix amb el de la figura 15, ja que al minut 60 és on hi
ha els nivells de polyP més baixos, si que suggereix la preséncia de
mecanismes postraduccionals encarregats de regular 1’activitat del
complex de sintesi.
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Figura 16 VTC4 esta regulat ciclicament. (A) Cel-lules wt amb un tag-TAP
gendmic van ser sincronitzades a G, amb o-factor i alliberades en YPD. Es van
analitzar els nivells de TAP mitjancant western-blot. (B) Quantificacio de 3
experiments independents (mitjana £SEM). Es va normalitzar respecte al temps zero
de Vtc4-TAP.



També s’observa com Ppx1 es manté bastant constant al llarg del
cicle (Figura 17), mentre que Ppnl descriu un pic al minut 60, després
d’alliberar les cél-lules d’a-factor, coincidint amb el moment de
degradacié maxima de polyP (Figura 17). Aquest comportament de les
polifosfatases si que permet explicar, parcialment, la degradacio del
polyP durant el periode de sintesi de dNTPs.
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Figura 17 PPN1 també esta regulat ciclicament. (A) Cél-lules wt amb un tag-TAP
genodmic van ser sincronitzades a G, amb o-factor i alliberades en YPD. Es van
analitzar els nivells de TAP mitjancant western-blot. (B) Quantificaci6 de 3
experiments independents (mitjana £SEM). Es va normalitzar respecte al temps zero
de Vtc4-TAP.

A continuacio, veient aquest correlacio entre la sintesi de dNTPs i
la degradaci6 del polyP, es va decidir investigar si la sintesi de dNTPs
es veia afectada en mutants que tenen el metabolisme del polyP alterat.
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3.LA SINTESIS DE dNTPs ES VEU AFECTADA PELS
NIVELLS DE PolyP

Per poder observar millor el rol fisiologic del polyP, es van
sincronitzar a G; una soca salvatge, una vtc4A4 i una ppnid ppxIA i es
van alliberar en un medi baix en fosfat, ja que el polyP esdevé
especialment important en un medi limitant de fosfat (Thomas and
O'Shea, 2005). En aquestes condicions, es van mesurar els nivells de
polyP i de dNTPs. Com esperavem, una soca ppnlA ppxIiA gairebé no
pot degradar el polyP, mentre que una soca vic44 no té polyP. Tal i
com apunta la nostra hipotesi, 50 minuts després d’alliberar les
cél-lules, els nivells de dNTPs a les soques mutants sén 3 vegades
inferiors que a la soca salvatge (Figura 18).
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Figura 18 Els mutants vic4A i ppnld/ppxIA presenten una baixa sintesis de
dNTPs durant la fase S. Ceél-lules wt, vic44 | ppnld/ppxIA van ser sincronitzades a
G, amb o-factor i alliberades en medi sintetic complet baix en fosfat. Es van prendre
mostres a temps indicats per mesurar nivells de polyP i dNTPs. Els valors dels dNTPs
son el sumatori dels quatre dNTPs (dATP, dGTP, dCTP i TTP) d’un sol experiment,
mentre que els del polyP son la mitjana + SEM de 4 experiments independents.

Aquests resultats suggereixen que la degradacié del polyP és
necessaria per sostenir la sintesi de dNTPs, probablement perqué
s’evita aixi una variacié brusca dels nivells fisiologics d’ortofosfat
citoplasmatic.
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4.DEL PolyP DEPEN UNA CORRECTA PROGRESSIO PEL
CICLE CEL-LULAR

La baixa quantitat de dNTPs observada als mutants a final de G;
va donar peu a predir que aquests mutants haurien de presentar un
retras durant la progressio pel cicle cel-lular.

Per comprovar la nostra idea, una soca wt, una vtc44 i una
ppnlA/ ppx14 es van sincronitzar a G; i es van alliberar en medi baix
en fosfat, la progressio pel cicle es va analitzar mitjancant un analisis
de FACS. Després de 70 minuts, el 80% de les cél-lules wt havien
completat la replicacié del DNA, mentre que els mutants necessitaven
de uns 140 minuts per completar-la (Figura 19).
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Per descartar qualsevol efecte indirecte de la manca de polyP
sobre la maquinaria del cicle cel-lular, es van mesurar els nivells
d’alguns dels marcadors moleculars necessaris perque tingui lloc la
transicié G;/S. Com es pot veure a continuacié, no va haver-hi
diferéncies ni en nivells ni moment d’expressio de les ciclines Pcll
(indicador de la transcripcié depenent de SBF) (Figura 20 A) i CIb5
(indicador de la transcripci6 depenent de MBF i d’etrada en fase S)
(Figura 20 B), al comparar una soca salvatge amb una vzc44.
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Figura 20 La manca de polyP no afecta a la transcripcié per SBF i MBF, el
mutant vtc4A presenta nivells normals d’expressio de ciclines de G;. Cél-lules wt
i vte44 van ser sincronitzades a G; amb o-factor i alliberades en medi sintétic complet
baix en fosfat. Els nivells de Pcl1-TAP i ClIb5 es van quantificar mitjangant western-
blot usant anticossos contra la proteina A (per detectar Pcl1-TAP) (A) o contra Clb5
(B). Els grafics mostren la mitjana + SEM de la quantificacié de 3 experiments
independents.



Per tant, es va concloure que els mutants presentaven els
requeriments moleculars necessaris per progressar pel cicle, excepte la
font de fosfat necessaria per poder sintetitzar els dNTPs. De fet, quan
es va afegir fosfat inorganic al medi els mutants van revertir el seu
fenotip (Figura 21).
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Figura 21 L’adici6 de fosfat inorganic provoca la recuperacié del retras de les
soques vicdA | ppnlA/ppxlA. Cél-lules wt, vic4A | ppnld/ppxIA van ser
sincronitzades a G; amb o-factor i alliberades o bé en medi sintétic complet baix en
fosfat o bé amb el mateix medi suplementat amb 1mM fosfat. El grafic mostra el
temps que triga cada soca en completar la duplicacido del DNA, basant-se amb
mesures preses mitjancant FACS. Es considera que han duplicat el DNA quan el pic
representatiu de 2n conté el 80% de les cél-lules.
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5.RELLEVANCIA DEL PolyP EN MEDI RIC EN FOSFATS

Si s’analitzen els valors que representa la figura anterior es pot
observar com inclus afegint fosfat al medi els mutants mantenen un
retras d’uns dos minuts respecte la soca salvatge, que no es poden
apreciar al grafic, suggerint que la degradacié del polyP es rellevant
adhuc en medis rics en fosfat. Per poder quantificar millor aquesta
petita diferencia es va decidir analitzar la progressio pel cicle d’un
vtc44 en YPD a 25°C, i mostrejant cada 5 minuts (Figura 22 A).

Per poder quantificar el retras, es va decidir mesurar el temps que
cada una de les soques triga en duplicar el contingut de DNA, es
considera que han duplicat el DNA quan el pic representatiu de 2n
conté el 80% de les cél-lules. Com es pot observar a la figura 22 B, al
minut 69 el 80% de les cél-lules salvatges han completat la duplicacié
del DNA, mentre que la soca vic44 no és fins al minut 71 quan
aconsegueix tenir el 80% de la poblacid en 2n. Per tant s’observa que el
vic44 presenta un retras de 2,46 minuts respecte la soca salvatge.
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Finalment, per analitzar la rellevancia fisiologica d’aquest petit
retras, es va testar 1’habilitat d’una soca sense polyP per competir amb
una soca salvatge en un medi ric. Aquest tipus d’experiments de
competicio permeten observar al cap dels dies si una soca s’ha imposat
(en termes quantitatius) sobre de 1’altre. Com es pot veure a la figura
23, al cap de 6 dies les cél.lules de la soca vtc44 representen el 30% de
la poblacio del cultiu.
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Figura 23 El mutant vte44 presenta una pitjor fitness que el wt. Cél-lules wt i
vtc44 van ser transformades amb el plasmidi pRS413(HIS) i amb el pRS415(LEU)
respectivament. Es van sembrar al mateix matrag en YPD 1,5 x 10" cél-lules/ ml de
cada una de les soques. Cada 24 hores es va recollir mostra per plaquejar-la en
plaques sense histidina i en plaques sense leucina. Finalment, es va calcular el
creixement dividint el nombre de cel-lules en cada temps per les cél-lules presents a
temps zero. La figura mostra un expermient representatiu.
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6.EL PolyP PROTEGEIX ENFRONT LA RADIACIO
ULTRAVIOLADA EN LLEVATS

A més de la sintesis del DNA, existeix una altra situacio cel-lular
que requereix grans quantitats de dNTPs: sobreviure després de dany a
DNA (Chabes et al., 2003), i podria ser que en aquesta situacio el polyP
tambeé jugués un paper en la sinteis de dNTPs durant la reparacio del
dany al DNA. Per comprovar aquesta hipotesi, es va utilitzar la radiacio
ultraviolada (UV) com agent mutagénic. Aquest mutagen provoca la
formacié de dimers de pirimidina, majoritariament T-T, entre bases
adjacents.

Es van sincronitzar les cél-lules a Gy, es van irradiar amb 40 J/m?
i van ser alliberades en medi ric i es va seguir la seva progressio pel
cicle mitjancant FACS. En 140 minuts el 80% de les cél-lules salvatges
van completar la duplicaci6 del DNA, mentre que en les soques
mutants només el 50% van poder duplicar el seu genoma (Figura 24).
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Figura 24 Els mutants que
no poden utilitzar el polyP
presenten un retras en la
progressié pel cicle després
d’irradiar les cél-lules amb
UV. Cél-lules wt, vic4A i
ppnld/ppxiA van ser
sincronitzades a G; amb o-
factor, irradiades amb 40
Jm® i alliberades en medi
sintétic complet. Es van
recollir mostres a temps
indicats per analitzar la
progressio pel cicle
mitjancant FACS.
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6.1 Viabilitat dels mutants del metabolisme del polyP

A continuacid, es va avaluar si aquest retras pel cicle afecta la
viabilitat cel-lular. I com es pot veure a la figura 25, aquests mutants
presenten una viabilitat menor que les cél-lules salvatge, després de ser
irradiats amb una dosi de 60 J/m?de radiacié UV, indicant que el polyP
podria estar jugant un paper molt important en la proteccié enfront la
radiacio UV.
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Figura 25 Els mutants del meatbolisme del polyP son més sensibles al dany per
UV. Cél-lules wt, vtcld, vic4A | ppnid /ppxiA van ser plaquejades en YPD i
irradiades amb 60 J/m? , es van contar el nombre de coldnies al cap de 48 hores. El
grafic mostra el percentatge de supervivéncia dels mutants respecte la soca wt. Es
mostra la mitjana de 4 experiments independents = SEM. L’asterisc indica diferéncies
significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i ** indica
p<0.005.
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Per poder utilitzar les reserves de polyP, a més dels enzims
necessaris per sintetitzar-lo o degradar-lo, podria necessitar-se Pho91,
el transportador de baixa afinitat, situat a la membrana de la vacuola,
responsable de la sortida del fosfat des de la vacuola cap al citosol, per
aixo es va decidir testar la viabilitat cel-lular d’una soca pho914.

En un principi i tal com indica la figura 27, la soca pho914
provinent de la col-lecci6 es molt més sensible a la radiacio UV que la
soca salvatge. Aquest resultat tan drastic (més sensible que una soca
vic4A), va fer que s’analitzés en més detall aquest mutant. Es va
comengcar analitzant quina és la posicié genomica de PHO91, com es
pot veure a la figura 26, PHO91 es troba localitzat al cromosoma 14 a
la cadena (-). La porcio C-ter coincideix amb el terminador d’un altre
gen anomenat URK1 (uridine kinase 1) localitzat a la cadena (+).
Aquest gen, curiosament codifica una proteina quinasa involucrada en
la via de salvament tan de ribonucleotids com de deoxinucleotids.
Aaquesta quinasa és la responsable de la fosforilacié, tan de citidina i
uridina per obtenir CMP i UMP, com de deoxicitidina i deoxiuridina
per obtenir dACMP i dUMP.

PHO91 Location: Chromosome XIV 649028..651712

ﬂ (2] + - “ »

URK1

647500 648000 648500 649000 649500 650000 650500

Figura 26 Esquema de la localitzacié de PHO91. Imatge obtinguda de la pagina
web: Saccharomyces genome data base (SGD).
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El que ens vam plantejar a continuacio va ser si el KO de PHO91
podria estar afectant al terminador de URKL1. Per descartar aquesta
hipotesi, es va decidir construir un pho914 deixant intacta la zona del
terminador de URK1, per tant el KO engloba des de la Met fins la Val
826, deixant els ultims 68 aminoacids de la proteina intactes. I com
s’observa a la figura 27, aquest nou pho914(1-826 aa) presenta la
mateixa viabilitat que la soca salvatge, indicant probablement que
I’efecte observat anteriorment era degut a 1’afectacio del terminador de
URK1. Per acabar de confirmar aquesta hipotesi hauriem d’analitzar
I’efecte de la radiacidé UV sobre una soca urkiA.
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Figura 27 El mutant pho914 de la col-lecci6 de EUROSCARF, és probablement
urkid. Cél-lules wt, pho914 i pho914(1-826 aa) van ser plaquejades en YPD i
irradiades amb 60 J/m? , es van contar el nombre de coldnies al cap de 48 hores. El
grafic mostra el percentatge de supervivencia dels mutants respecte la soca salvatge.
Es mostra la mitjana de 3 experiments independents + SEM. L’asterisc indica
diferencies significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i
** indica p<0.005.
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6.2 Viabilitat dels mutants de la via PHO

Tenint en compte aquests resultats i que la via de senyalitzacio
PHO és responsable de la captacio i emmagatzematge de fosfat en
forma de polyP, és logic preguntar-se com afectaria la radiacio
ultraviolada a les cél-lules que tenen mutat algun dels elements clau de
captacio de fosfat.

Es va comencar analitzant la viabilitat cel-lular d’una soca
pho844, en aquesta soca, que no pot captar fosfat de forma massiva, els
nivells de polyP son practicament zero (Ogawa et al., 2000). Com es
pot veure a la figura 28, el pho844 és significativament més sensible a
la radiacié ultraviolada que la soca salvatge.

100 - Figura 28 La soca pho844 també és mes
‘g sensible a la radiacio UV. Cél-lules wt i
“g 80 H . pho844 van ser plaquejades en YPD i
© irradiades amb 60 J/m” , es van contar el
S 60 - I nombre de colonies al cap de 48 hores. El
E grafic mostra el percentatge de supervivéncia
% 40 | del pho844 respecte la soca salvatge. Es
3 mostra la mitjana de 7 experiments
2 independents + SEM. L’asterisc indica
2 20 1 diferéncies significatives determinat pel test

de Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i **
0 indica p<0.005.

wt pho84A

A continuacid, es va decidir inferir en la via de senyalitzacio, i es
va testar la sensibilitat a la radiaci6 ultraviolada d’una soca pho854,
d’una pho804 1 d’una pho4A.

Com s’aprecia al grafic la soca pho44 és significativament
sensible a la radiacié UV (Figura 29), d’aquesta soca es coneix que
presenta uns nivells molt baixos de polyP (Ogawa et al., 2000), ja que
promou la transcripcio dels gens involucrats en la sintesi d’aquests, per
tant es confirma la importancia del polyP per fer front al dany per UV.
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En canvi, els mutants pho854 | pho804, que s’esperaria a priori
que fossin més resistents, o si més no, no fossin sensibles ja que tenen
Pho4 constitutivament activat, es veu com son més sensibles que la
soca salvatge (Figura 29). Aix0 pot ser degut a diferents efectes
secundaris sobre aquests mutants que es detallaran a 1’apartat de
discussio.

120 1
100 1 l
80 -
60

40 -

% supervivéncia (60 J/m2)

20 -

wt  pho85A pho80A pho4A

Figura 29 La soca pho44 també és més sensible a la radiacié UV. Cél-lules wt,
pho854, pho804 i pho4A van ser plaguejades en YPD i irradiades amb 60 J/m?, es
van contar el nombre de colonies al cap de 48 hores. El grafic mostra el percentatge
de supervivéncia dels diferents mutants respecte la soca salvatge. Es mostra la mitjana
de 7 experiments independents £ SEM. L’asterisc indica diferéncies significatives
determinat pel test de Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i ** indica p<0.005.
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6.3 Viabilitat dels mutants del metabolisme dels dNTPs

Finalment, si la delecid dels gens encarregats d’aportar la font de
fosfat a la via de sintesis de dNTPs, ja siguin transportadors d’alta
afinitat, complex de sintesis de polyP o polifosfatases, son sensibles al
dany a DNA per ultraviolat; la segiient qliestié és quin sera 1’efecte de
la radiacio ultraviolada sobre els mutants amb baixa activitat nucleosid
quinasa.

Per respondre la pregunta, es van utilitzar els segiients mutants:
adklA, quinasa responsable de la conversi6 de AMP a ADP, ynkiA,
nucledsid difosfat quinasa responsable de la conversié de dNDPs a
dNTPs, i coma control positiu dunlA, quinasa responsable d’induir la
resposta de sintesi de dNTPs després de dany a DNA. Com s’observa a
la figura 30, aquests mutants sén significativament més sensibles a la
radiacio ultraviolada que la soca salvatge.

100 { —
80 -
60 - .
40 -

*E

20 i *E

LU0 ]

wt adk1A ynk1A duniA

% supervivéncia (60 J/m2)

Figura 30 Mutants amb baixa activitat nucledsid quinasa també sén més
sensibles a la radiacié UV. Cél-lules wt, adkiA, ynkIA i duniA van ser plaquejades
en YPD i irradiades amb 60 J/m?, es van contar el nombre de colonies al cap de 48
hores. El grafic mostra el percentatge de supervivéncia dels diferents mutants respecte
la soca wt. Es mostra la mitjana de 4 experiments independents + SEM. L’asterisc
indica diferéncies significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. * indica
p<0.05 i ** indica p<0.005.
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7.UN EXCES DE POLYP CONFEREIX RESISTENCIA
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80

40

ENFRONT LA RADIACIO UV

Per confirmar el rol protector del polyP enfront la radiacié UV, es
va investigar si nivells superiors als normals de polyP podrien protegir
la cel-lula de la radiacié UV. Es van incrementar els nivells de polyP de
dues maneres. Per una banda es van créixer cel-lules salvatges en
condicions de sobrecarrega de polyP (Werner et al., 2005), amb les
quals s’obtenen nivells tres vegades superiors als normals com s’indica
a la figura 31. Per altra banda, es va induir la sobre expressio de VTC4,
amb la qual cosa es va incrementar en un 20% els nivells de polyP a la
cel-lula. Tan en I’una com en I’altra, es va observar una bona correlacid
entre els nivells de polyP al moment d’irradiar les cél-lules i la
supervivencia (Figures 31 i 32).

1x

2x 3x
Contingut de PolyP

90

Figura 31 Nivells més alts de
polyP confereixen més
resisténcia enfront a dany per
UV. Cél-lules wt es van créixer
amb unes condicions especifiques
per sobrecarregar-les de polyP
(Werner et al., 2005). Es van
plaquejar i irradiar amb 40 J/m? i
al cap de 48 hores es van contar el
nombre de colonies. Es mostra la
mitjana de 3 experiments
independents + SEM. L’asterisc
indica diferencies significatives
determinat pel test de Mann-
Whitney U. * indica p<0.05 i **
indica p<0.005.
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Figura 32 La sobreexpressio de vtc4 dona
resistencia enfront el dany per UV. Cél-lules wt
portadores del vector buit o portadores del vector
160 - amb VVTC4 van ser plaquejades en YPD i irradiades

T amb 60 J/m?. El grafic mostra la supervivéncia de

200 A

*

120 A les cél-lules que sobreexpressaven VTC4 respecte
les portadores del vector buit després de 48 hores

80 | del tractament. Es mostra la mitjana de 3
experiments independents £+ SEM. L’asterisc indica
diferencies significatives determinat pel test de

40 1 Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i ** indica
p<0.005.

0

) VTC4

Aquests resultats reforcen la idea prévia que el polyP és un
element clau per protegir les cél-lules de la radiaciéo UV en llevats. El
que es va plantejar a continuacio va ser si el polyP confereix resisténcia
enfront d’altres agents mutagénics, o aquests efectes observats son
especifics pel tipus de dany provocat per la radiacié UV.
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8.EL POLYP CONFEREIX RESISTENCIA CONTRA
ALTRES TIPUS D’AGENTS MUTAGENICS

Per elucidar aquesta questio es van exposar les cél-lules a MMS.
Agquest mutagen és un agent alquilant que ocasiona canvis quimics en
les bases del DNA, provocant la formacié d’aparellaments erronis entre
les bases; es produeixen transicions o transversions.

A I’igual que en el cas de del dany per UV, la soca vtc44 presenta
pitjor supervivencia que la soca salvatge enfront al mutagen (Figura
33), suggerint que el polyP protegeix contra diferents tipus de dany a
DNA.

Figura 33 La soca vtcdd també és més
100 + sensible al dany per MMS. Cél-lules wt i
vic44 es van créixer durant 4 hores en medi
% 80 - . sintétic complet suplementat amb un
o % T 0.033% de MMS, llavors es van plaquejar
% < 60 A en plaques YPD i es van contar el nombre
2 de colonies al cap de 48 hores. El grafic
] g. 40 - mostra el percentatge de supervivencia del
X~ vic4A respecte la soca wt. Es mostra la
mitjana de 4 experiments independents +
20 1 SEM. L’asterisc  indica  diferéncies
significatives determinat pel test de Mann-
0 Whitney U. * indica p<0.05 i ** indica

wt vic4A p<0.005.

Per continuar en la investigacio, es va decidir investigar si el rol
protector del polyP en cél-lules de llevat esta conservat en cel-lules de
mamifer.
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9.ES MANTE EL ROL PROTECTOR DEL POLYP EN
CEL-LULES DE MAMIFER

Com s’ha mencionat a la introduccio, els enzims responsables de
la sintesis i la degradacio del polyP en cel-lules de mamifer encara no
s’han pogut identificar. Per aquesta raé molts autors han utilitzat la
sobreexpressio del gen PPX1 de llevats, per aconseguir reduir els
nivells de polyP en cultius cel-lulars (Wang et al., 2003). A més, es va
sobreexpressar el PPX1 fusionat a una sequéncia de localitzacio nuclear
(NLS), ja que en cel-lules animals I’increment de dNTPs per fer front al
dany a DNA es troba focalitzat al lloc del dany (Niida et al., 2010),
suggerint que la fraccié important de polyP durant el dany a DNA
podria ser la nuclear.

9.1 El PPX1 s’expressa perfectament en cél-lules HEK293

El primer que es va fer va ser, per una banda comprovar que
realment el PPX1 de S.cerevisiae s’expressés en cel-lules HEK293, i
per I’altra que el NLS-PPX1 es localitzés a nucli.

Com s’observa a la figura 34, tan el Ppx1 com el NLS-Ppx1
s’expressen  perfectament  en cel-lules HEK?293, pero
desafortunadament només una petita part del NLS-Ppx1l es troba
localitzat a nucli.
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Figura 34 Nivells d’expressio i localitzacié del Ppx1 i del NLS-Ppx1 en cél-lules
HEK?293. Cél-lules HEK293 van ser transfectades amb el plasmidi pIRES2 buit, amb
el mateix plasmidi portador del gen PPX1 de S. cerevisiae o amb el gen PPX1
fusionat a una senyal de localitzacié nuclear (NLS). Primer, es va dur a terme una
separacié nucli-citoplasma, i a continuacié es fer un western-blot de cada una de les
fraccions (extracte, citoplasma i nucli). Es va utilitzar un a-flag per detectar el Ppx1,
un o-laminina B per diferenciar la fraccié nuclear i un a-tubulina per diferenciar la
fraccid citoplasmatica.

9.2 Ppx1 redueix els nivells de polyP en cél-lules humanes

A continuacié, es va procedir a comprovar si aquesta
sobreexpressio tenia algun efecte sobre els nivells de polyP d’aquestes
cel-lules. Com s’observa a la figura 35, les cél-lules que sobreexpressen
PPX1 presenten nivells de polyP estadisticament significatius més
baixos que les cél-lules portadores del plasmidi buit. A més, el NLS-
PPX1 sembla que presenta uns nivells encara més baixos que el PPX1,
indicant que possiblement estigui degradant almenys una petita part de
la fraccié nuclear del polyP a més de la citoplasmatica.
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Figura 35 La sobreexpressio de PPX1 i NLS-PPX1 produeix la caiguda del polyP
en cél-lules HEK?293. Es van mesurar els nivells de polyP de les mateixes cel-lules
que a la figura 33. El grafic mostra els nivells de polyP de les cél-lules que
sobreexpressen PPX1 i el NLS-PPX1 respecte els nivells de les cél-lules que contenen
el plasmidi buit. Es mostra la mitjana de 6 experiments independents + SEM.

L’asterisc indica diferéncies significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. *
indica p<0.05 i ** indica p<0.005.

Quan es va tenir el sistema a punt es va procedir a investigar el

rol protector que pot tenir el polyP en cél-lules de mamifer exposant
aquestes cel-lules a la radiacio UV.
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9.3 El polyP protegeix de la radiacié UV en cél-lules humanes

Amb aquesta estrategia, es va comparar la viabilitat de les
cél-lules HEK?293 transfectades, o bé amb un plasmidi portador del gen
PPX1 o NLS-PPX1, o bé amb un plasmidi buit.

Supervivéncia
Cél lules HEK293

100

*E
*E

80 - I =

60 -

40 -

20

% supervivencia (80J /m?)

0
PIRES: %] PPX1 NLS-PPX1

Figura 36 Baixos nivells de polyP estan relacionats amb una baixa resisténcia
enfront al dany amb UV en cultius cel-lulars. Les mateixes cél-lules de la figura 36
es van irradiar amb 80 J/m® i es va fer un assaig MTT per determinar la seva
viabilitat. Es mostra la mitjana de 3 experiments independents + SEM. L’asterisc
indica diferéncies significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. * indica
p<0.05 i ** indica p<0.005.

Com s’observa a la figura 36, les cél-lules que sobreexpressen
PPX1 presenten una supervivéncia significativament inferior que les
cél-lules control portadores del plasmidi buit, posant de manifest el rol
protector del polyP enfront el dany a DNA.

Les cél-lules portadores del gen NLS-PPX1 tambe son sensibles a
la radiacié ultraviolada (Figura 36), pero tenint en compte que només
una petita fraccio localitza a nucli i que presenta el mateix index de
supervivencia que el PPX1, podriem afirmar que el que estem veient és
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I’efecte de PPX1 al citoplasma. Per poder analitzar en precisio el rol de
la fraccio nuclear del polyP, intentarem buscar la forma de localitzar el
Ppx1 majoritariament a nucli.

9.4 El polyP ens protegeix dels raigs solars

Finalment, es va comprovar la mateixa idea amb un model més
fisiologic. La llum UV, provinent dels raigs solars que impacten sobre
la pell humana, arriba a la dermis induint dany sobre els fibroblasts
presents en aquesta capa (Sander et al., 2002).

Es van infectar cultius primaris de fibroblasts humans de la
dermis (HDFa) amb lentivirus portadors o bé d’un plasmidi buit o bé
qualsevol de les dos construccions de PPX1. Tot i que es va comprovar
que les dues construccions expressessin perfectament PPX1, no es van
provar els nivells de polyP d’aquestes cel-lules sense sobreexpressar
PPX1 i sobreexpressant-lo, per tant es va suposar que Ppx1 també pot
degradar el polyP en aquestes cél-lules. Tampoc s’ha comprovat que el
NLS-PPX1 es localitzi a nucli, perd considerem que almenys la
mateixa proporcio observada en cél-lules HEK293 estara present també
a nucli en aquest tipus cel-lular. Igual que les cél-lules HEK293, es van
irradiar els HDFa amb llum UV per analitzar el possible rol protector
del polyP en aquestes cel-lules.

Els HDFa que expressaven PPX1 van esdevenir també més
sensibles a la radiaci6 UV que les cél-lules control (Figura 37).
Sorprenentment, en aquest cas el NLS-PPX1 presenta una
supervivencia més baixa que el PPX1, possiblement aqui si que existeix
un efecte addicional sobre la degradacio citoplasmatica produit per la
degradacio de la fraccio nuclear del polyP. Per tant, aquest resultat
suggereix que la fraccio nuclear del polyP podria actuar coma un nou
factor de resistencia contra el dany induit per radiacié ultraviolada en
cultius cel-lulars.
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Figura 37 Baixos nivells de polyP disminueixen la resisténcia al dany per UV
dels fibroblasts humans de la dermis (HDFa). HDFa van ser infectats amb els
lentivirus indicats i irradiats amb 60 J/m? llavors es va fer un assaig MTT per
determinar la viabilitat. Es mostra la mitjana de 5 experiments independents + SEM.
L’asterisc indica diferéncies significatives determinat pel test de Mann-Whitney U. *
indica p<0.05 i ** indica p<0.005.

El conjunt d’aquests resultats suggereix, primer que el polyP
actua com a protector enfront la radiaci6 UV, provinent dels raigs
solars, que incideix sobre la pell humana. I segon, que possiblement
aquest rol protector es troba conservat des de llevats fins a humans.
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10. CPPED1, NOVA POLIFOSFATASA HUMANA?

L’any 2006 es va fer un estudi bioinformatic mitjancant un
meétode anomenat EFICAz (Enzyme Function Inference by a Combined
Approach) (Arakaki et al., 2006). Aquest metode té com a objectiu
determinar la possible funci6 d’un enzim desconegut a partir de la seva
seqliencia. Combina diferents metodes per generar prediccions el més
fiables possible: (1) associar la seqiiéncia a una familia génica, (2)
preséncia de possibles dominis funcionals, (3) preséncia de residus
associats a alguna funcio6 concreta.

En aquest estudi es va predir que el gen CPPEDL1 és una possible
endopolifosfatasa humana, per tant es va decidir testar si la
sobreexpressio d’aquest gen tenia el mateix efecte que la
sobreexpressio de PPX1.

10.1 El CPPED1 s’expressa en cél-lules HEK?293

Igual que es va fer amb el PPX1, es va comencar comprovant que
el gen transfectat CPPEDL1 s’expressés en cél-lules HEK293 (Figura
38).

a-flag —
a-GFP L —
@ N
&
0‘2

Figura 38 Expressié de CPPED1 en cél-lules HEK293. Cél-lules HEK293 van ser
transduides amb el plasmidi pIRES2 buit 0 amb el mateix plasmidi portador del gen
CPPED1 huma. Es va fer un western-blot per veure per una banda, els nivells de
transduccié amb un a-GFP, i per una altra veure els nivells d’expressio del constructe
amb un o-flag.

99



10.2 Cppedl redueix els nivells de polyP en cel-lules de mamifer

Una vegada comprovat que CPPED1 s’expressa en aquesta linia
cel-lular, es va procedir a comprovar si aquesta sobreexpressié tenia
algun efecte sobre els nivells de polyP d’aquestes cel-lules.

Com s’observa a la figura 39, les cél-lules que sobreexpressen
CPPEDL presenten nivells de polyP estadisticament significatius més
baixos que les cel-lules portadores del plasmidi buit. Aquest resultat
indica per primera vegada que Cppedl podria tenir activitat

polifosfatasa.
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Figura 39 La sobreexpressio de
CPPEDL1 produeix la caiguda del polyP
en cél-lules HEK293. Cél-lules HEK293
van ser transduides amb el plasmidi
pIRES2 buit o amb el mateix plasmidi
portador del gen CPPED1 huma. El grafic
mostra els nivells de polyP de les cel-lules
que sobreexpressen CPPEDL1 respecte els
nivells de les cel-lules que contenen el
plasmidi buit. Es mostra la mitjana de 6
experiments  independents + SEM.
L’asterisc indica diferéncies significatives
determinat pel test de Mann-Whitney U. *
indica p<0.05 i ** indica p<0.005.

Finalment, es va analitzar si la sobreexpressio de CPPED1 també
produia més mortalitat a les cel-lules després de ser irradiades amb

llum ultraviolada.
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10.3 La sobreexpressio de CPPED1 provoca més sensibilitat a la
lHum UV

Com era d’esperar, si la sobreexpressi6 de CPPED1 redueix
considerablement els nivells de polyP, aquestes cél-lules haurien de ser
més sensibles a la llum UV que les portadores del plasmidi buit; i
aquest és el cas (Figura 40).

Supervivéncia
cél-lules KEK293

100 A * Figura 40 La sobreexpressié de
= I CPPED1 produeix meés sensibilitat
% 80 A enfront la llum UV en céllules
3 HEK?293. Les mateixes cél-lules de la
E 60 | figura 39 es van irradiar amb 80 J/m? i es
9 va fer un assaig MTT per determinar la
:g seva viabilitat. Es mostra la mitjana de 3
% 40 A experiments independents * SEM.
S L’asterisc indica diferéncies
B‘g 20 4 significatives determinat pel test de

Mann-Whitney U. * indica p<0.05 i **
0 indica p<0.005.

) CPPED1
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1.EL POLYP MANTE ESTABLES ELS NIVELLS DE
FOSFAT DURANT LA SINTESI DE dNTPs

La hipotesi inicial en que es basa aquest treball és que el polyP
podria ser un factor molt important per mantenir la homeostasi del
fosfat durant la sintesi de dNTPs abans i durant la fase S. De fet, la idea
es troba suportada per diverses reflexions:

La primera, en llevats la concentracié de fosfat corresponent als
nucleotids és d’uns 20 mM, similar a la del fosfat lliure citoplasmatic,
per tant tot indica que hi ha d’haver una regulaci6 coordinada entre el
metabolisme del fosfat i la sintesi de nucleotids (Gauthier et al., 2008).

La segona, en medi ric una cél-lula de llevat té una activitat de
transport de fosfat estimada entre 4.6 x 10° i 7.8 x 10" molécules/minut
i cel-lula segons els calculs realitzats en diferents laboratoris (Giots et
al., 2003; Wykoff and O'Shea, 2001; Zvyagilskaya et al., 2008).
Aquests valors, s’obtenen a partir d’estudis on es mesurava el transport
de fosfat cap a I’interior de la cel-lula en diferent situacions (taula 3).

Autor Condicions Velocitat
(molécules/min i cel)

Wikoff YPD 7,8 x 10

Giots Starved cells 2,1 x 10’

Zvyagilskaya Starved cells 4,6 x 10°

Zvyagilskaya 3% glucosa 14,4 x 10’

Taula 3 Velocitat de captacio6 de fosfat en S. cerevisiae.
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Podriem assumir com a general un valor entremig entre les
velocitats extremes aportades pels diferents laboratoris, i per tant que
aquesta velocitat d’entrada aporta aproximadament la quantitat de
fosfat necessaria per tirar endavant la constant sintesi de RNA i
fosfolipids sense alterar I’homeostasi del fosfat. Pero caldria tenir en
compte que durant la replicacié del DNA, la cél-lula necessita en
questié de minuts una gran aportacio de fosfat per sintetitzar el conjunt
de dNTPs necessaris per replicar el genoma. El genoma de S. cerevisiae
consta de 2.4 x 10" nucleotids, cada un format per tres molécules de
fosfat per tant durant la replicacio del DNA la cél-lula necessita més de
7.5 x 10" molécules de fosfat, ja que sempre es sintetitzen més dels
necessaris. Aquesta sintesi per tant pot afectar considerablement
I’homeostasi del fosfat a no ser que hi hagi una reserva de fosfat
preparada per esmorteir aquesta demanda, segons la nostra hipotesi el

polyP.

Tenint en compte que les cél-lules de llevat nomes incrementen
unes tres vegades, aproximadament, els nivells de dNTPs durant la
replicacio del DNA, podriem pensar que el rol del polyP en cel-lules de
mamifer, on I’increment de dNTPs és d’unes 20 vegades (Hakansson et
al., 2006), és encara més rellevant que en llevats.
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2.REGULACIO DELS ENZIMS DEL PolyP

Resultats presentats en aquesta tesi, que demostren una connexié
entre el metabolisme del polyP i la sintesi de dNTPs, podrien ajudar a
interpretar resultats aillats obtinguts durant els Gltims anys i que fins ara
no tenien una interpretacio clara que fan referencia al rol dels enzims
del metabolisme del polyP durant diverses situacions. Alguns d’aquests
resultats son els seguents:

Primer, Ppnl relocalitza de la vacuola al citoplasma quan
s’inhibeix la sintesi de dNTPs amb HU (Tkach et al., 2012). La
resposta de la cel-lula enfront una situacid d’estrés replicatiu és
incrementar els nivells de dNTPs intracel-lulars, per tant es necessita
una aportaci6 molt gran de fosfat provinent, segons nosaltres, del
polyP. Una possible explicacié seria que hi hagi una mobilitzacié
parcial d’aquesta endopolifosfatasa des de la vacuola al citoplasma per
poder aprofitar, a més de les reserves majoritaries presents a la
vacuola, les reserves de polyP presents al citosol.

Segon, el mutant vzc44 és sensible a hidroxiurea (HU) (Niu et al.,
2008). Segons els nostres resultats, els mutants que no poden utilitzar
reserves de polyP sén més sensibles al dany a DNA que una soca
salvatge, probablement perqué no poden sintetitzar el conjunt de
dNTPs necessaris per superar aquesta situacié adversa.

Tercer, hi ha un increment dels nivells de proteina de Vtcl i Vic4
en resposta a estres replicatiu (Tkach et al., 2012). Aquest resultat
pareix ser contradictori ja que Vtc4 s’encarrega de la sintesi de polyP,
perd pot ser interpretat com un efecte indirecte provocat per una
degradacio sobtada de les reserves de polyP intracel-lulars. Nosaltres
veiem un efecte paregut, ja que els nivells de Vtc4 augmenten a final de
G, i durant la fase S al mateix temps que es produeix la degradacio del
polyP per fer front a la sintesi de dNTPs.
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Quart i ultim, Vtc2 i Vtc3 canvien la seva localitzacié depenent
dels nivells de fosfat intracel-lulars. En condicions optimes de fosfat es
troben situats a la periféria cel-lular, en canvi quan el fosfat és limitant
a la cél-lula es situen a la vacuola (Hothorn et al., 2009). Seguint amb
el plantejament anterior, la cél-lula detecta que han caigut els nivells de
fosfat i1 respon expressant els transportadors d’alta afinitat i
relocalitzant a la vacuola el complex de sintesi de polyP per evitar que
es produeixi un feedback negatiu sobre els transportadors d’alta
afinitat. Aquest resultat ens permet seguir investigant ja que ens han
sorgit diferents preguntes com per exemple, si canvien la localitzacio
aquestes proteines durant el cicle cel-lular o si la canvien enfront d’una
situacié de dany a DNA, que ens poden ajudar a entendre millor la
regulacio d’aquests enzims.

En conjunt aquests resultats suggereixen que el metabolisme del
polyP esta modulat, almenys en part, d’una forma coordinada amb la
necessitat de dNTPs.
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3.REPLICACIO DEL DNA SOTA CONDICIONS DE BAIX
FOSFAT

Els medis sintétics i rics utilitzats habitualment als laboratoris, el
fosfat esta 5 vegades més concentrat que la concentracio tipica del most
(Coombe and Dry, 2004). En les condicions del laboratori, podriem
pensar que la rellevancia fisiologica del polyP durant la fase S podria
estar emmascarada per la gran quantitat de fosfat present al medi i
I’activitat dels transportadors, esmentat a 1’apartat anterior. Aixo podria
explicar perqué no s’ha descrit mai un fenotip evident dels mutants
vic4A | ppnld/ ppxIA en condicions normals de laboratori. A més, pel
que fa a ppnid/ ppxiA és important formar el doble KO, ja que els
mutants simples tenen activitat polifosfatasa i per tant no tenen fenotip
aparent, aquesta podria ser una altre explicacié de perqué no s’han
trobat mai fenotips dels mutants individuals en cribratges del tipus
“high-throughput”.

Pero, si es van a buscar petites diferencies, hem vist que una soca
vic44 en YPD presenta un retras de dos minuts durant la progressio pel
cicle respecte una soca salvatge, a més aquest subtil fenotip es torna
molt aparent en experiments molt especifics com son els de competicio
. Es aqui quan es pot observar que els dos minuts de retras, signifiquen
una reduccié gairebé del 50% de la poblaci6 vic44 respecte la poblacio
salvatge en qliestié de pocs dies, posant de manifest la importancia del
polyP en la natura.

Malgrat nosaltres per poder treballar sobre un fenotip més evident
hem realitzat els experiments en condicions limitants de fosfat, creiem
que el polyP juga un paper essencial en qualsevol condicio.
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4.NOU MECANISME PER CONTROLAR ELS NIVELLS
DE dNTPs

Sorprenentment, els mutants del PolyP que presenten nivells molt
baixos de dNTPs i un retras considerable durant la progressio pel cicle
cel-lular, no activen la via Mec1/Rad53 de resposta a estres replicatiu o
a dany a DNA (Figura 41).
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Figura 41 Els mutants vicd4A i ppnld/ppxIA no presenten activacié de la via
Mecl/Rad53. Cél-lules wt, vic44 i ppnid/ppxIA van ser sincronitzades a G; amb
a-factor i alliberades en medi sintétic complet baix en fosfat. EI panell A mostra la
mitjana de la quantificacié dels nivells de Rad53 fosforilat de 2 experiments
independents. El panell B mostra la mitjana de la quantificacio dels nivells de Rnr3 de
2 experiments independents. Aquests resultats han estat obtinguts pel Joan Marc
Martinez i formaran part de la seva tesi.

Aquesta absencia d’activacio dels indicadors de dany a DNA pot
tenir varies explicacions:

Primer, que el nivell d’activacioé del checkpoint estigui per sota
del nostre limit de deteccid en aquestes condicions.
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Segon, que els mutants progressen lentament per fase S pero
suficientment rapid com per no activar la via de Rad53. Es a dir,
aquests mutants presenten nivells baixos de dNTPs pero abans d’entrar
en S s’observa un petit increment respecte al temps zero, per tant
pensem que podria ser suficient com per no activar el checkpoint.

| tercer, com va publicar el grup del Merril, podria estar actuant
un nou mecanisme que s’encarrega de frenar la replicacid del DNA
quan els nivells de dNTPs no es mantenen per sobre d’uns minims,
independentment de la via Mecl-Rad53 (Koc et al., 2004). Tot i que
aquest grup no ha publicat res més d’aquesta mecanisme, podria ser
molt interessant i compatible amb el comportament dels mutants
incapacos de sintetitzar o degradar polyP. En qualsevol cas es
necessiten més experiments per poder identificar el mecanisme
molecular responsable del retras durant la progressié pel cicle d’aquests
mutants i, de fet, actualment estem treballant per identificar aquest
mecanisme. Al respecte, ja tenim algun resultat preliminar, per tant
desitjaria el dia de la defensa oral poder aportar noves proves que
confirmin I’existéncia d’aquest nou mecanisme.
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5.BAIXOS NIVELLS DE POLYP POSSIBLE CAUSA
D’INESTABILITAT GENOMICA

Recentment, el grup d’en Keren va demostrar que comencar la
replicacio del DNA en nivells baixos de dNTPs, desencadenava en
inestabilitat genomica en cél-lules de mamifer (Bester et al., 2011),
factor determinant en la majoria de cancers. Van concloure que
qualsevol factor que facilités la divisié cel-lular sense una sintesi de
dNTPs adequada, podria ser causant de dany al DNA i per tant de la
conseqlient carcinogénesis.

En aquesta tesi es demostra que la degradacié del polyP esta
acoblada amb la sintesi de dNTPs, i que en la seva absencia no es
poden sintetitzar els dNTPs necessaris per afrontar la replicacié del
DNA, almenys en condicions limitants de fosfat.

Per tant, tenint en compte els resultats del grup d’en Keren, els
nostres resultats suggereixen que el polyP podria ser un factor
important per mantenir 1’estabilitat genomica. Durant aquesta tesi no
s’ha provat que fos aixi, pero un dels futurs objectius sera determinar si
I’abséncia de polyP pot ser una causa d’inestabilitat genomica.

Seguint en aquesta linia, és logic pensar que mutacions sobre els
enzims involucrats en la sintesi i la degradacio6 del polyP en cél-lules de
mamifer podrien ser una causa de inestabilitat genomica i, per tant,
causa de carcinogenesis. Encara que aquestes activitats enzimatiques
son fins avui desconegudes, ja s’ha descrit una possible
exopolifosfatasa de mamifers anomenada h-prune (Tammenkoski et al.,
2008), la qual es troba involucrada amb els processos tumorals, de fet,
se la considerat una diana quimioterapica important (Carotenuto et al.,
2013; Carotenuto et al., 2014).

112



En el mateix sentit, el fet que la sobreexpressio de CPPED]1,
descrita com a possible endopolifosfatasa ara fa uns anys (Arakaki et
al., 2006), provoqui una davallada dels nivells de polyP en cél-lules
HEK?293, tot i que és un resultat molt preliminar podriem estar davant
de la primera endopolifosfatasa descrita en humans, doncs bé aquest
enzim també esta relacionat en cancer. Curiosament, s’ha descrit una
sobreexpressio d’aquest gen en cultius primaris de melanoma en fase
metastasica, indicant que probablement juga un paper important en
etapes avancades de la malaltia (Smith et al., 2004).

Aquests dos casos s’ajusten a la prediccié que fa aquest treball de
tesi que el polyP juga un paper en I’estabilitat genomica i els processos
d’establiment de la carcinogénesi. A més, ens marquem com a futurs
objectius, per una banda caracteritzar in vitro la possible activitat
endopolifosfatasa d’aquesta proteina, i per 1’altra analitzar el seu rol
fisiologic en cél-lules de mamifer.
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6.NOVA PERSPECTIVA DE LA NUCLEOSID DIFOSFAT
QUINASA

Com ja s’ha explicat a la introduccio, historicament el complex
RNR ha estat considerat el complex essencial per tirar endavant la
sintesi de dNTPs, de manera que pocs son els estudis referents als
enzims necessaris de la fosforilacio del nucleosid per finalment obtenir
el nucleosid trifosfat.

Un altre de les aportacions interessants d’aquest treball de tesi, es
indicar el paper també rellevant d’aquestes quinases, concretament la
nucleosid difosfat quinasa Ynk1, durant la sintesi de dNTPs, ja sigui
abans de fase S o en una situacié de dany a DNA. Aix0 quadra amb el
fet, que el gen que codifica per la nucleosid difosfat quinasa de llevats
(YNKZ1), s’expressa al final de G; justament abans de la sobtada sintesi
dels dNTPs (Spellman et al., 1998; Keim et al., 1992), posant de
manifest la seva importancia durant la sintesi de dNTPs.

D’altra banda, hem pogut veure que una soca ynkIA és
significativament més sensible a la radiaci6 ultraviolada que una soca
salvatge, posant de manifest, també, la importancia de Ynkl en la
recuperacio després de dany a DNA (Yang et al., 2009). En aquest
sentit, Ynk1l comparteix el 60% de la segiiéncia aminoacidica amb la
proteina humana NM23-H1, el primer gen supressor de tumors
identificat en humans (Hartsough and Steeg, 1998). A més, cal
assenyalar que I’expressio NM23-H1 esta reduida en cél-lules
metastasiques de melanoma i mama (Steeg et al., 1988), suggerint que
I’activitat catalitica d’aquesta nucleosid difosfat quinasa €s necessaria
per produir els nivells correctes de dNTPs, i per tant per evitar la
presencia d’inestabilitat genomica en les cel-lules de mamifer.

En conjunt, aquests resultats reforcen la idea de que la nucleosid
difosfat quinasa no és un simple enzim que actuara després del
principal complex RNR, sind que és un enzim a tenir molt en compte a
I’hora de replicar el DNA o afrontar una situaci6 de dany al DNA.
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7.EL PolyP NOU AGENT PROTECTOR ENFRONT AL
DANY A DNA

Ja es coneix en cel-lules procariotes, que el polyP protegeix del
dany a DNA regulant I’activitat de les DNA polimerases que formen
part de la familia Y en E. Coli, mitjancant un mecanisme desconegut
fins ara (Stumpf and Foster, 2005). D’altra banda es coneix que
aquestes polimerases son sensibles a les variacions de dNTPs
intracel-lulars, per tant estic temptat d’especular que el polyP podria
també ser una font de fosfat per la sintesi de dNTPs en els bacteris
després del dany a DNA.

En qualsevol cas, ningl ha demostrat aquest rol protector del
polyP en cél-lules eucariotes. En aquesta tesi, un dels resultats més
interessants que podem veure és que el polyP actua com un factor molt
important per protegir la cel-lula enfront del dany a DNA en llevats i
tambe en cel-lules humanes.

7.1 En llevats

En llevats, hem pogut veure com el polyP confereix resistencia
enfront dos tipus diferents de dany a DNA: [lum UV i MMS.

Aquests resultats guanyen molta forga quan els relacionem amb
el medi natural on es troba una cél-lula de S.cerevisiae. El llevat es
troba sobre la pell del raim exposat a tot tipus d’agents fisico-quimics
que podrien estar afectant la seva viabilitat. Un d’aquests agents dels
quals s’ha de protegir el llevat és la radiacié ultraviolada que li arriba
de la llum del Sol, per tant segons els nostres resultats suggereixen que
la presencia de polyP pot ser una avantatge adaptativa per les cél-lules
de llevat en I’ambient natural on es troba.

El llevat també es troba exposat a altres agents com sén els
pesticides o insecticides, utilitzats per controlar les plagues al camp de
conreu. Molts d’aquests poden reaccionar amb la molecula de DNA
actuant com agents alquilants. Nosaltres hem demostrat que el polyP
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també protegeix contra el dany per MMS, per tant podria també
protegir al llevat dels efectes produits per aquests productes.

Quan s’han analitzat soques que tenen mutat algun altre gen
implicat en el metabolisme del fosfat, com ara pho44 i pho844, que a
més son mutants amb uns nivells molt baixos de polyP, hem pogut
demostrar que també sén més sensibles al dany per ultraviolat, posant
de manifest la importancia del fosfat durant una situacié de dany al
DNA, probablement per poder sintetitzar el conjunt de dNTPs
necessaris per reparar el dany. En canvi, els mutants pho854 i pho804,
dels quals s’esperaria a priori que fossin més resistents degut a la sobre
activacio de Pho4, son també més sensibles a UV. Pero, si analitzem en
profunditat aquests mutants veiem que tot i tenir Pho4 molt actiu, els
seus nivells de polyP son infims degut a greus problemes vacuolars
(Huang et al., 2002; Nicolson et al., 1995). Per tant, el resultat de
diferents mutants s’ajusta a la nostra hipotesi de que el polyP és un
factor molt important per poder recuperar-se del dany a DNA.
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7.2 En cél-lules HEK293

Com era d’esperar, la sobreexpressi6 de PPX1 en aguestes
cél-lules provoca una reduccio dels nivells de polyP del 70%. Aquesta
reduccid s’apropa molt al descrit en la literatura on van sobreexpressar
PPX1 en cultius de cel-lules cardiaques de ratoli i van observar una
reducci6 dels nivells de polyP del 80% (Seidlmayer et al., 2012).

En paral-lel a aquesta reduccid s’observa una interessant
disminucio de la supervivéncia després d’irradiar les cél-lules amb UV,
indicant que el paper protector del polyP front al dany a DNA per
radiaci6 UV demostrat en S. cerevisiae es manté també en cel-lules
humanes.

Per tant, veient que les HEK293 s6n un bon model per continuar
estudiant el rol dels polyP en cél-lules humanes, el que ara ens
plantegem és veure si el polyP podria ser un factor modulador de
I’efectivitat de determinats quimioterapics d’us clinic com ara la
cisplatina. La cisplatina és un agent pseudo-alquilant utilitzat per
combatre diferents tipus de cancers: sarcomes, alguns carcinomes,
limfomes i tumors de cél-lules germinals. El problema d’aquest
quimioterapic, per una banda, és que cal subministrar-lo a dosis
elevades amb la conseqiient toxicitat 1 efectes secundaris. I per 1’altra,
els pacients desenvolupen resisténcia al cap d’un temps amb el
tractament. Per tant, qualsevol tractament coadjuvant que incrementi la
sensibilitat de les cel-lules tumorals a aquest tipus de farmacs podria ser
considerat com una estrategia terapeutica d’interes clinic.
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7.3 En cél-lules HDFa

Existeix un article que mostra els nivells de polyP en diferents
linies cel-lulars i els seus compartiments (Kumble and Kornberg,
1995). Una de les linies analitzades és NIH 3T3, linia cel-lular de
fibroblasts embrionaris de ratoli. Aquesta linia cel-lular presenta uns
nivells de polyP al voltant de 280 pmol/ mg de proteina, molt similars
als de HEK?293. Veient que els fibroblasts son cel-lules amb nivells
importants de polyP, es va decidir utilitzar cultius primaris de
fibroblasts humans de la dermis per demostrar el paper protector del
polyP enfront la radiaci6 UV en un model el maxim de fisiologic
possible.

El resultat obtingut, on es demostra que els fibroblasts que
sobreexpressen PPX1 son més sensibles a la radiacidé UV, és
especialment rellevant ja que com hem dit als resultats, els fibroblasts
de la dermis sén especialment vulnerables als raigs UV provinents dels
raigs solars. Tot fa indicar doncs, que el metabolisme del polyP és
especialment important en aquestes cel-lules exposades constantment a
la radiacié UV, per tant continuarem treballant per esbrinar si pot
haver-hi alguna associacié entre el polyP i 1’aparicié de determinants
desordres en aquestes cél-lules.

En conclusio, ja sigui per la seva participacié en la sintesi de
dNTPs o per un efecte encara avui desconegut, podem afirmar que el
polyP juga un paper protector enfront al dany a DNA molt conservat
des de bacteris fins a eucariotes superiors.
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8.NOVES FUNCIONS PER UNA MOLECULA TAN ANTIGA

Recentment, el grup d’en Teusink ha demostrat que les molecules
de polyP son essencials per aportar residus de fosfat en una situacio
diferent a I’habitual: en la transicié des de un medi baix en glucosa a un
medi ric en glucosa (van Heerden et al., 2014). Aquesta transicid
implica una sobtada activacio de la glucolisis, per tant es produeix un
consum massiu de residus de fosfat en un periode molt curt de temps.

En el fons, el treball del Teunsik i el d’aquesta tesi reflecteixen la
mateixa idea: el polyP no només serveix per equilibrar els nivells de
fosfat durant les fluctuacions externes, sind que també és important
durant les sobtades variacions internes, que es produeixen com a
conseqiiencia, per exemple, de I’inici de la glucolisis o de I’inici de la
replicacio del DNA.

De fet, en cél-lules de mamifer, ultimament s’han descobert una
amplia gamma de funcions que desenvolupa el polyP i que resulten
crucials per a la cél-lula. Dins d’aquesta amplia varietat s’inclou,
regulacié de la coagulacié sanguinia (Muller et al., 2009; Smith et al.,
2006), mineralitzaci6 de 1’os (Omelon et al., 2009), diferenciacio
cel-lular (Morimoto et al., 2010), expressié génica (Muller et al., 2011)
i funcionament dels cardiomiocits (Seidlmayer et al., 2012).

Els resultats exposats en aquesta tesi, permeten ampliar aquesta
varietat funcional del polyP, ja que indiquen que en eucariotes
superiors el polyP podria ser un nou i important factor durant la
replicacio i la reparacié del DNA, per la seva implicacio directa en la
sintesis de dNTPs.
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Per acabar, m’agradaria resumir una vegada més la idea principal
que es desprén d’aquesta tesi.

El PolyP, molecula tan antiga i a la vegada tan desconeguda
sembla estar implicada en un procés tant antic i alhora tant conegut
com és la replicacio del DNA, i a més, juga una paper protector enfront
al dany a DNA, conservat des de bacteris fins a eucariotes superiors.

Tenint en compte que actualment el polyP esta guanyant molta
importancia per explicar processos essencials per al bon funcionament
de la cél-lula, considero que aquesta sera una molecula que anira
guanyant en importancia al llarg dels propers anys.
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CONCLUSIONS
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e La degradacié del polyP esta correlacionada amb la sintesi de
dNTPs.

e Tan VTC4 com PPX1 presenten una expressio ciclica.

e Els mutants vic44 i ppnlA/ppxIA presenten cinétiques mes
lentes de sintesi de dNTPs, almenys en condicions limitants de
fosfat.

e Els mutants vtc44 i ppnilA/ppxiA progressen molt lentament
pel cicle sota condicions limitants de fosfat.

e No s’observa activacio del checkpoint Mec1/Rad53 durant la
transicio G1/S en els mutants vic4A | ppnld/ppxiA.

e El mutant vic44 presenta un retras pel cicle d’uns 2 minuts en
YPD.

e EI mutant vtc44 presenta una pitjor fitness que una soca
salvatge.

e Els mutants vtc44 i ppnid/ppxiA, sota condicions de dany a
DNA, progressen més lentament pel cicle que una soca salvatge.

e Els mutants vic44 i ppnld/ppxiA son significativament més
sensibles al dany a DNA que una soca salvatge.

e El mutant pho914 de la col-lecci6 EUROSCARF sembla ser
pho914/ urkliA.

¢ Nivells alts de polyP es correlacionen amb més supervivencia
després d’una situaci6 de dany al DNA.

e El rol protector del polyP de dany al DNA podria estar conservat
des de bacteris fins eucariotes pluricel-lulars.

e La sobreexpressio de CPPED1 provoca una deplecié dels nivells
de polyP en cel-lules HEK293 i una sensibilitzacio davant el dany
al DNA.
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e Cultius primaris de fibroblasts humans de la dermis s6n més
sensibles a la radiacié UV quan es sobreexpressa PPX1.
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RESUM EN ANGLES
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Polyphosphate is a key factor during DNA replication

Throughout its lifespan, eukaryotic cells steadily consume free
cytoplasmic orthophosphate to produce phospholipids and mRNA.
However, during DNA synthesis, in a matter of minutes, cells require
large amount of phosphate molecules to be incorporated in dNTPs. It is
not known whether this high consumption produces a sharp variation in
cellular orthophosphate levels, or alternatively, a homeostatic system
exists to prevent any variation. Polyphosphate (polyP) is a linear chain
made of hundreds of P; residues present in all living organisms, with a
still unclear molecular function. In the present study we show that
degradation of polyP is cell cycle regulated and, also, an important
process to sustain the synthesis of dNTPs in S. cerevisiae. Mutants that
cannot synthesise polyP (vtc4A) or cannot hydrolyse it (ppnla ppx14)
present a lower rate of dNTP synthesis and it takes longer time to
duplicate DNA. Recovery after UV stress also requires high levels of
dNTPs, and here we show that mutants bearing low levels of polyP are
more sensitive to UV, while cells overexpressing VTC4 are more
resistant. Finally, we demonstrate that human dermal fibroblasts with
reduced levels of polyP are also more sensitive to UV damage,
suggesting that the protective role of polyP against UV damage might
be conserved. In conclusion, this work identifies a new and important
player during the synthesis of the building blocks of DNA.
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ANNEXOS
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ANNEX I:

Protocol d’extraccio i quantificacio de ANTPs en
llevats.
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Extraccio:

1.Preparar un o/n a OD= 0,05 en 9 mM PO,.

2.Posar el cultiu a OD=0,5 i deixar-lo amb exponencial 2h.

3.Preparar la solucié A (12% TCA, 15mM MgCI2), per 5ml: 600pl
TCA 100% + 75 pl MgCI2 1M + aigua.

4.0btenir un pellet de 2 x 10’ (2 ml de 0,7 ODs) cél-lules per
filtracio. Passar el filtre a un eppendorf de 1,5 ml. A partir
d’ara es treballa a 4°C.

5.Afegir 1 ml de solucié6 A freda. Vortejar 30 segons, deixar
incubant a 4°C durant 15 minuts, i tornar a vortejar 30 segons.

6. Centrifugar a 13000 rpm durant 5 minuts. Recollir fase aquosa
(sobrenedant)

7.Afegir 800ul de Freo:Trioctialamina (78%:22%). Agitar,
centrifugar a13000 rpm durant 5 minuts.

8.Tornar a afegir a la fase aquosa 700 pl Fred:Trioctilamina
(78%:22%). Agitar, centrifugar a 13000 rpm durant 5°.

9.Recollir 400 pl del sobrenedant i guardar-los a -80°C.

Quantificacio:

1.Retolar tots els tubs de PCR (estandards + mostres), per cada un
dels 4 dNTPs.

2.Retolar els discs de paper Whatman de 2.3 cm de diametre.
Sempre en llapis, utilitzant el mateix codi que als tubs.

3.Engegar speed-back abans de comencar. Es treballa sempre en
gel.

4.Es calcula el volum de radionucleotid que s’utilitzard perque
quedi a una concentracio final de 5 pM . Es liofilitzara amb
speed-back i es resuspén amb el volum final amb el nucleotid
que esta a 10 uM, de manera que ens queda a una concentracio
final de 15 pM. Els radionucleotids utilitzats sén el *H-ATP
(per mesurar nivells de dTTP, dCTP i dGTP) i el *H-TTP (per
mesurar nivells de dATP).

5.S’afegeix el volum calculat de radionucleotid en dos eppendorfs
per separat (*H-ATP i *H-TTP) i es deixa liofilitzar durant 30
minuts al speed-back.
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6.

7.

8.

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19

Preparacié dels estandards a partir d’una barreja de dNTPs d’un
kit de PCR. Les dilucions es fan amb aigua MQ. La curva és la
seguent afegint 5 pl: per a dATP, dGTP i dCTP (0 pmol, 0.025
pmol, 0.05 pmol, 0.1 pmol, 0.5 pmol, 1 pmol i 2 pmol). Per al
dTTP (0 pmol, 0.025 pmol, 0.05 pmol, 0.1 pmol, 0.2 pmol, 0.35
pmol i 0.5 pmol).

Es recuperen els dNTPs* liofilitzats i es dilueixen amb dATP o
dTTP freds.

Master mix de la reaccié (volum final de cada reaccié 20 pl)

Component Volum per una reacci6
Aigua MQ 10 ul
Tris-HCI 1M pH 7.5 0.8 ul
MgCl, 0.1 M 2 ul
DTT05M 0.2 pl
Oligonucleotid 5 uM 1l
SH-ATP (G, C, T) 0 *H-TTP (A) 1pl
Seqlienasa (Bioron) 0.1024 pl

S’afegeixen 15 pl de master mix en cada tub.

S’afegeixen 5 pul d’estandards i 5 pul de mostra.

S’incuba 1 hora en un bany a 48°C.

Es prepara 1 litre de Na;HPO,4 5% wi/v.

Passada I’hora de reaccio, s’agafen 18 pul de la reaccid i es
passen als discs de Whatman. Es deixen assecar durant 1-2
hores a temperatura ambient.

Es realitzen 3 rentats dels discs, de 10 minuts en agitacié amb
Na;HPO4 5% wiv.

Es realitza un rentat de 10 minuts en agitacié amb aigua MQ.
Es realitza un rentat de 10 minuts en agitacio amb etanol 70%.
Es deixen assecar els discs sobre parafilm durant 30 minuts.
S’accelera el procés amb una lampara d’infra-roig.
S’introdueix cada disc al seu vial de centelleig, 1 s’afegeixen 2
ml de liquid de centelleig.

. Finalemnt, es quantifica la radioactivitat al contador beta.
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ANNEX I1I:

Protocol d’extraccié i quantificacié d’ortofosfat
citoplasmatic en llevats.
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1.Es recullen 10 cél-lules (0,7 OD) centrifugant 1 minut a 10.000
rpm. A partir d’ara es treballa a 4°C.

2.Es resuspen el pellet de cél-ules amb 1 ml d’aigua MQ.

3. Centrifugacio a 10000 rpm.

4.Es repeteix el pas 21 3.

5. Es resuspen el pellet amb 500 pl de Tritd X-100 (0,1%).

6.Es lisen les cél-lules amb boles de vidre (3 cicles de 30 segons a
velocitat 6 m/s a la Fastprep).

7.Es centrifuga I’extracte a 13000 rpm durant 2 minuts.

8.Es recull el sobrenedant per quantificar els nivells d’ortofosfat
citoplasmatic.

9. Utilitzant una placa de 96 pous, a 10 pl de mostra se li afegeixen
86 ul d’heptamolibdat d’amoni 28 mM / acid sulfuric 2.1 M, i
64 pl de solucid6 de verd de malaquita (0,015% verd de
malaquita, 0,1% acid acétic i 0,17% glicerol).

10. Finalment es mesura I’absorbancia a 600 nm, s’analitzen els
valors obtinguts comparant-los amb una recta patré de KH,PQO,
(0-500 uM Pi).
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ANNEX I11:

Protocol d’extraccio de polyP en llevats.
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Els dos protocols utilitzats per dur a terme I’extraccio de PolyP
son: extraccio amb H,SO, (Werner et al., 2005) o fenol-cloroform
(Kumble and Kornberg, 1995).

Molt breument, el primer tracta de lisar les cel-lules amb H,SOy,,
neutralitzar amb NaOH i aquesta fase aquosa es passa per una columna
per purificar el polyP. Al segon es lisen les cél-lules amb fenol mes
SDS, s’afegeix cloroform, es centrifuga i la fase aquosa es passa per
una columna per purificar el polyP.

Tenint en compte sempre les nostres condicions experimentals,
vam apreciar 1’aparicié de molta variabilitat en els nostres resultats, per
aixo vam decidir comparar aquests dos métodes d’extraccio.

Els nostres experiments s’han basat en mesurar els nivells de
polyP al llarg del cicle cel-lular, esperant poder veure les variacions
descrites en la literatura (Neef and Kladde, 2003). Amb el métode del
sulfuric, com s’observa a la figura 42 A, nosaltres no hem aconseguit
veure variacions al llarg del cicle, probablement perque els nivells de
partida so6n massa baixos. En canvi si ens fixem amb la figura 42 B,
podem veure com en aquest cas els nivells de partida s6n més elevats i
si detectem les fluctuacions del polyP al llarg del cicle.

Creiem que el que ens interfereix en el protocol del sulfuric, i que
ens traiem de sobre amb el del fenol-cloroform, és la gran quantitat de
DNA present en I’extracte. En cultius asincronics la interferéncia del
DNA deu ser menor, pero en el nostre cas que tenim totes les cel-lules
replicant el DNA a la vegada podria ser determinant.

La nostra hipotesi és que el DNA, segurament, col-lapsa la
columna provocant la perdua de la major part del polyP, per aixo els
nivells inicials ja son tan baixos. Per comprovar aquesta hipotesi, es va
comparar cada un dels protocols tractant la fase aquosa amb més menys
DNAsa i RNAsa. I com s’observa a la figura 42, quan tractem en
D/RNAsa millorem Deficiéncia d’extraccié i podem veure millor les
fluctuacions del polyP al llarg del cicle.
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Figura 42 Nivells de polyP depenent del protocol utilitzat. Cél-lules wt van ser
sincronitzades a G; amb a-factor i alliberades en YPD. Es van prendre mostres per
quadruplicat a temps indicats per mesurar els nivells de polyP a la cél-lula. El grafic
A mostra els resultats obtinguts lisant les cél-lules amb acid sulfdric +/- DNAsa-
RNAsa, i el grafic B mostra els resultats obtinguts lisant les cél-lules amb fenol-
cloroform +/- DNAsa-RNAsa.

Per tant, I’extraccio de polyP es va fer tal i com esta descrit en
(Kumble and Kornberg, 1995), aplicant algunes modificacions.

A més, degut a que Ogawa descriu que la poblacié majoritaria de
polyP en llevats son cadenes de menys de 60 residus, i aquestes, en
gran majoria, no s’atrapen amb les columnes (Ogawa et al., 2000), vam
decidir comparar el poyP obtingut mitjancant la purificacié en columna
i la purificacio per precipitacié. Com s’observa a la figura 15, quan es
purifiquen els polyP amb columna estem perdent vora el 50% del
contingut total respecte la purificacio per precipitacio.
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Figura 43 Nivells de polyP depenent de la purificacié6 emprada. Cel-lules wt es
van créixer en condicions de sobrecarrega de polyP. Es van prendre mostres a
diferents temps per per mesurar els nivells de polyP a la cél-lula. Les barres negres
mostren els nivells de polyP obtinguts purificant amb columna i les barres blanques
indiquen els nivells de polyP obtinguts per precipitacié. EI grafic mostra els resultats
d’un experiment representatiu.

Nosaltres ens vam percatar d’aquesta situacié quan ja teniem
gairebé totes les mesures fetes amb el sistema de columna, per tant vam
decidir acabar el projecte purificant amb columna, perd ho tindrem en
compte en futurs experiments.
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El protocol complet detallat és el segiient:

Preparacié dels tubs de rosca:

A) Afegir 300 ul de fenol + 40 pl de SDS 10%. (Per agafar el
fenol passem un volum x amb una pipeta de vidre a un falcon
de 50 ml vigilant no agafar de la capa superior i d’aqui anem
dispensant als tubs.)

B) Afegir 350 ul de cloroform. (Hi ha aliquota de cloroform en
pot de vidre)

1.Resuspendre el pellet de cél-lules amb 400 ul de buffer AE (50
mM AcNa pH 5.3, 10 mM EDTA) fred.

2.Passem les cel-lules al tub A (Se resuspen un i es passa rapidament
al tub A, el segon i tub A i aixi successivament)

3.S’enrosquen bé els taps, es mouen vigorosament 4 cops i €S
vortegen durant 5 segons cada un.

4.Bullir a 65°C durant 5 minuts.

5. Deixar-los minim 1 minut en gel.

6. Afegir 300 ul de cloroform.

7.Enroscar, moure 4 cops vigorosament i voteijar 5 segons.

8. Centrifugar a temperatura ambient 2 minuts a 14000 rpm.

9.Recuperar la fase aquosa (part de dalt) i passar-la al tub B (pipeta de
1000 marcada a 400 pl, sostenim el tub obliquament i es va
succionant molt poc a poc continuadament i sempre desde el limit
superior fins que arribem a la interfase (restes cel-lulars, color

blanc)).

10. Enroscar, moure 4 cops vigorosament i vorteijar durant 5
segons (si no ens hem emportat interfase quedara transparent)

11. Centrifugar a temperatura ambient 2 minuts a 14000 rpm.

12. Recuperar la fase aquosa i passar-la a un tub de rosca nou.
(mateix procediment del pas 10, aqui no veurem interfase per tant es
para d’agafar al limit amb la fase organica).

13. Afegir 2 pl de RNAsa (10 mg/ml) i 2 pl de DNAsa (10 mg/ml)
a cada tub i incubar 1 hora a 37°C.

14. Preparar eppendorfs amb 1 ml de etanol absolut (Panreac) + 40
pl d’acetat de sodi (3M, pH 5.3) i gurdar-los a -20°C.

15. Transeferir la fase aquosa a I’eppendorf amb etanol i acetat de
sodi, i incubar 3 hoeres a -20°C.
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.

25.

Centrifugar durant 20 minuts a 14000 rpm a 4°C.

Eliminar per decantacio el sobrenedant.

Afegir 500 pl de etanol 70%

Centrifugar durant 5 minuts a 14000 rpm a 4°C.

Eliminar per decantacio el sobrenedant.

Centrifugar 1 minut per eliminar restes d’etanol

Treure amb la pipeta de 200 les restes d’etanol

Deixar els eppendorfs oberts a temperatura ambient durant 5
mMinuts perque s’acabin d’assecar.

Resuspendre amb la pipeta de 200 els pellets amb 50 ul d’aigua
MQ. (Si es preveu poca mostra resuspendre en 25 ul, perd mai en
menys perqué necessitem 20 pl per quantificar)

Guardar les mostres a 4°C (Més val no congelar si s’han de
quantificar en 24-72 hores).
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