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RESUM

Els nutrients soén els factors trofics més importants per al llevat, i la seva
limitacio provoca una aturada del cicle en la fase G1. Aquesta resposta d’adaptacio als
canvis nutricionals del medi assegura la maxima viabilitat de la cél-lula, i permet l'inici
de diferents processos de diferenciacié segons les condicions nutricionals.

El cicle cel-lular de Saccharomyces cerevisiae esta regulat en diferents punts
per mecanismes de control intern que asseguren la proliferacié sense cap anomalia en
els diferents processos cel-lulars. Al final de la fase G1, si les condicions nutricionals
son optimes, es déna el compromis de continuar el cicle fins a la propera fase G1. La
via de senyalitzacié de la limitacid de nutrients essencials com la font de nitrogen
encara no havia estat determinada. Hem estudiat la reguiacié de les ciclines de fase
G1 en el model de limitacié de font de nitrogen, i hem demostrat que la proteina CIn3
esta regulada post-transcripcionalment de dues formes diferents: una major
inestabilitat que depén de la via de la ubiquitina, i una inhibicié traduccional que
provoca la total desaparicio de CiIn3, causant aixi la repressié de gens dependents de
SBF i MBF en la segiient fase G1. La preséncia de Sic1, I'inhibidor de complexes
Clb/Cdc28, permet explicar en termes moleculars I'aturada en G1.

En condicions de limitacié nutricional les cél-lules diploides també s’aturen en
G1, pero inicien un procés diferenciador anomenat meiosi, que implica la replicacié del
DNA, dues divisions meiotiques i la formacié d’espores com a unitats de resisténcia a
- condicions adverses. La proteina Ime1 és la principal inductora de tots els processos
de meiosi i activa I'expressié del primer grup de gens que participen en la replicacio
premeiodtica del DNA. En aquest treball mostrem que, en les condicions nutricionals en
que és déna la meiosi, les ciclines G1 desapareixen rapidament, pero d'altra banda es
produeix una alta expressid6 de CLB5 que depén d'ime1. Els nivells de Sic1
disminueixen, de manera també dependent d'Ime1, el que indica un mecanisme de
regulacié d’entrada en la fase S premeiotica molt semblant al cicle mitotic, perd induit
per Ime1 enlloc de Cdc28/Cin3. En mutants c/n la meiosi pot iniciar-se en medi ric, el
que implica a les ciclines G1 com a mediadores d’un senyal nutricional sobre [inici de
la meiosi. Les ciclines G1 inhibeixen la via Ime1 mitjangant dos controls negatius:
repressid transcripcional d'/ME71, i inhibicid de I'acumulacié en el nucli d'ime1,
reprimint aixi I'expressio del gens meiotics. Aquests resultats demostren I'existéncia
d’'un control negatiu dels activadors clau de la mitosi sobre els de la meiosi, fent que
aquestes dues opcions del cicle cel-lular siguin incompatibles.
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Introduccid

1. INTERACCIONS AMB EL MEDI EXTERN

1.1. Canvis i adaptacio

Els organismes unicel-lulars depenen exclusivament de les condicions del medi
on creixen. Han de percebre els canvis que es produeixen i respondre per tal
d’adaptar-se a les noves condicions. Una resposta inadequada podria suposar la
pérdua de viabilitat. En els organismes multicel-lulars Forganitzacio en teixits ha fet
desenvolupar una série de mecanismes per enviar i distribuir senyals trofics que
també controlen canvis interns. La resposta als canvis pot ser a més llarg termini que
en un organisme unicel-lular (o bé en els organismes multicel lulars més senzills), pero
igual d'important per a la supervivéncia. Un organisme unicel-lular ha de respondre
immediatament a qualsevol canvi, sobretot si és pernicios pel seu creixement.

1.2. L’adaptacié suposa normalment una aturada transitoria en la fase G1

En Saccharomyces cerevisiae la resposta d’adaptacié a canvis forts en les
condicions ambientals provoca una aturada en la fase G1 del cicle. Aixd ha estat
descrit per respostes a diferents estresos, com poden ser altes concentracions de sal
en el medi (xoc osmotic) i altes temperatures (xoc térmic). Per a tractaments lesius del
DNA s’han descrit alguns intermediaris de les vies de senyalitzacio i que I'aturada en
fase G1 és conseqiiéncia de la inhibicid transitdria del cicle cel-lular (Sidorova and
Breeden, 1997).

Es coneix la via que regula l'aturada transitoria en fase G1 de céllules
haploides deguda a la deteccié de feromones sexuals en el medi, que indiquen la
preséncia de cél-lules amb el tipus sexual oposat (Herskowitz, 1995). Aquesta aturada
és necessaria per a que es doni la conjugacio entre ambdos tipus de cél-lules.

La limitacié nutricional també provoca l'aturada en fase G1, pero si aquesta
limitacié és manté ja no es torna a recomengar el cicle mitotic. Se sap molt poc de la
senyalitzacio de la falta de nutrients i del mecanisme que provoca 'aturada en fase
- G1, encara que es pot suposar que es regulen d'alguna forma els gens de cicle

cel-lular, tal com passa en els casos descrits abans.

Tots aquests exemples acoblen la proliferacié i el cicle cel-lular, de forma que
s'assegura la viabilitat amb la continuacioé del cicle només en condicions aptes pel
creixement. '

2.EL CICLE CEL-LU LAR DE Saccharomyces cerevisiae
2.1. Fases del cicle cel.lular i Checkpoints (punts de control intern)

En la figura I-1 podem veure les diferents fases del cicle cel'lular eucariota.
Durant la fase G1 es déna el creixement de la cél-lula fins arribar a una grandaria
apropiada per a la divisi6. En la fase S (sintesi) es dona la replicacio del DNA i
simultaniament l'inici de la gemacié, La gema s’origina per un punt de creixement
polaritzat, predeterminat. Aquest creixement passa a ser isotropic, fent créixer la gema
en totes direccions, al final de fase S i durant mitosi, quan es divideix la dotacio
cromosomica ja replicada en dues fraccions idéntiques entre la céllula mare i la
céllula en formacié. Al final de mitosi se separen, originant una cél-lula filla de
grandaria mes petita que la mare.

En cada fase la Unica quinasa dependent de ciclines (Cdk) implicada en el cicle
cellular que té S. cerevisiae ha d'acomplexar-se amb les diferents subunitats
reguladores que son les ciclines. Els esdeveniments de cada fase son regulats pels
complexes ciclina/Cdk, que activen la transcripcié de gens de cicle i la realitzacié de
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molts processos que fan avangar el cicle. La sintesi seqiiencial de diferents ciclines i la
seva destruccié en determinats moments del cicle regula l'especificitat de substrat de
la quinasa i les seves funcions (Lew et al., 1997) (veure figura 1-2).

CONJUGACIO

(2 >3)

CICLE
CEL-LULAR
DIPLOIDE
‘ Limitacié
CICLE Nutrients ’0 . nutricional
CEL-.LULAR _ PR
HAPLOIDE © MEIOS!

Figura 1.1. Cicle cel-lular de S. cerevisiae.

En resposta a senyals externs les cél-lules aturen el cicle en START. En condicions de limitacié
nutricional les cél-lules haplaides entren en I'estat GO i les cél-lules diploides inicien la meiosi.

S’ha descrit com alguns esdeveniments del cicle depenen pel seu inici d’haver
finalitzat els anteriors, per exemple no hi pot haver mitosi si no s’ha finalitzat la
replicacié. Aixo que pot semblar molt obvi ha de ser coordinat en la cél-lula per a no
caure en un cicle defectués. El concepte de checkpoint (punt de comprovacio) indica
un control intern del cicle i Ia senyalitzacié necessaria per a retardar el segiient
esdeveniment del cicle fins que no s’ha corregit el defecte. En S. cerevisiae s’han
descrit quatre checkpoints, perd fa molt poc temps que es treballa en aquesta qiiestid i
falten més estudis per saber quants n’hi ha en realitat. Es poden conéixer els gens
implicats en cadascun mitjangant mutacions, perd se sap molt poc dels mecanismes
que provoquen el retard o parada temporal. Tal com se sospita per altres senyals
externs, el control de la proliferacié podria estar dirigit en Gltim terme a la maquinaria
del cicle cel-lular.

A. Checkpoint de replicacié del DNA: si no s’ha finalitzat la replicacié del DNA no
s'iniciara I'anafase. Aquest control atura les cél-lules a I'inici de la mitosi. Sembla que
el senyal que indica defectes en la replicaci6 del DNA es troba en la forca de
replicacié, doncs mutacions en alguns gens que composen la maquinaria replicativa,
com POL2 (Navas et al, 1995) i daltres, provoquen linici de la mitosi amb
conseqiiéncies fatals per a la cél-lula.
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B. Checkpoint de dany en el DNA: quan el material genétic ha sofert danys greus la
viabilitat de les cél-lules esta molt compromesa si no els reparen. Segons el punt quan
s’hagi donat el dany les cél-lules s’aturaran temporalment, abans de la replicaci6 i de
la formacié de la gema (dany durant G1), hi haura un retard en la replicacié (dany
durant G1 tardana o durant fase S) o bé s’aturaran abans de I'anafase (dany després
de la fase S), i poden aturar-se un cop comengada I'anafase (Paulovich and Hartwell,
1995; Yang et al., 1997). S’ha descrit com el dany en DNA durant la fase G1 causat
per un agent alquilant provoca la fosforilacié d’un dels factors transcripcionals dels
gens de ciclines G1 per part de Rad53 (quinasa necessaria pel retard del creixement
durant el checkpoint) el que causa el retard en Facumulacié dels mRNAs de ciclines
G1, per tant, un retard en la transicié G1-S (Sidorova and Breeden, 1997).

C. Checkpoint de morfogénesi cellular: quan les cél-lules son sotmeses a estrés
ambiental hi ha una despolaritzacié temporal del citoesquelet d’actina que provoca un
retard en la formacié de la gema. En aquest cas també es coneix el mecanisme
molecular responsable del control; per a evitar la formacié de cél-lules binucleades es
retarda l'inici d’anafase amb la inhibicié dels complexes de ciclines Clb (ciclines de
fases G2 i M) amb Cdc28, per fosforilacié de la quinasa (Lew and Reed, 1995).

D. Checkpoint de la formacio del fus acromatic: s’ha vist que l'inici d’'anafase depén de
'adhesio dels cromosomes al fus acromatic doncs hi ha un retardament fins que tots
els cromosomes estan biorientats. Si es dificulta la formacié del fus també hi ha un
retard en l'elongacié del fus i la posterior citoquinesi. Per a evitar la segregacié
aberrant dels cromosomes es produeix un retard en l'inici d’anafase (Wells, 1996).

En S. cerevisiae el temps de duplicacié depén de Pextensié de la fase G1 i
segons el medi de cultiu sera més o menys llarga de forma inversament proporcional a
I'abundancia de nutrients. Les altres fases no varien massa la seva durada. Aquesta
dependéncia de fase G1 ha estat atribuida a la necessitat d’aconseguir una grandaria

suficient per a la divisié cel-lular. Com en tots els eucariotes, el punt més importantde =

control de la proliferacié en llevats es troba al final de la fase G1. Aqui s’han d'integrar
diferents informacions relacionades amb I'estat cel-lular i les condicions ambientals per
a decidir el pas a la fase S, que significa comprometre’s a acabar tot el cicle fins a la
propera fase G1 (Kintzel et al., 1994).

2.2, Transicio G1-S
2.2.1. El concepte de START

Al final de la fase G1 es troba el punt de control més important en el cicle de
les cel-lules eucariotes (Pringle and Hartwell, 1981) anomenat START en llevats. Més
aviat es tracta d’'un marge de temps en la fase G1 tardana, on les céllules es
preparen per a seguir el cicle amb la replicacido del DNA. Durant molt temps es van
definir diferents mutants pel seu efecte de parada del cicle, abans o després de
START (Reed, 1980). En certa manera es podria qualificar el punt START com un
checkpoint, doncs les cél-lules no avancen més enlla del cicle si no es compleixen els
requisits de nutrients, amb la diferéncia que, si no es sobrepassa aquest punt,
laturada pot ser molt més llarga que en altres checkpoints on s’ha d'acabar el cicle
fins a la propera G1.

2.2.2, Factors transcripcionals

Al final de fase G1 s’activa la transcripcidé de gens que provoquen el pas a la
fase S (figura 1-2). Els complexes responsables d’aquesta activacié son Swi6/Swi4 i
Swi6/Mbp1. SWI6 codifica per un factor regulador de la transcripcié de determinats
gens, entre els que es troben els gens de ciclines, essencials per a la transicié6 G1-S.
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SWi4 i MBP1 codifiquen per a proteines d’'unié al DNA que especifiquen la seqiiéncia
diana en els promotors dels gens que han de ser activats pel complex. Swi4 s’uneix al
motiu anomenat SCB (SW/4 Cycle Box) que es troba en el promotor del gen HO
(endonucleasa que participa en els canvis de tipus sexual) i de gens de ciclines G1,
CLN1 i CLN2. El complex Swi6/Swi4 s’anomena SBF (SCB Binding Factor). Mbp1
s’uneix al motiu MCB (Mlu Cycle Box) que regula I'activacié dels gens de ciclines de
fase S, CLB5 i CLB6, del gen SWi4 i de diversos gens relacionats amb la replicacié
del DNA com POL1 (DNA polimerasa o) i TMP1 (Timidilat sintetasa). EI complex
Swi6/Mbp1 s’anomena MBF (MCB Binding Factor) (Koch and Nasmyth, 1994).

GO G1 smrr S G2 M

—pp Gemacio

[ L9 cLn1, CLN2

: Swi4;
/' Swib ¢

\A Swie" CLB5, CLB6

Mbp1) gens de fase S
R o -

Clb5.6 Replicacié
Bl — " eiDNA
Cdc28

Figura I.2. Expressio de ciclines durant el cicle cel-lular i control de la transiciéo G1-S.

(A) L'activitat dels complexes ciclina/Cdc28 regulen les diferents fases del cicle. (B) Cin3
associada a Cdc28 és el principal activador de la transicié G1-S, activant els complexes SBF i
MBF. La degradaci6 de Sic1 dependent de I'activitat CIn1,2/Cdc28 permet I'entrada en la fase S.
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Aquests complexes estan units al DNA durant tota la fase G1, pero al final
d’aquesta fase son activats i transcriuen els gens que permetran el pas a fase S (Kock
et al., 1996). Se suposa que l'activacié de SBF i MBF és in situ, deguda a F'accié del
complex CIn3/Cdc28 (Stuart and Wittemberg, 1995). El gen SWI6 és transcrit
constantment en el cicle, pero la proteina és regulada per localitzacié subcel-lular, sent
nuclear des del final de mitosi fins al final de fase G1 i citoplasmatica la resta de cicle
(Sidorova et al., 1995).

2.2.3. Cdk: Quinasa dependent de ciclines

En S. cerevisiae hi ha una sola quinasa de cicle, Cdc28 (homéloga a Cdc2 en
Schizosaccharomyces pombe i a Cdk1 en humans). Aquesta proteina és essencial per
a la viabilitat de les cél-lules. Hi ha altres quinases del tipus Cdk en S. cerevisiae, per
exemple Ume5 i Pho85, no implicades en el cicle (Hunter and Plowman, 1997).

El gen CDC28 és expressat constitutivament durant tot el cicle. La quinasa és
regulada per fosforilacié de certs residus tirosina i treonina que l'activen o la inactiven:

- Fosforilacié de la treonina 169: es déna per la quinasa Cak1 i és necessaria per.
Pactivitat de Cdc28 (Espinoza et al., 1996). Aquesta fosforilacié no sembla regular el
cicle cel-lular.

- Fosforilacié de la tirosina 19: la quinasa responsable d’aquesta modificacié és Swe1.
Tal com hem dit abans, sembla que el checkpoint de morfogénesi cel-lular utilitza
aquesta modificacié per a aturar el cicle i donar temps a la formacio de la gema. Per
tant aquesta modificacié atura les cél-lules abans de la mitosi, no en un altre punt del
cicle. Per a recuperar 'activitat Cdc28 cal la defosforilacio de la tirosina 19, que porta
a terme la fosfatasa Mih1. Durant un cicle normal no sembla ser massa important
laccié de Swe1, i la quantitat de Mih1 present és suficient per a recuperar activitat
Cdc28 (Russell et al., 1989; Booher et al., 1993).

L'activitat de Cdc28 també ve regulada per la unié de diferents proteines que
modulen la seva activitat:

- Inhibidors: S/IC7 i FAR1. Tots dos sén expressat al principi de fase G1. Mentre que
Sic1 és activa durant G1, inhibint I'accié dels complexes Clb/Cdc28 per a evitar
I'entrada en fase S (Schwob et al.,, 1994), Far1 no és activa fins que no és fosforilada
per la via de transduccié de senyal de feromones, inactivant els complexes Cin/Cdc28
durant la fase G1 (Peter and Herskowitz, 1994).

- CKS1. Es un gen essencial pel cicle i la seva mutacié produeix defectes en
processos on participen els complexes ciclina/Cdc28, per aixd sembla ser necessari
per llur activitat (Tang and Reed, 1993), encara que no se sap de quina forma els
regula. Potser la regulacio estaria en guiar els complexes ciclina/Cdc28 als substrats
que han de modificar en cada fase.

- CDC37. Caodifica per un tipus de proteines anomenades xaperones, n’hi ha moltes
d’homdlogues i actuen en la facilitacié de molts processos en la cél-lula. En aquest cas
és necessaria per formar els complexes ciclina i Cdc28 i, pel que es pot deduir del seu
mutant, també actua en altres quinases (Gerber et al., 1995; Schutz et al., 1997).

2.2.4. Ciclines

Les Cdk no sén funcionals com a mondmers, cal la unid de la subunitat
reguladora anomenada ciclina a cada molécula de Cdk (Morgan, 1995). Totes les
ciclines comparteixen un domini d’homologia anomenat cyclin box que uneix la Cdk.
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Els complexes ciclina/Cdk son els inductors de les transicions del cicle cel-lular, que
regulen per fosforilacié dels seus substrats.

Com que en S. cerevisiae només hi ha una quinasa que participi en el cicle, es
creu que les ciclines son les encarregades d’aportar I'especificitat de substrat (Peeper
et al.,1993), encara que algunes poden suplir la manca d’altres ciclines. Les diferents
ciclines sén sintetitzades i degradades en diferents fases del cicle, el que déna
especificitat d’accié de Cdc28 en cada fase.

A. Ciclines de fase G1

Durant 1a fase G1 la cél-lula creix i es prepara per I'entrada en fase S. El
compromis per seguir amb el cicle s’adquireix després del pas de START al final de
fase G1, que coincideix amb un pic d’expressié de ciclines CLNT i CLN2 que activen la
formacié de la gema, promouen el pas a la fase S i participen en la duplicacio del
centriol i la inactivacié del complexe APC (Anafase Promoter Complex), que consta de
varies proteines implicades en promoure anafase i en la degradacié per
ubiquitinitzacié de les ciclines de fases G2 i M (King et al, 1995). CLN1,2 son
expressades en G1 tardana depenent de caixes SCB que son regulades pel complex
Swi6/Swi4. L’activacié d'aquest complex, aixi com de Swi6/Mbp1, és deguda a
CIn3/Cdc28, el complex iniciador de START.

CLN3 cadifica per una ciclina molt inestable i d’expressié constant durant el
cicle (Tyers et al., 1993). La inestabilitat de Cin3, Cin1 i CIn2 ve determinada per les
seqliéncies PEST les quals senyalitzen per fosforilacié la degradacié de les ciclines
via ubiquitina. La propia activitat Cdc28 fosforila les regions PEST de les ciclines i
provoca llur ubiquitinitzacié (Lanker et al., 1996). Estudis amb CIn2 han reconegut
varies proteines (Cdc34, Cdc53, Grr1, Skp1) necessaries per a la seva degradacié un
cop fosforilada (Barral et al., 1995; Deshaies ef al., 1995). Aquestes molécules formen
un complex que conjuga la ubiquitina a les ciclines, induint aixi la seva degradacio
(Townsley and Ruderman, 1998).

CLNT1 i 2 tenen funcions redundants, doncs el mutant en una d’elles no mostra
cap defecte en la transicio G1-S, i el doble mutant c/n1,2 és viable. Cin3 és suficient
per a activar els promotors dels gens G1-S en el moment correcte (Stuart and
Wittenberg, 1995), encara que si que hi ha un retard en la formacio de la gemai la
replicacid, el que provoca que les cél-lules comencin la divisié a major grandaria.

Tot i que CIn3 és present durant tot el cicle, els complexes Cin3/Cdc28 només
activen SBF i MBF al final de fase G1. Encara no es coneix a nivell molecular com
s'activen aquests complexes en aquell precis moment.

B. Ciclines de fase S i Sic1

CLB5 i CLB6 son les ciclines de fase S. Els complexes Clb5,6/Cdc28 son
encarregats d'iniciar la replicaci6 del DNA (Schwob and Nasmyth, 1993). La
transcripci6 de CLB5,6 també depén dels complexes Cin3/Cdc28 que activen
Swi6/Mbp1, el factor activador de la transcripcié dependent de caixes MCB (Dirick et
al.,, 1995). Per tant les ciclines CIn1, 2 i les ciclines CIb5, 6 s’expressen en el mateix
periode de G1 tardana. Estudis amb la ciclina CIb5 I'han mostrada com una proteina
més estable que les Clns i estabilitzada en mutants ubc9, una proteina de conjugacio
a ubiquitina (Seufert et al., 1995).

La transcripcié de les ciclines de fase G1 i les de fase S és simulténié pero
actuen seqiiencialment. Els complexes Clb/Cdc28 sén inhibits per la preséncia de
Sic1, abans descrit. L'inhibidor assegura l'inici de la fase S fins que no estan formats
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els complexes prereplicatius (Schwob et al., 1994) i la seva delecié provoca la pérdua
de cromosomes. Els complexes CIn/Cdc28 fosforilen Sic1 i el senyalizen per
degradacié via ubiquitina (Schneider et al, 1996). El complex encarregat de
ubiquitinitzar Sic1 consta d’al menys aquestes proteines: Cdc4, Cdc34, Cdc53 i Skp1.
Quan Sic1 ha estat degradat els complexes Cib/Cdc28 poden ser actius.

Sic1 també podria tenir un paper en inactivar complexes Clb/Cdc28 després
d’anafase (Toyn et al., 1997).

C. Ciclines de fases G2 i M

Aquestes ciclines s’expressen en dos pics diferenciats en el temps: CLB3 i
CLB4 s’expressen primer, durant les fases S i G2. La seva delecié no té fenotip. CLB1
i CLB2 son expressades més tard, durant G2 i M. Clb1 i sobretot Clb2 sén ciclines
indispensables pel cicle. Les cél-lules mutants c/b2 tenen un fort retard en linici
d’anafase (creixement del fus acromatic) i en la despolaritzacié del creixement de ia
gema mentre que el doble mutant c/b1,2 no pot continuar el cicle (Fitch et al., 1992).

No se sap com s’activa I'expressié de CLB3 i CLB4, pero la induccié de les
ciclines CLB1,2 esta retardada en mutants clb1-4 (Amon et al., 1993), suggerint
I'activacio per part de CIb3, 4.

Les ciclines Clb1-4 tenen el motiu de destruccié anomenat cyclin destruction
box, que les senyalitza per a ser degradades via ubiquitina. El complex APC que
efectua la conjugacié a ubiquitina és present durant tot el cicle perd només és actiu
des de I'anafase a la transicié G1-S (King et al., 1995). :

El paper de les ciclines de fases G2 i M és també el d’inactivar la transcripcio
de gens dependents de caixes SCB durant aquestes fases del cicle. Els complexes
Clb1-4/Cdc28, sobretot Clb2/Cdc28, poden interaccionar amb Swi4, segrestant-lo del
promotor (Koch et al, 1996) i reprimint la transcripcié. També fan despolaritzar el
creixement de la gema, iniciat per P'accié de Cin1,2/Cdc28 (Fitch et al., 1992).

3. REGULACIO DE LA PROLIFERACIO | DEL CICLE CEL-LULAR PER
SENYALS EXTERNS

3.1. Control per feromones

La via de transduccié de senyal induida per les feromones sexuals ha estat
molt ben caracteritzada (Herskowitz, 1995). Les céllules haploides secreten les
feromones sexuals que indiquen lliur tipus cel-lular (MATa = factor a; MATa = factor o).
Les feromones son reconegudes per un receptor de membrana (STE2 pel factor a,
STES pel factor a), que esta acoblat a una proteina G que, mitjangant STE20 (una
quinasa), transmet el senyal a una cadena de MAP quinases, fins als substrats Ste12 i
Far1. Ste12 és un factor transcripcional que quan és fosforilat per la MAP quinasa
Fus3 de la via de feromones, activa la transcripcié del gen FAR17 (inhibidor dels
complexes CIn/Cdc28).

FAR1 és expressat al principi de fase G1 en cada cicle depenent dels factors
transcripcionals Swib/Ace2. Quan s'activa la via de les feromones, és activat
transcripcionalment per Ste12, junt amb altres gens que responen a la via (Herskowitz,
1995). La proteina Far1, a més a més, és fosforilada per Fus3 i en aquest estat és
funcional per a la inhibicié de CIn/Cdc28, el que provoca una aturada temporal en el
cicle al final de fase G1. No es coneix cap altra funcié per Far1 i el fet que sigui
sintetitzat durant un cicle normal pot tractar-se d’'una estratégia per a inhibir més
rapidament el cicle en preséncia de feromones. S’havia proposat que aquesta aturada



Control del cicle cel-lular per nutrients

resultava amb alts nivells de mRNAs de ciclines, doncs es creia que només
s'inactivaven els complexes Cin1, 2/Cdc28, pero ja s’ha vist que durant I'aturada
baixen els nivells dels mRNAs de ciclines doncs CIn3/Cdc28 també és inactivat
(Jeoung et al., 1998). Durant el cicle la proteina Far1 és fosforilada pels complexes
ciclina/Cdc28 de finals de fase G1 i degradada després (McKinney and Cross, 1995).
En mutants cdc34 (enzim conjugatiu de Ia ubiquitina) és estabilitzada, el que suggereix
una via de degradacié similar a les ciclines Cln i a Sic1.

3.2. Senyals nutricionals
3.2.1. Font de Carboni

El llevat S. cerevisiae té la capacitat de poder utilitzar fonts de carboni molt
variables, fermentables o no fermentables (Entian and Barnett, 1992). Creix molt bé en
medis rics amb sucres fermentant-los en condicions aerobiques. Sobretot sembla
especialitzat en la glucosa. En el laboratori es fa créixer en medis molt rics en tots els
nutrients i es poden observar diferents fases de creixement, segons les condicions
nutricionals.

Una primera fase de creixement exponencial i fermentatiu del sucre present en
el medi. Quan el sucre s’esta esgotant, la velocitat de creixement disminueix i s'atura
el cicle en la fase G1. Hi ha un periode d'adaptacié fins que es pot canviar el
metabolisme cel-lular, iniciant un creixement més lent, respirant I'alcohol produit durant
la fermentacié. Quan la font de carboni respirable i segurament molts altres nutrients,
s’estan esgotant del medi, la proliferacio s’atura en la fase G1 del cicle. L'entrada en la
fase estacionaria del creixement per la limitacio de nutrients essencials porta a estat
GO que implica una série de canvis fisiologics, bioquimics i morfologics: 'acumulacié
de carbohidrats de reserva com glicogen i trealosa, i de vesicules de lipids en el
citoplasma, l'augment de la sintesi de triacilglicerol, la repressi® de gens que
cadifiquen per proteines ribosomals i Ia induccié de gens d'estrés, sobretot de xoc
termic que donen termotolerancia a la céllula. La paret cel'lular es fa més doble, i és
menys porosa i més resistent a degradacio, els cromosomes es condensen i
disminueix la transcripcié general (Werner-Washburne et al., 1993).

L'addicié de glucosa al medi senyalitza diferents respostes relacionades en
llevat: 1a repressio per glucosa, la induccié del creixement fermentatiu, i I'activacié de
la via Ras/cAMP.

El llevat utilitza la glucosa sempre que és present al medi. Hi ha un sistema de
repressio per preséncia de glucosa de les vies cataboliques d'altres fonts de carboni,
sobretot de la galactosa, el que és conegut com la repressié per glucosa (Gancedo
and Gancedo, 1986; Lohr et al., 1995). Si hi ha alguna font de carboni fermentable,
sempre sera dominant sobre una de respirable (Thevelein and Hohmann, 1995).

L'addicié de glucosa provoca un increment transitori dels nivells dAMP ciclic
(cAMP). Els nivells de cAMP estan controlats per la via de senyalitzacié anomenada
Ras/cAMP a través de la qual la glucosa afecta els nivells de cAMP (Thevelein, 1991)
(figura 1-3). No es coneix quina molécula pot ser la senyalitzadora de glucosa cap a la
via Ras. Quan la via és activada la proteina Cdc25 promou l'intercanvi de GDP per
GTP en Ras1 i Ras2 (proteines G) i activa la seva accié sobre Cyr1 (Cdc35), I'adenilat
ciclasa. L'activitat GTPasa de les proteines Ras és estimulada per Ira1 i Ira2. Cyr1 és
lencarregada de produir cAMP a partir d'ATP. Aquest cAMP s’unira a Bcey1, la
subunitat reguladora de la Pka (quinasa dependent de cAMP) que llavors allibera la
subunitat catalitica que passa a ser activa i a fosforilar tota una série de substrats que
originen adaptacions metaboliques i una activacio de la proliferacid cellular
(Thevelein, 1994). La subunitat catalitica és codificada per tres gens redundants
TPK1,2,3.
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Figura 1.3. La via Ras/cAMP.

" La glucosa activa, de forma encara desconeguda, la proteina-G Ras mitjangant Cdc25. Cyr1,
activada per Ras, produeix un augment dels nivells de cAMP i aquest desplaga la subunitat
inhibidora Bey de la subunitat catalitica Tpk, la qual modula el metabolisme energetic i indueix la
proliferacié cel-lular.

Cdc25, pel seu paper activador de Ras, és un activador de la via i,
conseqilentment, les proteines Ilra sén repressores. Sobre cAMP poden actuar les
fosfodiesterases Pde1 i Pde2, transformant-lo en AMP i per tant inactivant la seva
accio sobre Bey1.

L’activitat de la via Ras/cAMP esta controlada estrictament, doncs regula molts
i diversos processos en la céllula. Mutacions que causen alta activitat impedeixen
respondre correctament a la cél-lula en condicions de limitacié nutricional i estrés: no
es poden aturar correctament en fase G1, no es poden induir gens d'estrés ni
respostes per I'entrada a GO com acumular trealosa o glicogen, no poden créixer
correctament en fonts de carboni no fermentables o en galactosa, i en diploides
.interfereixen en I'esporulaci6.

Mutacions que causen baixa activitat Ras/cAMP provoquen I'efecte contrari: les
cel-lules expressen gens d'estrés i de fase estacionaria de forma constitutiva, tenen
alts nivells de glicogen i trealosa, i les cél-lules diploides poden esporular en medi ric.
Una activitat massa baixa és letal i causa una aturada en G1 (Thevelein, 1994).

Els efectes sobre la capacitat d’aturar-se en G1 segons I'activitat de la via han
portat a estudiar Ia relacié amb el cicle cel-lular. Diversos treballs han donat resultats
contradictoris respecte I'efecte positiu 0 negatiu de cAMP en I'expressio de gens de
ciclines en G1. En un primer treball es diu que quan s’afegeixen nutrients a cél-lules
aturades per limitacié nutricional, la transcripcié de CLN1,2 depén de cAMP (Huble et
al., 1993). Posteriorment dos treballs més van veure el paper contrari de cAMP: en
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condicions de creixement en rafinosa, 'addicié de glucosa provocava un retard en el
pas de START per inhibicio de la transcripcié de CLN1,2, peré no de CLN3 (Baroni et
al., 1994, Tokiwa et al, 1994). Ja fa temps que esta descrit que la preséncia de
glucosa i més concretament la hiperactivitat de la via Ras/cAMP provoquen una major
durada de la fase G1 (Baroni et al., 1989).

No esta clar I'efecte de la via Ras/cAMP en la regulacié del cicle cel-lular,
només que estaria dirigit a les ciclines de fase G1 CLN7 i CLN2, ja sigui de forma
negativa o positiva, 0 ambdues, i que CLN3 podria ser un intermediari entre nutrients i
ciclines (Huble et al., 1993).

3.2.2. Nitrogen i altres nutrients essencials

La limitacio de qualsevol nutrient essencial provoca I'aturada de proliferacié en
la fase G1 del cicle. S6n molts els diferents senyals que acaben afectant un mateix
procés, necessari per Faturada. En aquests casos encara no es coneixen efectes
especifics sobre gens de cicle, només se suposa que haurien de ser reprimits per a
poder aturar el cicle. El mecanisme molecular que provoca aquesta aturada és
desconegut.

El nitrogen és, d’aquests altres nutrients, el que'afecta meés rapidament el
creixement i la proliferacio ja que esta implicat en la sintesi de proteines de forma molt
directa.

La disminucidé de la sintesi proteica ha estat relacionada amb I'impediment de
la transicid G1-S en medis limitats de nutrients (Reed, 1991). La via sensible a
rapamicina mediada per Tor1 i Tor2, quinases de fosfatidilinositol, ha estat implicada
en la regulacié de la progressioé en G1 per limitacié nutricional (Barbet et al., 1996, Di
Como and Arndt, 1996). La rapamicina inhibeix 'accio de les proteines Tor necessaria
per l'inici de la traducci6 i provoca una aturada en fase G1. Les cél-lules presenten
caracteristiques de fase estacionaria o GO, amb la sintesi de proteines reduida. La
sobreexpressio de la ciclina CLN3 reverteix aquest efecte d'aturada en G1, el que
suggereix que el mecanisme de control passa per la possibilitat de sintetitzar ciclines a
través d’aquesta via. El problema és que la sintesi proteica general esta moit afectada
i aixo podria implicar efectes indirectes en I'aturada en G1.

La senyalitzacié de font de nitrogen va ser relacionada amb la proteina Cdc25
de la via Ras/cAMP. Quan s’afegeix nitrogen a cél-lules privades de nutrients hi ha un
augment dels missatgers IP3 (inositol 1,4,5-trifosfat) i DAG (diacilglicerol), durant
aproximadament una hora. Provenen del trencament de la molecula PIP2
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat) catalitzat per l'enzim PLC1 (fosfoinositidasa). La
glucosa indueix la formacié de cAMP i el nitrogen Ia de IP3, i encara que mai no es
creuen aquests efectes, tots dos requereixen Cdc25 intacta (Schomerus and Kiintzel,
1992). La via de la Plc1 controla respostes a osmoregulacio i nutricionals (Flick and
Thomer, 1993), tot i que es desconeixen els efectes directes sobre gens de cicle
cel-lular. -

3.3. Aturada en fase G1 per limitacio nutricional

Estudis realitzats en limitacié nutricional i en I'aturada en fase G1 del cicle han
intentat determinar si hi ha mecanismes especifics que regulin el cicle cellular fins a
provocar aquesta aturada (Kintzel, 1994). Encara que s'han relacionat diferents vies
de transduccidé de senyals amb la regulacié de cicle mai no s’ha trobat una dada
concreta. L'aturada en G1 es va atribuir a la necessitat de sintesi proteica i de
creixement durant aquesta fase, el que la feia més sensible a la falta de nutrients i a la
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subsegtient baixa taxa de sintesi de proteines, concretament de les ciclines, per la
seva inestabilitat (Reed, 1991).

L'aturada pre-START en la limitacié nutricional permet l'inici de diferents estats
de diferenciacio, segons les condicions nutricionals del medi. S’ha de distingir la font
de carboni, fermentable o respirable, i la disponibilitat d’altres nutrients, el nitrogen
sobretot.

3.3.1. Limitacio nutricional en cél-lules haploides

Entrada en l'estat quiescent GO: limitacio de font de nitrogen i altres nutrients
essencials, limitacié de font de carboni o limitacié6 d’'ambdds nutrients. L'aturada en
fase G1 per limitacié nutricional condueix al que s’anomena l'estat de quiescéncia o
GO0, quan el temps de limitacié és perllongat (Werner-Washbume et al., 1993). .

Entrada en creixement invasiu: limitaci6 parcial de font de nitrogen en
preséncia de glucosa. Les céllules haploides del llevat poden iniciar un cicle
diferenciador que permet continuar la proliferacié perd formant files de cél-lules sobre
un suport solid, amb un creixement molt polaritzat. Es creu que un gradient en la
disponibilitat de nutrients provoca aquest creixement, per tal d’obtenir-los (Roberts and
Fink, 1994). La via de transduccié de senyal que activa aquest cicle comparteix alguns
elements amb la via de feromones, encara que sigui activat per un senyal molt
diferent. No es coneixen els efectes sobre la regulacio del cicle cel-lular en aquestes
condicions.

3.3.2. Limitacio nutricional en cél-lules diploides

Entrada en l'estat quiescent GO: limitacié de font de carboni. La limitacié de la
font de carboni en un medi ric provoca l'aturada en G1 de les cél-lules i la posterior
entrada en G0 (Wemer-Washburne, 1993).

Entrada en cicle meiodtic: limitaci6 de font de nitrogen o d’altres nutrients
essencials, en preséncia d’'una font de carboni respirable. La limitacié nutricional més
extrema provoca I'entrada en el cicle meiodtic i la formacié d’espores com estat de
resisténcia (Mitchell, 1994). La preséncia d’'una font fermentable de carboni, sobretot
la glucosa, inhibeix el procés meidtic.

Entrada en creixement pseudohifal: limitacié parcial de font de nitrogen en
preséncia de glucosa. Igual que en cellules haploides, en diploides es doéna el
creixement polaritzat formant files de cél-lules i és activat per la mateixa via (Gimeno
et al.,, 1992). Els haploides presenten més tendéncia a fer creixement invasiu que els
diploides a fer pseudohifes.

4. MEIOSI
4.1. Requeriments per la meiosi
4.1.1. Limitacio nutricional

L’inici del procés meiotic requereix limitacidé nutricional forta. Tot i que es pot
donar meiosi quan es limita de qualsevol nutrient essencial (Freese et al., 1982), cal
una font de carboni no fermentable per a iniciar la meiosi. En el laboratori s'utilitzen
l'acetat con a font de carboni i la limitacié de nitrogen, doncs sén les condicions més
eficients. '

La preséncia de glucosa inhibeix totalment el procés i mutacions en la via de
senyalitzacié Ras/cAMP que causen activitat constitutiva de la Pka, com pot ser bey17,
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també disminueixen l'eficiéncia de meiosi en condicions de limitacié nutricional.
Conseqilentment, mutacions que causen una activitat baixa de la Pka, com cyri,
cdc25 i ras2, augmenten Peficiéncia de meiosi i inclis la fan possible quan no hi ha
limitacié de nitrogen (Matsuura et al, 1990). De fet mutants cyr? i ras2 esporulen
també en preséncia de glucosa (Tatchell et al, 1985). Per aquests resultats s’han
relacionat glucosa i cAMP en una mateixa via per a inhibir la meiosi. Estudis recents
han tornat a relacionar glucosa i meiosi pero de forma més directa, explicant com la
seva presencia pot inhibir l'inici de meiosi (Vidan and Mitchell, 1997) i que a través de
I'activitat Pka inhibeix 'expressié d'/ME1, el principal inductor de meiosi (Sagee et al.,
1998).

No es coneix quina via segueix el senyal de preséncia o manca de nitrogen,
encara que també se I'ha relacionat, per aquests resultats, amb la mateixa via
Ras/cAMP. Altres estudis amb mutants de baixa i constitutiva activitat Pka, sense
adenilat ciclasa (cyr1), que poden créixer en preséncia de nitrogen i que esporulen en
limitacié de nitrogen (Cameron et al., 1988), han posat en dubte aquesta hipotesi,
doncs hi ha d’haver un mecanisme independent de cAMP que indueixi esporulacié en
condicions de limitacié de nitrogen.

4.1.2. Diploidia

Només les céllules diploides poden acabar amb éxit la meiosi. El llevat ha
limitat la possibilitat d'iniciar meiosi només en diploides utilitzant el repressor at-a2, un
complex que es forma per la unié de dues subunitats; a1 és el producte que codifica el
locus MATa1li o2 és el producte de MATa2. Aquest repressor és necessari per a totes
les propietats conegudes de les cél-lules diploides a/a (Herskowitz et al, 1992), i
possibilita la transcripcidé d'/ME7 a través de dos mecanismes diferents:

1. Reprimeix I'expressio del gen RME1, que és inhibidor transcripcional d'/ME1.
a1-a2 s'uneix al promotor de RME1 per reprimir-lo (Covitz et al., 1991).

2. Permet l'expressid de Pactivador transcripcional /ME4, que es déna en
condicions de limitacié nutricional (Shah and Clancy, 1992). Al ser un repressor, a1-a2
ha d'activar I'expressio d’/ME4 de forma indirecta. Recentment s’ha proposat un
mecanisme per a permetre l'expressié d'/ME4 en cellules diploides degut a la
repressioé per part del complex a1-a2 del transcrit antisense adjacent a IME4. Aquest
transcrit és només present en cél-lules haploides i en diploides no a/a, quan el
complex repressor no es pot formar (Kupiec et al., 1997). Per a tenir expressio alta del
gen IME4 cal, endemés, limitacié nutricional. Per tant /ME4 respon a tots dos
requeriments: privacié nutricional i control per diploidia.

4.2, Fases de la meiosi i gens implicats

Encara que la meiosi i la formacié d’espores son en realitat un mateix procés,
es poden distingir diferents fases en el temps que resuiten de I'ordenacié d'una série
d’esdeveniments ben diferenciats (figura 14).

IME1 activa la transcripcié dels gens primerencs durant linici de la meiosi.
IME1 codifica per una proteina acidica molt rica en tirosines (Smith et al, 1993).
Diversos experiments amb el sistema two hybrid han demostrat que es tracta d'un
activador transcripcional (Mandel et al, 1994; Rubin-Bejerano et al., 1996). Els .
mutants ime71 no expressen cap gen primerenc ni inicien cap esdeveniment meiétic,
per aixo Ime1 és considerada la principal proteina inductora de meiosi (Kassir et al.,
1988; Smith and Mitchell, 1989).
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Figura 1.4. Fases i grups d’expressi6 de la meiosi.

(A) La meiosi implica una série d'esdeveniments ordenats en el temps mitjangant 'expressié
seqiencial dels grups de gens implicats. (B) L'inici de la meiosi depén d'IME1 que esta regulat
transcripcionalment per senyals dependents del tipus cel-lular i estressants com son la limitaci6
de nutrients i el xoc térmic.(C) La quinasa Rim11 fosforila Ime1 i Ume6, induint la formaci6 del
complex transcripcional que activa I'expressié dels gens primerencs. Rim15 permet la interaccié
de les dues proteines en abséncia de glucosa.

Entre els gens primerencs es troba /ME2, que codifica per una serina-treonina
quinasa que participa també en lactivacié sostinguda de la majoria dels gens
primerencs i la inducci6 de tots els gens mitjans (Smith and Mitchell, 1989).

Ime2 reprimeix Pexpressid d'’TME1 i manté I'expressié dels gens primerencs.
Aquesta repressioé és molt evident en el fons genétic SK-1 (Mitchell et al., 1990), pero
no en altres fons genétics com W303 (Lee and Honigberg, 1996) i I'utilitzat en el
nostre grup, 1788.

Durant les divisions meiotiques s'expressen els gens mitjans. Un estudi
realitzat amb el mutant /ds2 indicava un possible mecanisme de canvi temporal en
I'activacié de gens primerencs i de gens mitjans, podent separar aquestes funcions en
el mutant ids2 on Ime2 era incapa¢ d'expressar gens mitjans pero si gens primerencs
(Sia and Mitchell, 1995).
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Tot el procés meiodtic esta basat en 'ordenacié temporal de les diferents fases
que depenen de laccid de diferents gens i aixd s’aconsegueix amb la transcripci6
seqiiencial de cada grup de gens. En cada grup hi ha uns gens reguladors d’aquesta
ordenacio: /IME2 entre primerencs i mitjians (fase S premeiotica i divisions), i SPST i
SMK1 entre mitjans i tardans (divisions i formacié d'espores).

4.2.1. Replicacié premeiotica del DNA

La replicacid premeidtica depén d’ime1, que activa I'expressid dels gens
primerencs que participen en la replicacié i la profase meiotica. S’ha descrit que els
gens estructurals basics que participen en Ia replicacié mitotica també sén necessaris
per la meidtica, per exemple POL1 i PRI1 que codifiquen per la DNA polimerasa | i per
la primasa, respectivament (Johnston et al., 1990).

4.2.2, Profase meidtica

Gens implicats en reparacié de dany en el DNA també son expressats durant la
profase, doncs abans de la recombinacié meiodtica es produeixen dobles talls en la
cadena de DNA. Molts altres gens son especifics de meiosi, tant en expressioé com en
funcio, com és el cas dels gens que participen en la recombinacio.

La formacié del complex sinaptonémic (SC) és un indicatiu de !a recombinacio
entre cromosomes homolegs. Es poden distingir diferents requeriments per al
processament dels talls en el DNA (recombinacid) i Falineament dels cromosomes
utilitzant diferents mutants, perd la formacié del SC necessita molts dels gens que
participen en la recombinacioé (Kupiec et al., 1997).

4.2.3. Divisions meiotiques

La dotaci6 4N cromosomica ha de ser distribuida en quatre dotacions
haploides (N) perfectes. Durant aquests processos s’expressen els gens mitjans, que
hi participen junt amb alguns gens primerencs.

La primera divisid meiotica (divisié 1 o reduccional) és especifica de meiosi,
doncs es reparteixen en dues dotacions 2N els cromosomes homélegs, quan en mitosi
sempre es reparteixen cromatides germanes. Un altre fet diferencial és linici d’'una
segona divisio (divisié Il o equacional) sense que es doni una fase S entremig. En la
segona divisio es reparteixen les cromatides germanes en quatre dotacions N.

Les ciclines de tipus B (Clb1-4) o ciclines de fases G2 i M també participen en
les divisions meiotiques. En mitosi la principal ciclina és CIb2 i en meiosi sén Cib1 i
Clb4 les principals. CLB2 s’expressa a nivells molt baixos i la seva deleci6é no produeix
cap defecte en les divisions meiotiques (Grandin and Reed, 1993; Dahmann and
Futcher, 1995) L'accié d'aquestes ciclines és igual que en mitosi, per associacié amb
Cdc28 i essent l'activitat quinasa la que promou les divisions meidtiques. S’han fet
estudis amb al-lels termosensibles cdc28 que s’aturen abans de la primera divisié
meiotica. Quan aquests assajos es fan a temperatures més baixes es pot portar a
terme la primera divisi6 meidtica, perd no la segona, formant espores diploides
(Shuster and Byers, 1989). Si en aquest cas se sobreexpressa el gen SPO13, implicat
en la regulacié de les divisions meidtiques, s’augmenta en un 50% el nombre de
tétrades o d'espores haploides. Per aquest resultat i d'altres realitzats per
sobreexpressié de SPO13 durant meiosi (provoca un allargament de la primera divisio)
i durant mitosi (provoca I'aturada en fase G2 o M depenent de l'activitat Cdc28) s’ha
suggerit que SPO13 pot tenir la seva funcié en modular el pas a la primera divisio
meiotica fins que els cromosomes han estat preparats per la divisié reduccional i per a

1-14



Introduccid

evitar una fase S entre les dues divisions, probablement potenciant 'accié de la Cdk
(McCarroll and Esposito, 1994).

4.2.4. Formacio d’espores

Quan les quatre dotacions haploides han estat separades comenca
I'embolcallament de cadascuna en una membrana citoplasmatica que creix al voltant
del pol del fus acromatic amb la fusié de vesicules citoplasmatiques i la incorporacié
de materials de la paret cel-lular al seu voitant. El nucli de I'espora prové de I'antic
embolcall nuclear que es troba més apropat al pol.

Els gens tardans participen en la formacié de les espores. Només dos gens
han estat descrits com a mitjans-tardans, DIT1 i DIT2, que s’expressen abans de tots
els altres gens tardans. Tots aquests gens comencen a expressar-se al final de les
divisions meiodtiques i durant la formacié de la paret. Els gens SPS7 i SMK1 han estat
implicats en la regulaci6 de lexpressid6 d’aquests gens. Sps1 és similar a
serina/treonina quinases (Ste20p) i Smk1 a MAP quinases (Fus3p). Mentre Smk1
permet 'expressié de gens mitjans-tardans, Sps1 la inhibeix i activa la dels gens
tardans, on també hi participa Smk1 (Friesen et al., 1994; Krisack et al., 1994).

4.3. Control de P’inici de meiosi

La meiosi només es pot donar en cél-lules diploides a/a i en condicions de
limitacié nutricional amb una font de carboni no fermentable, ja que és en aquestes
condicions quan es pot expressar el gen IME1, que activa I'expressié dels gens
primerencs i d'/ME2, necessaris per a realitzar la replicacié premeiotica i continuar el
procés. Sense IME1 no s’expressa cap gen meiotic i s’atura completament el procés.
Tot i que sobreexpressant IME2 en mutants ime? es poden expressar la majoria de
gens primerencs i es pot donar la meiosi, mai no hi ha la mateixa eficiéncia
d’esporulacié com en la soca IME1.

4.3.1. Control transcripcional sobre IME1

El control transcripcional del gen IME1 ve regulat per senyals dependents del
tipus cel-lular (a1/a2) i per senyals de limitacié nutricional. En aquest ditim aspecte es
coneixen alguns gens que modulen I'expressi6 d’’ME71 perd no el mecanisme
molecular que segueixen.

Com ja hem exposat abans, el control per la diploidia ve donat pel complex
repressor a1/a2 mitjangant el control de dos gens, RME1 i IME4. D‘altra banda, altres
gens han estat implicats en I'activacié transcripcional d'’/ME1, com sén MCK1 i RIM1.

RME1. Es reprimit pel complex al/a2, per tant la seva expressié sempre esta
inhibida en cél-lules diploides. L'expressié de RMET en cél-lules haploides és activada
pels factors SwiS/Ace2, amb un maxim en la transicidé M-G1. Es un inhibidor
transcripcional d’/ME1 i es coneix el motiu al que s’uneix en el promotor. El context on
es troben aquestes caixes determina la funcié de RMET1, ja que és també un activador
de I'expressié de CLN2 durant G1 en haploides (Toone et al., 1995). Quan es donen
condicions de limitacié nutricional RME1 també és activat. En haploides aixo és de
molta importancia per a evitar I'expressié d'/ME1 en condicions de limitacidé nutricional
(Covitz and Mitchell, 1993; Sagee et al., 1998).

IME4. Es expressat en céllules a/a quan hi ha limitacié nutricional. IME4
sembla unir tots dos tipus de senyal per a activar la transcripcié d'’/ME1. No se sap si
és de forma directa o indirecta doncs no s’han trobat homologies amb altres proteines.
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Segons el fons genétic, la manca d'/ME4 suposa més o menys efectes en la
transcripcioé final d'/ME1 i per tant en la meiosi. Quan s’expressa /ME? en un mutant
ime4 se suprimeixen els defectes fins la profase, pero no hi ha una bona esporulacié,
el que indica un paper addicional d'/ME4 en el procés meiotic (Shah and Clancy,
1992).

MCK1. Codifica per una serina-treonina quinasa que participa en I'expressié del
gen IME1 i en la maduracié de les espores (formacié de la paret). Es produida a
nivells constants independentment del tipus cel-lular i de nutrients (Neigeborn and
Mitchell, 1991; Su and Mitchell, 1993). No es coneix el mecanisme d’activacié sobre
IME1.

RIM1. Codifica per una proteina amb un domini de dit de zinc el que suggereix
que podria tractar-se d’un factor transcripcional, perd es desconeix la forma d’activar
IME1. Rim1p existeix en dues formes que difereixen en 8kD. En mutants im8, im9 i
rim13 s’ha vist que Rim1 no és modificada per proteolisi i només hi ha la forma més
gran de la proteina (Su and Mitchell, 1993; Li and Mitchell, 1997). El fenotip en meiosi
de qualsevol dels mutants im8/9/13 o de rim1 és el mateix: hi ha una baixa expressio
del gen IME1 i poca esporulacié. Sobreexpressant /IME1 en aquests mutants es
restableixen totes les funcions de meiosi, per tant sembla que la via RIM1/8/9/13
només participa en 'expressié d'/ME1. ’

RIM1 i MCK1 estan sempre presents en el medi i donen una expressié basal
del gen IME1, que es pot apreciar en medi ric amb acetat com a font de carboni. En
glucosa aquest nivell €s molt menor. Aquest any s’ha publicat un treball molt exhaustiu
d’analisi dels diferents motius del promotor d'/ME1, localitzant les zones susceptibles
de regulacié segons la font de carboni i la limitacié de nitrogen que clarifica els
diferents nivells basals que es poden tenir d’aquest gen segons el medi (Sagee et al.,
1998). En glucosa 'expressio d'/IME7 esta moit reduida perd en acetat hi ha nivells
basals constants del transcrit d'/ME7 que son activats en condicions limitants. Els
nivells basals en acetat son deguts a l'accidé dels factors Msn2 i Msn4 i I'expressio
encara més forta en limitacié de nitrogen a la regié UCS1 del promotor d'/ME1, que
esta controlada per nitrogen, per factors encara desconeguts.

4.3.2. Control post-transcripcional sobre IME7

Quan parlem de control post-transcripcional ens referim als gens necessaris
per l'activitat de la proteina Ime1 en I'expressi6 dels gens primerencs.

El gen UMEGS és necessari per la repressio dels gens de meiosi en creixement
vegetatiu i per la seva expressié durant la meiosi. Aquesta doble funcié també la
presenta en la regulacié dels gens del catabolisme de l'arginina (Strich et al., 1994).
Ume6 és una proteina d’'unio a DNA que reconeix el motiu URS1 que es troba en els
promotors de tots els gens primerencs. Molts gens primerencs també tenen altres
seqiiéncies que ajuden a l'activacié transcripcional durant la meiosi. Aquestes son
UASh i el motiu T4C. Poden estar presents totes dues o només una. Abf1p uneix la
seqiiéncia UASh per I'activacié transcripcional (Gailus-Dumer et al., 1996). La funcio
repressora d’'Ume6 requereix I'accié d'altres complexes de proteines, no especifiques
de meiosi. Ssn8(Ume3) i Ssn3(Ume5) formen part del complex holoenzim de la RNA
polimerasa Il inactivant-la. Ssn3 també participa en linestabilitat dels transcrits de
gens primerencs en medi amb glucosa (Surosky et al., 1994). Sin3(Ume4) i Rpd3
interaccionen amb Ume6 durant el creixement vegetatiu. Aquest complex correspon a
un co-represor i a una histona-deacetilasa respectivament. També sén necessaries
per la repressié de molts altres gens no meiétics (Kadosh and Struhl, 1997). La relacié
entre acetilacié/deaceltilacio de les histones amb la regulacié transcripcional cada cop
esta més ben delimitada (Kadosh and Struhl, 1998).
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La funcié activadora d'Ume6 requereix la interacci6 amb Ime1. Llavors es
necessita Ume6 com a subunitat d’'unié6 al DNA i Ime1 com a activador de la
transcripcié dels gens primerencs (Rubin-Bejerano et al., 1996). No hi ha referéncies
de P'ordre exacte en que succeeix perod és necessaria la interaccié amb Ime1p i que les
altres proteines repressores es desuneixin del promotor on es troba Ume6. Un estudi
recent descriu com la proteina Ume3 és degradada rapidament a l'inici de meiosi per
permetre l'activacio de gens primerencs (Cooper et al., 1997), mentre que Sin3 i Rpd3
es desuneixen d’'Ume6. Totes aquestes dades i altres amb retardaments sobre el
motiu URS1 (Strich et al., 1994), indiquen que els complexes presents en els
promotors de gens primerencs i els mecanismes de control poden ser molt més
complicats que els coneguts fins ara.

Recentment s’ha descrit com [l'activitat de la proteina Ume6 requereix la
interaccié amb Rim11, que també interacciona amb Ime1. Rim11, aixi com Rim15, sén
necessaries per a la interaccié entre Ime1 i Ume6 (Bowdish et al.,, 1994, Rubin-
Bejerano et al., 1996, Malathi et al., 1997). :

. RIM11 codifica per una tirosina quinasa similar a Mck1 expressada
constitutivament en qualsevol medi (Bowdish et al.,, 1994). Rim11 pot interaccionar
amb Ime1 i Ume6 per separat i les fosforila. No se sap si una vegada format el
complex de totes dues proteines sobre els promotors meidtics, encara hi és present
(Malathi et al., 1997). Com hem dit abans, el fenotip de la seva delecié és igual al de la
delecid ime1, no hi ha expressioé de gens primerencs ni cap esdeveniment meiotic.

RIM15 codifica per una serina/treonina quinasa que participa en la interaccio
entre Ime1 i Ume6, disminuida en la delecié im15 (Vidan and Mitchell 1997). RIM15
és constitutivament expressat en medi ric amb acetat i disminueix durant les primeres
hores de l'inici de meiosi. En glucosa la transcripcié de RIM15 és molt menor. Aquesta
dada relaciona la incapacitat d’interaccié entre Ime1 i Ume6 en preséncia d’'aquesta
font de carboni amb la falta d’'una proteina que ho permet. El fenotip de la delecié
rim15 és una expressio de gens primerencs moit baixa.

La interaccio Ime1-Ume6 es pot donar en medi ric amb acetat i la limitacio de

- nitrogen no augmenta leficiéncia de la interaccid, el que indica que el major control

d’aquesta interaccié el té la font de carboni, permetent la formacié del complex en una

font de carboni respirable i inhibint la interaccié en preséncia de glucosa, segurament
reprimint RIM15.

Un efecte comu de les delecions ume6, rim11 i im15 és una disminucié de la
transcripcié d’/ME1 i quan és sobreexpressat no es pot recuperar el fenotip de baixa
transcripciéo de gens primerencs, el que demostra que UME6, RIM11 i RIM15 sén
necessaris per I'activitat de la proteina Ime1. De fet en mutants umeé6 la transcripcio
d’IME1 en creixement vegetatiu també esta desreprimida com els gens primerencs.
Aquests experiments han suggerit una autoactivacié d’’/ME1, pero no s’ha trobat cap
caixa URS1 en el seu promotor que relacionés la necessitat de totes aquestes
proteines per a la maxima expressié d'/ME71 (Bowdish et al., 1994; Bowdish et al.,
1995; Vidan and Mitchell, 1997). Sembla que el pic d'expressié d’/ME? durant la
meiosi podria dependre d'aquesta autoactivacié (Shefer-Vaida et al., 1995) que també
es donaria en condicions de medi ric amb acetat. Altres estudis suggereixen endemés
una regulacié traduccional on la sintesi d'lme1 estaria potenciada en condicions de
limitacié de nitrogen (Sherman et al., 1993).

En resum, l'inici de la transcripcié d'/ME1 esta regulada molt estrictament en
condicions de limitacié nutricional. Un cop s’ha sintetitzat Ime1 es déna I'activacié dels
gens primerencs meidtics a través del motiu URS1 dels promotors, on la seva
interacci6 amb Ume6, depenent de les quinases Rim11 i Rim15, és essencial. La
sintesi d’'Ime1 podria ser molt més eficient en el medi limitat de nutrients i la proteina
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Ime1 podria activar la seva propia expressié provocant un pic d'/ME7 durant I'inici de
meiosi.

Com ja hem dit la meiosi s’inicia des d’'una aturada del cicle en la fase G1.
Aquesta aturada és un requisit indispensable peréd mai no s’ha estudiat quina inter-
relacié poden tenir els cicles mitotic i meidtic. Quan es torna a afegir nutrients al medi,
les cél-lules que ja han iniciat la meiosi perd que es troben abans de la primera divisio
meiotica, poden tornar al cicle mitdtic i quan es sobrepassa aquest punt ja no és
possible tomar, pel que s’anomena el punt de compromis de meiosi. Els mutants que
no poden formar espores retornen al cicle mitétic en preséncia de nutrients quan ja
s’han donat les divisions meiotiques (Honigberg and Esposito, 1994). La preséncia de
nutrients sembla induir un canvi de cicle, activant I'inici de la mitosi i inhibint la meiosi,
pero no s’ha estudiat a nivell molecular quin efecte hi ha sobre els gens meidtics i
mitotics en l'inici de la meiosi, quan sembla haver-hi una exclusié entre tots dos cicles.
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5. OBJECTIUS

1. Analitzar I’aturada del cicle en fase G1 per limitacié nutricional. Utilitzarem com
a model la limitacié de font de nitrogen. Se sap molt poc de la regulacio del cicle
cel-lular per part dels nutrients, tot i que s’han fet estudis amb la via Ras/cAMP i la via
mediada per les proteines Tor que la relacionen amb la sintesi proteica. Hem escollit
el model de limitacié de nitrogen per la importancia que té com a nutrient, doncs causa
els efectes més rapids en limitacié per la seva relacié directa amb la sintesi proteica, i
perqué no es coneix quin mecanisme pot estar determinant I'aturada en la fase G1 del
cicle. Estudiarem la possible regulacié dels gens de cicle de la fase G1 en el model
descrit, a nivell transcripcional mitjangant northern i post-transcripcional amb western i
comprovant la vida mitjana de les proteines amb experiments de pulse-chase, sobretot
per a les ciclines ja que la degradacié és un mecanisme important de regulacié durant
el cicle.

2. Avaluar la resposta quantitativa de métodes quimioluminiscents. En métodes
no radioactius de northern es compararan I'exposicié en film de fotografia i I'exposicio
en el Lumi-Imager, i es compararan dos substrats quimioluminiscents diferents en la
quantificacié per western.

3. Estudiar la resposta de diferenciacio de meiosi en condicions de limitacid
nutricional en cél-lules diploides. Descriurem el model d’entrada en meiosi des
d’'una aturada del cicle en la fase G1. Les cél-lules diploides per a iniciar aquest cicle
han d'induir tota una série de gens especifics i molts d’ells tnics de meiosi, pero
l'aturada en la fase G1 del cicle també és un requisit per aquest inici. Estudiarem la
regulacio transcripcional i post-transcripcional de les ciclines de fase G1 en l'inici de la
meiosi, que depén d’'Ime1, i la possible relacié d’aquest activador amb les ciclines G1
mitjangant la utilitzacié de mutants ime7 i cin, ja que tots depenen de senyals
- nutricionals per a la seva expressié /o activitat, encara que sén afectats de forma
contraria pel mateix senyal. Finalment intentarem determinar els possibles
mecanismes que sotmetin l'activitat d'iIme1 a les ciclines G1, bé a nivell transcripcional
o post-transcripcional, i si aquests mecanismes umpliquen que la meiosi i la mitosi
siguin dues opcions excloents per a S. cerevisiae.
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The CIn3 cyclin is down-regulated by translational
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Nutrients are among the most important trophic factors
in all organisms. When deprived of essential nutrients,
yeast cells use accumulated reserves to complete the
current cycle and arrest in the following G| phase. We
show here that the CIn3 cyclin, which has a key role
in the timely activation of SBF (Swi4-Swi6)- and MBF
(Mbp1-Swi6)-dependent promoters in late G, is down-
regulated rapidly at a post-transcriptional level in cells
deprived of the nitrogen source. In addition to the fact
that CIn3 is degraded faster by ubiquitin-dependent
mechanisms, we have found that translation of the
CLN3 mRNA is repressed ~8-fold under nitrogen
deprivation conditions. As a consequence, both SBF-
and MBF-dependent expression is strongly down-
regulated. Mainly because of their transcriptional
dependence on SBF, and perhaps with the contribution
of similar post-transcriptional mechanisms to those
found for Cln3, the G; cyclins CInl and 2 become
undetectable in starved cells. The complete loss of Cln
cyclins and the sustained presence of the Clb-cyclin
kinase inhibitor Sicl in starved cells may provide the
molecular basis for the G, arrest caused by nitrogen
deprivation.

Keywords: cell cycle regulation/G cyclins/nutrients/
yeast

Introduction

The budding yeast Saccharomyces cerevisiae is a model
system to study the regulatory networks that link cell cycle
progression to cell growth. Like most other eukaryotes,
budding yeast cells take developmental decisions during
the G, phase of the cycle (Pringle and Hartwell, 1981).
Haploid cells arrest temporarily in G; in response to
sexual pheromones and, after conjugation, enter a diploid
cell cycle. Both haploid and diploid cells also arrest in
G, under nutrient starvation conditions. While diploid
cells proceed into a meiotic cycle and finally sporulate,
haploid cells suffer multiple metabolic adaptations for
survival and become quiescent by entering a Gy state. The
molecular pathway by which sexual pheromones cause a
G, arrest has been characterized in great detail (reviewed
by Herskowitz, 1995). In contrast, little is known about
the mechanisms that arrest yeast cells in G; when they
are deprived of nutrients.
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Commitment to divide takes place in late G,, at a point
called Start, where three essential processes of the cell
cycle are initiated: budding, spindle-pole body duplication
and DNA replication. The budding yeast cyclin-dependent
kinase, Cdc28, associated with the Cln3 cyclin seems to
be the most upstream activator of Start, and acts as a
potent inducer of two distinct transcriptional complexes,
SBF (Swi4-Swi6) and MBF (Mbpl-Swi6) (Tyers et al.,
1993; Dirick ef al., 1995; Stuart and Wittenberg, 1995;
Levine et al., 1996). While Swi6 plays a regulatory role
in both complexes, Swi4 and Mbp1 constitute the DNA-
binding proteins of SBF and MBF, respectively (Andrews
and Herskowitz, 1989; Lowndes et al., 1991, 1992; Primig
et al., 1992; Koch er al., 1993). Transcription of four G;
cyclin genes, CLNI and 2 and PCLI! and 2, and the
HO endonuclease, which is required for mating-type
interconversion, is activated by SBF while, on the other
hand, two B-type cyclins, CLB5 and 6, the SWI4 gene
and several genes involved in DNA synthesis such as
POLI, RNR1 and TMPI are under the transcriptional
control of MBF (reviewed by Koch and Nasmyth, 1994;
Cross, 1995). While Clnl and 2 are involved mainly in
initiating budding (Benton ef al., 1993; Cvrckovd and
Nasmyth, 1993), the CIb5 and 6 cyclins are specially
required for initiation of DNA replication (Epstein and
Cross, 1992; Schwob and Nasmyth, 1993). CIb5,6-Cdc28
active complexes appear during the G;-S transition as
a result of Cln cyclin accumulation by two different
mechanisms, thus providing a way to coordinate S-phase
entry and budding initiation. First, Clb degradation initi-
ated during exit from the previous mitosis is inhibited by
Cln cyclins (Amon et al., 1994). Second, degradation of
Sicl, which inhibits Clb5,6-Cdc28 complexes, is triggered
by Cln-Cdc28 kinase activity (Schwob et al, 1994;
Schneider et al., 1996).

The Ras-cAMP pathway has been implicated in coordin-
ating cell cycle progression and cell growth, although with
apparently conflicting roles. When starved cells are re-
fed, transcriptional activation of CLNI and 2 during the
first Start event depends on cAMP, which suggests that
the Ras-cAMP pathway has a positive role in cell cycle
progression {(Huble et al., 1993). On the contrary, cAMP
exerts a repressor effect on CLN! and 2 transcription,
implicating this pathway in regulating cell size under
different growth conditions (Baroni et al., 1994; Tokiwa
et al., 1994). Perhaps cAMP-dependent mechanisms oper-
ate with opposite effects at distinct molecular steps of
transcriptional activation of CLN/ and 2, i.e. attainment
of a threshold CIn3 level and, on the other hand, SBF
activation. Nevertheless, these reports do not address the
question as to whether the Ras-cAMP pathway is involved
in arresting cells in G; under starvation conditions.
Although cells deficient in Ras-cAMP activity arrest in
Gy, they also stop growing, thus making it difficult to
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Fig. 1. Unregulated CLN! expression perturbs the G, arrest caused by nitrogen deprivation. CML128 [YCplac22] (wt, circles) and CML128
[PCM64] (adh,-CLN1, squares) cells were deprived of nitrogen at time 0. (A) Cell growth (closed symbols) and cell number (open symbols)
kinetics. The broken line indicates the growth rate in the presence of the nitrogen source. (B) Budding indexes. (C) DNA content distributions.

establish a direct role for this pathway in cell cycle arrest.
Moreover, activation of the Ras-cAMP pathway does not
prevent repression of CLN2 and HO transcription in
cells deprived of nitrogen (Markwardt et al., 1995). A
rapamycin-sensitive pathway mediated by the Torl and 2
phosphatidylinositol kinases has been involved in regulat-
ing early G, progression by nutrient limitation through
control of translation initiation (Barbet et al, 1996; Di
Como and Arndt, 1996). Inhibition of Tor function by
rapamycin causes a strong reduction in translation initi-
ation and a G, arrest that can be suppressed by CLN3
overexpression (Barbet et al, 1996). However, as cell
growth is seriously impaired, it is again difficult to
establish a direct relationship between Tor activity and
cell cycle progression.

Here we show that the G, arrest caused by nitrogen
deprivation is mediated by down-regulation of CLN3 at a
post-transcriptional level. In addition to the fact that the
CIn3 protein becomes more unstable, we have found that
translation of the CLN3 mRNA is repressed rapidly upon
nitrogen deprivation and, as a consequence, SBF- and
MBPF-dependent transcription is also down-regulated.

Results

The G, arrest caused by nitrogen deprivation may
involve active mechanisms to down-regulate Cin
activity

When exponentially growing yeast cells were transferred
to minimal media without the nitrogen source, both growth
and division rates slowly declined, while cells arrested in
G, as determined by DNA contents and budding index
(Figure 1). We have obtained totally comparable results
in three different strain backgrounds (EG123, W303 and
S288C), being also independent of the presence of amino
acid auxotrophic markers (data not shown). The relative
increase in cell mass was always higher than that corres-
ponding to the cell number, suggesting that the cell cycle
arrest was not merely a consequence of an inability to
meet the growth requirements of the G,~S transition.

As Cln cyclins play a fundamental role in the G;-S
transition, we first asked whether the G, arrest caused by
nitrogen deprivation requires a down-regulation of the
activity of these G, cyclins. Figure 1 shows the cell cycle
arrest kinetics of cells expressing CLNI from a mild

constitutive promoter. While the relative increase in cell
mass was unaffected, the cell number increase was much
higher compared with the wild-type, indicating that most
cells were able to complete one additional cell cycle under
these conditions. Moreover, the high final budding index
and the clear delay observed in the accumulation of cells
with IN DNA content indicate that CLN/ transcriptional
down-regulation may be essential in order to achieve a
proper G arrest under nitrogen deprivation conditions.
To characterize further the apparent uncoupling of cell
growth and cell cycle kinetics observed in starved cultures,
small early G; cells were released into minimal media
with or without the nitrogen source, and cell volume,
budding indexes and DNA content distributions were
monitored (Figure 2). Under starvation conditions, these
cells showed a first cycle G; arrest while cell volume
increased clearly above 51 fi, the average budding cell
volume (i.e. the small-budded mother cell volume) in the
non-starved culture. Taken together, these results strongly
suggest that the G, arrest caused by nitrogen deprivation
is mediated by specific mechanisms, some of them involv-
ing the down-regulation of Cln proteins, and cannot simply
be explained as a passive consequence of a growth arrest
that would prevent cells from reaching the critical cell
volume to bud and initiate S phase. ’

SBF- and MBF-driven expression is repressed
owing to intrinsic cell cycle mechanisms

Since constitutive expression of CLNI prevented a proper
G arrest, we asked whether nitrogen deprivation causes
a transcriptional down-regulation of those genes known
to be induced during the G,-S transition. Figure 3A shows
that transcript levels of SBF- and MBF-driven genes
decreased between 2 and 4 h after nitrogen deprivation,
at a time when most cells accumulated in G;. In contrast,
transcript levels of CLN3, SWI6 and MBP1, which do not
oscillate much through the cell cycle, remained constant.
Finally, SICI mRNA levels slightly increased during the
first hours after nitrogen deprivation. Comparable results
were obtained in W303-1A, an independent background
strain (data not shown).

The observed repression of SBF- and MBF-driven genes
initially could be explained by two different mechanisms:
(i) a specific repression of SBF- and MBF-dependent
promoters by a trans-acting factor modulated by a nutrient
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Fig. 2. G, cells arrested by nitrogen deprivation are able to grow past
the critical volume for budding. (A) Small early G; CML128 (wt)
cells were inoculated into minimal medium with (+N) or without (-N)
the nitrogen source and samples were taken at the indicated time
points to obtain the average total cell volume (V) or the small-budded
mother cell volume (Vyc). (B) DNA content distributions.

signaling pathway; or (ii) as a direct consequence of a
G, arrest prior to the induction of those promoters. In
preliminary experiments with strains lacking Swi6, where
CLBS5 is constitutively expressed during the cell cycle
(Schwob and Nasmyth, 1993), we observed that this gene
was not repressed at all during nitrogen deprivation (data
not shown), thus favoring the latter hypothesis. However,
this result does not rule out the possibility of a specific
repressor linked to a nutrient signaling pathway, since it
still could require or involve the Swi6 protein in order to
exert its repressor function. To test these two different
possibilities further, we used cells arrested with moderate
or high CLN1, CLN2 and CLBS transcript levels and asked
whether nitrogen deprivation could still repress their
expression. Figure 3B shows that cdc28-13 cells arrested
at the restrictive temperature for 2 h prior to starvation
were not able to down-regulate CLN/, CLN2 and CLBS5
transcription further when deprived of nitrogen. Very
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similar results were obtained with a thermosensitive muta-
tion in the CDC34 gene (data not shown), which is not
involved in the transcriptional activation of those genes
during the cell cycle. To avoid the heat shock produced
when testing thermosensitive strains, we used hydroxy-
urea-arrested cells and obtained comparable results (Figure
3C). These data strongly argue against the existence of a
specific repressor mechanism and favor the idea that SBF-
and MBF-dependent promoters are repressed in starved
cells by the mechanisms that operate during G, and M
phases, as these cells complete their cycle and accumulate
in the next G, before they can activate SBF- and MBF-
dependent promoters again.

The CIn3 protein is lost rapidly in starved cells
ClIn3 plays a key role in transcriptional activation of SBF-
and MBF-driven genes in late G; (Tyers et al., 1993;
Dirick et al., 1995; Stuart and Wittenberg, 1995). To test
the possibility that nitrogen deprivation might prevent
activation of SBF- and MBF-dependent promoters by
down-regulating this protein, we used a triple hemag-
glutinin (HA)-tagged construct to determine CIn3 levels
by immunoblotting techniques in extracts obtained from
starved cells. Figure 4B shows that Cln3 protein levels
decreased sharply during the first 2 h after nitrogen
deprivation. As cells maintained invariable levels of the
CLN3 transcript for a much longer period of time (Figure
3A), this result suggested that CLN3 is down-regulated by
post-transcriptional mechanisms when cells are deprived of”
nitrogen.

None of the components of SBF and MBF was clearly
down-regulated at the protein level during the first 6 h
after nitrogen deprivation (Figure 4C). In addition, the
amount of Cdc28 also did not change significantly. These
results support the idea that nitrogen deprivation down-
regulates SBF and MBF activity as a result of the loss of
CIn3, which would prevent their activation in late G;.
Accordingly, expression of CLN3 from a tetracycline-
regulatable promoter (see below) was able to suppress
CLNI repression in starved cells (data not shown).

Levels of other G; cyclins, CInl, CIn2 and CIbS,
decreased as expected from their transcript kinetics (Figure
4B). Although the respective mRNAs always showed
easily detectable residual levels at 4 h after nitrogen
deprivation, these proteins could not be detected even in
highly exposed films. Those results suggest that these G,
cyclins are also down-regulated by post-transcriptional
mechanisms in starved cells. Sicl protein levels did not
change significantly during the starvation period analyzed.
As a triple c¢/n mutant is not able to traverse the G,-S
transition unless Sicl is removed (Schneider et al., 1996),
the absence of Cln proteins and the sustained presence of
Sicl could explain the G, arrest produced by nitrogen
deprivation in terms of molecular requirements.

CLN3 is down-regulated at a post-transcriptional
level

CIn3 is a very unstable protein (Cross and Blake, 1993;
Yaglom et al., 1995) and, for this reason, its cellular
contents should be extremely sensitive to the overall
protein synthesis rate, as opposed to very stable proteins
that adjust their levels very slowly to new steady-state
conditions. To determine whether the observed decrease
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(A) CML128 (wt) cells were deprived of the nitrogen source at time 0 and samples were taken at different time points to analyze transcript levels by
Northern blot with the indicated probes. (B) CML128 (wt) and CML198 (cdc28-13) cells previously transferred at 37°C during 2 h were deprived of
nitrogen at time 0 and kept at 37°C during the course of the experiment. (C) CML128 (wt) cells were arrested in early S-phase with hydroxyurea for
2 h and then deprived of the nitrogen source in the continued presence of hydroxyurea. (D) DNA content distributions of samples corresponding to

(B) and (C) for the indicated time points.

in ClIn3 protein levels in starved cells could be explained
by an equivalent decrease in the translational efficiency
of the cell, we measured the overall protein synthesis rate
by pulse-labeling analysis during nitrogen deprivation
conditions. Figure 5A shows the protein synthesis patterns
on SDS-PAGE from cells pulse-labeled under semi-
quantitative conditions during nitrogen deprivation.
Although the overall protein synthesis rate decreased
during the first 2 h of starvation, this decrease could not
explain the complete loss of Cln3 protein observed under
these conditions (Figure 4B). On the other hand, the
synthesis of some proteins was clearly induced 2 h after
nitrogen deprivation, indicating that yeast cells sense
starvation and adjust their expression requirements well
before cell growth becomes seriously impaired.

As a very careful measurement of the overall translation
rate by pulse-labeling was required, we first determined
the minimal total extracellular concentration of sulfur-
containing amino acids required to override the effects
produced by changes in amino acid intracellular pools and
uptake rates during the starvation period (see Materials and
methods). Independently of the amino acid requirements of
the strain used, the overall protein synthesis rate decayed
slowly during the first 4 h after nitrogen deprivation
(Figure 5B), which agrees with the slow decrease in
growth rate observed under these conditions (Figure 1A).
In contrast, Cln3 levels decreased much faster, becoming
almost undetectable 2 h after nitrogen deprivation (Figure

5D), when translation efficiency had only decreased ~2-
fold under the three conditions analyzed. In addition,
while the decay in protein synthesis rate did not change
much, the rate of CIn3 loss was faster when the strain
used had no amino acid requirements. Totally comparable
results were obtained in CML213 cells, a S288C-related
strain (data not shown). These observations rule out the
possibility that CIn3 down-regulation could be influenced
by the presence of amino acid auxotrophic markers in
some of the strains used. Moreover, amino acid depletion
as measured by translational induction of GCN4 was not
detectable until 3 h after nitrogen starvation (Figure 5C),
while ClIn3 levels had dropped to undetectable levels much
earlier. Thus, the observed loss of CIn3 in starved cells
cannot be explained simply as a result of the decay in the
overall protein synthesis rate, implying the existence of
post-transcriptional mechanisms that down-regulate Cln3
levels when cells are deprived of the nitrogen source.

Cin3 becomes more unstable under nitrogen
deprivation conditions

Programmed cyclin destruction occurs in both the G;-S
transition (Blondel and Mann, 1996) and exit from mitosis
(Surana et al., 1993). In addition, turnover of both Clnl
and CIn2 depends on GRR/, a gene that is involved in
nutrient uptake pathways (Barral et al., 1995). Thus, we
decided to test whether the post-transcriptional down-
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Fig. 4. G| cyclin proteins are lost rapidly in starved cells. (A) Western
blot of HA-tagged proteins in cell extracts from CMLI128 (no tag),
CML210 (CLN1-3HA), CML204 (CLN2-3HA), CML203 (CLN3-3HA),
CML206 (CLB5-3HA) and CML208 (SIC1-3HA). A non-specific band
that cross-reacts with the 12CAS antibody is indicated with an
asterisk. (B) Cells carrying the different HA-tagged proteins were
deprived of nitrogen at time 0 and samples were taken at the indicated
time points for Western blot analysis with the o-HA 12CAS
monoclonal antibody. (C) Cell extracts of CML128 [pMBP1-HA]
during nitrogen deprivation conditions were analyzed by Western blot
to detect Swi6, Swi4, Mbpl and Cdc28 with a-Swi6, o-Swi4, a-HA
and o-PSTAIRE antibodies, respectively. CML141 (Aswi6::TRP1),
K1939 (Aswi4::LEU2; K.Nasmyth), CML128 (wt) and CML225
(Apho85::kan") cell extracts were used as controls.

regulation of Cln3 levels during nitrogen deprivation could
be due to an increased turnover of the protein.

We recently have adapted to yeast cells (Gari et al.,
1997) a regulatable promoter system, initially developed
for higher eukaryotic cells, that is mediated by a tetra-
cycline-repressible transactivator protein (Gossen and
Bujard, 1992). Repression of this promoter system by
tetracycline does not involve any metabolic changes to
yeast cells and does not affect their growth rate, making
it especially suitable for manipulating gene expression to
study nutrient-dependent regulatory mechanisms. After
fusing the HA-tagged CIn3 to the ret promoter, we first
determined that ClIn3 levels responded perfectly to the
tetracycline concentration under steady-state conditions,
which resulted in ~20-fold the wild-type levels with no
tertracycline added to the medium, and almost undetectable
levels in the presence of 2 pg/ml tetracycline (data not
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shown). According to previously described results (Yaglom
et al., 1995), although cell size was clearly reduced, yeast
cells could tolerate high levels of Cln3 protein with no
effect on their growth rate. Figure 6A shows that the tet
promoter can be turned off quite rapidly, the transcript
levels becoming almost undetectable 30 min after tetra-
cycline addition.

We next used the tetp—CLN3-HA construct to estimate
the protein turnover rate in the presence or the absence
of the nitrogen source by either total protein decay after
promoter repression or pulse—chase analysis. As seen in
Figure 6, CIn3 protein levels decayed faster in starved
cells after tetracycline addition. The same difference
was observed when the fet promoter was turned off by
tetracycline addition 15 min before transferring cells to
media with or without the nitrogen source (data not shown).
In addition, this difference was completely suppressed in
cdc34-2 and cdc28-13 mutants that had been transferred
to the restrictive temperature 45 min before tetracycline
addition. In agreement with previous work by Yaglom
et al. (1995), CIn3 was largely stabilized in both mutants
at the restrictive temperature, with the phosphorylated
and unphosphorylated forms of Cln3 accumulated in the
cdc34-2 and cdc28-13 mutants, respectively. To avoid
unwanted effects due to the high levels of CIn3 protein
attained during the preceding incubation at the restrictive
temperature, we performed the temperature shift at the
same time that cells were transferred to media with
tetracycline in the presence or absence of the nitrogen”
source, and comparable results were obtained (data not
shown). Thus, the faster turnover of CIn3 observed under
nitrogen deprivation would be mediated by the same
ubiquitin-dependent mechanisms that operate under regu-
lar growth conditions. However, assuming that Cln3 turn-
over follows either first- or second-order reaction kinetics,
the moderate differences in protein stability could not
explain the total loss of Cln3 observed in starved cells as
CLN3 is constantly expressed from its natural promoter
sequences, suggesting the existence of additional post-
transcriptional mechanisms.

CLN3 mRNA translation is repressed by nitrogen
deprivation

Due to the differences observed in protein turnover and
to the fact that Cln3 protein levels decrease very rapidly
under nitrogen deprivation conditions, an unequivocal
assessment of translational repression mechanisms by
pulse-labeling and immunoprecipitation would not be
possible in wild-type cells. For this reason, we decided to
take advantage of (i) the high ClIn3 stability that we had
observed in both starved and non-starved cdc28-11 cells
at the restrictive temperature; and (ii) the prediction that
these cells should accumulate high Cln3 protein levels
very rapidly after transfer to the restrictive temperature
under otherwise normal growth conditions.

As expected, cdc28-13 cells accumulated very high
levels of Cln3 protein over a period of 3 h after the
transfer to the restrictive temperature in the presence of
the nitrogen source (Figure 7A), and this accumulation
was not due to a concomitant increase in the mRNA
levels. On the contrary, while CLN3 mRNA levels behaved
similarly, these cells were not able to accumulate CIn3 at
all under nitrogen deprivation conditions. Comparable
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Fig. 5. Down-regulation of CLN3 occurs at a post-transcriptional level. CLN3-3HA cells having different amino acid requirements, CML203
(histidine, tryptophan and leucine, HTL, triangles), CML133 [pCM194] (histidine and tryptophan, HT, squares) and CML232 [PCM194] (none,
circles), were transferred to media with (+N, open symbols) or without the nitrogen source (-N, closed symbols) at time 0. (A) Autoradiography of
an SDS gel loaded with total protein extracts of pulse-labeled CML203 cells. (B) Overall protein synthesis rate measured by pulse labeling.

(C) GCN4 induction kinetics. Strains mentioned above were transformed with p180 (GCN4::lacZ), and B-galactosidase units were determined.
CML203 [p180] cells were deprived of leucine at time 0 as a control (-L, ¥). (D) CIn3 protein levels obtained by Western blot analysis (insert)

were quantified as values relative to time 0.

results were obtained in our prototrophic strain CML234
(data not shown). Protein stability was determined in
cdc28-13 cells at the restrictive temperature for a period
of 3 h and, in agreement with the results shown in Figure
6, we found no differences in the protein half-life obtained
in the presence or absence of the nitrogen source (data
not shown). Moreover, the relative overall protein synthesis
rate decreased slowly during nitrogen deprivation (Figure
7C), in a way very similar to that shown in Figure 5B for
wild-type cells at 30°C. Thus, the inability of starved
cdc28-13 cells to accumulate Cln3 could only be explained
as a result of a translational repression of the CLN3
mRNA. Comparable relative differences in Cln3 accumu-
lation were also obtained in a cdc34-2 mutant derived
from W303 (data not shown), excluding the unlikely
possibility that the observed translational repression effect
could be exerted in an indirect way by the cdc28-13
mutation. To evaluate the extent of this translational
repression, we measured CIn3 protein synthesis rate by
pulse-labeling analysis 2 h after transfer of cdc28-13 cells
to the restrictive temperature, in the presence or absence
of the nitrogen source. As shown in Figure 7D, nitrogen

deprivation caused a net 8-fold reduction in the CIn3
protein synthesis rate. Thus, although nitrogen deprivation
causes a moderate increase in its turnover rate, Cln3 loss
in starved cells is due mainly to a specific translational
repression mechanism.

Discussion

Cell cycle control by trophic factors has a key role in,
regulation of cell proliferation in all organisms. Nutrients
are among the most important trophic factors for yeast
cells and, hence, mechanisms must exist that couple
nutrient availability to cell cycle crucial transitions. When
deprived of essential nutrients, Saccharomyces cerevisiae
haploid cells use nutritional stores to complete the current
cycle and arrest in the following G, phase. We have found
that nitrogen-deprived G-arrested cells are able to grow,
reaching a volume much larger than the average budding
volume of non-starved cells. This observation suggests
the existence of specific mechanisms causing a G, arrest
when cells are nutritionally deprived, even under condi-
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Fig. 6. CIn3 becomes more unstable upon nitrogen deprivation. CML133 (wild-type), CML200 (cdc28-13) and HTY600 (cdc34-2) cells carrying the
CLN3-3HA construct under the control of the tetracycline-repressible zetO, promoter (pPCM166), were transferred to media with (+N, @) or without
(=N, O) the nitrogen source at time 0. (A) Repression kinetics of the tetO, promoter in CML133 [pCM166] after tetracycline (Tet) addition as
determined by Northern blot. (B) Western blot analysis of Cln3 total protein decay after tetracycline addition. (C) Quantification of CIn3 bands
shown in (B) for wild-type CML133 [pCM166] cells. (D) Pulse—hase analysis of CIn3 stability in wild-type CML133 [pCM166] cells as described
in Materials and methods. CML133 [YCplac33] cells were labeled and used as the negative control for immunoprecipitation (no tag).

(E) Quantification of radioactivity in CIn3 bands shown in (D).

tions where the critical cell mass for budding seems to be
largely surpassed.

One of the landmarks of the G,-S transition is the
transcriptional activation of a set of genes regulated by
two transcriptional factors with distinct DNA-binding
moieties, SBF and MBF (Nasmyth, 1996). As expected
from a G, arrest, we show here that SBF- and MBF-
dependent gene expression is repressed under nitrogen
deprivation conditions. Cells expressing hyperstable alleles
of CLN2 do not arrest properly in G; when deprived of
the nitrogen source, with many cells remaining in a
budded state (Hadwiger er al, 1989; Lanker et al.,
1996). Consistent with these results, we have found
that constitutive expression of CLN/ causes very similar
effects, implying that proper regulation of CLN activity
is required to arrest cells in G; by nutrient deprivation.

Repression of SBF- and MBF-dependent transcription
occurs during G, and M phases in actively growing cells
(Amon et al., 1993; Koch et al., 1996). Starved cells use
their nutrient stores to complete the current cycle and
arrest in the next G;. If the G, arrest takes place before
activation of SBF and MBF, cells should accumulate in
G, with very low levels of transcripts expressed by these
transcriptional factors. Alternatively, nitrogen deprivation
could cause a direct repression of SBF and MBF, thus
blocking cells before entering S-phase. We have shown
that cells blocked at the G;-S transition (cdc28-13 and
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cdc34-2 mutants at the restrictive temperature) or in early
S-phase (after hydroxyurea addition) with moderate or
high levels of CLNI, CLN2 and CLBS transcripts are not
able to down-regulate these transcripts when deprived of
nitrogen, implying that nitrogen deprivation does not cause
a direct repression of SBF and MBF. Rather, nitrogen-
deprived cells arrest in G; before SBF and MBF activation
takes place in late G;.

CIn3 is a potent G; cyclin regarding the timely activation
of SBF- and MBF-dependent promoters in late G, (Tyers
et al., 1993; Dirick et al., 1995; Stuart and Wittenberg,
1995), and raising its cellular contents by either increased
transcription or altered protein turnover has profound
effects on cell size (Nash et al, 1988; Yaglom et al.,
1995). Although neither mRNA nor protein levels oscillate
much during the G—S transition (Wittenberg et al., 1990;
Cross and Blake, 1993; Tyers et al., 1993; Mclnerny et al.,
1997), those properties suggest that subtle differences in
the ClIn3 accumulation rate during G; could be the
intracellular parameter by which cells assess growth condi-
tions before traversing the G;-S transition. Consistent
with this role, CIn3 is an extremely short-lived protein
(Cross and Blake, 1993; Yaglom et al., 1995) and, hence,
its levels may respond rapidly to changes in the overall
protein synthesis rate. Thus, a simple model to explain
the G, arrest caused by nutrient deprivation would imply
that, due to the reduction in protein synthesis rate, starved
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Fig. 7. CIn3 is subject to translational repression in cells deprived of nitrogen. CML200 (cdc28-13) cells carrying the CLN3-3HA gene under its own
promoter sequences in pCM194 were grown at 25°C and transferred to 39°C in media with (+N, @) or without (-N, O) the nitrogen source at time
0. (A) CIn3 protein and CLN3 mRNA levels at the indicated time points as measured by Western and Northern blot analysis. A non-specific band
that cross-reacts with the 12CAS antibody is marked with an asterisk. (B) Quantification of Cln3 protein levels shown in (A). (C) Overall protein
synthesis rate as measured by pulse labeling analysis during nitrogen deprivation. (D) Pulse analysis of CIn3 was performed for 10 min as described
in Materials and methods in duplicate samples 2 h after transferring the cells to media with (+N) or without (-N) the nitrogen source. In order to
have similar total Cln3 protein levels in all immunoprecipitations (IPs), unlabeled extracts were used as described in Materials and methods. An
additional labeled extract from cells grown with the nitrogen source was immunoprecipitated with an o-myc monoclonal antibody as negative
control. Relative CIn3 synthesis rates (CIn3/* ratios) were evaluated by using the 45 kDa band (indicated with an asterisk) that cross-reacts with the
12CAS antibody as an internal control for incorporation and immunoprecipitation efficiencies.

cells could not reach the Cln3 threshold level required to
execute the G,-S transition (Richardson er al., 1989).
However, cells carrying a hyperstable CLN3 allele, which
show a reduced critical mass for budding in exponentially
growing cultures, still arrest mainly in an unbudded state
under starvation conditions (Sudbery et al., 1980), albeit
at later times than wild-type cells (our unpublished results),
suggesting the existence of specific mechanisms that could
overcome the higher stability of CIn3. We have shown
that CIn3 is down-regulated mainly at the translation level
by nitrogen deprivation, while the faster turnover observed
under these conditions would help to decrease the Cln3
levels more quickly. Thus, our findings would explain
why an altered turnover of CIn3 does not per se cause a
major effect in the G, arrest kinetics.

The precise mechanism that causes an 8-fold reduction
in CLN3 mRNA translation efficiency under nitrogen
deprivation conditions remains to be elucidated. Prelimin-
ary work using the tetp—CLN3 construct, where the CLN3
open reading frame (ORF) is fused to the 5'-untranslated
region (UTR) from CYCI, suggested that the observed
translational repression requires the 5'-UTR of CLN3.

However, we have not been able to suppress this repression
by analyzing overlapping deletions of the CLN3 5'-UTR
as described in Figures 5 and 7 (our unpublished results),
indicating that translational repression does not seem to
be mediated by binding of a specific trans-acting factor
to the CLN3 5'-UTR. A rapamycin-sensitive pathway
mediated by the Tor!l and 2 phosphatidylinositol kinases
has been involved recently in linking nutrient availability
(Di Como and Arndt, 1996) and early G, progression
(Barbet et al., 1996) to regulation of translation initiation. )
Although rapamycin causes a G; arrest similar to
nitrogen deprivation, there are some important differences:
(1) rapamycin causes a strong down-regulation of CLN3
transcript levels at times where they are kept essentially
invariable by nitrogen deprivation (Barbet et al., 1996;
our unpublished results); (ii) rapamycin addition over a
wide range of concentrations causes a 10-fold reduction
in the overall protein synthesis rate (Barbet er al., 1996),
indicating that rapamycin effectively blocks most of trans-
lation initiation events in yeast cells, while nitrogen
deprivation imposes a specific translational control on the
CLN3 mRNA when the overall protein synthesis rate is
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only reduced by 2-fold; and (iii) both Cin3 protein levels
and the overall protein synthesis rate decrease with the
same kinetics after rapamycin addition, even at the minimal
concentrations able to cause a G, arrest (our unpublished
results), indicating that, in contrast to nitrogen deprivation,
translational repression mediated by rapamycin does not
act in an specific manner on the CLN3 mRNA. Overall
protein synthesis requirements have been established in
multiple points of the cell cycle (Burke and Church, 1991).
However, as low concentrations of cycloheximide cause
a Gy arrest (Johnston ef al, 1977; our unpublished
observations), progression through G; seems to be the
phase of the cell cycle most-sensitive to unspecific protein
synthesis inhibition. Thus, the rapamycin-mediated G;
arrest could be explained in very similar terms. Taken
together, these observations suggest that translational
repression of the CLN3 mRNA very early during nitrogen
deprivation does not involve the Tor pathway. Perhaps the
Tor pathway plays its essential role in repressing translation
initiation of most mRNAs at later times during starvation,
when nutrients are almost exhausted, thus preventing
accumulation of truncated proteins in the cell. Alternat-
ively, yeast cells could have redundant mechanisms to
ensure a G; arrest under nutrient deprivation conditions.

Although loss of CIn3 in starved cells may be an
important mechanism to achieve a G, arrest, the fact that
strains lacking CLN3 are still able to perform the G;-S
transition indicates that some other mechanisms must exist
to explain the G, arrest caused by nitrogen deprivation.
Clnl, CIn2 and CIb5 residual levels are down-regulated
much more severely than those corresponding to their
respective transcripts in starved cells, suggesting that
these proteins may also be subject to post-transcriptional
mechanisms. Similarly to the faster decay of Cln3 observed
in starved cells, we have found that Cini and CIn2 show
an increased turnover under these conditions (E.Gari,
N.Colomina, C.Gallego, E.Herrero and M.Aldea, in pre-
paration). This additional mechanism could reduce their
residual levels down to a level such that no sufficient Cln
activity would be present in the cell to execute the G,-S
transition. Moreover, since Cln protein levels remain very
low, the activated Clb degradation during exit from the
previous mitosis would still be active as cells accumulate
in Gy, thus lowering CIb5 levels by degradation. Finally,
the sustained presence of Sicl in starved cells could
explain in molecular terms why cells arrest in G; when
deprived of the nitrogen source.

The G, arrest caused by trophic factors in higher
eukaryotes seems to involve mechanisms similar to those
operating in yeast cells. Thus, translational control has
been demonstrated in transforming growth factor (TGF)j3-
dependent down-regulation of Cdk4 (Ewen et al., 1993).
In addition, up-regulation of the cdk-cyclin inhibitor p27
in Gy-arrested cells occurs by both translational regulation
and decreased degradation (Hengst and Reed, 1996).
Translation and stability of other key regulators of the
G,-S transition such as D-type cyclins may also contribute
to link trophic signals to Gy arrest and differentiation in
higher eukaryotic cells.

Materials and methods
Strains, plasmids and growth conditions

Our parental strain CML128 (MATa, leu2-3,112, ura3-52, trpl-1, his4,
can-1") is a spore of 1788 (Lee et al., 1993), a homogeneous diploid
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strain obtained from EGI23 (I.Herskowitz). The following CML128
derivatives were obtained: CML133 (LEU2::tTA), CML232 (LEU2::(TA,
TRPI1, HIS4), CML198 (cdc28-13), CML200 (LEU2::1TA, cdc28-13),
CML234 (LEU2::uTA, TRPI, HIS4, cdc28-13), CML141 (Aswi6::TRPI),
CML210 (CLNI-3HA), CML204 (CLN2-3HA), CML203 (CLN3-3HA),
CML206 (CLB5-3HA) and CML208 (SICI-3HA). Strain CML213
(MATa, ura3-52) is a spore of FY1679 (B.Dujon), a S288C derivative.
Strain HTY600 (cdc34-2; L.Johnston) is a derivative of W303-1A
(MATa, leu2-3,112, ura3-52, trpl-1, his3-11,75, ade2-1, canl-100;
L.Johnston). The tetracycline-repressible transactivator tTA was intro-
duced into yeast cells by integration of pCM87 (Gari et al., 1997) at the
LEU?2 locus. Chromosomal C-terminal fusions to the HA epitope were
performed by gene transplacement with Pfu-PCR products obtained from
pCM133 (see below) essentially as described (Wach er al., 1994).
Transformation procedures and gene transplacement methods were done
as described (Ausubel et al., 1987).

Plasmid pCM133 was built from pFA6a-kanMX3 (Wach ez al., 1994)
by replacing the B-galactosidase gene by three copies of the HA epitope
(Tyers et al., 1993) between the BamHI and Ascl sites. pCM194 is a
YCplac33 (URA3; Gietz and Sugino, 1988) derivative that carries the
HA-tagged CLN3 gene (Tyers et al., 1993) under its own transcriptional
regulatory sequences. Plasmid pCM166 was built by placing the HA-
tagged CLN3 ORF under the control of the ferO; promoter (Gari et al.,
1997) in YCplac33. pMBP1-HA (N.Lowndes) contains the 3HA-tagged
MBPI gene in YCplac33. The CLNI ORF was placed under the
control of the Schizosaccharomyces pombe adhl promoter (A.Bueno) in
YCplac22 (TRPI; Gietz and Sugino, 1988), resulting in plasmid pCM64.
Finally, p180 carries a translational fusion of the GCN4 gene to the
B-galactosidase coding sequences (Hinnebusch, 1985) in a centromeric
URA3 vector. DNA manipulations, either by regular subcloning or Pfu-
PCR techniques, were done as described in Ausubel ez al. (1987) and
Weiner et al. (1994).

Yeast cells were grown in SD minimal media at 30°C unless stated
otherwise, and supplements were added as required (Ausubel et al.,
1987). Tetracycline was added to 2 pg/ml when repression of the A
transactivator was needed. DNA replication was inhibited by addition
of 20 mg/ml hydroxyurea. Yeast nitrogen base without ammonium
sulfate was used as recommended by the manufacturer (Difco) to prepare
SD media without the nitrogen source, and the required amino acids
were added to the following final concentrations: 15 pg/ml leucine,
5 ug/ml histidine and 10 pg/ml tryptophan. Nitrogen deprivation experi-
ments were done with cells growing exponentially for 14-16 h until
ODggp = 0.3-0.4, which were then collected by filtration and, after a
quick wash, resuspended at the same cellular concentration in pre-
warmed medium jacking the nitrogen source. Smail newly born celis
were isolated from Ficoll gradients as described (Mitchison, 1988).

Northern blot analysis

Total RNA samples were obtained from yeast cell pellets, electrophoresed
in formaldehyde—agarose gels and transferred to positively charged nylon
membranes as described (Ausubel e al., 1987). After UV cross-linking,
membranes were washed twice in washing buffer (1% SDS, 20 mM
Na,HPO,4 pH 7.2, 1 mM EDTA) at 65°C, pre-hybridized for 1 h at 65°C
in 20% SDS, 0.5% blocking reagent (Boehringer Mannheim), 250 mM
Na,HPO,4 pH 7.2, 1 mM EDTA, and hybridized overnight at 65°C with
digoxigenin-labeled probes at 2 ng/ml. After three washes at 65°C in
washing buffer, immunological detection steps were performed as
described by the manufacturer (Boehringer Mannheim) using CDP*
(Tropix) as the chemiluminescent substrate. Signal quantification was
performed with a CCD camera-based system (Lumi-Imager) from
Bochringer Mannheim. DNA fragments containing only ORF sequences,
obtained by either PCR or restriction digestion, were used to synthesize
probes by random-PCR with digoxigenin-dUTP labeling mixture as
directed by Boehringer Mannheim.

Protein synthesis rate and -galactosidase activity
measurements

The overall protein synthesis rate was determined by pulse analysis,
which was performed by incubating 100 pl of culture for 5 min at the
specified temperature with 10 pl of a labeling mixture containing 1 pCi/pl
Tran33S-label (ICN), 0.1 mM unlabeled methionine and 0.1 mM un-
labeled cysteine in growth medium. After addition of 1 ml of cold 10%
trichloroacetic acid (TCA), samples were incubated at 0°C for at least
1 h and TCA-precipitable counts were recovered by filtration on GF/C
filters with the help of a Bio-Dot (Bio-Rad), which were then washed
four times with 5% cold TCA and twice with cold ethanol, and



finally air-dried. Quantification was performed with a BAS-1000 (Fuji).
f-Galactosidase activity was measured as described (Gari et al., 1997).

Western blot analysis, labeling conditions and
immunoprecipitations

Samples for Western blot analysis were prepared from frozen cell pellets
with 5 ODgy equivalents, which were added to 15 pl of 5 M urea and
immediately boiled for 2 min. After addition of an equal volume of glass
beads, cell suspensions were vortexed for 7 min at room temperature,
supplemented with 50 ptl of 2% SDS, 0.125 M Tris-HCl pH 6.8, vortexed
for 1 min, boiled for 2 min and microfuged. The protein concentration
in the superatants was determined by a Micro DC protein assay (Bio-
Rad). Equal amounts of total protein were resolved by SDS-PAGE
(Ausubel et al., 1987), and ECL immunoblot analysis was carried out
as directed by the manufacturer (Amersham). HA-tagged proteins were
detected with a 1:2500 dilution of the 12CAS5 monoclonal antibody
(ascites fluid). The «a-Swi4 and «-Swi6 polyclonal antibodies
(N.Lowndes), as well as the a-PSTAIRE antibody (Santa Cruz), were
used at a 1:10 000 dilution. Chemiluminescent signal quantification was
performed with a CCD camera-based system (Lumi-Imager) from
Boehringer Mannheim.

The CIn3 degradation rate was measured by pulse—chase analysis as
follows. CML133 (pCM166) cells growing exponentially in SD minimal
medium were transferred to SD with or without the nitrogen source, and
120 ml of culture were added to 240 pCi of Tran®>S-label (ICN) and
incubated for 10 min at 30°C. Samples of 30 ml were removed at 0, 5,
10 and 15 min after addition of unlabeled methionine and cysteine to a
final concentration of 10 uM. Cells were then rapidly filtered, washed
with cold water, resuspended in 0.5 ml cold water and microfuged, and
cell pellets were quickly frozen in liquid N,.

The ClIn3 synthesis rate was evaluated by pulse analysis in duplicated
samples with the same labeling conditions as described above. In order
to achieve similar total CIn3 protein levels in all extracts and easily
comparable immunoprecipitation efficiencies, labeled proteins from
starved and unstarved cells were mixed with the same amount of
unlabeled proteins from unstarved and starved cells, respectively.

Double immunoprecipitation of cell extracts with the 12CA5 mouse
monoclonal antibody against the HA epitope was essentially as described
(Blondel and Mann, 1996). One-fifth of the total immunoprecipitate was
used to quantitate the total HA-tagged Cln3 protein by Western blot as
described above. The remainder was used to detect the labeled HA-
tagged CIn3 in SDS gels treated for fluorography with EN*HANCE
(DuPont), and quantitated with a BAS-1000 (Fuji).

Flow cytometry and microscopy

DNA content distributions were obtained by propidium iodide staining
as described (Nash et al., 1988) with an Epics XL flow cytometer
(Coulter), which was also used to quantitate relative cell concentrations
from samples that had been fixed in 1% formaldehyde, 1X SSC, and
sonicated for 5 s. Budding indexes were obtained by inspecting a
minimum of 200 fixed cells under a phase-contrast microscope. Both
long and short axes of a minimum of 100 cells were measured under a
Zeiss LSM microscope, and average cell volumes were determined by
considering yeast cells as regular obloids.
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Chemiluminescent Signals

Nucleic acid and protein quantifica-
tion on membranes are essential meth-
odologies in molecular biology. Due to the
narrow range of linear response attained
by films, the development of new meth-
odologies for direct digitalization has been
extremely important, and some instru-
ments are already available that use
methods of varying directness for quan-
tifying radioactive signals on membranes.

Non-radioactive techniques are be-
coming more popular, and they are in-
deed the best choice for quantitative pro-
tein detection by Western blot analysis.
Although some of the instruments
developed for radioactive signals have
been adapted to chemiluminescent sam-
ples, their sensitivity is still very low
Other instruments have been developed
to quantify chemifluorescent signals, but
the diffusion of the chemifluorescent pro-
duct is a major drawback when compared
to chemiluminescence-based methods.

The Lumi-lmager™ workstation devel-
oped by Boehringer Mannheim is the
most recent breakthrough in chemilumi-
nescence quantification. In very simple
terms, the Lumi-lmager is based on a
highly sensitive CCD camera that cap-
tures chemiluminescent images and trans-
fers them to a computer to analyze and
quantify them by using the Lumi-Ana-
lyst, a software especially designed by
Boehringer Mannheim.

Here we compare the results obtained
with the Lumi-lmager with conventional
film-based quantification methods in
non-radioactive Northern blot analysis.
We have particularly focussed on aspects
such as sensitivity, linear response, and
image quality. Differing amounts of yeast
total RNA were used to quantify mRNA
levels of the Gl-cyclin CLN2 gene
{(which is not a very-highly expressed
‘gene in yeast) with a digoxigenin-labeled
probe as described under Methods.
shows the results obtained by
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Quantification of mRNA Lumi-imager vs. X-ray film. In a Northem blot of total RNA of Saccaromyces
cerevisae with DiG-labeled probe for CLN2 mRNA, Lumi-Imager is at least as sensitive as X-ray film, and provides
a linear response for all measured exposure times. In contrast to X-ray film, true quantification is possible, inde-

X-ray film consibmatry

direct capture with the Lumi-lmager and
by scanning of the X-ray films exposed
for different lengths of time.

Methods

Total RNA extraction from yeast cells
and electrophoresis in formaldehyde-aga-
rose gels were as described [1]. Transfer
and cross-linking to Nylon® membranes
(Boehringer Mannheim) were carried
out in a VacuBlot (Pharmacia) and a
StrataLinker (Stratagene), respectively, in
both cases following the instructions pro-
vided by the manufacturer. After two
washes in WB (20 mM Na,HPO, pH 7.2,
0.1% SDS) for 15 min at 65°C, mem-
branes were prehybridized in MagicHyb
solution (250 mM Na,HPO, pH 7.2,
1 mM EDTA, 20% SDS, 0.5% Blocking
Reagent, Boehringer Mannheim) for 1 h
at 65°C. Hybridization in MagicHyb solu-
tion with 2 ng/ml of a random-primer
digoxigenin-labeled CLN2 probe [2] was
carried out for 14-16 h at 65°C. After
three washes in WB for 20 min at 65°C,
immunodetection steps and chemilumi-
nescent reaction with CDP-Star™ were
carried out as described [2].

Conclusions

1. The Lumi-Imager is at least as sen-
sitive as conventional X-ray film in detect-
ing chemiluminescent signals on mem-
branes.

2. The Lumi-Imager produces a linear
response over a much wider range of
signal intensities compared to X-ray film.
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Product I Cat.No. . Pack Size
Lumi-imager™ 1901 800 :
Nylon membranes, 1417 240 1 rofl
positively charged 1209272 10 shetts

1209299 20 sheets
Blocking Reagent 1096176 50g
CoP-Star™ 1685627 Tml
DIG Easy Hyb 1603 558 500 ml
DIG Wash and 1585762 " 30blots
Block Buffer Set ;

DIG DNA Labeling Kit 1175033 . 40 reactions
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QUANTIFICACIO DIRECTA DE WESTERNS PER QUIMIOLUMINISCENCIA

L'estudi de la quantificaci6 de westerns en el Lumi-lmager es va fer amb la
comparacié de dos substrats diferents per la reaccié final de detecci6: ECL
(Amersham) i Super-Signal ULTRA (Pierce). Ambdoés sistemes consten de dos
reactius que han de ser mesclats just abans de la reacci6 final de deteccié per part de
la peroxidasa. Un reactiu és el substrat propiament i I'altre actua com un potenciador
ja que proporciona les condicions més idonies per l'accié de I'enzim que ha de
processar el substrat. El sistema Super-Signal ULTRA ha estat desenvolupat més
recentment i se suposa més potent que el sistema ECL. En aquest treball estudiarem
aquesta diferéncia, i també la sensibilitat dels dos sistemes, el marge de resposta
lineal i la qualitat de les imatges, tal com hem fet en la deteccié per northern.

La proteina de llevat emprada és CIn2-3HA. S’han fet varies dilucions de
proteina d’extret total des de 100 ug fins a 0.8 pug, i a partir de les mateixes mostres
s’han fet dos westerns en paral-lel (Gallego et al., 1997, veure treball adjunt). Es
mostren les imatges obtingudes després de 5 minuts d’incubacié amb els substrats i
directament exposades en el Lumi-Imager durant 5 minuts també. S’ha quantificat la
deteccié de la proteina CIn2 i de la banda inespecifica, reconeguda per I'anticos
antiHA, que dona també una resposta linear.
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Figura 1. Quantificacié de la proteina CIn2 per medis no radioactius.

Es comparen els sistemes de deteccié SuperSignal Ultra (SSU) i ECL. La imatge de la detecci6
per ECL ha estat amplificada electronicament 50 vegades per tal d’obtenir imatges visuals (A)
similars de tots dos sistemes. En la part B de la figura es representen els valors de quantificaci6
obtinguts en la detecci6 de CIn2 i de la banda de senyal inespecific.

Conclusions

1. Efectivament el sistema Super-Signal ULTRA déna més quantitat de senyal, unes
50 vegades maijor, que el sistema ECL, i és per tant més sensible.

2. La resposta lineal és adequada en ambdds sistemes.

3. La quantificacié pot saturar-se pel sistema Super-Signal ULTRA, el que indica que
per a la proteines mitjanament abundants el sistema ECL és molt apropiat. Per a la
deteccioé de proteines escasses el sistema Super-Signal ULTRA és el més apropiat
per la seva sensibilitat.
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