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RESUMEN







El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que tienen como fin el crecimiento
de una célula y su division en dos células hijas. Uno de los sucesos mas relevantes en el
ciclo celular es la correcta segregacion del material genético de la célula parental a sus
células descendientes durante la mitosis. Una proteina clave encargada de iniciar este
proceso es la separasa, que lleva a cabo la escision del complejo cohesina, permitiendo
la separacion de las cromatidas hermanas y su distribucion en las células descendientes.
Debido a la suma importancia que tiene para la célula este proceso para asegurar
la correcta transmision de la informacion genética a las células hijas, la separasa se
encuentra altamente regulada a diferentes niveles durante la mitosis. Ademas de su
funcion en el corte del complejo cohesina, la separasa también promueve la activacion
de la fosfatasa Cdc14, la elongacidon del huso mitdtico y regula la condensacién y
resoluciéon del ADN ribosémico. Pese a la relevancia de la separasa en el ciclo celular, no
se conoce por completo como promueve todas las funciones que desarrolla en mitosis 'y
aun quedan por resolver preguntas respecto a su regulacion. En esta tesis utilizamos la
levadura de gemacidn S. cerevisiae para estudiar nuevas funciones de la separasa y su
regulacion. Previamente, en este laboratorio se llevd a cabo un rastreo genético del alelo
termosensible de la separasa, espl-2, donde se aislaron varios mutantes supresores de
espl-2 con el fin de identificar nuevos posibles sustratos de la separasa. En el trabajo
realizado en esta tesis doctoral se validaron las mutaciones sak1-G150A y pah1-C549T
como mutaciones supresoras del alelo espl-2. Pah1l es una fosfatasa que regula la
dinamica de sintesis de la membrana nuclear en respuesta a las seflales metabdlicas
de la célula. Hemos demostrado que PAHI y ESP1 interaccionan genéticamente, por
lo que convierten a Pahl y al supresor esp1-2 pah1-C549T en grandes candidatos para
seguir estudiando nuevas funciones reguladas por la separasa. Por otro lado, Sak1 es la
principal quinasa activadora de la via de Snf1, que regula los cambios en el metabolismo
de la célula en funcién de la disponibilidad de glucosa o diferentes tipos de estrés. Los
resultados de este trabajo demuestran que Sak1l y la separasa interaccionan fisica y
genéticamente, independientemente de la funciéon de Sak1 activando a Snfl. También,
hemos demostrado que el mutante supresor espl-2 sakl-G150A recupera todas las
funciones promovidas por las separasa en mitosis. El retraso en la liberacién de la
fosfatasa Cdcl4 y la letalidad sintética con diferentes componentes de la via MEN en
el mutante 4sak1 sefialan que Sak1 podria ser un componente de la via FEAR. Ademas,
nuestros resultados muestran que Sakl fosforila a la separasa durante la mitosis y
regula la localizacion nuclear de la separasa. Por consiguiente, los datos aportados por
el trabajo de esta tesis doctoral postulan a la quinasa Sak1 como nuevo interactor de la
separasa, regulando sus funciones y su localizacién subcelular durante la mitosis. Esta
nueva conexion entre Sak1 y la separasa proporciona un gran avance en el conocimiento

sobre la regulacién de la separasa.
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The cell cycle is a series of ordered events whose purpose is the growth of a cell and its
division into two daughter cells. One of the most relevant events in the cell cycle is the
correct segregation of genetic material from the parent cell to its daughter cells during
mitosis. The key protein responsible for this process is separase, which carries out the
cleavage of the cohesin complex allowing the separation of the sister chromatids and
their distribution to the daughter cells. Due to the importance of this process for the
cell, to ensure the correct transmission of genetic information to the daughter cells,
separase is highly regulated at multiple levels during mitosis. In addition to its role
in cleaving the cohesin complex, separase also promotes the activation of the Cdc14
phosphatase, the elongation of the mitotic spindle, and regulates the condensation and
resolution of the ribosomal DNA. Despite the relevance of separase in the cell cycle, it
is not fully understood how it promotes all its functions in mitosis, and there are still
questions to be answered about its regulation. In this thesis, we used budding yeast S.
cerevisiae to study new functions of separase and its regulation. Previously, a genetic
screening of the temperature-sensitive separase allele , esp1-2, was performed in this
laboratory, where several suppressor mutants of espIl-2 were isolated with the goal of
identifying new potential substrates of separase. In the work carried out in this thesis,
we validated the mutations sak1-G150A and pah1-C549T as suppressor mutations of the
espl-2 allele. Pahl is a phosphatase that regulates the nuclear membrane dynamics
in response to cell metabolic signals. We have demonstrated that PAH1 and ESPI
interact genetically, making Pah1 and the espI-2 pah1-C549T suppressor mutant strong
candidates for further study of new functions regulated by separase. On the other hand,
Sak1 is the main activator kinase of the Snf1l pathway, which regulates changes in cell
metabolism in response to the availability of glucose or different types of stress. The
results of this work show that Sakl and separase interact physically and genetically,
independently of Sak1’s function in activating Snf1. Additionally, we have demonstrated
that the esp1-2 sak1-G150A suppressor rescues all the functions promoted by separase
in mitosis. The delay in the release of Cdc14 phosphatase and the synthetic lethality
with different components of the MEN pathway in the Asakl mutant suggest that
Sak1 could be a component of the FEAR pathway. Furthermore, our results show that
Sak1 phosphorylates separase in mitosis and regulates its localization in the nucleus.
Therefore, the data provided by the work in this thesis suggest that Sak1l is a new
interactor of separase, regulating its functions and its subcellular localization during
mitosis. This new connection between Sakl and separase represents a significant

advance in the understanding of the regulation of separase activity.
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El ciclo celular es un conjunto ordenado de procesos biol6gicos mediante los cuales la
célulacreceysedivide en dos nuevas células... Este mantra, esla frase con la que empieza
toda tesis, articulo o conferencia sobre ciclo celular que se precie. Es la definiciéon exacta
y concisa, pero a base de repetirla, hemos dejado de lado el contexto y la importancia
que implicalo que es el ciclo celular. El ciclo celular es el fundamento de la complejidad
de la vida misma; es la forma de reproduccién en los organismos unicelulares; es la
formacion de las flores en el meristemo floral; la formacion de las hojas en el meristemo
apical del tallo y la extension de la raiz en el meristemo radicular; es la base para la
formacién de gametos; son todas las divisiones de segmentacion del cigoto, desde que
se convierte en morula, pasando por blastocisto hasta llegar a embrion; es la formacién
de un individuo adulto; es el desarrollo de todos y cada uno de nuestros 6rganos; es la
renovacion celular de la piel; es la formacion de las células sanguineas y es en parte
el ciclo de la vida. Todos y cada uno de estos casos estdn comandados por un conjunto
ordenado de sucesos, que tiene como fin el crecimiento de una célula parental y
su duplicacién en dos células descendientes, todos con sus diferencias, matices y
especializaciones en este proceso, pero todos son la base de lo que somos y lo que nos
rodea. Tal y como establecié Rudolf Virchow en 1858, omnis cellula e cellula, “toda célula

procede de otra célula preexistente por divisién de esta”.

Este mecanismo fundamental subyacente a todos los seres vivos pivota sobre el proceso
de duplicacién del material genético de la célula parental y su divisidn en las dos células
descendientes. La correcta transmisién de la informacion genética es esencial para la
subsistencia y perpetuaciéon de todas las especies. Para llevar a cabo este proceso, la
célula parental implementa una serie de cambios bioquimicos y estructurales de forma
gradual, que podemos categorizar en cuatro fases consecutivas: G, S, G, y M (Fig. I1).
El primer proceso clave del ciclo se da en la fase S o fase de sintesis del ADN, dénde
tiene lugar la duplicacién del material genético. EI segundo proceso ocurre en la fase
M, dénde el ADN que la célula ha duplicado previamente en la fase S se reparte entre
las dos células descendientes. Entre estas dos fases principales, se intercalan otras
dos fases de crecimiento y regulacion de suma importancia, las fases G, y G,. En estas
fases intermedias, la célula incrementa su tamafio, regula el ensamblaje de proteinas y
estructuras celulares; asi como, mediante mecanismos de vigilancia, se asegurara que
todohayaido correctamente enlasintesisdel ADNyensusegregacion. Enlosorganismos
diploides, dentro de la fase M podemos distinguir dos procesos diferenciados: la meiosis
y la mitosis. En la meiosis, tras una tnica fase S, ocurren dos rondas de divisién celular
consecutivas, obteniendo cuatro células haploides. La meiosis es un proceso exclusivo
de produccién de células germinales, gametos o esporas para la reproduccién sexual,

siendo la mitosis el proceso prevalente en la division celular de organismos eucariotas.
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Figura I1. Representacion esquematica del ciclo celular en células humanas y ciclo celular en S.
cerevisiae. Creado con BioRender.

Dentro de la mitosis podemos distinguir 5 fases diferenciadas: A) profase, donde
tiene lugar la condensaciéon de los cromosomas, se separan los dos centrosomas y se
inicia el ensamblaje de los microtibulos del huso acromatico. B) prometafase, aqui se
produce la desorganizacién de la envuelta nuclear, los centrosomas se desplazan a los
polos opuestos de la célula y los microtibulos se unen a las cromdatidas hermanas. C)
metafase, en este momento las cromatidas hermanas se alinean en el plano medio de la
célula o placa metafasica. D) anafase, es el momento en el que se produce la separacion
de las cromatidas hermanas y migran a los polos opuestos de la célula. E) telofase, es el
final de la mitosis, los cromosomas se descondensan, se desensambla el huso mitético
y se reorganiza la envuelta nuclear, formandose de nuevo dos ntcleos interfasicos
idénticos. Tras la mitosis, para que la divisiéon celular sea efectiva por completo y
cada célula tenga su citoplasma independiente, tiene lugar el proceso de citocinesis.
En la citocinesis, se produce la contraccién del anillo de actomiosina, la formacién de
nueva membrana plasmatica separando las dos células en el plano medio de la division
celular, y por ultimo se produce la separacién fisica entre las dos nuevas células por las

hidrolasas que se secretan al medio.

Debido a la gran importancia del ciclo celular en cualquier forma de vida, este proceso
esta altamente conservado. Todas las células eucariotas mantienen una maquinaria
muy similar para llevar a cabo el ciclo celular, pero hay unos organismos que a lo
largo de los afios han destacado como organismos modelos para estudiar este proceso,
las levaduras, y en el caso que nos atafie, la levadura de gemaciéon Saccharomyces
cerevisiae. La levadura S. cerevisiae, a pesar de ser un organismo unicelular, comparte
la gran mayoria de vias metabdlicas y reguladoras con el resto de células eucariotas. El

genoma completo de esta levadura fue secuenciado y anotado en el afio 1998, lo que dio
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lugar al inicio del empleo de las técnicas 6micas en levadura. Esto, junto con el hecho
de que es un organismo que se puede manipular de forma sencilla gracias a su alta tasa
de recombinacién homologa, hizo que S. cerevisiae fuera uno de los organismos modelos
mas utilizados en ese momento. Por otro lado, teniendo en cuenta su facil crecimiento,
su rapida divisién y su patréon de crecimiento asimétrico por gemacién (la célula
hija nace por gemacién de la célula parental), convierten a esta levadura en un modelo
especialmente util para el estudio del ciclo celular. La levadura de gemacién muestra
marcadores morfolégicos que permiten identificar en qué fase del ciclo celular se
encuentra la célula en base a la presencia o ausencia de la yema o al tamafio de la misma.
Ademas, se han desarrollado métodos de sincronizacién muy eficientes para estudiar
las diferentes fases del ciclo celular con mas detalle. Por estas razones es el modelo
utilizado en esta tesis doctoral y como norma general, se describiran los procesos del
ciclo celular de la levadura S. cerevisiae, aunque se puntualizaran y compararan con los

procesos que se dan en otros organismos cuando sea conveniente.

e=<= 2.1. FASES DEL CICLO CELULAR.

El ciclo celular comienza con la fase G, (Gap, intervalo), la célula viene del proceso
de citocinesis y acaba de convertirse en una célula nueva e independiente. En la fase
G,, la célula se prepara para la fase S y determina si las condiciones ambientales y de
la propia célula son propicias para iniciar una nueva ronda de division celular. Si las
condiciones medioambientales son adecuadas y se ha alcanzado un tamafio minimo, la
célula avanza de forma irreversible por el punto de control del ciclo celular denominado
START (o punto de restriccién en organismos pluricelulares) y continua hacia la fase
S (Hartwell et al., 1974; Fantes, 1977; Baroni et al., 1994 and Tokiwa et al., 1994). En
caso negativo, la célula decidira su destino entre las diferentes opciones de desarrollo:
salir del ciclo celular a la fase G, activar la esporulaciéon (meiosis) o el crecimiento
pseudohifal (diferenciacion) en el caso de células diploides dependiendo de la severidad
de nutrientes y del tipo celular, o en el caso de células haploides activar la conjugacion en
presencia de feromonas (Cross, 1988; Nash et al., 1988; Freese, Chu, and Freese, 1982).
Entre las células que entran en G, tendriamos: células quiescentes (como neuronas y
células musculares cardiacas) y células senescentes (células envejecidas o deterioradas).
Las células quiescentes pueden volver al ciclo celular con la estimulacion adecuada;
mientras que las células senescentes, se encuentran en el periodo comprendido entre el
momento que la célula deja de dividirse hasta que entra en apoptosis o muerte celular
programada, proceso por el cual las células deterioradas o dafiadas se destruyen (Wei
et al.,, 1993; Laporte et al.,, 2011; Miles et al., 2013; Wood et al., 2020).
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Durante la fase S o de sintesis, se produce la duplicacién del material genético o ADN.

El inicio de la replicacion del ADN se produce en los origenes de replicacién, que son
determinadas secuencias en los cromosomas donde se forma la horquilla de replicacion
parainiciarla sintesis de lanueva cromatida (Toone et al., 1977; Kearsey, 1987; Ferguson
et al., 1991; Newlon et al., 1993). La nueva hebra sintetizada se mantiene unida a la
hebra molde mediante unos anillos proteicos llamados el complejo cohesina (Uhlmann
and Nasmyth, 1998). Ademas, en esta fase en las células de levaduras, se completa la
duplicacion de los cuerpos polares del huso o SPB (Spindle Pole Bodies, el equivalente
a los centrosomas en organismos pluricelulares) (Byers and Goetsch, 1975; Adams and
Kilmartin, 1999) y se inicia la gemacién o formacién en la célula progenitora o “madre”

de la yema que dara lugar a la célula descendiente o “hija” (Chant and Pringle, 1995).

A continuacion, la célula pasa a la fase G,, donde comprueba que la duplicacion del
material genético se ha completado correctamente y se prepara para la siguiente fase
M. Adema3s, en esta fase se produce el cambio de crecimiento polarizado en la yema al
crecimiento isotropico (en todas las direcciones). Es una fase de crecimiento para la

célula madre y la yema (célula hija), igualandose casi el tamafio de ambas.

Por ultimo, llegamos a la fase M, momento en el que la célula pone en marcha un
mecanismo de control casi perfecto, para asegurarse la correcta segregacion del
material genético desde la célula madre a las dos células hijas. En la fase M pueden
distinguirse dos grandes eventos: la division nuclear o mitosis propiamente
dicha y la divisién celular o citocinesis (Fig. 12). En la mitosis, la célula distribuye
equitativamente las cromatidas hermanas en las dos células hijas, a través de
cuatro fases diferentes en S. cerevisiae: profase, metafase, anafase y telofase. A) en la
profase, el material genético se condensa y compacta. En S. cerevisiae la mitosis es
cerrada, por lo que no se desorganiza la membrana nuclear en ningiin momento (en
organismos con mitosis abiertas se daria en este punto). B) en la metafase, los dieciséis
cromosomas que tiene S. cerevisiae se unen al haz antiparalelo de microtubulos que
emite cada uno de los centros organizadores de microtibulos o MTOCs (Microtubule
Organizing Centers), denominados los cuerpos polares del huso o SPB en levaduras.
Cada una de las cromatidas hermanas se une a un haz del huso mitdtico proveniente
de polos opuestos, alineandose en el plano ecuatorial de la célula o placa metafasica.
C) durante la anafase, las cromatidas hermanas viajan a polos opuestos de la placa
metafasica por la elongaciéon del huso mitotico, distribuyéndose equitativamente entre
las dos células hijas. D) una vez se alcanza la telofase, las cromatidas ya se encuentran
distribuidas en su célula respectiva, se descondensan los cromosomas y se desensambla

el huso mitoético. Una vez se ha repartido equitativamente el material genético, finaliza
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la fase M con la citocinesis, que es cuando se produce la separacion fisica de las dos
células. Se sintetiza el septo primario y los dos septos secundarios que daran lugar a la
membrana plasmaticay a la pared celular. La célula madre se separa de la hija mediante
la contraccién de un anillo formado por microfilamentos de actina y miosina, formado
alrededor del cuello de gemaciéon, quedando cada célula con un ntcleo, un centro

organizador de los microtibulos y aproximadamente el mismo volumen de citoplasma.

PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE CITOCINESIS

Figura I2. Representacién de las fases de la mitosis en S. cerevisiae. Creado con BioRender.

&< 2.2. REGULACION DEL CICLO CELULAR.

El ciclo celular esta altamente regulado y sometido a un estricto control por el sistema
de control del ciclo celular (Cell-Cycle Control System) para asegurarse que los eventos
de cadaunadelas fases se den adecuadamente y en el orden temporal correcto (Hartwell
et al.,, 1973). El sistema de control del ciclo celular esta altamente conservado entre los
organismos eucariotas. El componente principal del sistema de control del ciclo celular
son las proteinas quinasas dependientes de ciclinas o Cdk (Cyclin-Dependent Kinases)
junto con sus subunidades reguladoras, las ciclinas (Morgan, 1997). La actividad y
especificidad por el sustrato de las Cdk varia a lo largo del ciclo celular en funcién de
la ciclina a la que se encuentre unida. Mientras que los niveles de las proteinas Cdk
son constantes a lo largo de todo el ciclo celular, la expresion y degradacion de las
ciclinas fluctia a lo largo del ciclo, dando lugar a diferentes olas de actividad de los
complejos Cdk-ciclina en funcién de si estan presentes o no cada una de las ciclinas
en los diferentes momentos del ciclo (Nasmyth, 1996; Nurse, 1990). Esta secuencia de
activacion/desactivacion de los complejos Cdk-ciclina por su unién a las ciclinas, son
las sefiales que permiten a la célula progresar a través de las diferentes fases del ciclo
celular, dando lugar a "oleadas" de actividad que se van sucediendo secuencialmente y
en algunos casos superponiéndose entre si. Estas "oleadas" de activacién/desactivaciéon
van a estar reguladas a su vez por varios sistemas de control independientes y que
actuan sobre el nucleo de este proceso, los complejos Cdk-ciclina, tal y como veremos a

continuacién .
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=< 2.2.1.REGULACION DELOS COMPLE]JOS CDK-CICLINA.

Las Cdk son una familia de proteinas serin treonin quinasas, de pequefio tamafio (30
a 40 kDa aprox.), cuya funcion es fosforilar un gran abanico de sustratos, pero todos
estos sustratos tienen en comun que son fosforilados en una serina o treonina de
una secuencia concreta de aminoacidos, que es reconocida por el centro activo de la
Cdk, denominada secuencia consenso de fosforilacion (Nasmyth, 1996; Tyson et al,,
2001; Tyson et al., 1995). Como norma general, esta secuencia consenso consta de una
serina (S) o treonina (T), seguida de un residuo de prolina (P), después un aminoacido
cualquiera (X) y luego un aminoacido acido, como la lisina (K) o arginina (R), quedando
la secuencia consenso estructurada de la siguiente manera [S/T*]-P-X-[K/R]. En S.
cerevisiae existe una unica Cdk llamada Cdc28 o Cdk1 (Cell divison control protein 28),
mientras que en otros organismos pluricelulares existen hasta 9 Cdk distintas, aunque
so6lo 4 (Cdk1, Cdk2, Cdk3 y Cdk4) estan directamente involucradas en el ciclo celular
(TablaTI1) (Johnson and Walker, 1999). Las ciclinas son una diversa familia de proteinas
cuya caracteristica comun es que se unen y activan a las proteinas Cdk (Kobayashi et al.,
1992; Lees and Harlow, 1993). Esta unién Cdk-ciclina origina un cambio conformacional
en la estructura de la proteina Cdk permitiendo la unién del complejo Cdk-ciclina al
sustrato y quedando el centro activo expuesto, para poder llevar a cabo la reaccién
de fosforilaciéon. Esta unién Cdk-ciclina no sélo controla la actividad enzimatica de la
quinasa, sino que determina la especificidad por el sustrato del propio complejo Cdk-
ciclina. A la proteina Cdc28 se unen dos tipos de ciclinas a lo largo del ciclo celular: las
ciclinas tipo N (CIn1, CIn2 y CIn3), presentes en la fase G,, y las ciclinas tipo B (Clb1,
Clb2, Clb3, Clb4, Clb5, Clb6), presentes entre las fases Sy M (Fitch et al., 1992; Spellman
et al., 1998; Tyers et al., 1993).

T haseat | hases | rasem

Cdc28 Cdc28 Cdc28

S. cerevisiae
civs | e | bt | cve | cbs | ans

HOTD Cdk4-Cdk6 Cdk2 Cdkd

SAPIENS | ;; 1inaD1| CiclinaD2 | CiclinaD3 CiclinaB1 | GiclinaB2 | CiclinaB3

Tabla TI1. Cdks y ciclinas a lo largo del ciclo celular en S. cerevisiae y células humanas.

La actividad de los complejos Cdk-ciclina son el principal componente director del ciclo
celular. Debido asu granimportanciaen el proceso suactividad esta altamente regulada.
Una de las principales vias de control es la regulacion directa de la formacion del propio

complejo Cdk-ciclina. Los niveles de las quinasas Cdk son constantes a lo largo de todo



el ciclo celular, pero su actividad y especificidad por el sustrato estd determinada por
cada uno de las distintas ciclinas que forman complejo con ellos y a su vez, los niveles
de las ciclinas estan controlados mediante su expresion y degradaciéon periddicas a lo
largo de las diferentes fases del ciclo celular (Fig. I3) (Kobayashi et al., 1992; Lees and
Harlow, 1993). La funcidén de los complejos Cdk-ciclina es tan importante, que algunos
complejos tienen funciones redundantes para asegurarse un control a prueba de fallos
sobre la progresion del ciclo celular y en otros casos, se solapan diferenten complejos

en el tiempo realizando funciones independientes.

Durante la fase G, se forman los complejos Cdc28-CIln1, Cdc28-CIn2 y Cdc28-CIn3
que se encargaran de que la célula avance a lo largo de G, poniendo en marcha la
maquinaria celular para ejecutar el punto de control START. Cuando la célula alcanza un
tamafio critico se activa el complejo Cdc28-Cln3, el cual pone en marcha el programa de
transcripcion especifico de la fase G, tardia. En este momento se transcriben las ciclinas
CLN1,CLNZ2, CLB5y CLB6, dando lugar a la aparicién de la actividad quinasa Cdc28-Cln1,
Cdc28-CIn2, pero permaneciendo inactivos los complejos Cdc28-Clb5, Cdc28-Clb6 por
la presencia de su inhibidor Sic1 (Tyers et al., 1993; Schwob and Nasmyth, 1993). La
expresion de las ciclinas Clnl y Cln2 determina el momento exacto para que la célula
active los procesos post-START: la gemacion, la duplicacién del SPB y la replicacién del
ADN (Tyers, Tokiwa, and Futcher, 1993). El complejo Cdc28-Cln2 es el responsable de
iniciar el proceso de formacién de la yema (De Bruin, et al., 2004; Dirick and Nasmyth,
1991; Queralt and Igual, 2004).

Durantelatransicion G, /S, se transcribenlas ciclinas CLB5y CLB6, pero no es hastallegar
afase S donde alcanzan su pico de actividad los complejos Cdc28-Clb5 y Cdc28-Clbé6. El
complejo Cdc28-CIn2 fosforila a Sicl y Cdh1 induciendo su degradacién (Schwob et al,,
1994; Verma et al., 1997; Nishizawa et al., 1998). El inhibidor de Cdc28-Clb5/Clb6, Sicl,
es eliminado a la vez que se inactiva la degradacién de las ciclinas Clb5 y Clb6 mediada
por APC%M! (Grandin and Reed, 1993; Jackson, Reed, and Haase, 2006; Bhaduri et al,
2015). Al activarse, los complejos Cdc28-Clb5 y Cdc28-Clb6 promueven directamente la
replicacion del ADN fosforilando diferentes componentes delamaquinaria de replicacion
(Schwob and Nasmyth, 1993; Stuart and Wittenberg, 1999; DeCesare and Stuart, 2012).
La actividad de los complejos Cdc28-Clb5 y Cdc28-Clb6 se mantiene durante toda la
fase S, G, e inicio de fase M. Los complejos Cdc28-Clb3 y Cdc28-Clb4 tienen su pico de
actividad en la segunda mitad de la fase S, y regulan la duplicacién del cuerpo polar del
huso (Fitch et al., 1992). Los complejos Cdk-Clb1-4 se mantienen activos hasta el inicio
de la fase M, promoviendo eventos mitéticos tempranos y preparando la célula para el

inicio de la mitosis (Epstein and Cross, 1992; Richardson, 1992).
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El principal paso clave para la entrada en mitosis es la activacién del complejo Cdc28-

Clb2. La ciclina CLB2 comienza a transcribirse al final de la fase S, mientras que los
complejos Cdc28-CIb2 presentan su pico de actividad al inicio de la mitosis (Fitch et
al.,, 1992; Lew and Reed, 1993). La expresiéon de las ciclinas Clb1, Clb2, CIb3 y Clb4
durante la mitosis, reprime a su vez la expresion del resto de ciclinas evitando la
formacién de complejos Cdk que no corresponden a esta fase del ciclo celular (Amon
et al., 1993; Koch, et al., 1996; Siegmund and Nasmyth,1996). El complejo Cdc28-Clb2
es el motor y principal regulador de la mitosis, es capaz de fosforilarse a si mismo
una vez activo incrementando su actividad y promover las funciones esenciales de esta
etapa: la condensacion del ADN, el ensamblaje del huso mitético y la segregacion del
material genético (Grandin and Reed, 1993; Jin et al., 2008). El complejo Cdc28-Clb2
es el principal regulador siendo suficiente por si solo para la progresion en mitosis
en ausencia de las otras tres ciclinas, Clb1, Clb3 y Clb4 (Fitch et al.,, 1992). La salida
de mitosis y entrada en una nueva fase G, requiere de la inactivacion de todos los

complejos Cdk mitéticos. Es el ultimo paso necesario y obligatorio que la célula debe
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cumplir antes de iniciar un nuevo ciclo y que todo vuelva a repetirse.

CONCENTRACION DE CICLINAS

Figura I3. Representacién de los diferentes niveles de actividad de los complejos Cdk-ciclina en el
control del ciclo celular en S. cerevisiae. Creado con BioRender.

Laregulacion de la actividad enzimatica de los complejo Cdk-ciclina no sélo depende de
la activacion por su union a las ciclinas, sino que en muchas ocasiones la propia union
a su ciclina determina una localizacion celular determinada y confiere al complejo
Cdk-ciclina especificidad por el sustrato. En muchos de los casos, la interaccion entre

el complejo Cdk-ciclina y el sustrato se hace a través de la union de la ciclina, mientras
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que otras veces la union estabiliza el complejo con el sustrato (Miller and Cross, 2001).
En el caso de las ciclinas CIn3, CIln2 y Cln1, esta descrito como su distinta distribucién
subcelular determina la funcién especifica de cada uno de estos complejos Cdk-ciclina
(Miller and Cross, 2000; Edgington and Futcher, 2001). Por ejemplo, el complejo Cdc28-
CIn3 se encuentra retenido en el reticulo endoplasmico hasta que la célula completa

satisfactoriamente el punto de control START y viaja al nucleo (Vergés, et al., 2007).

Adicionalmente a la regulacién por las ciclinas, los complejos Cdk también estan
regulados por un tercer punto, los inhibidores de Cdk o CKI (Cdk inhibitor proteins).
Los inhibidores de Cdk son proteinas que se unen al complejo Cdk-ciclina (tanto a la
quinasa como a la ciclina), inhibiendo su actividad. En células humanas el principal
inhibidor de Cdk es p27, mientras que en S. cerevisiae es Sicl (también son CKI Farl
y Cdcl6) (Reed et al., 1985). Los niveles de Sicl aumentan significativamente desde
la anafase, donde Sicl se une a los complejos Cdc28-Clb para asegurarse que ningin
complejo Cdk-ciclina de mitosis o de fase S esté activo durante G, (Mendenhall, 1993;
Donovan et al., 1994; Schwob et al., 1994; Weinreich et al., 2001). Al final de G, Sicl se
une a los complejos Cdc28-Clb5 y Cdc28-Clb6 manteniendo una baja actividad de los
complejos Cdk-Clb, pero permitiendo la actividad de los complejos Cdk-Cln (Lengronne
y Schwob, 2002).

;Cuantas personas hacen falta para cambiar una bombilla? Depende lo dificil que sea
cambiarla y lo importante que sea para ti que no haya problemas al cambiarla. No
quieres romperla, ni electrocutarte en el proceso, o que de menos luz que antes. Buscas
que al cambiarla, cada vez que vuelvas a encender el interruptor, el cien por cien de
las veces la luz se encienda (hasta que necesites volver a cambiarla). Con este simil,
responderiamos a la necesidad de los tres puntos principales de la regulacién de los
complejos Cdk. Si nuestra bombilla que da luz son las proteinas Cdk, queremos que
siempre de luz de la misma manera, que no se funda, que no dé mas luz de la necesaria,
ni que nos quedemos a oscuras, por lo que una regulaciéon a diferentes niveles y
en algunos casos redundante es mas que necesaria para que la célula se asegure el
correcto funcionamiento de la regulacion del ciclo celular. Adicionalmente, en cada fase
del ciclo, cada uno de los complejos Cdk-ciclina posee una regulacién adicional especifica
mediante otras quinasas y fosfatasas, de las que hablaremos mas en profundidad en los
siguientes capitulos. Todos estos componentes crean un sistema de activacion de las
Cdk como si fueran un interruptor de precision que permite apagarlas y encenderlas

de forma periédica y sin fallos de forma repetida durante cada ciclo celular.
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&&= 2.2.2. REGULACION DE LA DEGRADACION DE LAS
PROTEINAS DEL CICLO CELULAR.

Altamente interconectado con los otros puntos clave de la regulacidon del ciclo celular se
encuentra el proceso de degradacién de las proteinas. Este proceso permite a la célula
controlar la concentracidén de las proteinas claves y que necesitan variar sus niveles
a lo largo del ciclo o que, una vez desempefiada su funcién, ya no son necesarias hasta
el siguiente ciclo celular. La degradacion de las proteinas tiene lugar en el proteasoma,
que es un gran complejo proteico, con estructura en forma de barril, déonde las proteinas
entran y son destruidas por protedlisis. Al igual que el resto de las regulaciones, este
proceso tiene que ser preciso, la célula no puede permitirse destruir proteinas sin
control o dejar proteinas defectuosas actuando libremente (Tabla TI2). Para controlar
qué proteinas van a ser destruidas y cuales no, la célula marca especificamente las
proteinas a destruir mediante el proceso de ubiquitinaciéon, colocando una marca
proteica denominada ubiquitina (Galan Haguenauer-Tsapis, 1997; Peng et al., 2003;
Vertegaal, 2011; Finley et al.,, 2012). El proceso de marcaje mediante ubiquitinacion
lo llevan a cabo las ubiquitin-ligasas y consta de tres pasos: 1) la ubiquitina se une
covalentemente y es activada por la enzima E1 (enzima activadora de ubiquitina) en
un proceso dependiente de ATP; 2) una vez activa, la ubiquitina se une covalentemente
a la enzima conjugativa E2 encargada de transferir la ubiquitina al sustrato (enzima
conjugadora transportadora de ubiquitina); y 3) la enzima E3 ligasa cataliza la
transferencia de la ubiquitina, unida a la enzima E2, a la proteina objetivo a degradar
(Belleetal,2006; Deshaies and Joazeiro 2009; Finley et al., 2012; Hovsepian et al., 2016).

Coactivadores SCF Coactivadores APC

Vertebrados SKP2 FBXW7/BTRCP Cdc20 Cdh1 A, B; G, D
Gralimai)p27, N p5sy Giclmak, FEZEIpWEEIR P SeamnayNAekZARGiclimalk; Cd c20)
SUSLIAtOS S OFHG et Gatil| MGy SpolyJNK | Gdhi, EZET | CiclinaAwBl | PIKd, AuroraAyB

Tabla TI2. Principales coactivadores y sustratos de APCy SCF en vertebrados y S. cerevisiae.

Dentro de la regulacién de proteinas del ciclo celular, hay dos E3 ubiquitin-ligasas que
son clave y actian en diferentes fases del ciclo celular: el complejo SCF (Skp1/Cullin/E-

box) y el complejo promotor de la anafase o ciclosoma APC/C (Anaphase-Promoting
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Complex) (Fig. 14) (Bai et al., 1996; Visintin et al., 1997; Finley et al., 2012). El complejo
SCF esta compuesto por 4 subunidades: Skpl, Cdc53 (de la familia de las “culinas”),
una proteina pequefia Rbx1, con un dominio RING, y una proteina adaptadora que es
la que recluta a los sustratos por el dominio de caja F y determina la especificidad por
los sustratos de SCF. En general, las proteinas adaptadoras de SCF reconocen sustratos
que han sido previamente fosforilados. En muchas ocasiones, son los mismos complejos
Cdk-ciclina los responsables de dicha fosforilacién, coordinando la protedlisis con
el ciclo celular. Las proteinas adaptadoras que intervienen en la regulacion del ciclo
celular son: SCF*™ que actia en la transicién G,/S ubiquitinando las ciclinas tipo Cln
(Barral, Jentsch and Mann, 1995; Lanker, Valdivieso and Wittenberg, 1996; Schneider
et al., 1998; Berset et al., 2002), SCF¢* encargado de ubiquitinar Sicl promoviendo
la entrada en fase S (Feldman et al., 1997; Skowyra et al., 1997; Orlicky et al., 2003);
y, SCF"*®® en la transicion G,/M marcando para su degradacién a la quinasa Swel,
la quinasa responsable de la inhibicién al complejo Cdc28-Clb2 (Kaiser et al,, 1998;
McMillan et al, 2002; Hu, Gan and Aparicio, 2008). El APC es un complejo de 11-13
subunidades que tiene un papel esencial en la transicién de metafase a anafase. De
forma similar a SCF, APC también contiene una proteina de la familia de las culinas Apc2
y una proteina con dominios RING, Apc11. A diferencia de SCF que reconoce proteinas
fosforiladas, el proceso de reconocimiento de sustratos y marcaje por ubiquitinacion
estad regulado por proteinas adaptadoras o coactivadoras que reconocen elementos de
secuencia concretos en los sustratos como la caja de destruccion (D box) con la secuencia
RXXLXXXXN o la caja KEN (KEN box) con la secuencia KENXXXN (Kramer et al., 2000;
Peters, 2006; Thornton et al., 2006; Lu et al., 2014). Las proteinas coactivadoras de APC

Complejos

Cdk-Cln ,

NIVELES DE ACTIVIDAD

Figura I4. Control de los complejos Cdk-ciclina en el ciclo celular de S. cerevisiae, a través de su
degradacién mediada por ubiquitinacién por los complejos SCF y APC. Creado con BioRender.
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en S. cerevisiae son Cdc20 y Cdh1l (CDC20 Homolog 1) durante la mitosis y Amal en

meiosis. Durante la mitosis, APC se une secuencialmente a sus coactivadores: primero,
APC se asocia a Cdc20, marcando para su degradacidén al inhibidor de la separasa, la
securina (Pds1) permitiendo la segregacion de las cromatidas hermanas y regulando
asi la entrada en anafase (Ciosk et al., 1998; Lim, Goh and Surana, 1998; Peters et al.,
2006). Posteriormente, Cdc20 también marca para su degradaciéon a la ciclina Clb2,
produciendo la primera onda de degradaciéon de dicha ciclina en la anafase temprana
(Lim, Goh and Surana, 1998; Yeong et al, 2000; Wasch and Cross, 2002). Segundo,
APC se asocia a Cdh1 y marca para su degradacion a la ciclina Clb2, la quinasa polo
Cdc5, diferentes factores que regulan el huso mitético y al primer coactivador, Cdc20,
promoviendo la salida de mitosis (Visintin, Prinz and Amon, 1997; Schwab, Lutum
and Seufert, 1997; Zachariae et al., 1998; Visintin et al., 1998; Visintin et al., 2008).

@<= 2.2.3. REGULACION DE LOS PUNTOS DE CONTROL
DEL CICLO CELULAR.

El sistema de control del ciclo celular, cuyos componentes principales son los
complejos Cdk-ciclina, gobierna la progresion en el ciclo celular especialmente en
puntos o transiciones claves del ciclo celular. Esos puntos clave para la progresion del
ciclo celular se denominan puntos de control y aqui la célula se somete a si misma
a una rigurosa inspeccion de los principales componentes del ciclo celular: tamafio,
nutrientes, ensamblaje del huso mitético correcto, etc. Hay tres puntos clave a lo
largo del ciclo celular déonde la célula verifica activamente que todo esta correcto para
continuar adelante en el ciclo, estos son: el punto de control de G,/S o START, el punto

de control G,/M, y el punto de control metafase/anafase.

El primer punto de control es el punto de control de G, /S o START (punto de
restriccion en células animales) y tiene lugar al final de la fase G,. En levaduras, este
punto de control establece el momento de no retorno de un nuevo ciclo celular. En
este punto la célula decide que hacer respecto a diferentes decisiones claves: A) si la
célula tiene un tamafio suficiente, los nutrientes necesarios y los factores ambientales
favorables, tomara la decisién de iniciar una nueva ronda de ciclo celular; B) en células
haploides, en respuesta a feromonas, iniciara la conjugaciéon con otra célula de locus
MAT (tipo sexual o mating) opuesto al suyo; C) en células diploides, comenzar el proceso
de esporulacion en condiciones de escasez de nutrientes o diferenciarse a pseudohifas
en condiciones de privacién de nitrégeno; y D) si las condiciones no son favorables,

detener el ciclo en G,. En esta etapa las células obtienen un tamafio suficiente para



comprometerse a completar un nuevo ciclo celular manteniendo un tamafio constante
en la poblacién, por lo que hay una coordinacién exhaustiva entre el tamafio y el ciclo
celular. El primer complejo Cdk-ciclina en formarse es Cdc28-CIn3, activador de START
(Stuart and Wittenberg, 1995). Al inicio de G,, Whi5 mantiene inhibidos a los factores
de transcripcion de G,/S SBF (SCB Binding Factor) y MBF (MCB Binding Factor) hasta
que la célula alcanza un tamaino minimo (Wijnen, Landman and Futcher, 2002; De Bruin
etal., 2004). Una vez alcanzado el tamaiio critico, Cdc28-CIn3 inhibe a Whi5 activando
a SBF y MBF, los cuales van a desencadenar la expresion génica especifica de G,/S entre
los cuales se encuentran las ciclinas CLN1 y CLNZ2. De esta forma, aparecen los complejos
Cdc28-CIn1 y Cdc28-Cln2, creando un bucle de activacién positivo, que pondran en
marcha los procesos pos-START de forma irreversible (Dirick, Bohm and Nasmyth,
1995; Gari et al, 2001; De Bruin et al.,, 2004; Constanzo et al., 2004; Skotheim et al.,
2008; Ferrezuelo et al., 2010; Bristow et al.,, 2014; Schmoller, et al., 2015). En START,
también se controla que haya una suficiente disponibilidad de nutrientes mediante
la activacion de las vias TOR (Target Of Rapamycin) y RAS que acaban con la inhibicion
sobre la transcripcion de la ciclina CIn3, activando al complejo Cdc28-CIn3 e inhibiendo
a Sicl (inhibidor de los complejos Cdc28-Clb) (Mizunuma et al., 2013; Yahya et al., 2014;
Moreno-Torres, Jaquenoud, and De Virgilio, 2015).

A través del punto de control START, se determina si el tamafio celular es suficiente
a través de un tamafio minimo critico para poder superar la transicién G, /S (Fig. I5)
(Johnston et al., 1979). En levaduras de gemacion, la célula hija nace con un tamafio
menor al de la célula madre y necesita alcanzar el tamafio critico minimo para continuar
creciendo durante todo el ciclo hasta alcanzar un tamaifio similar al de la madre. Sin
embargo, la célula madre al haber alcanzado el tamafio critico en el ciclo anterior, puede
iniciar diferentes rondas de ciclo celular y gemacién sin necesidad de doblar el tamafio
minimo o de crecer mas (Hartwell and Unger, 1977; Lord and Wheals, 1983). Uno de
los reguladores mas importantes del punto de control START es Whi5. La célula usa a
Whi5 para evaluar el incremento de tamafio de la célula y determinar si ha alcanzado el
tamafio critico necesario para superar START. Whi5 es un inhibidor de la transcripcién
en G, /S, se sintetiza durante la mitosis del ciclo anterior y a medida que la célula va
creciendo, Whi5 va quedando cada vez mas diluido hasta que el regulon de G,/S (mas de
200 genes) deja de estar inhibido y se activa su transcripcién (Schomoller et al., 2015).
Otro de los reguladores importantes en el punto de control START es la ciclina CIn3,
que actia como un activador dosis-dependiente de START, ya que existe una relacién
inversamente proporcional entre el tamafio de la célula y los niveles del complejo Cdc28-
CIn3 (Gallego et al., 1997; Wijnen, Landman and Futcher, 2002; Skotheim et al., 2008;
Charvin et al, 2010; Schomoller et al., 2015). Otro de los aspectos clave en la regulacién

deltamarfio celular esla tasa de traduccion de proteinas, ya que se ha podido establecer
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una relacion directa entre el tamafio celular, la tasa de biogénesis de ribosomas y la tasa
de traducciéon proteica (Bernstein et al.,, 2007; Moretto et al., 2013). Asimismo, existe
una conexioén entre la regulacion del tamafio celular y la senalizacion por nutrientes en
START, ya que la deplecion de nutrientes se ve reflejada en la inhibicidn de la traduccién

proteica mediada por la via TOR y PKA en G, (Barbet et al., 1996; Smets et al., 2010).

v

PINRtode control START

Figura I5. Representacidon de la regulacidn del punto de control START en S. cerevisiae. Creado con
Biorender.

Elsiguiente punto de control es el punto de control G,/M que aparece tras lareplicacion
del ADN en la fase S. Este punto de control regula que todo esté correcto para iniciar
la division nuclear y el cambio de crecimiento apical a crecimiento isotrépico (Fig.
[6) (Lew and Reed, 1993). El complejo Cdc28-Clb2 es el principal actor de este punto de
control, inicialmente el complejo Cdc28-Clb2 se encuentra inhibido por la fosforilacién
en la tirosina 19 (Y19) de Cdc28, mediada por la quinasa Swel (Booher, Deshaies, and
Kirschner, 1993; Hu, Gan, and Aparicio, 2008). En condiciones normales si todo esta
correcto para entrar en fase M, la proteina Swel es marcada para su degradacién por
el complejo SCF y la fosfatasa PP2A%4<55 (Phosphatase 2A) activa a la fosfatasa Mih1 que
desfosforila a Cdc28-Clb2 en la tirosina 19, activandola (Yang et al., 2000; Pal, Paraz,
and Kellogg, 2008). En este momento, el complejo Cdc28-Clb2 induce el crecimiento
isotropico de la yema y posteriormente la entrada en mitosis. De forma adicional,
en este punto la célula también realiza una serie de comprobaciones a través de los
mecanismos de vigilancia o Checkpoints, los cuales paran o retrasan la progresion
del ciclo celular sélo si las condiciones no son adecuadas o si un evento anterior no se

ha desarrollado de manera satisfactoria. En la transicion G,/M actua el mecanismo de



vigilancia de morfogénesis, que detecta anormalidades en el citoesqueleto de actina y
el mecanismo de vigilancia del dafio en el ADN o DDC (DNA Damage Checkpoint), que
se activa en presencia de lesiones en el ADN (Booher, Deshaies and Kirschner, 1993; Sia,
Herald and Lew, 1996; Toczyski, Galgoczy and Hartwell, 1997; McMillan, Sia, Lew, 1998;
Longhese et al.,, 1998; Sia, Bardes and Lew, 1998). Ambos checkpoints, paran la entrada
a mitosis a través de la estabilizacion de la securina (Pds1) (Sanchez et al., 1999; Lianga
et al.,, 2013). De esta forma, se detecta cualquier alteracion en el ADN antes de que la
célula vaya a entrar en el punto critico del ciclo celular, como es la division del material

genético, y se garantiza la estabilidad genémica (Gardner, Putnam and Weinert, 1999).
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Figura I6. Regulacién del punto de control Gz/M en S. cerevisiae. Creado con BioRender.

El punto de control clave durante la mitosis es el punto de control que regula
la transicion metafase-anafase (Fig.I7). La transicién metafase-anafase viene
determinada por la activacion del complejo promotor de la anafase/ciclosoma o
APC/C¢420 ¢] cual ubiquitina a la securina (Pds1) marcandola para su degradacion por
el proteasoma (Lim, Goh and Surana, 1998; Shirayama et al., 1999; Hilioti et al., 2001).
Hasta este momento la proteina separasa (Espl) se encuentra inhibida por unién a la
securina (Ciosk et al., 1998; Tanaka et al., 2002). La activacién de la separasa promueve
la disolucién de la unién de las cromatidas hermanas al cortarse la subunidad Sccl
del complejo cohesina por la separasa (Ciosk et al.,, 1998; Uhlmann, Lottspeich and
Nasmyth, 1999). En este punto de control, la célula se asegura que todos los haces de los
microtubulos del huso mitético se encuentran conectados a los diferentes cinetocoros
(estructuras proteicas alrededor del ADN centromérico) de las cromatidas hermanas,
los cromosomas se encuentran perfectamente alineados en la placa metafasica y que la
tension en las uniones bipolares entre el huso y el cinetocoro es la correcta. Fallos en el

ensamblaje del huso mitético como la presencia de cinetocoros vacios de microtibulos,
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hacen que la célula reclute la maquinaria del SAC (Spindle Assembly Checkpoint) dénde

ha detectado el fallo, bloqueando la activaciéon de APC/C®2° y la célula quedara
detenida en la transicion metafase-anafase. La maquinaria que desempefia la inhibicion
de Cdc20 en este punto de control se denomina MCC (Mitotic Checkpoint Complex) y esta
compuesto por Mad2, Mad3, Bub3 y el propio Cdc20 (Sudakin, Chan and Yen, 2001;
Herzog et al., 2009; Chao et al, 2012; Di Fiore et al., 2015; Di Fiore et al., 2016;). En
el caso de que la célula detecte fallos en la unién de los microtibulos mitéticos a los
cinetocoros, se forma el complejo Mad2-Cdc20 que mantiene secuestrado a Cdc20 en
los cinetocoros (Lara-Gonzalez et al., 2012; Musacchio, 2011; Varetti and Musacchio,
2008). Una vez la union se produce adecuadamente, se satisface el SACy Cdc20 se libera
de suuniodn a los cinetocoros quedando disponible para unirse y activar a APC (Sudakin,
Chan, and Yen, 2001; Nilsson, et al.,, 2008; Simonetta et al.,, 2009; Lara-Gonzalez et al.,
2012; Hein et al., 2021).

ANAFASE

Figura I7. Punto de control transiciéon de metafase-anafase en S. cerevisiae. Creado con Biorender.

Enlalevadura S. cerevisiae, debido a que se divide por gemacién y por tanto su division
es asimétrica (diferente tamafio entre la célula madre y la hija), existe un mecanismo
de vigilancia adicional que sélo se activara si detecta algun fallo y que se asegura
que el huso mitético se alinee con el eje que determinan la célula madre y la célula
hija durante la anafase. Este mecanismo de vigilancia es el punto de vigilancia del
posicionamiento del huso mitético o SPOC (Spindle Position Checkpoint) y se activa a
través de la quinasa Kin4 (D’Aquino et al., 2005; Pereira and Schiebel, 2005; Maekawa
et al, 2007). En células con el huso mitético mal posicionado, Kin4 fosforila a Bfal
manteniéndola activa. De esta forma el complejo Bfal-Bub2 inhibe a la via MEN dando
tiempo a la célula a posicionar correctamente el huso mitético. (Yeh et al., 1995; Pereira
etal., 2000; Wang et al., 2000; Caydasi, et al., 2010).



<= 2.3. LA MITOSIS.

En la mitosis se lleva a cabo el reparto equitativo de las cromatidas hermanas entre
la célula hija y la madre, asi como el resto de contenido celular, con la finalidad de
obtener dos células genéticamente idénticas. Cldsicamente se distinguen 4 fases dentro
de la mitosis de S. cerevisiae: profase, metafase, anafase y telofase. En la profase se
condensan los cromosomas, en metafase se forma la placa metafasica al alinearse los
cromosomas en el centro de la célula, en anafase tiene lugar la segregacion del material
genético y, por ultimo, en telofase, los cromosomas se vuelven a descondensar y se
desensamblan los microtubulos mitéticos. Al finalizar la mitosis, la célula iniciara la
citocinesis para llevar a cabo la separacién fisica de ambas células. Como he comentado
en el capitulo “1.2.1. Regulacién Cdk-Ciclina”, el complejo Cdc28-Clb2 va a ser el motor
durante esta fase y su regulacién va a marcar los tiempos y el orden de los diferentes
eventos que veremos a continuacion, con permiso de los otros dos actores importantes

de esta fase: la separasa (Espl) y la fosfatasa Cdc14.

El proceso de entrada en la mitosis por parte de la célula no es algo exclusivo de fase
M, sino que la célula viene preparando este momento desde fases atras. Swel mantiene
la actividad del complejo Cdc28-Clb2 inhibida mediante la fosforilacién de Cdc28 en la
Y19 hasta la transicion G,/M (Amon et al., 1993; Booher, Deshaies, and Kirschner, 1993)
donde desaparece dicha inhibicién y se desencadena un bucle de retroalimentacién
positiva sobre el propio complejo Cdk1-Clb2 (Hu, Gan, and Aparicio, 2008), aumentando
sus niveles de actividad al maximo en un breve periodo de tiempo (Harvey, et al., 2005;
Hu, Gan, and Aparicio, 2008; Harvey et al., 2011). En esta fase, los cuerpos polares del
huso se separan, generan las fibras de microtibulos y se conforma el huso mitético
(Nigg and Holland, 2018).

&=<= 2.3.1. LA TRANSICION METAFASE-ANAFASE.

Una vez la célula alcanza la metafase, los cromosomas ya se encuentran totalmente
condensados y unidos al huso mitético por el cinetocoro. La tension ejercida por la unién
anfitélica (por ambos extremos) del huso mitético tira de cada cromatida hermana
hacia polos opuestos, reorganizando los cromosomas en el plano medio de la divisidn,
formando la placa metafasica (Hassler et al., 2019; Robellet et al., 2015). Sin embargo, la
tension ejercida por el huso mitético no es suficiente por si sola para la separacién de
las cromatidas hermanas, ya que estas permanecen unidas por un anillo de proteinas

denominado el complejo cohesina (Tanaka et al., 2000; Sonoda et al., 2001).
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El complejo cohesina en S. cerevisiae esta compuesto por 4 proteinas Scc1/Mcd1, Scc3,
Smc1l, y Smc3 (Guacci et al., 1997; Michaelis et al., 1997; Toth et al.,, 1999), que forman
un anillo alrededor del ADN, manteniendo la cohesién de las cromdatidas hermanas
desde su formacion en fase S (Skibbens et al.,, 1999; Ciosk et al., 2000). Si la célula ha

pasado satisfactoriamente el punto de control G,/M y se satisface la supervision del

SAC, la proteina Cdc20 estara libre para unirse al APC (Mirchenko and Uhlmann, 2010;
Teichner et al., 2011). APC es activado por Cdc28-Clb2 (Yamada et al., 1997; Shteinberg
et al., 1999; Rudner and Murray, 2000; Rudner et al., 2000) y al unirse a su coactivador
Cdc20, se encarga de marcar para su degradacion mediante ubiquitinacién a la
securina (Pds1) (Funabiki, Kumada and Yanagida, 1996; Cohen-Fix et al., 1996; Ciosk et
al., 1998; Peters et al.,, 2006) y a las ciclinas tipo Clb de mitosis (Cohen-Fix et al., 1996;
Shirayama et al., 1999; Sullivan and Morgan, 2007).

Unavezla célulaactivaa APC®2 al marcarse para su degradacién a la securina, llega el
momento en el que entra en escena la proteina que define la transicién metafase-anafase
en la célula, la separasa (Espl). La separasa es una cisteina proteasa encargada de
cortar especificamente la subunidad Sccl del anillo de cohesina en el momento exacto
para que la célula avance a anafase y se puedan separar y distribuir las cromatidas
hermanas entre las dos nuevas células (Uhlmann, Lottspeich and Nasmyth, 1999;
Uhlmann et al,, 2000). La separasa desde antes de la mitosis, permanece inactiva unida
a su principal regulador negativo, la securina (Ciosk et al., 1998). Una vez la separasa
esta activa, mediante su actividad proteolitica corta a Sccl, desestabilizando la unién
del complejo cohesina al ADN, permitiendo que la fuerza ejercida por el huso mitético
ahora ya pueda separar a las cromatidas hermanas hacia las dos células hijas. Ademas,
de su actividad proteolitica en la escisidn de la subunidad Sccl, la separasa en anafase
promueve la elongacion del huso mitético (Sullivan, Lehane and Uhlmann, 2001; Jensen
et al., 2001; Stegmeier, Visintin and Amon, 2002; Zhang et al., 2006; Lianga et al., 2018),
la activacion de la fosfatasa Cdc14 (Sullivan and Uhlmann 2003; Queralt et al., 2006) y
la condensacion y resolucion del ADN ribosémico (ADNr) (Tinker-Kulberg and Morgan
1999; Stegmeier etal.,2002; Sullivan and Uhlmann, 2003; Sullivan et al,, 2004; D’Amours,
Stegmeier and Amon, 2004). Aunque el principal evento mitético es la separacion de las
cromdatidas hermanas, para que se lleve a cabo este proceso de forma correcta, multitud
de otros eventos estan ocurriendo en la célula de forma simultadnea. La mayoria de estos
eventos implican la activacién de distintas proteinas y la fosforilaciéon de diferentes
sustratos de la maquinaria de mitosis. En consecuencia, para poder salir de mitosis, la
célula tiene que inactivar, revertir o apagar esos eventos mitoticos especificos que ha

puesto previamente en marcha.
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e=>%= 2.3.2. LA SALIDA DE MITOSIS.

Para devolver a la célula al estado inicial y apagar toda la maquinaria puesta en marcha
durante la mitosis, se tienen que desfosforilar todos los sustratos mitoticos previamente
fosforilados por la actividad de los complejos Cdk-Clb. Por consiguiente, se necesita
una fosfatasa que actie a partir de ese momento, de forma especifica y de manera
controlada. Para esta tarea, la célula cuenta con diferentes fosfatasas con actividad en
mitosis y aqui es donde entra en juego Cdc14 y toda la regulacion alrededor de esta

fosfatasa.

La proteina Cdc14 pertenece a la familia de las fosfatasas con especificidad dual
o DUSP (Dual-Specificity Phosphatases) que se caracterizan por ser capaces tanto de
desfosforilar residuos de tirosina como de serina/treonina. Esta fosfatasa se
encuentra altamente conservada desde levaduras hasta humanos (Patterson et al,
2009, Mocciaro and Schiebel, 2010; Bremmer et al,, 2012). En levaduras, CDC14 es un
gen esencial debido a su papel clave en la salida de mitosis. Cdc14 desfosforila a Swib5,
el factor de transcripcion de Sicl (el inhibidor de Cdc28) y al propio inhibidor Sicl, lo
que da lugar al aumento de los niveles de Sicl durante la anafase (Visintin et al., 1998;
Jaspersen et al., 1998; Moll et al., 1999). Adicionalmente, Cdc14 desfosforila y activa a
Cdh1, al segundo cofactor de APC (Visintin et al., 1998; Jaspersen, Charles and Morgan,
1999), lo que induce la degradacion de Clb2 (Baumer, Braus and Irniger, 2000) y, por
tanto, la inactivacién del complejo Cdk-Clb2. Como resultado de todas estas acciones,
la fosfatasa Cdc14 promueve la salida de mitosis contrarrestando la actividad del
complejo Cdc28-Clb2 y desfosforilando los sustratos de dicho complejo (Visintin et al.,
1998; Jaspersen et al., 1998; Simpson-Lavy, Zenvirth, and Brandeis, 2015; Power and
Hall, 2017; Kataria and Yamano, 2019).

Durante la mayor parte del ciclo celular, Cdc1l4 se encuentra secuestrado en el
nucleolo, unido a su inhibidor Netl. Cdc14, Netl, Sir2 y Fobl forman el complejo
de RENT (REgulator of Nucleolar silencing and Telophase), cuya funcién es reprimir
la transcripcion del ADNr mediante la inhibicion de la RNA polimerasa II (Visintin,
Hwang and Amon, 1999; Shou et al., 1999; Straight et al., 1999; Torres-Rosell et al.,
2004; Clemente-Blanco et al., 2011). Al comienzo de la anafase, Cdc14 es liberado de su
inhibidor Net1l y sale del nucleolo (Shou et al., 1999; Traverso et al., 2001; Azzam et
al., 2004; Queralt et al., 2006). Al igual que ocurre con todos los componentes clave
del ciclo celular, la activacién de la fosfatasa Cdcl4 es crucial y debe de hacerse en el
momento adecuado y en los pasos establecidos. Para que la activaciéon se produzca

correctamente y de forma secuencial, dos vias de regulaciéon actian conjuntamente
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sobre la fosfatasa Cdc14: la via temprana de liberacion de Cdc14 o FEAR (cdcEourteen

Early Anaphase Release) y la via de salida de mitosis o MEN (Mitotic Exit Network). Tal y
como se describe mas en detalle en la siguiente seccién, la via FEAR actda en la anafase
temprana, cuando todavia hay niveles altos de actividad Cdk-Clb2, promoviendo una
primera ronda de liberacion de Cdc14 del nucleolo al nucleo (Stegmeier et al., 2002;
Queralt and Uhlmann, 2008). Posteriormente, la via MEN actuda al final de la anafase,
donde los niveles de la actividad Cdk-Clb2 han disminuido, completando la liberacién
total de Cdc14 al citoplasma, permitiendo que Cdc14 pueda acceder a los sustratos
Cdk citosélicos (Jaspersen et al., 1998; Stegmeier et al.,, 2002; Mohl et al., 2009).

Al inicio de la anafase, la fosforilacién de Cdc28-Clb2 y la quinasa Cdc5 sobre Netl
da lugar a que pierda su afinidad por Cdc14, permitiendo a Cdc14 liberarse al nicleo
(Visintin et al.,, 2003; Azzam et al., 2004; Queralt et al., 2006; Rodriguez-Rodriguez
et al, 2016). Esta primera activacién de Cdcl4 por la via FEAR permite a Cdcl4
desfosforilar los sustratos relacionados con: A) la estabilizacién y elongacion del huso
mitético (Pereira et al., 2002; Higuchi and Uhlmann, 2005; Villoria et al., 2017), B) la
segregacién y resolucién del ADNr y los telémeros (D’Amours, Stegmeier, and Amon,
2004; Clemente-Blanco et al., 2009; Clemente-Blanco et al., 2011), C) el reclutamiento
de condensinas al ADNr (Sullivan et al., 2004; Manzano-Lo6pez, and Monje-Casas, 2017),
y D) la desfosforilaciéon de Cdcl5, componente de la via MEN, que promueve el bucle de
retroalimentacioén positiva para la total activacién de Cdcl4 (Jaspersen and Morgan,
2000; Lee et al, 2001; Stegmeier, Visintin, Amon, 2002). La primera ronda de activacién
de Cdc14 por la via FEAR no es suficiente para activar a APC"! y contrarrestar
totalmente la actividad Cdk para salir de mitosis. Por ello, la via MEN promueve la
segunda ronda de liberaciéon de Cdc14 al citoplasma y mantiene activa a la fosfatasa
hasta el final de mitosis. La liberacion total al citoplasma de Cdc14 da lugar a: A) la
activacion de Cdh1, promoviendo la degradacion de las ciclinas b y Cdc5 por APC¢dht
(Visintin et al., 2003; Visintin et al., 2008), B) la acumulacién de Sicl e inactivacién de
Cdc28 (Visintin et al., 1998; Shou et al., 1999) C) el desensamblaje del huso mitético
(Pereira and Schiebel, 2003; Woodruff, Drubin and Barnes, 2010; Pigula, et al, 2014) y
D) contribuye a la regulacion de la citocinesis (Palani et al., 2012; Kuilman et al., 2015;
Miller et al., 2015; Tamborrini et al., 2018; Sanchez-Diaz et al., 2012).



=< 2.3.3. LA VIA FEAR.

Como he avanzado en el parrafo anterior, la via FEAR desencadena la liberacién de
Cdc14 del nucleolo al nucleo (Fig. 18), al comienzo de la anafase, cuando la actividad
del complejo Cdc28-Clb2 es todavia elevada. Los componentes que forman la via FEAR
son: S1k19, Fob1, Spo12, Clb2, Cdc5, Zds1, PP2A%45, la separasa (Espl) y Hitl (Pereira
et al, 2002; Stegmeier, Visintin and Amon, 2002; Yoshida, Asakawa and Toh-e, 2002;
Stegmeier et al., 2004; Queralt, et al., 2006; de los Santos-Velazquez et al., 2017). El tinico
componente esencial de la via FEAR es la separasa, la cual analizo mas en profundidad
en el capitulo “1.4 La separasa”. La separasa interviene en la via FEAR mediante su
funcion no proteolitica, promoviendo la activacion y liberaciéon de Cdc14 del nucleolo
(Buonomo et al., 2003; Sullivan and Uhlmann, 2003). La separasa junto a Zds1 y Zds2,
inhiben a la fosfatasa PP2A%455, que rivaliza al complejo Cdc28-Clb2 en la fosforilacién
de Netl (Queralt, et al., 2006; Wang and Ng, 2006). Al inhibirse la fosfatasa PP2A®4¢55,
predomina la fosforilaciéon de Cdc28-Clb2 sobre Netl, el cual pierde afinidad por Cdc14
y se produce la liberacién de Cdc14 de su unién a Netl fosforilado (Stegmeier et al.,
2002; Azzam et al., 2004; Stegmeier et al.,, 2004; Queralt, et al, 2006; Tomson et al.,
2009; Calabria et al., 2012; Jativa et al.,, 2019). Por otro lado, la separasa a través de
su funcién proteolitica, regula a la proteina asociada al cinetocoro S1k19 (Sullivan,
Lehane and Uhlmann, 2001; Richmond et al.,, 2013). El corte de la separasa provoca
que SIk19 se traslade del cinetocoro a la zona media del huso mitético, promoviendo su
elongacidén (Sullivan, Lehane and Uhlmann, 2001; Richmond et al., 2013; Lianga et al.,
2018; Zhang et al., 2006).

Otro de los componentes de la via FEAR es Spo12, una proteina nuclear con actividad
bioquimica desconocida, relacionada con la regulacién de mitosis y meiosis. Cdc28-Clb2
fosforila a Spol2,lo que dalugar aladisociaciéon de Cdc14 de Fob1 (Otro componente del
complejo de RENT, junto a Net1) (Parkes and Johnston, 1992; Grether and Herskowitz,
1999; Huang and Moazed, 2003; Stegmeier et al., 2004; Tomson et al., 2009). Spo12 se une
fisicamente a Netl y estabiliza su unién con Cdc14 (Stegmeier et al., 2004). La quinasa
polo Cdc5 al principio se la consideraba parte de la via MEN y existia cierta controversia
al respecto, pero actualmente esta descrito como un componente de las dos vias FEAR y
MEN (Hu et al., 2001; Stegmeier et al.,, 2002 Queralt et al., 2006; Rodriguez-Rodriguez et
al., 2016). Cdc5 es activado por Cdc28-Clb2 al inicio de la anafase (Rodriguez-Rodriguez
etal,2016) y participa en lafosforilacién de Net1 junto con la propia Cdk, contribuyendo
alaliberacién de Cdc14 y manteniendo fosforilado a Net1 durante el resto de la anafase
(Shou and Deshaies, 2002; Yoshida and Toh-e, 2002; Visintin, Stegmeier, and Amon,

2003; Azzam et al., 2004; Queralt et al., 2006). El altimo componente incluido en la via
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FEAR es Hit1, una pequena ribonucleoproteina nucleolar, que participa en la activacion

de Cdc14 y su liberacién del nucleolo (de los Santos-Velazquez et al., 2017).

Los mutantes de la via FEAR, en S. cerevisiae, muestran un fenotipo propio, un retraso
de entre un 10 al 20 % en la salida de la mitosis (segin la severidad del mutante). El
fenotipo FEAR presenta diversos aspectos caracteristicos que lo identifican: en una
célula salvaje la liberacion de la fosfatasa Cdcl4 se produce de forma sincronizada
con la elongacién del huso mitético, sin embargo, los mutantes de FEAR presentan un
retraso de 5 a 10 min en la liberacién de Cdc14 con respecto a la elongacién del huso
mitético (Saunders, 2002; Stegmeier, Visintin and Amon, 2002; Sullivan and Uhlmann,
2003; Azzam et al., 2004; Queralt and Uhlmann 2008a; Tomson et al.,, 2009). Algunos
autores sefalan que este retraso en la salida de mitosis podria ser debido a que al estar
alterada la funcién de alguno de los componentes de la via FEAR, no s6lo afecta a todas
las funciones de la propia via FEAR, si no que al no producirse correctamente la primera
oleada de liberacién de Cdc14, al no desfosforilarse a tiempo Cdcl5, termina afectando
también al inicio de la activaciéon de la via MEN; sin embargo, otros autores apuntan
que este retraso es debido a una separacién ineficiente en el reparto del ADNr ya que el
retraso en FEAR no afecta a la salida de mitosis ni a la progresion en G, (Azzam et al.,
2004; Yellman and Roeder 2015).

Cdc20 w
APC
Pdsi

. INUGIEG)

Figura I8. Liberacion de Cdc14 al nucleo regulada por la via FEAR (cdcFourteen Early Anaphase
Release). Creado con BioRender.



&= 2.3.4. LA ViA MEN.

Lavia MEN interviene sobre laregulacién de Cdc14 desde la anafase tardia y tiene como
eje principal una cascada de sefializacion de GTPasas, cuyos componentes principales
son Cdc5, Bub2-Bfal, Kin4, Tem1, Ltel, Cdc15, Nud1, Dbf2-Mob1 y Cdc14, (Mah, Jang,
and Deshaies, 2001; Visintin and Amon, 2001; Yoshida and Toh-e, 2001). Después de la
primera oleada de activacion de Cdc14 por la via FEAR, el complejo Cdc28-Clb2 empieza
a perder actividad porque Clb2 empieza a degradarse (Fig. 19) (Lim et al., 1998; Wdsch
and Cross, 2002). Hasta este momento, el complejo Bub2-Bfal mantiene inactivo a
Tem1, una pequeia proteina de la familia de las GTPasas (Bardin et al., 2000; Pereira
et al.,, 2000; Caydasi and Pereira, 2009). Tras la activacién de FEAR, Cdc5 fosforila a
Bfal (Hu et al.,, 2001; Geymonat et al, 2001 Hu and Elledge, 2002) y la inhibicion de la
PP2Ac¢d55 evita su desfosforilacion (Baro et al., 2013) inactivando al complejo Bfal-Bub2,
lo cual permite la activacion de la via MEN (Queralt et al., 2006; Baro et al., 2013; Whalen
et al., 2018). Adicionalmente, Ltel promueve la actividad GTPasa de Tem1 cuando el
SPB viejo entra en la célula hija, quedandose el SPB nuevo en la célula madre (Bardin et
al., 2000; Pereira et al., 2000; Molk et al., 2004). Tem1 activo promueve la activacion y
localizacion de la quinasa Cdc15 en los SPBs (Bardin et al., 2000; Jaspersen and Morgan,
2000; Pereira et al.,, 2000; Whalen et al., 2018; Campbell, Zhou and Amon, 2019).

ACTIVIDAD
ENZIMATICA

ANACASENEVMPRANA AFASETARDIA

Figura 19. Cambios en las actividades de Cdc28-Clb2 (fosforilacién) y Cdc14 (desfosforilacion)
durante la mitosis. Creado con BioRender.

Ademas, la fosfatasa Cdc14 activada por FEAR desfosforila a Cdc15, participando a su
vez en su activacién y creando un bucle positivo de retroalimentacién que contribuye
a la activacion total de Cdc14 (Fig. 110) (Jaspersen and Morgan 2000; Kdnig, Maekawa
and Schiebel, 2010; Rock and Amon, 2011). Cdc15 a su vez, promueve el reclutamiento
y activacién de la quinasa Dbf2 y su regulador Mob1 (Mah, Jang and Deshaies, 2001).
La reactivacion de la PP2A%4<55 3] final de la anafase y la propia Cdc14 participan en la
desfosforilaciéon de Mob1 (Baro et al., 2013), que junto con la disminucién de la actividad
Cdk1-CIb2 contribuyen a la activacion de Mob1 al estar en su estado desfosforilado (Lee,
et al., 2001; Mah et al., 2005). Sumado a lo anterior, la quinasa Dbf2-Mob1 fosforila a

Cdc14 inhibiendo su sefial de localizacién nuclear o NLS (Nuclear Localization Sequence),
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quedando localizada en el citoplasma (Mohl et al.,, 2009). Al localizarse Cdc14 en el

citoplasma desfosforila a Cdh1 (Visintin et al., 1998; Jaspersen, Charles and Morgan,
1999) permitiendo su unién a APC. La activaciéon del complejo APC®" promueve la
degradacion completa de Clb2 al final de mitosis (Bdumer, Braus and Irniger, 2000;
Chen et al, 2000; Wasch and Cross, 2002). Cdc14 también desfosforila al factor de
transcripcién Swi5 (Visintin et al., 1998; Moll et al., 1999), lo que genera que Swi5 se
traslade al ntucleo induciendo la transcripcién de Sicl, lo que aumenta los niveles de
Sicl (inhibidor de Cdc28-Clb2). La degradacién de la ciclina Clb2, la inhibicién de la
quinasa Cdc28 por Sicl y la desfosforilacion de sus sustratos mayoritariamente por
Cdc14 provocan una drastica caida de la actividad Cdc28-Clb2 permitiendo a la célula
salir de mitosis (Visintin et al., 2008) e inducir la citocinesis (Kuilman et al., 2015).
Una vez ha decaido la actividad del complejo Cdc28-Clb2, la via MEN también interviene
en la citocinesis a través de la activacion del anillo de actomiosina y la formacién del
septo (Bardin and Amon, 2001; Yeong et al., 2002; Bembenek et al., 2005; Wolfe and
Gould, 2005). Por un lado, cuando la via MEN libera a Cdc14 al citoplasma, inhibe el
crecimiento polarizado y promueve la formacién del anillo de actomiosina (Sanchez-
Diaz et al., 2012). Por otro lado, la via MEN mediante la actividad de Cdc14, desfosforila
a Lmn1l y Chs2, lo que da lugar a la formacién del complejo Cyk3-Lmn1. Cuando Cyk3,
Lmn1l y Chs2 se localizan en el cuello de la yema, da comienzo la formaciéon del septo
primario (Meitinger et al., 2010; Palani et al., 2012; Miller et al., 2015). Por otro lado,
para el correcto desarrollo del anillo de actomiosina, la fosfatasa PP2A%455 tiene que
desfosforilar a la quinasa Chs2, para que asi el anillo se cierre de forma simétrica sobre

el plano del cuello de la yema (Moyano-Rodriguez et al., 2022).

Figura I10. Activacion y liberacion de Cdc14 al citoplasma regulado por la via MEN (Mitotic Exit
Network). Creado con BioRender.
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Aligual que es indispensable activar en el momento adecuado cada uno de los procesos
necesarios para que la célula transcurra por el ciclo celular de forma secuencial y
ordenada, también es esencial apagar dichos procesos una vez han concluido su funcion.
Por lo tanto, es de suma importancia que la célula finalice los procesos de la via MEN. La
inactivacion de MEN se da a través de la propia actividad de Cdc14. Cdc14 desfosforila
a Ltel (Jensen et al., 2002; Seshan Bardin and Amon, 2002), media la disociacion de
Cdc5 de los centros polares del huso (Hu et al., 2001) y promueve su degradacidon por
APC¢! (Jensen et al., 2002; Manzoni et al., 2010). Cdc14 también desfosforila a Bfal,
reactivando al complejo Bub2-Bfal, que retiene e inactiva de nuevo a Tem1 (Hu et al.,
2001; Pereira et al., 2002 Geymonat et al., 2003). Todos estos procesos contribuyen a
la inactivacion final de MEN durante la siguiente fase G, (Jensen et al., 2002; Seshan,
Bardin and Amon, 2002; Seshan & Amon, 2005; Botchkarev et al., 2017).

e=<= 2.4. LA SEPARASA.

La separasa es una endopeptidasa perteneciente a la familia de las CD clan cistein
proteasas que corta de forma especifica la subunidad Rad21/Scc1/Mcd1/Rec8
del complejo cohesina (Uhlmann et al, 2000). En humanos, la separasa se ha
encontrado sobreexpresada en diferentes tipos de tumores, considerandola un posible
protooncogén, y por tanto, una potencial diana de fAirmacos antitumorales (Shepard et
al., 2007; Meyer et al., 2009; Mukherjee et al., 2011; Mukherjee et al., 2014a; Mukherjee
et al., 2014b; Zhang, et al., 2014). La primera referencia sobre la separasa data de una
publicaciéon en 1988 (Baum et al., 1988). Afos después, en 1992 se registré que la
separasa era un importante factor involucrado en la division nuclear (McGrew et al.,
1992). En 1996, se identificé en S. pombe Cutl, el homdlogo de la separasa y Cut2, el
homoélogo de la securina en levaduras de fisiéon (Funabiki et al., 1996). Tiempo después,
se consiguié copurificar la separasa junto a la securina en S. cerevisiae (Ciosk et al,
1998) y por fin, en 1999, Frank Uhlmann junto a Friedrich Lottspeich y Kim Nasmyth
lograron demostrar que la separacion de las cromatidas hermanas esta promovida por
el corte que realiza la separasa sobre el complejo de la cohesina (Uhlmann, Lottspeich,
and Nasmyth, 1999). Un ano mas tarde, tras el estudio de esta proteina por varios
grupos, quedo establecida la separasa como proteasa especifica de la subunidad Sccl
del complejo cohesina (Buonomo et al., 2000; Uhlmann et al., 2000; Waizenegger et al.,
2000).

La separasa es una proteina multidominio, con un peso molecular desde los 144 kDa en

la especie C. elegans, 180 kDa en S. cerevisiae, hasta los 244 kDa en A. thaliana (Wu
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5

et al, 2010). Pese a las diferencias de masas molecular entre las diferentes especies,
los estudios aportados hasta la fecha establecen que la separasa esta altamente
conservada entre especies (Tabla TI3). En todos los organismos modelo dénde se ha
estudiado esta endopeptidasa se conoce que esta codificada por un solo gen, excepto en
D. melanogaster donde esta codificada por dos genes distintos (Ss2 y THR). En algunas
especies, la separasa también presenta diferentes isoformas, como en células humanas.
El dominio catalitico en el extremo C-terminal esta muy conservado entre las diferentes
especies, mientras que el domino regulador, en la parte N-terminal, presenta menor
similitud entre las especies analizadas (Uhlmann et al., 2000). En el caso de la separasa,
es resefiable su pertenencia al grupo de las CD clan cistein proteasas porque aparte de
estar incluidas algunas proteinas como la clostripaina, la gingipaina R o la legumina,
también pertenecen a este grupo la familia de proteinas Caspasa-1, y la separasa tiene
un dominio pseudocaspasa en su estructura, aunque no tiene actividad proteolitica
(Barrett and Rawlings, 2001). Su distribucién dentro de la célula es variada y se ha
detectado en la mitocondria (se desconoce funcion), citoplasma, zona media del huso
mitdtico y cuerpos polares del huso, pero sobre todo en el niicleo (Jensen et al., 2001;
Sickmann et al., 2003; Reinders et al., 2007; Baskerville et al., 2008; Tkach et al., 2012).

PESO RESIDUOS GEN
S: cereyisiae) | ESP1 | 187.44 1630 PDS1 =
72

S. pombe Cutl | 209.434 1828 rec8 y rad21 CUT2 =
SGC-1/GOH+2,

C: elegans Sepri| 144,921 | 1262 LEId =

A. thaliana AtESP | 244.87 2180 SYN1, 2,3y 4 ==
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Tabla TI3. Caracteristicas de la separasa entre las diferentes especies analizadas en la bibliografia.

3lisoformas

N
1



a=>%= 2.4.1. ESTRUCTURA DE LA SEPARASA.

Laestructura de la separasaen S. cerevisiae esta formada por 1.630 aminoacidos, donde
la region alfa-hélice N-terminal constituye los primeros 1.160 aminoacidos y la region
C-terminal el resto. Su estructura es similar en parte a la estructura caracterizada de
la separasa humana (Fig. 111) (Luo and Tong, 2017; Luo and Tong, 2021). La regién
helicoidal N-terminal se divide en 4 dominios de secuencias tipo HEAT repetidos
(Histidina, Glutamato E, Alanina y Treonina) que se doblan desde el primero hacia el
cuarto dominio. Se ha descrito que la primera regién del dominio I es importante para
la interaccion de la separasa con el ADN (Sun et al., 2009). El dominio IV es la conexién al
dominio de unién a sustrato y al dominio catalitico (Luo and Tong, 2017). El dominio de
union a sustrato o SD (Sustrate Domain) se encuentra justo antes del dominio catalitico,
residuos del 1200 a 1380. El SD es la zona por donde la separasa se une al sustrato y
también es una de las zonas de contacto con la securina (la otra estd en el CD) (Viadu
et al., 2005; Winter, Schmid and Bayliss, 2015). El domino catalitico o CD (Catalitic
Domain) es la zona donde se encuentra el centro activo y es la parte de la estructura
mas conservada entre las diferentes especies (Melesse, Bembenek and Zhulin, 2018).
Al CD también se le denomina dominio proteasa separasa SPD (Separase Protease
Domain) y esta compuesto por un dominio pseudoproteasa o PPD (Pseudo Proteasa
Domain) y un dominio proteasa activo o APD (Active Protease Domain). En el centro
activo estd el residuo catalitico Cys1531 que es esencial para la funcién proteolitica de
la separasa, ya que los mutantes esp1-C1531A pierden su actividad catalitica (Lin, Lou
and Yu, 2016; Luo and Tong, 2017).

C-terminal

Figura I11. A) Estructura tridimensional de la separasa humana (7N]1) y de S. cerevisiae (5U1T).
B) Representacion de los dominios de la separasa. La estrella marca el residuo catalitico y en
morado aparece la estructura de la securina, en S. cerevisiae. Creado con PyMOL.
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a—><= 2.4.2. LA SECURINA.

La securina (Pds1) es la chaperona que actiia como pseudosustrato y principal
regulador de la separasa. Lasecurina (373 aminoacidos) difiere mucho en su secuencia
entrelos distintos organismosanalizados y s6lo 100 aminoacidos del extremo C-terminal
estan conservados entre especies (Csizmok et al.,, 2008). La securina pertenece al
grupo de las proteinas intrinsecamente desordenadas o IDPs (Intrinsically Disordered
Proteins), que se caracterizan por no presentar una estructura tridimensional bien
definida, aunque esto les confiere una gran facilidad de unién al sustrato (Dunker et
al., 2000; Tompa, Dosztanyi and Simon, 2006; Ward et al., 2008). La securina al unirse
a la separasa muestra una conformacién extendida que recorre toda la estructura
de la separasa, desde el CD hasta el dominio I del extremo N-terminal. En el extremo
C-terminal de la securina se encuentra las secuencias de la caja de destruccién (D
box) y la KEN box, donde APC marca mediante ubiquitinaciéon para su degradacién a
Pds1 (Cohen-Fix et al., 1996; Funabiki et al.,, 1996; Yamamoto et al.,, 1996; Zou et al.,
1999). Se dispone de forma antiparalela a la separasa y se encuentra notablemente
encajada en la estructura de la separasa, lo que proporciona estabilidad al complejo,
siendo la zona cercana al extremo C-terminal (256 a 373) dénde Pds1 interactiia con
Espl, denominado segmento de interacciéon con la separasa (SIS) (Fig. [12). Parte de
la zona de unién de la securina (258 a 269) con la separasa es precisamente el centro
activo de la separasa (Cys1531), por lo que bloquea fisicamente la union de cualquier
otro sustrato mientras esté unida a la separasa. La disposicion de la securina en la
unidén con la separasa no genera ningtin cambio en los 4 dominios de la zona N-terminal,
sin embargo, si que se estima que provoca un cambio conformacional en el SD y CD
impidiendo a la separasa cortar a la cohesina. Aunque la estructura de la securina
se encuentra pobremente conservada entre especies, los residuos de contacto con la
separasa si se encuentran conservados. La disociacion de la securina de la separasa se
cree que provoca un cambio conformacional en la estructura de la separasa, sobre
todo en el dominio Il y CD, ya que este cambio es necesario para que la separasa lleve a

cabo la catalisis de la reaccién (Luo and Tong, 2017).

El gen que codifica para la proteina securina, pese a la relevancia en la regulacién de
la separasa, en los tinicos organismos en los que es esencial es en levaduras de fision
(CUT2) (Funabiki, Kumada and Yanagida, 1996) y en Drosophila (PIM) (Stratmann and
Lehner, 1996). En levaduras de gemacion no es esencial, aunque la delecién del gen
en los mutantes 4pds1 es letal a temperaturas semirestrictivas (28 2C) (Yamamoto et
al., 1996; Alexandru et al., 1999; Jensen et al., 2001). Una posible explicacién de por qué
no es letal la ausencia de la securina en organismos pluricelulares es la redundancia en

la regulacion de la separasa por diferentes mecanismos, descritos en la secciéon 1.4.5
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Regulacion de la separasa (Funabiki, Kumada and Yanagida, 1996; Funabiki et al., 1997
Ciosk et al.,, 1998; Hellmuth et al., 2015). La securina, respecto a su funcion e interaccién
conlaseparasaespartedeunaregulacidon en diferentes fases, se regula positivamente:
A) mediante fosforilacién por el complejo Cdc28-Clb2 en 3 sitios (S277, S292, T304) en
el extremo C-terminal de Pds1, que es la zona de la estructura de Pds1 que interacciona
directamente con la separasa, lo que promueve la interaccion del complejo Esp1-Pds1
y su localizacién nuclear (Cohen-Fix et al.,, 1996; Agarwal and Cohen-Fix, 2002); B)
Cdc28-Clb2 también fosforila a Pds1 en 2 sitios en el extremo N-terminal (S37 y S71),
justo al lado de la secuencia D box, dificultando que APC®2° pueda poliubiquitinizar y
marcar para su degradacion a Pds1(Holt et al., 2008); y se regula negativamente: C)
mediante la desfosforilacion por PP2A%55, de los 3 sitios fosforilados por Cdc28-Clb2
en el extremo C-terminal, lo que disminuye la afinidad de Pds1 por Espl (Khondker et
al., 2020); D) la desfosforilacion por Cdc14, de los 2 sitios fosforilados por Cdc28-Clb2
en el extremo N-terminal, lo que facilita el marcaje por APC (Holt et al., 2008); y sobre
todo, E) mediante el marcaje para su degradacion, por el complejo APC¢¥2° durante
la anafase (Funabiki, Kumada and Yanagida, 1996; Cohen-Fix et al., 1996; Ciosk et al.,
1998; Peters et al., 2006) y APC“** durante G, (Rudner, Hardwick and Murray, 2000;
Pfleger and Kirschner, 2000). La securina, debido a su papel regulador de la separasa,
integra multitud de seriales de diferentes vias de regulacién, como puede ser también en

respuesta al dafio en el DNA (Wang et al., 2001; Agarwal et al., 2003).

SIS Pds1
LR (‘ '

Cdc28-Clb2
Cdc28-Clb2

I Cdc28-Clb2

Figura I12. A) Estructura tridimensional de la zona de inhibicién de la securina en morado (298
a 256) en el CD y SD de la separasa (5U1T). La estrella amarilla marca el centro activo y la estrella
azul marca el exositio (sitio secundario de interaacién) B) Segmento de interaccioén con la separasa
o SIS de la securina en morado y las diferentes fosforilaciones descritas de Cdc28-Clb2 sobre la
securina: T301, S292 y S277 en la zona SIS de Pds1 y S71y S37 en la zona de reconocimiento de APC
(no presente en la estructura tridimensional, 251 a 1). Creado con PyMOL.
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En células humanas, la securina también es conocida como PTTG1 (Pituitary Tumor

Transforming Gene 1 product) ya que fue identificada por primera vez en células
tumorales de la pituitaria de rata (Pei and Melmed, 1997) y clasificado PPTG como un
protooncogén en humanos (Jallepalli et al., 2001). PPTG tiene un papel fundamental
como supresor de tumores debido a su interaccidon con uno de los supresores de tumores
de mas relevancia en células humanas, P53 y con el protooncogén c-myc (Yu et al. 2000),
asi como las quinasas PI3K y MAPK (Wang and Melmed, 2000). La sobreexpresién de
PPTG produce la regulacion positiva sobre p53 y la apoptosis (Hamid and Kakar, 2004)
mientras que, la deplecion de PPTG tiene efectos oncogénicos, dependientes de p53
(Bernaletal., 2002). PPTG Ademas de su funcion principal como inhibidor de la separasa,
también estd involucrado en el mantenimiento de la estabilidad intracromosomal
(Jallepalli et al.,, 2001), y se ha detecto alterada en cancer de pituitaria, colon, pulmones,
mama, tiroides, endometrio y del sistema nervioso central (revisado en Salehi et al.,
2008).

% 2.4.3. EL. COMPLEJO COHESINA.

El complejo cohesina es un conjunto de proteinas que forman una estructura en forma
de anillo de aproximadamente 50nm de largo y 35 nm de didmetro, que conecta
y mantiene unidas a las cromatidas hermanas mediante enlaces topoldgicos,
mayoritariamente en la zona pericentromérica de los cromosomas (en levaduras, abarca
una region de 15 a 20 kb a cada lado del centrémero) y a lo largo de los cromosomas en
los sitios convergentes de transcripcion en levadura (Haering et al., 2008; Gligoris et al,,
2014; Murayama and Uhlmann, 2015; Gligoris and Lowe, 2016). El ntcleo del complejo
cohesina presenta cuatro subunidades en levadura: Sccl/Mcdl (hRad21), Scc3
(hSTAG1/2), Smc1 (hSmc1A), y Smc3 (hSmc3). El anillo de cohesina, esta formado
por un heterodimero de las subunidades Smc1 y Smc3, formando una estructura en “V”
a través de una unioén tipo “bisagra”. La subunidad Sccl estabiliza las uniones de los
dominios ATPasa de la estructura (Hu et al., 2011) y la subunidad Scc3 (junto a Sccl) se
encarga de la union del complejo al ADN (Murayama and Uhlmann, 2015). Los extremos
de cada subunidad, Smc1 y Smc3, presentan una estructura lobular por dénde se une a
la subunidad Sccl, junto con Scc3, dando forma esa estructura de anillo (Haering et al,,
2002; Anderson et al., 2002; Gruber, Haering and Nasmyth, 2003; Nasmyth and Haering,
2005). Hay otras dos proteinas que interactiian con el extremo C-terminal de Sccl en
el anillo de cohesina, Pds5 (en humanos PSD5A y PDS5B) y Wapl1 (en humanos WAPL),
y que son necesarias para el establecimiento de la cohesién del complejo cohesina con
la cromatina y para la disociacién del complejo de su unién al DNA (Waizenegger et al,,
2000; Gandhi, Gillespie and Hirano, 2006; Murayama and Uhlmann, 2014).
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El complejo cohesina se une al ADN en la fase G,, aunque su union es dinamica. En
levadura, el complejo cohesina se une a la cromatina en cuanto se reinduce la expresion
de Sccl en G, (Uhlmann et al., 1999; Ciosk et al., 2000); mientras que en células humanas
los complejos de cohesinas se asocian en telofase (Darwiche, Freeman and Strunnikov,
1999; Sumara et al., 2000; Waizenegger et al., 2000). El paso por la fase S es necesaria
para el establecimiento de la cohesiéon tan pronto como se sintetiza la nueva cromatida
(Uhlmann and Nasmyth, 1998; Toth et al., 1999; Skibbens et al., 1999; Lengronne et al,,
2006). La unién del complejo cohesina a la cromatina lo lleva a cabo el complejo Scc2-
Scc4 (en humanos NIPBL-MAUZ2) (Ciosk et al.,, 2000; Krantz et al,, 2004; Watrin et al,,
2006; Seitan et al.,, 2006; Murayama and Uhlmann, 2014). La acetilacion de la subunidad
Smc3 por Ecol (ESCO1 en humanos) durante la fase S contribuye al establecimiento
de la cohesién (Schmitz et al, 2007; Rolef Ben-Shahar et al.,, 2008; Zhang et al., 2008;
Unal et al., 2008; Nishiyama et al., 2010); mientras que en células animales también se
requiere de la funcion de una proteina adicional denominada sororina (Rankin, Ayad
and Kirschner, 2005; Nishiyama et al., 2008).

La subunidad Sccl (al igual que Rec8, la proteina equivalente de Sccl en meiosis)
presenta dos sitios consenso de corte por la separasa, en la zona central R180 y R268
en S. cerevisiae (en Rec8 R179 y R231) y en Rad21 R172 y R450 (Tomonaga et al., 2000;
Hauf, Waizenegger and Peters). Pese a que la principal interaccion entre la subunidad
Sccl y separasa se produce a través del sitio de corte principal de Sccl (R268), en células
humanas se ha descrito que Sccl podria interactuar con separasa en un segundo sitio
denominado “motivo LPE”, porque estd formado por una leucina (L255) una prolina
(P256) y un acido glutdmico (E257) (Rosen et al., 2019). Muchas proteasas, asi como
la separasa, presentan exositios, que son regiones distintas del sitio activo por donde
también se unen al sustrato en regiones alejadas al sitio de corte del sustrato (el motivo
LPE). En S. cerevisiae también esta presente un motivo LPE, aunque en este caso seria
LPD (L376, P378 y D379) (Jabaiah et al.,2012; Rosen et al., 2019). El exositio para la
unién del motivo LPE de Sccl se encuentra situado en el dominio III de la separasa
(muy cercano al dominio CD), y s6lo queda accesible después del cambio conformacional
que se produce en separasa, originado tras la separacién de la securina (la securina
también tiene 130LPE en H. sapiens 'y 272VPE en S. cerevisiae) (Rosen et al., 2019; Liang
et al.,, 2022). Se ha demostrado que esta segunda unién adicional entre el exositio de
la separasa y el motivo LPE de la securina incrementa mucho la eficiencia de corte de
la separasa (Rosen et al.,, 2019). También, se ha observado en células humanas, como
la interaccion de la separasa con el complejo cohesina es dependiente de la unién de
la separasa al ADN. Los autores exponen un modelo en el que separasa se unirfa al
ADN cercano al complejo cohesina y al propio complejo cohesina de forma dependiente,

aunque sin aumentar su capacidad enzimatica (Sun et al., 2009).
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El desensamblaje del complejo cohesina de las cromatidas en vertebrados se

produce en dos fases: en la profase y en la anafase (Fig [13). Durante la prometafase y
la profase, mediante la “via de la profase” (prophase pathway) se produce la eliminacion
del complejo cohesina de los brazos de los cromosomas, quedando s6lo unida en los
centromeros (Losada, Hirano and Hirano, 1998; Waizenegger et al., 2000). En la “via de
la profase” intervienen: la quinasa polo PIk1 (Cdc5 en S. cerevisiae) (Sumara et al., 2002;
Lénart et al., 2007), la proteina Wapl (Wapll en S. cerevisiae) (Gandhi, Gillespie and
Hirano, 2006; Kueng et al., 2006) y la quinasa Aurora B (Nishiyama et al., 2013). Antes
de llegar a metafase, la quinasa polo Plk1 fosforila a la subunidad hSTAG1/2 (Scc3 en
S. cerevisiae), desencadenando la disociacidon del complejo cohesina en los brazos de los
cromosomas, sin la necesidad del corte por la separasa (Waizenegger et al., 2000; Hauf
et al., 2005). Ademas, la accién de las proteinas Shugosina y PP2A mantienen a Sccl
desfosforilado y protegido del corte por la separasa en los centrémeros. Sin embargo,
en levaduras, no se da la “via de la profase” y la retirada del complejo cohesina de
las cromatidas se hace por igual en toda la estructura de los cromosomas durante la
anafase (Fig 113) (Yaakov et al.,, 2012). En metafase, la quinasa Polo Cdc5 fosforila a
la subunidad Sccl en S175 S268, contribuyendo a aumentar la eficiencia de corte de
la separasa sobre la cohesina (Alexandru et al.,, 2001; Hornig et al., 2002; Hornig and
Uhlmann, 2004). Tanto en levaduras como en células humanas, la fuerza ejercida por
la tension del huso mitotico en los cinetocoros en metafase seria suficiente para separar
fisicamente a las cromatidas hermanas, pero el complejo cohesina las mantiene unidas
hasta que se da el corte de la subunidad Sccl (Charles et al., 1998; Pearson et al., 20011).
En la anafase, cuando se activa la separasa, se corta Sccl permitiendo la separacion de

las cromatidas hermanas (Uhlmann et al., 2000).

De forma independiente a su funcién en la cohesién de las cromatidas hermanas, el
complejo cohesina también desempefia un papel importante en la formacién de los
bucles (loops) intracromosomales y es responsable de la compactacion de los brazos
de los cromosomas en metafase (Parelho et al.,, 2008; CLazar-Stefanita et al., 2017;
Schalbetter et al.,, 2017). Recientemente, se ha descrito que una pequefia proporcién
del total del complejo cohesina sigue anclado y presente en las cromatidas después
de su separacion en anafase y que cumplen un papel importante en la organizacion
de los centrémeros durante la segregacion de las cromdatidas hermanas (Garcia-Luis
et al., 2022). Otra de las funciones donde la cohesina desarrolla un papel crucial es
preservando la estabilidad genémica y en la reparaciéon del dafio al ADN. Esta
descrito que la cohesina ayuda a reducir la probabilidad de pérdida de heterocigosis
y de grandes reordenamientos cromosomales, preservando la estabilidad genémica de
las células (Musio et al; 2005; Sofueva et al., 2013; Deng et al., 2012; Jeppsson et al.,

2014). En fase S, el complejo cohesina, al mantener las dos cromatidas unidas durante la
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sintesis de DNA limita que pueda presentar danos (Guillou et al., 2010; Caron et al., 2012;
Enervald et al., 2013; Thomas-Claudepierre et al., 2013; Bloom, Koshland and Guacci,
2018). Tanto el correcto proceso de union de la cohesina como la propia cohesina
son esenciales para la supervivencia celular frente a una gran variedad de dafio
genotoxicos (Kitagawa et al., 2004; Bauerschmidt et al., 2010; Heidinger-Pauli et al.,
2010; Litwin et al., 2018). Debido a la gran importancia del complejo cohesina en el

ciclo celular, la alteracion en cualquiera de los procesos relacionados con el complejo
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cohesina ocasionan diferentes alteraciones genéticas que se han englobado bajo el
nombre de cohesinopatias. Por ejemplo, mutaciones en las subunidades del complejo
cohesina (SMC1A, SMC3, RAD21) o sus reguladores (NIPBL/Scc2 o HDAC8) dan lugar al
sindrome de Cornelia de Lange (Deardorffetal, 2007; Garcia et al., 2021); mutaciones
en genes que intervienen en el establecimiento de la cohesién, como ESCO2 (ECO1 en
levaduras), dan lugar al sindrome de Roberts (Freeman et al., 1974; Vega et al., 2005); o
mutaciones en la Shugosina, la cual interviene en el proceso de disociacion del complejo
cohesina, da lugar al sindrome de CAID (Chetaille et al., 2014; Piché et al., 2019).

Smc3(SMC3)
Smc1(SMC1A)

Figura I13. Componentes del complejo cohesina y diferencias entre el desensamblaje del complejo
cohesina en humanos (seccidén superior), primero mediante la via de la profase y después en
anafase; y el desensamblaje del complejo cohesina en anafase en S. cerevisiae (seccién inferior).
Creado con BioRender.
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@&=<= 2.4.4. FUNCION DE LA SEPARASA.

La separasa es una enzima con actividad proteolitica que cataliza la reacciéon de
hidroélisis de un enlace peptidico, utilizando un tiol como nucleéfilo de un residuo
de cisteina. El sitio de corte consenso de la separasa es [DES]-x-[DE]-x-x-R. Las
principales funciones que lleva a cabo la separasa se pueden clasificar en dos grupos
dependiendo de siinterviene su actividad catalitica o no. Hasta el momento, los procesos
que se conocen que dependen directamente de su actividad catalitica son: el corte de
la subunidad kleisina (Sccl en mitosis y Rec8 en meisois) de la cohesina, el corte de
S1k19 y su funcién en la reparacion del dafio en el ADN mediada por homologia o HDR
(Homology-Directed Repair) (Ulhmann et al., 2000; Nagao et al., 2004; McAleenan et
al., 2013). Recientemente, se ha descubierto en células humanas, que la proteina del
cinetocoro especifica de meiosis Meikin (Meiosis-specific Kinetochore protein) la cual es
esencial para la segregaciéon de los cromosomas en meiosis I, también es sustrato de la
separasa (Kim et al,, 2015; Maier, Lampson and Cheeseman, 2021). Independientemente
de su actividad proteasa sobre Sccl, la separasa regula la salida de mitosis mediante:
1) la elongacién del huso mitético (Sullivan, Lehane and Uhlmann, 2001; Jensen et al,,
2001; Stegmeier, Visintin and Amon, 2002; Zhang et al., 2006; Lianga et al., 2018), 2)
la activaciéon de la fosfatasa Cdcl4 en la anafase temprana en la via FEAR mediante
la inactivacion de la PP2A%45 (Sullivan and Uhlmann 2003; Queralt et al., 2006), y
3) en la condensacion y resolucion del ADN ribosémico (ADNr), (Tinker-Kulberg and
Morgan 1999; Stegmeier et al., 2002; Sullivan and Uhlmann, 2003; Sullivan et al., 2004;
D’Amours, Stegmeier and Amon, 2004).

&=<= 2.4.5. REGULACION DE LA SEPARASA.

“Un gran poder conlleva una gran responsabilidad”. Esta frase asociada al mundo
cinematografico de Spiderman, en realidad se remonta al siglo [ a.C. y es un gran ejemplo
de lo que ocurre con la regulacién de la separasa en el ciclo celular. Cuando un proceso
y momento tan crucial para la célula se lleva a cabo por una Unica proteina, como es la
separasa, la responsabilidad sobre la continuidad del ciclo celular es enorme. Por este
motivo, no es de extraflar que la regulacion de la separasa se produzca a diferentes
niveles y mediante diferentes mecanismos, a veces incluso redundantes, para asegurar
un proceso a prueba de fallos. Este planteamiento se ve incluso reflejado en el aumento
en numero y complejidad de los procesos reguladores de la separasa a medida que
comparamos esta regulacién desde organismos unicelulares hacia organismos

pluricelulares.



La separasa en G, se encuentra mayoritariamente en el citoplasma, pero antes de entrar
en fase S se une a la securina tan pronto se sintetiza (Jensen et al.,, 2001; Nakamura et
al.,, 2002; Sun, Yu and Zou, 2006; Holland and Taylor, 2008). Aunque la separasa se va
acumulando en el nucleo durante toda la fase G,, sélo alcanza los niveles maximos en
el nucleo durante la mitosis (Yamamoto et al., 1996; Jensen et al., 2001). La securina al
unirse a separasa tiene una doble funcién, acttia como regulador negativo y positivo.
Como regulador negativo para la separasa, A) la securina al unirse a la separasa actua
como un pseudosustrato bloqueando fisicamente el centro activo y evitando cualquier
posibilidad de que lleve a cabo su funcién proteolitica sobre ningin sustrato (Luo and
Tong, 2017; Luo and Tong, 2021). B) La separasa también se regula negativamente
mediante la desfosforilacion de los tres sitios fosforilados por Cdc28-Clb2, y podria
actuar como una regulacién negativa redundante a la inhibicién por Pdsl (Lianga
et al., 2018). Por otro lado, como regulador positivo, C) la unién entre la separasa
y securina tiene un efecto positivo sobre la localizacion de la separasa. Pese a que
la separasa posee una secuencia de localizacién nuclear o NLS (Nuclear Localization
Sequence) RKAQNLALSLLKKKNK en los residuos 798-813 del dominio I, por si sola la
NLS no es suficiente para explicar la acumulacion de la separasa en mitosis. La unién
de la separasa a la securina propicia que el complejo separasa-securina viaje al ntcleo
(aunque inactivo) (Funabiki et al., 1996; Stratmann and Lehner, 1996; Hornig et al.,
2002). D) Cdc28-Clb2 fosforila a la separasa en tres sitios de fosforilacion en su parte
central (T1014, S1027 y T1034), lo que produce un efecto activador de la separasa en
ausencia de Pds1 (Lianga et al.,, 2018). E) Adicionalmente, la fosforilacién de Cdc28-Clb2
a la securina, promueve la unién del complejo separasa-securina y es necesaria para
que aumenten los niveles del complejo en metafase (Agarwal and Cohen-Fix, 2002; Holt
etal., 2008).

Al comienzo de la anafase, la securina es marcada mediante ubiquitinaciéon por el
complejo APC®2® para su degradaciéon por el proteasoma (Funabiki, Kumada and
Yanagida, 1996; Cohen-Fix et al., 1996; Ciosk et al., 1998; Peters et al., 2006). La propia
liberacion de la separasa de su unién a la securina induce un cambio conformacional
en la estructura de la separasa (Luo and Tong, 2017), sumado a que ahora el centro
activo yaesaccesible parael corte de los sustratos, la separasa queda libre y activa para
realizar sus funciones tanto proteoliticas como no proteoliticas (Irniger et al., 1995;
Zachariae et al., 1996; Visintin, Prinz and Amon, 1997; Kramer et al., 1998; Lim, Goh and
Surana, 1998). Ademas, al menos para el caso de la subunidad Sccl de la cohesina, la
fosforilacion del sustrato por parte de la quinasa Polo Cdc5 aumenta sustancialmente
la eficiencia del corte de la separasa (Alexandru et al., 2001; Hornig et al., 2002; Yaakov
etal., 2012).
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En células humanas, la separasa tiene tres inhibiciones negativas: la securina, Cdk1-
Ciclina B1 y shugoshin2 (Ciosk et al., 1998; Uhlmann et al., 1999; Hornig et al., 2002;
Waizenegger et al., 2002; Gorr et al., 2005; McGuinness et al., 2005; Clift, Bizzari, and
Marston, 2009; Hellmuth et al., 2020). Se ha visto que el complejo Cdk1-CiclinaB1

inhibe a la separasa de forma redundante y excluyente, a la regulacién ejercida por

la securina. El complejo Cdk1-CiclinaB1 fosforila a la separasa en la S1126 y T1346,
favoreciendo su union a la separasa, a través de la propia ciclina B1 (Stemmann et al.,
2001). Seguidamente, esta unién Cdk1-CiclinaB1-separasa provoca a su vez, un cambio
conformacional en la estructura de la separasa, quedando la separasa autoinhibida.
La union del complejo Cdk1-CiclinaB1 no sdlo inhibe a la separasa, sino que también
mantiene inhibido y secuestrado al propio complejo Cdk1l-CiclinaB1. Este cambio
conformacional autoinhibitorio sélo se ha descubierto en la separasa humana y parece
ser que evolutivamente sélo estén presentes en la separasa de vertebrados (Gorr et al.,
2005; Shindo, Kumada, and Hirota, 2012; Hellmuth et al., 2015). La separasa también es
inhibida por el complejo shugoshin2 (SG02)-MAD2 cuando se activa el SAC. Se piensa
que esta inhibicidon se lleva a cabo mediante el motivo pseudosustrato de SGO2 que

bloquearia el centro activo de la separasa (Yu et al., 2021).

En cuanto a cémo se produce la salida de la separasa del nucleo una vez finalizada
la mitosis, en células humanas la separasa presenta una secuencia de exportacion
nuclear o NES (Nuclear Export Signal) y se ha descrito que, una vez terminada la
mitosis, la separasa es excluida del nicleo mediante su secuencia NES, dependiente de
la proteina transportadora CRM1 y la presencia de la membrana nuclear es suficiente
para mantenerla fuera del ntcleo (Sun, Yu and Zou, 2006). En levaduras, se conoce
que la separasa presenta una localizacion mayoritariamente citoplasmatica en G,, pero
se desconoce el mecanismo por el cual la separasa es transportada fuera del nucleo al
acabar la mitosis (Kumada et al., 1998; Sun, Yu and Zou, 2006).

Analizando en conjunto todos estos mecanismos de la regulacion de la separasa, queda
patente la importancia de un correcto control sobre esta proteina clave en el ciclo celulary
dasentido a otro factor sumamente importante en laregulacién de cualquier proceso que se
quierallevaracabo de forma controladay ordenada, como el ciclo celular. Este otro factor de
regulacion es el orden en el que acontecen los mecanismos de regulacion sobre la separasa.
El orden en el que se van aplicando los diferentes procesos de regulacion y control es lo que
permite que la célula se convierta en una maquina precisa. Cada uno de estos mecanismos
van preparando poco a poco a la separasa para su funcién final de forma especifica y
en el momento adecuado, realizando la escision del anillo de cohesina y permitiendo

la separaciéon de las cromatidas hermanas sélo en el momento adecuado de la anafase.
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=< 2.5. LA PROTEINA Sakl1.

Sak1 (Snfl-Activating Kinase 1) es la principal serina/treonina quinasa activadora
de la proteina Snfl (Sucrose Non-Fermenting 1) en S. cerevisiae. Previamente al gen
YER129W se le conocia con el nombre de PAK1 (Polymerase Alpha Kinase 1), ya que se
identifico por primera vez como un mutante supresor de la cepa termosensible cdc17-1
de la polimerasa I o POLI (también identificada como CDC17 o HPR3) (Hovland et al.,
1997). Mas tarde, debido a que la familia de quinasas activadoras de p21 se denominaba
también PAK (p21-Activated Kinases) y su denominacién se usaba mas frecuentemente,
para evitar mayores confusiones, cuando se descubrié la relacién de Pakl en la

activacién de la quinasa Snf1, pas6 a denominarse oficialmente Sak1 (Nath et al., 2003).

Sak1 es la principal quinasa que activa a la proteina Snfl, pero no es la unica. En S.
cerevisiae hay otras dos quinasas muy relacionadas a Sak1 que también fosforilan a Snf1,
Tos3 y Elm1. Sak1, Tos3 y EIm1 ademas de presentar una funcién compartida, guardan
gran similitud en ciertas partes de su estructura, como el dominio quinasa, dénde
comparten casi un 60% de su secuencia (Rubenstein et al., 2006). Sin embargo, difieren
en sus extremos N-terminal y C-terminal (Sutherland et al., 2003; Hong et al., 2003).
Aunque las tres quinasas son capaces de activar a Snfl, no son intercambiables entre si,
cada una presenta una especializacién a la hora de la activaciéon de Snfl dependiendo de
las condiciones celulares. Por ejemplo, s6lo Sakl y Elm1 son capaces de hacer frente al
estrés por ausencia de inositol (Schmidt and McCartney, 2000; McCartney, Rubenstein,
and Schmidt, 2005), mientras que Sak1 es la quinasa principal frente al estrés salino
(Hong and Carlson, 2007) o Tos3 tiene un papel clave en la adaptacién tras un choque
térmico (Wang et al., 2022). Algunos autores especulan con la posibilidad de que estas
diferencias entre Sak1, Tos3 y Elm1, se puedan atribuir a las diferencias que presentan
estas proteinas en su estructura fuera del dominio quinasa (Yang et al., 2021; Wang et
al., 2022), como en el caso de EIm1, dénde su regiéon C-terminal no es necesaria para la
regulacion sobre Snfl, pero es esencial para su funcién en morfogénesis (Rubenstein et
al.,,2006).Otrorasgo caracteristico que comparten las tres quinasas activadoras de Snfl
esquenoposeenelresiduo conservado de treoninadel bucle de activacion, caracteristico
de las proteinas quinasas. Esto implica que también su regulacidon se llevara a cabo de
una forma diferente al resto de proteinas quinasas (Nolen, Taylor and Ghosh, 2004;
McCartney, Rubenstein and Schmidt, 2006). Pese a que se conoce su dominio quinasa, del
residuo 131 al450, el centroactivode Sak1, el residuo catalitico D277 (Nath, McCartney
and Schmidt, 2003), y el residuo de fosforilacién del sustrato Snfl (T210) (Estruch etal.,,
1992; McCartney and Schmidt 2001; Nath, McCartney and Schmidt, 2003; Elbing et al,,
2006),lafaltadeotrossustratos conocidos de Sak1 dificultaestablecer conseguridad una

secuencia consenso de fosforilacion para la identificacion de nuevos posibles sustratos.
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En levaduras, S. cerevisiae usa la glucosa como fuente principal de carbono, siempre

que esté disponible, pero es capaz de utilizar otros aztcares como fuentes alternativas
de carbono para su metabolismo (Crabtree, 1929; Noor et al., 2003). Cuando la célula
se encuentra en situacion de niveles limitantes de glucosa, la via Sak1/Snf1 actia como
sensor de falta de nutrientes y a través de la cascada de sefnalizacion, activa o reprime
determinados factores de transcripcion que paran la maquinaria para utilizar la glucosa
y ponen en marcha los mecanismos necesario para poder usas fuentes alternativas de
carbono, como la sucrosa, galactosa o el etanol (Fig. [13) (Wilson, Hawley and Hardie,
1996; Jiang and Carlson, 1996; Gancedo, 1998; Carlson, 1999; McCartney and Schmidt,
2001).Deigual forma que ocurre con LKB1 en humanos, como se describe a continuacion,
la via Sak1/Snf1l acttia como regulador principal de la mayoria de las situaciones de
estrés en la célula: estrés por sodio (Thompson-Jaeger et al., 1991; Alepuz, Cunningham
and Estruch. 1997; Portillo, Mulet and Serrano, 2005), altas temperaturas (Thompson-
Jaeger etal., 1991), pH alcalino (Platara et al., 2006), estrés oxidativo (Hedbacker, Hong,
and Carlson, 2004) y estrés genotdxico (Dubacq, Chevalier and Mann, 2004; Hong and
Carlson, 2007).
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Figura I13. Representacion de la via de sefializacién de Sak1/Snfl bajo condiocines de glucosa
abundante y baja gluocosa en S. cerevisiae. Creado con BioRender.



Sak1 esla unica de las tres quinasas activadoras de Snfl que forma un complejo estable
con Snf1l, es la principal via de fosforilaciéon de 1a T210 de Snf1 y aunque la via Sak1/Snf1
estd bien estudiada, se desconoce laregulacién aguas arriba que hace que se active Sak1.
La posibilidad de que Sak1 sea el primero paso de una cascada de sefializacion, capaz de
responder a una variedad tan dispar de estimulos y respuestas, implica que Sak1 tiene
que estar sujeto a una amplia regulacion, que le permita discernir como actuar en cada
momento (Hedbacker, Hong and Carlson, 2004; McCartney, Rubenstein and Schmidt,
2005; Elbing, McCartney and Schmidt, 2006). En un estudio para la identificacion de
nuevos sustratos de Cdc28, se identificé que el complejo Cdc28-Clb2 fosforila in vivo

a Sak1 en dos sitios consenso, S, PTKy S . PQK, pero se desconoce las implicaciones
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que tienen estas fosforilaciones en la funcién y regulacién de Sak1l (Holt et al. 2009;

Zimmermann et al., 2017).

En humanos, el gen STK11 codifica para LKB1 (Liver Kinase B1), la proteina ortdloga de
Sak1 que actda sobre la quinasa dependiente de AMP o AMPK (AMP-Activated Protein
Kinase), la proteina ort6loga de Snfl. LKB1 forma un complejo junto a las proteinas
Mo25 y STRAD que actiian como sensor de la célula, activando y fosforilando a AMPK
en la T172 en respuesta a diferentes tipos de estrés, pero principalmente por falta de
nutrientes (Boudeau et al., 2003; Lizcano et al., 2004). AMPK es el principal regulador
homeostatico de la célula y una vez esta fosforilada, inicia una cascada de sefializacion
para activar o reprimir diferentes factores de transcripcién, que permiten a la célula
adaptarse y hacer frente a los diferentes tipos de estrés (Hardie, Carling and Carlson,
1998; Woods et al., 2003; Lizcano et al., 2004; Shaw et al., 2004; Shackelford and Shaw,
2010; Burkewitz et al., 2014). Mediante un completo estudio 6mico se evidenci6 que la
funcion de Snf1l es fisiolégicamente similar a la funcién de AMPK de mamiferos (Usaite
et al., 2009). El gen STK11 fue descrito por primera vez como el gen responsable del
sindrome Peutz-Jeghers (Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998; Mehenni et al., 1998)
y posteriormente se le identificd como quinasa supresora de tumores en diferentes
tipos de neoplasias malignas como el cdncer de pulmén (Sanchez-Céspedes et al., 2002;
Ferndndezetal.,, 2004; Rodriguez-Nieto and Sdnchez-Céspedes, 2009), cdncer colorrectal
(Dong et al., 1998; Nakagawaet et al., 1999; Sanchez-Céspedes et al., 2002), cancer de
pancreas (Su et al., 1999; Sato et al,, 2001) y cancer de cuello uterino (Avizienyte et al.,
1999; Kuragaki et al., 2003).

De forma paralela a los hallazgos en la implicacién de LKB1 en los diferentes tipos de
cancer, se descubrieron nuevas funciones que implicaban a LKB1 en la regulacién del
metabolismo (Gwinn et al., 2008; Shackelford et al., 2009), proliferacion (Corradetti et
al., 2004, Inoki et al., 2006) polaridad (Baas et al., 2004; Zhang et al., 2006; Zheng and
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Cantley, 2007) y migracidn celular (Granot et al., 2009; Boehlke et al., 2010; Ryan et al,,

2017).En 2023, aun sigue siendo una proteina clave en el estudio de diferentes tumores
y vias de regulacién, asi como diana para nuevos farmacos antitumorales (Wei et al.,
2005; Matsumoto et al., 2005; Jansen et al, 2009; Wingo et al., 2009; Gan et al., 2010;
Nakada, Saunders and Morriso, 2010; Lai et al., 2012; Dogliotti et al., 2017; Hermanova
et al., 2020). El amplio abanico de funciones que realiza la quinasa LKB1 en humanos
(metabolismo, proliferacién y crecimiento, polaridad celular, migracién celular) la han
situado como una de las quinasas reguladoras “maestras” en la célula. Esto nos hace

pensar, que Sak1 podria estar involucrado en muchas mas funciones atin no descritas.
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El objetivo principal de este proyecto es identificar nuevas funciones o nuevos
mecanismos de regulacion de la separasa para profundizar en el conocimiento

a nivel molecular de la progresion tumoral, la proliferacion celular y el correcto

OBJETIVOS

crecimiento de todos los organismos.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudio y validaciéon de mutantes supresores de la separasa.

1.1. Validacion de las mutaciones supresoras de la separasa.

1.2. Caracterizacion del mutante supresor esp1-2 pah1-C549T.

1.3. Caracterizacion del mutante supresor esp1-2 Sak1-G150A.

2.Investigarlarelacion funcional entre Sak1 yla separasa durante la mitosis.

2.1. Estudiar las interacciones genéticas entre SAK1 y ESP1.

2.2. Caracterizar el fenotipo supresor durante la mitosis.

2.3. Investigar la regulacion de la separasa mediada por Sak1.
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DP9 3.1. PLASMIDOS Y CEPAS.

O 3.1.1. PLASMIDOS.

Los plasmidos usados en este trabajo se detallan en la tabla M1. Dichos plasmidos se ampli-
ficaron por transformacion de células competentes de Escherichia coli (E. coli) DH5a [Ther-
mo Fisher™] en todos los casos. Los transformantes obtenidos se seleccionaron en medio LB
(Luria-Bertani): 0,5% extracto levadura, 1% triptona y 1%NaCl [ForMedium™], suplementado
con 50 pg/ml de ampicilina [ForMedium™]. La temperatura de crecimiento para los cultivos
de E. coli fue de 37 °C. La extraccién de ADN se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante mediante el kit NucleoSpin® Plasmid [Macherey-Nagel"].

Los plasmidos pSAK1-TAP y pGAL1-SAK1-TAP fueron construidos mediante ensamblaje de
secuencias de productos de PCR usando el kit NEBuilder® HiFi assembly [New England Bio-
labs™]. Los productos de PCR para el ensamblaje de secuencias fueron amplificados mediante
la ADN polimerasa NZYProof® [NZYTech™]. Para la obtencién del plasmido pGAL1-SAK1-TAP
la secuencia de ADN del vector YIp204GAL1 fue cortada con la enzima de restriccion BamHI
y ensamblada con el fragmento de ADN amplificado correspondiente al locus de SAK1, medi-

ante HiFi assembly [New England Biolabs™]

VECTOR PLASMIDO ORIGEN

pRS426 — 2p pSAK1-TAP —  Martin C. Schmidt
YIp204GAL1 — GAL1-SAK1-TAP — Este trabajo
YEplac181 —_ GAL1-PAH1 —_ Symenon Siniossoglou
GAL1-PAH1-S705D,51104,
YEplac181 — S114A,5168A,5602A,T7234,  —  Symenon Siniossoglou
S744A,5748A
YEplaC181 — GALI'PAHI'D398A,D400A —_— Symenon Siniossoglou
YIp22 — MET3-CDC20 —_ Frank Ulhmann
YIp22 — GAL1-CDC20 —_ Frank Ulhmann

TABLA M1. Tabla con los plasmidos utilizados en este trabajo.
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3.1.2 CEPAS DE LEVADURA.

Todas las cepas de levadura que se utilizaron en este trabajo derivan del fondo genético W303
y su descripcién se presenta en la tabla M2. Los medios de cultivo usados durante este trabajo
fueron el medio rico YP (1% extracto de levadura, 2% peptona) [ForMedium™], suplementado
con la correspondiente fuente de carbono YPD (2% glucosa), YPRAF (2% rafinosa), YPGAL
(2% galactosa y 2% rafinosa) [ForMedium™]; o medio minimo YNB (0,67% yeast nitrogen
base, 40 pg/ml de aminoacidos y nucle6tidos necesarios para la seleccion de auxotrofias y
la correspondiente fuente de carbono al 2%) [ForMedium™]. Las cepas con resistencia al an-
tibidtico geneticina (sulfato G418) se cultivaron en placas YPD suplementando con 200mg/1
de G418 [ForMedium™].

GENOTIPO

W303 — MATaleu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 psi+
W303 — MATaleu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 psi+
E1052 — MATa Asak1::LEU2

E1393 — MATa esp1-2 Asak1::TRP1

E1538 — MATa SAK1-6HA::HIS5

E1644 — MATa esp1-2 Asak1::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

E1645 — MATa esp1-2 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 GAL1-CDC20::LEU2
E1655 — MATa Asak1:LEU2 GAL1-CDC20::URA3

E1668 — MATa pSAK1-TAP

E1669 — MATa esp1-2 pSAK1-TAP

E1670 — MATa pGAL1-PAH1

E1671 — MATaesp1-2 pGAL1-PAH1

E1672 — MATa pSAK1-TAP GAL1-CDC20::LEU2

E1673 — MATa esp1-2 pSAK1-TAP GAL1-CDC20::LEU2

E1674 — MATa pGAL1-PAH MET3-CDC20::TRP1

E1675 — MATaespl1-2 pGAL1-PAH1::LEU2 MET3-CDC20::TRP1

E1676 — MATa GAL1-PAH1-7A::LEU2

E1677 — MATa esp1-2 GAL1-7A-PAH1::LEU2

E1678 — MATa GAL1-PAH1-D398A-D400A::LEU2

E1679 — MATaesp1-2 GAL1-PAH1-D398A-D400A::LEU2

E1680 — MATa ESP1-HA6::HIS3 MET3-CDC20::TRP1

E1681 — MATa ESP1-HA6::HIS3 YCplac111

E1682 — MATa ESP1-HA6::HIS3 GAL1-PAH1-ProtA::LEU MET3-CDC20::TRP1
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E1683
E1684
E1685
E1686
E1687
E1692
E1693
E1694
E1696
E1697
E1698
E1699
E1700
E1711
E1712
E1713
E1714
E1719
E1720
E1723
E1724
E1734
E1735
E1737
E1778
E1779
E1780
E1785
E1790
E1791
E1792
E1793
E1807

E1808

GENOTIPO

MATa ESP1-6HA::HIS3 YCplac33 GAL1-CDC20::LEU2
MATa ESP1-6HA::HIS3 pSAK1-TAP GAL-CDC20::LEU2
MATa MET3-Cdc20::LEU2 YCplac33

MATa esp1-2 GAL1-CDC20::LEU2

Mata ESP1-6HA::HIS3 SAK1-9PK::TRP1 GAL-CDC20::LEU2
MATa esp1-2 sak1-G150A

MATa esp1-2 pah1-E183K

MATa esp1-2 sak1-G150A GAL1-CDC20::LEU2

MATa YCplac111

MATa esp1-2 YCplac111
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MATa sak1-G150A

MATa pah1-E183K

MATa sak1-G150A GAL1-CDC20::LEU2

MATa NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 Asak1::TRP1

MATa NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 Asak1::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2
MATa esp1-2 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 Asak1::TRP1
MATa esp1-2 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 Asak1::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2
MATa YCplac33 GAL1-CDC20::LEU2

MATa esp1-2 sak1-G150A GAL1-CDC20::LEU2

MATa esp1-2 sak1-G150A-9PK::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

MATa esp1-2 sak1-G150A-6PK::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

MATa esp1-2 sak1-9PK::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

MATa sak1-G150A-9PK:: TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

MATa NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 GAL1-CDC20::LEU2
MATa Asak1::LEU2 cdc15-2

MATa GAL1-SAK1-TAP::TRP1

MATa Asak1::TRP1

MATa GAL1-SAK1-TAP::TRP1 MET3-CDC20::LEU2

MATa esp1-2 GAL1-SAK1-TAP::TRP1

MAT«a esp1-2 GAL1-SAK1-TAP::TRP1

MATa GAL1-SAK1-TAP::TRP1

MATa esp1-2 GAL1-SAK1-TAP::TRP1 MET3-CDC20::LEU2

MATa Apah1::URA3 CDC14-9PK-KanMX4

MATa Apah1::URA3 CDC14-9PK-KanMX4
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GENOTIPO

E1809 — MATa cdc15-2 GAL1-SAK1-TAP::TRP1

E1810 — MATacdc15-2 GAL1-SAK1-TAP::TRP1

E1811 — MATa CDC14-6HA::HIS3 GAL1-Flag-ESP1-TRP1 MET3-HA3-CDC20::LEU2 pSAK1-TAP
E1819 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6)

E1820 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2

E1833 — MATapahl-E183K GAL1-CDC20::LEU2

E1836 — MATa cdc14-1 Asakl1::TRP1

E1837 — MATa sak1-G150A-6PK::TRP1 ESP1-HA6::HIS3 GAL1-CDC20::LEU2

E1842 — MATa cdc14-1 sak1-G150A NET1-mCherry::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3

E1843 — MATa cdc14-1 sak1-G150A NET1-mCherry::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 GAL1-CDC20::LEU2
E1844 — MATa cdc14-1 sak1-G150A

E1847 — MATaespl-2 pahl1-E183K GAL1-CDC20::LEU2

E1852 — MATa SPC42-EGFP::URA3 HOF1-mCherry::HIS3 MET3-Cdc20::LEU2

E1858 — MATa esp1-2 Apah1::URA3

E1859 — MATaesp1-2 Apah1::URA3

E1860 — MATa Apah1::URA3 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3
E1861 — MATa Apah1::URA3 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3

E1862 — MAT cdc14-1 sak1-G150A GAL1-CDC20::URA3

E1863 — MATa cdc14-1 sak1-G150A-9PK::TRP1

E1864 — MATa cdc14-1 sak1-G150A-9PK::TRP1 GAL1-CDC20:LEU2

E1865 — MATa cdc15-2 sak1-G150A-9PK::TRP1

E1866 — MATa cdc15-2 sak1-G150A-9PK::TRP1 GAL1-CDC20::LEU2

E1867 — MATa cdc14-1 Asak1::TRP1 GAL1-CDC20::URA3

E1872 — MATa esp1-2 Apah1::URA3 GAL1-CDC20 ::TRP1

E1873 — MATa Apah1::URA3 NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 SPC42-EYFP::HIS3 GAL1-CDC20::TRP1
E1916 — MATa esp1-2 MET3-CDC20::LEU2

E1917 — MATa sak1-G150A MET3-CDC20::URA3

E1918 — MATa sak1-G150A MET3-CDC20::URA3

E1919 — MATa esp1-2 sak1-G150A MET-CDC20::URA3

E1922 — MATa ESP1-6HA::HIS3 SAK1-6PK:: TRP1

E1923 — MATa Asak1::LEU2 SCC1-6HA::HIS3

E1924 — MATa sak1-G150A SCC1-6HA::HIS3

E1925 — MATa esp1-2 sak1-G150A SCC1-6HA::HIS3

E1926 — MATa SCC1-6HA::HIS3 MET3-HA3-CDC20::LEU2
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E1927
E1928
E1929
E1930
E1934
E1935
E1936
E1937
E1938
E1939
E1940
E1941
E1944
E1945
E1946
E1947
E1955
E1962
E1964
E1968
E1969
E1971
E1984
E1996
E1997
E1998

E2013

E2015
E2018
E2019
E2020
E2021
E2025

E2026

GENOTIPO

MATa esp1-2 SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::LEU2

MATa Asak1::LEU2 SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA

MATa sak1-G150A SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa esp1-2 sak1-G150A SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
MATa PDS1-6HA::HIS3 MET3-HA3-CDC20::LEU2

MAT«a esp1-2 PDS1-6HA::HIS3 MET3-Cdc20::LEU2

MATa Asak1::LEU2 PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa sak1-G150A PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa esp1-2 sak1-G150A PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) MET3-HA3-CDC20::TRP1

=
S
=)
]
o
(=]
o
2
=
=

MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2 MET3-HA3-CDC20::TRP1

MATa Asak1::LEU2 ESP1-6HA::HIS3

MATa esp1-2-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa Asak1::LEU2 ESP1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa ESP1-6HA::HIS3 sak1-G150A MET3-CDC20::URA3

MATa esp1-2-6HA::HIS3 sak1-G150A MET3-CDC20::URA3

MATa ESP1-6HA::HIS3 SAK1-6PK::TRP1 MET3-CDC20::URA3

MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2 MET3-HA3-CDC20::TRP1 SCC1-6PK::HIS
MATa ESP1-6HA::HIS3 sak1-G150A-6PK::TRP MET3-CDC20::URA3

MATa Apep4::HIS3 GAL1-FLAG-ESP1-CBP-TEV-CBD::LEUZMET3-CDC20::URA3

MATa ESP1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

MATa GAL-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2 MET3-HA3-CDC20::TRP1 SIC1-6PK::HIS3
MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1IMET3-CDC20::URA3

MATa esp1-2 MET3-CDC20::TRP1

MATa esp1-2 MET3-CDC20::URA3

MATa esp1-2 sak1-G150A PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::TRP1

MATa ESP1-6HA::HIS3 MET-CDC20::TRP1

MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) SAK1-6PK::TRP1 Cdc14-6HA::HIS3 MET-CDC20::URA3
MATa Asnf1::URA3

MATa Asnf1::URA3 sak1-G150A-6PK::KanMX4

MATa Asnf1::URA3 CDC14-6HA::HIS3

MATa Asnf1::URA3 CDC14-HA6::HIS3 sak1-G150A-6PK::KanMX4

DIPLOIDE Aesp1::URA3 CDC14-6HA::HIS3 sak1-G150A-6PK::KanMX4

MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1 SIC1-6HA::HIS MET3-Cdc20::URA3
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E2027 — DIPLOID Asnf1::URA3 CDC14-HA6::HIS3 sak1-G150A-6PK::KanMX4

E2028 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1 CDC5-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
E2029 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD:TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1 PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
E2032 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2 MET3-CDC20::URA3

E2033 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEU2 PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
E2034 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6)Asak1::LEU2 SIC1-6HA::HIS3 MET3-Cdc20::URA3
E2035 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) Asak1::LEUZ2 CDC5-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
E2036 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2037 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) PDS1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2038 — MATa GAL1-SAK1-TAP::TRP1 ESP1-6HA::HIS MET3-CDC20::LEU2

E2039 — MATa GAL1-SAK1-TAP::TRP1 esp1-2-6HA::HIS MET3-CDC20::LEU2

E2040 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) CDC5-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2049 — MATa SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2050 — MATa esp1-2 Asak1::TRP1 SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2051 — MATa sak1-G150A SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2052 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2053 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) MET3-CDC20::URA3

E2054 — MATa Asak1::LEU2 SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2058 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6)Asak1::LEU2 SCC1-6HA::HIS3 MET3-Cdc20::URA3
E2059 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1 SCC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::URA3
E2060 — MATa NET1-mCherry::HIS3 CDC14-EGFP::HIS3 MET3-CDC20::LEU2

E2081 — MATa GAL1-FLAG-ESP1-CBD::TRP1(x6) sak1-G150A-6PK::TRP1

E2089 — MATa Apep4::HIS3 GAL1-FLAG-ESP1-CBP-TEV-CBD::LEUZ2 Asak1::LEU2 MET3-CDC20::URA3
E2095 — MATa HTB2-mcherry::URA3 ESP1-EGFP::HIS3 MET3-CDC20::LEU2

E2105 — MATa sak1-G150A MET3-CDC20::URA3 ESP1-EGFP::HIS3

E2113 — MAT« esp1-2 SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::LEU2

E2116 — MATaespl-2sak1-G150A SIC1-6HA::HIS3 MET3-CDC20::LEU2

E2117 — MATa Asak1::LEU2 ESP1-EGFP::HIS3 MET3-CDC20::URA3

E2132 — MATa esp1-2 Asnf1::URA3

E2133 — MATa esp1-2 sak1-G150A-6PK::KanMX4

E2134 — MATa esp1-2 sak1-G150A-6PK::KanMX4 Asnf1::URA3

E2162 — Mata HTB2-mcherry::URA3 ESP1-EGFP::HIS3 Apds1::TRP1 MET3-CDC20::LEU2

E2178 — Mata sak1-G150A ESP1-eGFP::HIS3 Apds1::TRP1 MET3-CDC20::URA3

TABLA M2. Tabla con el genotipo de las cepas de S. cerevisiae usadas en este trabajo. En azul claro
las cepas ya presentes en este laboratorio y en azul oscuro las creadas para este trabajo.
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Las células crecieron a 252 C hasta que se determiné que los cultivos alcanzaron la fase expo-
nencial midiendo la densidad 6ptica (OD,, entre 0,4 - 0,6 aprox.) con un espectrofotometro y
se confirmé determinando el indice de gemacion (60-70% de células con yema) por analisis

visual con el microscopio éptico.

3.2.1. SINCRONIZAC[()N DE CELULAS EN MITOSIS
MEDIANTE DEPLECION DE CDC20.

Las células se pararon en metafase para su sincronizacion en la transicién metafase-anafase
mediante deplecién de Cdc20. En estas células, se reemplazd el promotor endégeno de CDC20
por el promotor inducible por galactosa, GALI, o reprimible por metionina, MET3. En la sin-
cronizacién mediada por GAL1-CDC20, las células crecieron durante toda la noche en medio
YPGAL hasta alcanzar la fase exponencial. Para la parada en metafase, las células se filtraron
en condiciones de esterilidad, se lavaron con YP, se resuspendieron en YPRAF y crecieron en
agitacién durante 3-4 horas. La parada en metafase se monitorizé mediante la observacion
microscopica de la morfologia celular, considerando una parada correcta cuando al menos
el 90% de las células presentan yemas grandes (de tamafio similar a la célula madre). Las
células fueron reintroducidas sincronicamente en mitosis afiadiendo 2% de galactosa direct-
amente al medio de cultivo. En la sincronizacién mediada por MET3-CDC20, las células cre-
cieron durante toda la noche en medio minimo con glucosa carente del aminoacido metionina
hasta alcanzar la fase exponencial. Para la parada en metafase se cambid el medio de cultivo
a YPD y se afiadié metionina a una concentracién final de 2mM [ForMedium™]. Las células se
incubaron en agitacidn de 3 a 4 horas hasta que mas del 90% de las células presentan yemas
grandes. Para la liberacién sincrénica en mitosis, las células se filtraron, se lavaron con agua

destilada estéril y se resuspendieron en medio minimo carente del aminoacido metionina.

3.2.2. INACTIVACION DE LOS ALELOS MUTANTES
CONDICIONALES.

La inactivacidn del alelo termosensible de la separasa esp1-2 en cultivos en medio liquido en
fase exponencial se llevd a cabo a 32 2C durante 4 horas en agitacion. En el caso de que la in-
activacion de la separasa se produzca en células paradas en metafase, primero se llevo a cabo
la deplecién de Cdc20 durante 2 horas y posteriormente, se incubaron los cultivos a 32 2C
durante 3 horas adicionales, antes de la liberacién de la parada. Tras la inactivacién de la sep-
arasa a 32 9C, los cultivos se mantienen a 32 2C durante todo el experimento. Para los ensayos

de viabilidad en placa, los cultivos de las cepas que incluyen los alelos termosensibles de la
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separasa (esp1-2), de CDC14 (cdc14-1) y de CDC15 (cdc15-2) crecieron a 25 °C hasta alcanzar
la fase exponencial y las placas se incubaron a cabo a 30 C para el experimento.

&< 3.2.3. SOBREEXPRESION DE SAK1 Y ESP1.

La sobreexpresion de SAK1 y ESP1 se llevd a cabo mediate la expresion ectdpica bajo el con-
trol del promotor inducible por galactosa, GAL1. Para el estudio de la progresiéon de mitosis
con la expresion ectopica de SAK1 las células se sincronizaron en la transicion metafase-ana-
fase por deplecion de Cdc20 (MET3-CDC20). Las células crecieron en medio minimo suple-
mentado con 2% de rafinosa en ausencia de metionina hasta fase exponencial. Las células
se pararon en metafase cambiando el medio de cultivo a YPRAF y se afladié metionina a una
concentracion final de 2mM [ForMedium™]. Tras la parada en metafase se afiadi6 galactosa al
medio de cultivo 1 hora antes de la liberacion para la induccién de la expresion de SAK1. Para
laliberacién sincrénica en mitosis, las células se filtraron, se lavaron con agua destilada estéril
y se resuspendieron en medio minimo con galactosa carente del aminoacido metionina. Para
la expresion ectdpica de SAKI o ESP1 en células paradas en metafase por deplecién de Cdc20
(MET3-CDC20), las células crecieron en medio minimo sin metionina suplementado con 2%
de rafinosa hasta fase exponencial y se transfirieron a medio YPRAF en presencia de 2ZmM de
metionina. La inducciéon de SAKI o ESP1 se realiz6 mediante la adicién de 2% de galactosa
directamente al medio de cultivo tras la parada en metafase.

TEEEET 3.3, TECNICAS DE MANIPULACION GENETICA.

@ / 3.3.1. TRANSFORMACION DE LEVADURA.
g

La obtencion de genes enddgenos etiquetados o la delecion de genes se realizé mediante
recombinacién homologa por transformaciéon con productos de PCR (Knop et al, 1999;
Wach et al, 1994). Las trasformaciones con plasmidos o productos de PCR se llevaron a
cabo mediante el protocolo de transformacion de alta eficiencia de acetato de litio y sem-
bradas las células en su correspondiente placa de seleccién (Gietz and Schiestl, 2007). En
las trasformaciones donde la seleccién se realiza mediante resistencia al antibiético ge-
neticina se usé el mismo protocolo, pero tras el choque térmico se anadié un paso de in-
cubacion en agitacion de las células en YPD durante 4h para darles tiempo a las células a
expresar el gen de resistencia, previo a la siembra de las células en placas de YPD con ge-
neticina. Para la obtencién de las cepas que expresan CDC20 bajo el control del promotor
de galactosa (GALI1-CDC20) o de metionina (MET3-CDC20) se integraron en el genoma los
pldsmidos linearizados mediante el corte con la enzima de restriccion Mscl dentro de
la secuencia de CDC20. Para la integracion del plasmido GALI-SAK1-TAP en el locus TRP1,
se corté con el enzima de restriccion Bstxl, previo a la transformacién de las levaduras.
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3.3.2. CONJUGACION Y DISECCION DE TETRADAS.

Para la conjugacion de dos células haploides de diferente tipo sexual o mating (MATa y Mata)
se cruzaron en placa durante 24 horas a 25 °C, después los diploides fueron seleccionados
en el medio adecuado para cada cruce y sembrado en YPD previos a su esporulacion. Poste-
riormente, se resembraron en placas de esporulaciéon (90 mM AcNaO, 20 mM NaCl, 25 mM
KCl'y 2 mM MgSO0,) y se dejaron minimo 4 dias a 25 ° C para la formacion de tétradas. Para
preparar las tétradas para su diseccion y digerir el asca, se incubaron con 0,1% Zimoliasa”
20T [AMSBIO™] en tampoén sorbitol 1M [Sigma-Aldrich™] durante 3 minutos a 30 ¢ C. La disec-
cion de las esporas se llevo a cabo con el micromanipulador MSM 300 Sytem dissection micro-
scope” [Singer™] y las esporas crecieron en placa no selectiva a 25 ¢C durante 3 o 4 dias. Las
esporas segregadas obtenidas fueron genotipadas mediante réplicas en placas de seleccion

correspondiente.

3.4. TECNICAS DE ESTUDIO DE PROTEINAS.

1 3.4.1. WESTERN BLOT.

Los extractos de proteinas para el analisis mediante Western blot se obtuvieron mediante el
método del acido tricloroacético o TCA. Las células se centrifugaron para retirar el medio de
cultivo y se resuspendieron inmediatamente en 20 % TCA [Sigma-Aldrich™] frio, dejando al
menos 10 minutos en hielo. A continuacidn, se hizo un lavado con Tris Base 1M [ForMedium™]
y se resuspendieron en tampon de carga 2x SDS-PAGE (10mM pH 6,8 Tris-HCI, 5mM DTT
[ForMedium™], 4% SDS [NZYTech™], 20% glicerol y 0,002% azul de bromofenol [Sigma™])
precalentado 5 minutos a 952 C. Las muestras se hirvieron 2 minutos a 95 °C, se afnadié el
mismo volumen de perlas de vidrio (425-600 um) [Sigma™], se hirvieron otros 5 minutos y se
llevé a cabo la rotura mecanica de las células usando el homogeneizador Precellys 24™ [Bertin
technologies™] mediante 6 ciclos de 5000 rpm durante 30 segundos, para finalmente centrif-

ugar a 12.000 rpm 5 minutos y congelar a -20 2C hasta que se utilicen.

Para llevar a cabo el Western blot, los extractos totales de proteinas congelados se hirvieron
5 minutos a 95 2C y se centrifugaron a 12.000 rpm 5 minutos, previamente a cargarse en los
geles de acrilamida SDS PAGE del 6%, 8%, 10% o 12%. Se realiz6 la electroforesis para la sep-
aracion de las proteinas a 20 mA/gel, durante un tiempo variable dependiendo del porcentaje
del gel y del peso molecular de las proteinas de interés. Una vez se resolvid la electroforesis,
las proteinas fueron transferidas a membranas Immobilon® PVDF [Millipore™] previamente
activadas con 100% metanol [VWR"] o nitrocelulosa [Cytiva™] a 400 mA durante 1 hora. Las

membranas tras la transferencia se bloquearon con PBS-Tween (1X PBS [ForMedium™], 0,05%
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Tween® 20 [Panreac™] y 5% leche desnatada en polvo [Panreac”]) durante 30 minutos. Poste-

riormente, las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario durante
1 hora o toda la noche y con el anticuerpo secundario durante 1 hora. Tras cada incubacién
con un anticuerpo, las membranas se lavan 3 veces con PBS-Tween durante 10 minutos. Para
la deteccion de las proteinas mediante quimioluminiscencia se incubaron las membranas
con el reactivo ECL Immobilon® [Millipore™], con el ECL West Pico® [Thermo Fisher™] o con
ECL Select® [GE Healthcare™] siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la visualizacion
y registro de la sefial de quimioluminiscencia se utiliz6 el revelador de imagen Amersham
imager 600® [GE Healthcare™] o ImageQuant™ LAS 4000 [GE Healthcare™]. Las proteinas se
cuantificaron usando el software Image J. Para determinar el grado de fosforilaciéon de Esp1,
se calcularon las proporciones de las isoformas fosforiladas (bandas de baja migracién elec-
troforética) frente a las desfosforiladas (bandas de alta migracién electroforética).

®
3.4.2. Phos-Tag®.

Para el analisis de las isoformas fosforiladas de separasa se usaron geles de Phos-tag® al 10%
acrilamida con 100 uM Phos-tag® [Wako"] y 200 uM Mn,Cl y la electroforesis se llev6 a cabo a
25 mA durante 5 horas. Antes de ser transferidos, los geles se lavaron con 1 mM EDTA duran-
te 10 min para eliminar el manganeso y la transferencia de las proteinas se realizé a 500 mA
durante 2 horas en frio.

@S 3.4.3. ANTICUERPOS.

.

Los anticuerpos primarios usados son: a-HA clon 12CA5 [Roche™], a-HA de conejo [Sigma™],
a-Myc clon 9E10 [Babco™], a-FLAG [Sigma™], a-V5 clon SV5-Pk1 [Serotec™], a-Pgk1 [Invitro-
gen”] y a-Clb2 [Santa Cruz technologies™] a-PAP [Sigma™]. Los anticuerpos secundarios son:
a-raton-HRP [GE Healthcare™], a-conejo-HRP [GE Healthcare™] y a-cabra-HRP [GE Health-

care”].

QY 3.4.4. COINMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS.

Para los ensayos de coinmunoprecipitacion se recogieron 108 células creciendo en fase expo-
nencial, se retiré el medio y se hizo un lavado con 1X PBS. Las células se resuspendieron con
tampon de lisis (50mM HEPES-KOH pH 7,5 [Merck"],70 mM AcO, 5 mM Mg(AcO), [Merck"]
10% de glicerol [Sigma™], 0,1% Triton X-100® [Panreac™],1mM DTT) con los siguientes in-
hibidores de proteasa y fosfatasas: 1X Complete-EDTA free® [Roche”], 1 mM PMSE, 8 pug/ml
aprotinina, 8 pg/ml leupeptina, 8 pg/ml benzamidina, 8 pug/ml pepstatina, pg/ml NaF 4, 5



mM (-glicerolfosfato; y afiadiendo 1:1 en volumen de perlas de vidrio (425-600 pum) [Sigma™],
para romper mecanicamente las células utilizando el homogeneizador Precellys 24® [Bertin
technologies™] mediante 6 ciclos de 10 segundos a 5000 rpm. El homogeneizado se clarificd
por centrifugaciéon a velocidad maxima durante 10 minutos y se incubé con el anticuerpo pri-
mario a-HA de conejo [Sigma™] o a-V5 clon SV5-Pk1 [Serotec™], en hielo durante al menos 1h
hora. Después, los inmunocomplejos se adsorbieron a Dynabeads® conjugadas con proteina A
[Life technologies™] durante 1h en movimiento a 4 2C. Después de la incubacion, se lavaron las
proteinas immunoprecipitadas con el tampoén de lisis a concentraciones de AcOK crecientes
(100 mM, 120 mM y 150 mM AcOK) y el ultimo lavado con tampdn de lisis suplementado con
60 mM AcONa. Las proteinas fueron eluidas con tampo6n de carga 2x SDS-PAGE y congeladas
a-20 2C hasta su posterior procesado por Western blot. Las proteinas se cuantificaron usando

el software Image J.

En el caso de la inmunoprecipitacion de la proteina pSAKI-TAP, los extractos proteicos clar-
ificados se incubaron directamente con la resina IgG-agarosa [Life technologies™] durante 1
hora, se lavaron con el tamdn de lisis y eluidas con el tampdn de carga 2x SDS-PAGE.

|+ 3.4.5. PURIFICACION DE Esp1-TEV.

La purificacion de la proteina Esp1 se llevé a cabo mediante la sobreexpresion del constructo
GAL1-FLAG-ESP1-CBP-TEV-CBD (CBP: Chitin Binding Protein y CBD: Chitin Binding Domain) en
cultivos de levadura. Las células crecieron toda la noche en medio minimo suplementado con
rafinosa hasta alcanzar la fase exponencial, momento en el que se adiciona galactosa al medio
de cultivo durante 4 horas parainducir la expresiéon de FLAG-ESP1-CBP-TEV-CBD. Tras la induc-
cion, se recogieron las células y se resuspendieron en tampén EBX frio (50 mM Hepes/NaOH
[pH 7.5], 100 mM KCI, 0.25% Triton X-100, 2.5 mM MgCl,, 1ImM DTT) con inhibidores de fosfa-
tasasy proteasas: 8 ug/ml Aprotinina, 8 pg/ml Pepstatina, 8 pg/ml Leupeptina, 4 mM PMSF, 1X
Complete EDTA free® [Roche™]. Para la lisis mecanica se afiadié el mismo volumen de perlas de
vidrio (425-600 um) [Sigma™] y se rompieron las células durante 12 pulsos de 1 mina 500 rpm
en el homogeneizador PULVERISETTE 6® [Fritsch™]. Tras la rotura, el extracto se centrifugé 1
minuto a 3000 rpm para eliminar las perlas de vidrio y el sobrenadante se clarificé a 14.000
rpm durante 1 hora a 4 °C. Tras la clarificacidn, se incub6 el extracto con la resina de quitina
[New England Biolabs™] equilibrada con tampdn EBX frio durante 2 horas en rotacion a 4 2C.
Tras launién se lavo la resina de quitina con EBX frio usando las columnas de purificaciéon [Mo-
BiTec"]. Tras los lavados, se afiadi6 la enzima TEV durante 4 horas en rotacién a 4 2C para eluir
la proteina unida. Tras la incubacion, se recogio el eluido, se anadié 10% de glicerol y se con-
gel6 a-80 °C. La pureza de la proteina y el rendimiento del proceso se comprobaron mediante
electroforesis de proteina y tincién con azul de coomassie y por Western blot, respectivamente.
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3.4.6. INMUNOPRECIPITACION DE Sakl Y ENSAYO
24 E QUINASA.

AN

La proteina Sak1 se inmunoprecipité a partir de extractos proteicos de células que expresan
endégenamente SAK1 etiquetado con el epitopo V5 siguiendo el mismo procedimiento indica-
do en el apartado 2.4.3 y utilizando el anticuerpo a-V5 [Serotec™]. Tras el ultimo lavado de la
inmunoprecipitacién se hizo otro lavado con el tamp6n quinasa (20 mM Hepes pH 7, 0,5 mM
EDTA, 5 mM MgCl,, y 0,5 mM DTT). Para la reaccién enzimatica se incub¢ la proteina Sak1 in-
munoprecipitada con 20 pl de reacciéon que contenian el tapén quinasa con la proteina FLAG-
ESP1-CBP purificada, 50 mM ATP frio y 1 ci/ul y-ATP- *2P. Las reacciones se incubaron a 302C
durante 20 minutos y se pararon afiadiendo tampdn de carga 2x SDS-PAGE. El *2P incorporado
por la separasa se detectd utilizando el escaner PhosphoImager FLA-500° [Fujifilm™] tras re-
solverse las proteinas mediante electroforesis y transferirse a membrana de nitrocelulosa y
se cuantifico usando el programa Image] [Wayne Rasband (NIH)]. Las proteinas Esp1 y Sak1
se detectaron mediante Western blot y se cuantificaron con el programa Image J. La actividad
quinasa de Sak1 sobre separasa se calculé normalizando la sefial de separasa fosforilada re-

specto a la cantidad de enzima (Sak1) y de sustrato (Esp1).

- : ;
3" 3.5. TECNICAS DE MICROSCOPA.

% 3.5.1. INMUNOFLUORESCENCIA IN SITU.

Para la inmunofluorescencia in situ, alrededor de 108 células se centrifugaron para retirar el
medio de cultivo y se fijaron con 3,7 % de formaldehido [Merck™] en tampdn fosfato pH 6,4
frio (100 mM fosfato potésico pH 6,4 y 0,5 mM MgCl,) durante 1h a 25° C 0 24 horas a 4° C.
Las células fijadas se lavaron con tampon fosfato pH 6,4 sin formaldehido y, posteriormente,
con tampon fosfato pH 7,4 (120 mM fosfato potasico pH 7,4, 0,5 mM MgCl, y 1.2 M sorbitol
[ForMedium™]). Después de los lavados, para la obtencion de los esferoplastos mediante la di-
gestion de la pared celular, las células se incubaron con tampdn fosfato pH 7,4 conteniendo 0,1
mg/ml Zimoliasa 100T® [AMSBIO"] y 0,2% [-mercaptoetanol [Merck™] entre 30 a 60 minutos
a 30 °C. La correcta digestion de los esferoplastos se comprobé mediante la visualizaciéon al
microscopio de las células mezcladas con 2% de sarcosil. Una vez obtenidos los esferoplastos,
se lavaron con tampon fosfato pH 7,4 para eliminar los restos de Zimoliasa. Los esferoplas-
tos se fijaron en portaobjetos multipocillo de vidrio [MP Biomedical™] con 0,1% poli-L-Lisi-
na. Para bloquear las uniones inespecificas se incubaron los esferoplastos con solucion de
bloqueo PBS-BSA (1X PBS conteniendo 1% de albimina de suero bovino (BSA) [Panreac™])
durante 30 minutos. Una vez bloqueada la preparacion, los esferoplastos se incubaron con el

anticuerpo primario diluido en la solucidén de bloqueo PBS-BSA a la concentraciéon deseada
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durante 1 hora. Tras la incubacion del anticuerpo primario, se hicieron 3 lavados con la misma
solucién de bloqueo PBS-BSA, y se incubaron los esferoplastos con el anticuerpo secundario a
la dilucién adecuada en solucién de bloqueo PBS-BSA durante 40 minutos. Posteriormente, se
hicieron 3 lavados con la solucién de bloqueo PBS-BSA, se afiadié medio de montaje con DAPI
Vectashield® [Vector laboratories™] para la visualizacién de los ntcleos, se cubrieron los por-
taobjetos con cubreobjetos y se sellaron con esmalte de ufias. Los anticuerpos utilizados para
las inmunofluorescencias fueron: Anticuerpos primarios a-HA clon 12CA5 [Roche™], a-HA
clon 16B12 [Babco™], a-tubulin YOL1/34 [Serotec™] y a-Cdc14 [Santa Cruz Biotechnology™];
y anticuerpos secundarios anti-cabra marcado con Cy3 a-burro [GE Healthcare™], anti-ratéon
marcado con Cy3 [GE Healthcare™] y anti-rata marcado con FITC [Millipore™]. Las células se vi-
sualizaron y las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio de epifluorescencia inver-
tido Zeiss Axio Observer Z1® [Zeiss"] con la lampara de fluorescencia HXP 12C® [Zeiss™] y el
objetivo de inmersién de aceite Plan-Apo® 63x N.A 1,4 [Zeiss"] o con un microscopio vertical
Leica DM6 B Thunder® [Leica™] con lampara de fluorescencia LED5® [Leica™] y el objetivo de
inmersion de aceite plan-APO® CS 63x N.A 1,3 [Leica™]. La longitud del huso mitético se midi6
con las herramientas de analisis cuantitativo del software ZEN 2011 [Zeiss™].

!* 3.5.2. MICROSCOP{A DE FLUORESCENCIA IN VIVO.

Para el experimento de la cuantificacién in vivo de la localizacion subcelular de Cdc14 medi-
ante microscopia de fluorescencia a intervalos de tiempo determinados, se utilizaron cultivos
sincronizados en la transicion metafase-anafase mediante deplecion de Cdc20, MET3-CDC20.
Las células se fijaron en portaobjetos multipocillo con camara de incubacion [Ibidi"] para
microscopia tratados con 1mg/ml concanavalina A en 1x PBS. Las células se visualizaron y ad-
quirieron tomando 5 planos, cada 3 minutos, utilizando un microscopio de epifluorescencia
invertido Dmi8 [LEICA], objetivo 100x [LEICA] con la camara DFC9000GT VSC-07924 [LEI-
CA] utilizando el programa LASX. Las imagenes se procesaron utilizando el programa LASX
e Image]. Para las imagenes representativas se realizé la proyecciéon maxima de los 5 planos.
Para la determinacién y normalizacidn de los tiempos entre las diferentes células se utilizé la
distancia entre las dos sefiales de Spc422-EGFP. Las sefales de Cdc14-EGFP y Net1-mCherry
se cuantificaron utilizando el programa Image]J. Para calcular la variacion de la localizacion
nucleolar de Cdc14 a lo largo del tiempo se utilizé el método descrito en el capitulo 5 “Cdc14
Localization as a Marker for Mitotic Exit: In Vivo Quantitative Analysis of Cdc14 Release” del
libro “The Mitotic Exit Network: Methods and Protocols” donde se calcula el coeficiente de
variacion entre Cdc14 y Netl (CVCdeNetl) = CV,.,./CV,., siendo el coeficiente de variacion
(CV) = Desviacién estandar/ Media y el coeficiente de variaciéon de Cdc14 (Monje-Casas and
Queralt, 2017).

El experimento de la determinacién subcelular de la separasa mediante microscopia de

fluorescencia in vivo se realiz6 de la misma forma que lo mencionado en el parrafo. Para
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la determinacion de la localizacién subcelular se cuantificé la sefial de la separasa-

EGFP citoplasmatica y nuclear, para calcular el ratio de sefial nuclear respecto a la sefial
citosélica. Se realizaron tandas mezclando de dos en dos los cultivos para disminuir la
variabilidad en la comparacion de cuantificacion de la sefial de Esp1- EGFP. Se utilizo la
sefial Htb2-mCherry para distinguir la cepa salvaje o el mutante Apds1 en los cultivos

donde se mezclaron las cepas.

3.6. CITOMETRIA DE FLUJO.

La monitorizacion y clasificacion de las células en las diferentes fases del ciclo celular atendi-
endo a su contenido en ADN se llevé a cabo mediante citometria de flujo. Las células recogidas
se fijaron en 70% etanol y, posteriormente, se digirié el ARN en tampo6n 50 mM citrato sddico
pH 7,4 conteniendo 0,2 mg/ml RNasa [Sigma”] durante 1 hora a 50 2C. A continuacién, se
afiadié 1 mg/ml proteinasa K [Sigma™] durante 1 hora a 50 2C para digerir las proteinas. Final-
mente, se resuspendieron en tampo6n citrato sédico pH 7,4 con 16 pg/ml yoduro de propidio
[Alfa Aesar™] para tefiir el ADN. El recuento y mediciéon del contenido en ADN se llevé a cabo
utilizando el citdmetro Gallios® [Beckman Coulter™] y el analisis de los datos se realizé con el

programa Flow]O® [BD Bioscience™].

3.7. PROGRAMAS UTILIZADOS.

1T T T

128+ 3.7.1. ANALISIS ESTADISTICO.

1

Todos los experimentos se repitieron al menos 3 veces. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa GraphPad (Prism5). El test de t-student se utiliz6 para calcular los p
valores. Se consider6 estadisticamente significativos los p valores <0.05, **** = p<0.0001,
*** = p<0.001, *=p<0.01; *=p<0.05.

‘ I | 3.7.2. OTROS PROGRAMAS.

Para la representacion de la estructura de las proteinas se utilizé Pymol, para la realizacion
de representaciones esquematicas se utilizo BioRender, para el estudio de la construccion de
plasmidos y andlisis de secuencias de ADN se utilizé6 Benchling y para el estudio de la infor-
macién sobre proteinas almacenada en bases de datos online se us6 PROSITE y STRING.
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=>3= 4.1. esp1-2 sak1-G150A Y esp1-2 pah1-C549T
SON MUTANTES SUPRESORES DE esp1-2.

La funcion principal de la separasa es promover la separacién de las cromatidas
hermanas durante la mitosis mediante el corte proteolitico de una subunidad del
complejo cohesina, Sccl. Por otro lado, la separasa también regula la salida de mitosis,
la elongacion del huso mitético, la activacion de la fosfatasa Cdc14, la condensaciéon del
ADN ribosémico (ADNr) y la reparaciéon del ADN (Ulhmann et al., 2000; Jensen et al.,
2001; Sullivan et al., 2001; Stegmeier et al., 2002; Sullivan and Uhlmann, 2003; Nagao
et al., 2004). Sin embargo, en la mayoria de los casos se desconoce como interviene en
estos procesosy cual es el sustrato con el que interactua. Por estarazén, previamente en
nuestro laboratorio se llevé a cabo un rastreo genético de supresores espontaneos del
alelo termosensible de la separasa espI-2, con el objeto de identificar nuevas proteinas
relacionadas funcionalmente con la separasa. Los mutantes de alelos termosensibles son
aquellos en los que hay una caida en los niveles o actividad del producto del gen cuando
se expresa por encima de una determinada temperatura, denominada temperatura
restrictiva. Por debajo de la temperatura restrictiva, denominada temperatura
permisiva, la actividad y el fenotipo del mutante del alelo termosensible es muy similar
a una cepa salvaje. Dependiendo de la afectacién al producto del gen mutado se pueden
apreciar diferentes niveles de severidad en el fenotipo; incluso, en los casos donde la
proteina codificada por el alelo termosensible sea esencial para la célula, el fenotipo
mutante podra ser apreciable a temperaturas por debajo a la temperatura restrictiva,
denominada temperatura semirestrictiva (Fried, 1965; Goldenberg, Smith and King,
1983; Varadarajan, Nagarajaram and Ramakrishnan, 1996; Schuler and Seckler, 1998).

El alelo termosensible esp1-2, porta un cambio A/C en la posicién 701 del gen ESPI,
esta mutacion ocasiona que estas células no sean capaces de crecer correctamente a
temperatura semirestrictiva 30 2C, al presentar la mayoria de las células problemas en
la mitosis con 3 signos caracteristicos: el huso mitético no excede las 2 um de tamafio, la
fosfatasa Cdc14 no se libera del nucleolo y las células presentan nicleos monolobulares.
Al final, las células finalizan la mitosis, pero mueren en G1 debido ala segregacion de las
cromatidas aberrante. (Buonomo et al., 2000; Jensen et al., 2001; Baskerville et al., 2008,
Queralt and Uhlman, 2008). Previamente a este trabajo, se realiz6 un rastreo genético
para la identificacién de supresores del alelo termosensible espl-2, con la finalidad
de encontrar nuevos genes relacionados con la separasa. En dicho rastreo se aislaron
54 mutantes supresores de separasa. Inicialmente, se seleccionaron 3 supresores con
diferente grado de supresion del mutante esp1-2 y se analizaron mediante secuenciacién

masiva del genoma completo. Tras el andalisis bioinformatico de la secuenciacién masiva
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se observaron entre 8 a 11 cambios de nucledtidos dentro de ORFs (Tabla TR1). De

entre los posibles candidatos se seleccionaron aquellos para los cuales se habian
identificado interacciones genéticas o fisicas con proteinas mité6ticas. Por un lado, se
obtuvo que la quinasa Vhs1 coinmunoprecipita con los tres componentes del complejo
RENT (REgulator of Nucleolar silencing and Telophase): la fosfatasa Cdc14, Netl (y su
paralogo TOF2) y Sir2 (Breitkreutz et al., 2010). En Pah1, se encontré que interacciona
con las quinasas de ciclo celular Dbf2 y Cdc28 (Ptacek et al., 2005; Mah et al., 2005). En
el caso de Sak1, se describié que interacciona con Cdc28 (Ubersax et al., 2003), con la
fosfatasa Cdc14 (Breitkreutz et al., 2010) y con Nud1, uno de los componentes de la ruta
MEN (Breitkreutz et al., 2010). Separasa es un regulador clave de la mitosis, asi que
estas interacciones con mutantes supresores del alelo esp1-2, nos indicaria una posible

relacion funcional entre estas proteinas y separasa.

SUPRESOR “ NOMBRE LOCALIZACION

YDL206W YDL206W Cromosoma IV 92341
YDRO93W DNF2 Cromosoma IV 632337 T/ C
YDR222W YDR222W Cromosoma IV 910423 G/A
YDR316W oms1 Cromosoma lV 1094961 C/A
YGRO99W TEL2 Cromosoma VIl 688388 C/T
YHRO022C YHRO022C Cromosoma VIl 150086 G/A
YJLO25W RRN7 Cromosoma X 395012 G/T
YKRO09C FOX2 Cromosoma XI 454707 T/G
YKR092C SRP40 Cromosoma XI 613786 A/G
YMR165C PAH1 Cromosoma XlII 592082 C/T
YMR317W YMR317W Cromosoma Xl 908594 T/G
YBLOO4W UTP20 Cromosomalll 229139 G/C
YBRO30W RKM3 Cromosomalll 298523 G/T
YDLO37C BSC1 Cromosoma lV 385050 T/A
YDR247TW VHS1 Cromosoma IV 957172 C/T
YMR164C MSS11 Cromosoma XlII 587692 T/C
YMR300C ADE4 Cromosoma XllI 865707 T/A
YNL285W YNL285W Cromosoma XIV 96228 C/T
YNRO65C YNRO65C Cromosoma XIV 750702; 750706 C/T,A/T
YDLO35C GPR1 Cromosoma IV 390542 C/T
YER129W SAK1 Cromosoma V 417428 G/A
YKRO27W BCH2 Cromosoma XI 493282 G/C
YMR317W YMR217W Cromosoma XIll 908563; 908594 A/G;T/G
' YOR164C GET4 Cromosoma XV 643869 C/T
YPLO91W OAZ1 Cromosoma XVI 458946 C/G
YPLO52W GLR1 Cromosoma XVI 376105 G/A
YPR093C ASR1 Cromosoma XVI 719899 G/A

Tabla TR1. Genes supresores candidatos encontrados en el estudio genético de supresores
espontdneos del alelo termosensible de separasa (esp1-2) y clasificados segun la cepa supresora
dénde se encontraron. El cuadro muestra las mutaciones aisladas en las tres cepas supresoras
candidatas tras el analisis bioinformatico del genoma entero de las cepas, después de filtrar
polimorfismos.
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Por tanto, basandonos en el trabajo previo del laboratorio se seleccionaron 3 mutaciones
supresoras candidatas en 3 genes diferentes: un cambio C/T en la posiciéon 1161 del
gen VHS1, un cambio C/T en la posiciéon 549 del gen PAH1, y un cambio en G/A en la
posicion 150 del gen SAKI, que originan las mutaciones vhs1-C1161T, pah1-C549T y
sak1-G150A, respectivamente. Para validar que el fenotipo supresor observado en las
cepas supresoras candidatas se debia inicamente a una tinica mutacién supresora y no
al conjunto de varias mutaciones, cruzamos las 3 cepas supresoras candidatas: vhsI-
C1161T, pah1-C549T y sak1-G150A con una cepa salvaje hasta 3 ocasiones consecutivas y
analizamos sudescendencia. Porunlado, estudiamos el fenotipo mediante el crecimiento
a temperatura restrictiva y semirestrictiva y, se genotiparon las esporas mediante
amplificacion de la region de los genes ESP1, VHS1, PAH1 y SAK1 por PCR y secuenciacion
Sanger para determinar que esporas presentaban la mutacién supresora. En el caso
de VHS1, sélo el 50% de todas las esporas analizadas de la descendencia tras el cruce
que mostraban fenotipo supresor del mutante espl-2 a temperatura semirestrictiva,
contenian la mutaciéon C1161T en el gen VHS1. Esto nos indica que la mutacién supresora
candidata de VHSI no es responsable (al menos por si sola) del fenotipo supresor en
el mutante espl-2. Por el contrario, en los casos de PAH1 y SAK1, todas las esporas de
la descendencia tras el cruce que presentaban fenotipo supresor de espl-2 portaban
la mutacion de A701C para espl-2, la mutacion G1504 para SAK1 y la mutacién C549T
para PAHI1. De esta forma, confirmamos que sak1-G150A y pah1-C549T son mutaciones

supresoras de espl-2.

Para confirmar si el fenotipo supresor se mantenia en las cepas de la descendencia tras
el cruce que portaban la mutacién supresora, realizamos estudios de crecimiento en
placa mediante diluciones seriadas, con la cepa salvaje, el mutante espl-2, el mutante
sencillo con la mutacién supresora de cada respectivo gen, vhs1-C1161T, sak1-G150A
y pah1-C549T, y el doble mutante espI-2 con la mutacién supresora correspondiente.
Las placas se crecieron a temperatura semirestrictiva de 32 2C y restrictiva 37 2C,
para analizar el crecimiento de los diferentes mutantes y supresores. Los mutantes
supresores esperariamos que crecieran a 32 2C, pero no a 372 C. En el caso de VHS1, el
50% de las esporas esp1-2 vhs1-C1161T crecian igual que el mutante sencillo esp1-2 a 32
oC (Fig. R1C). Este resultado indica que el fenotipo supresor no se debe a la mutacién
en VHS1. Por el contrario, las esporas esp1-2 sak1-G150A y esp1-2 pah1-C549T (Fig. R1Ay
R1C) crecian mas que el mutante esp1-2 a 32 2Cy se morfan a 37 2C, confirmando que s{

son mutaciones supresoras de esp1-Z.
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FiguraR1.sak1-G150Ay pah1-C549T son mutaciones supresoras del alelo termosensible esp1-
2. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico
con 2% glucosa (YPD) a 25 2C, 32 2Cy 37 2C, durante 3 dias. A) Células tipo salvaje (W303), mutante
simple de la descendencia tras el cruce del mutante espl-2 sak1-G150A x W303, mutante espl-2,
espora de la descendencia tras el cruce del mutante esp1-2 sak1-G150A x W303 y cepa original a-30
aislada del estudio genético. B) Células tipo salvaje (W303), mutante simple de la descendencia
tras el cruce del mutante esp1-2 pah1-G549T x W303, mutante espI-2, espora de la descendencia tras
el cruce del mutante esp1-2 pah1-G549T x W303 y cepa original a-5 aislada del estudio genético. C)
Células tipo salvaje (W303), espora de la descendencia tras el cruce del mutante esp1-2 Vhs1-C116T
x W303, mutante esp1-2 y cepa original a-7 aislada del estudio genético.

&< 4.2. PAH1 PRESENTA INTERACCIONES GENE-
TICAS CON ESP1.

Una vez establecido que pahl-C549T es una mutacidon supresora del mutante espl-2,
procedimos al estudio de la relacion funcional entre las dos proteinas. Pahl es una

fosfatidil fosfatasa que regula la conversion de acido fosfatidico (PA) a diacilglicerol
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(DAG) en respuesta a las sefnales metabdlicas de la célula. Pahl tiene un papel
fundamental en el control de la sintesis de la membrana nuclear, actuando como un
interruptor que regula la sintesis de fosfolipidos para la biogénesis de nueva membrana
o el almacenamiento de fosfolipidos, segiin las necesidades de la célula (Santos-Rosa et
al.,,2005; Barbosaetal.,2015). En principio, S. cerevisiae presenta una mitosis cerrada, en
la cual la membrana nuclear no se desensambla durante la mitosis, sino que se mantiene
intacta, necesitando la sintesis de nueva membrana durante la anafase para permitir
la segregacion de las cromatidas hermanas. Sin embargo, recientemente hay estudios
que apuntan que las diferencias entre la mitosis cerrada y abierta podrian ser menores
de lo que estaba establecido, y todos los organismos estudiados hasta el momento
desensamblan la membrana nuclear en mayor o menor medida (revisado en Dey et al,,
2020). Sea por reensamblaje de la membrana nuclear, o por el aumento de extension
de esta, la regulacién de la sintesis de membrana nuclear es crucial durante la mitosis
(Sazer et al., 2014). Hasta la fecha, no se ha relacionado a separasa con la regulacién de
la membrana nuclear durante la mitosis, pero siendo un proceso esencial durante la
mitosis, no sorprende que pudiera estar regulado por separasa. Con el fin de analizar
el posible papel de separasa en la regulaciéon de la membrana nuclear, estudiamos las
interacciones genéticas con espIl-2 en ausencia de PAHI1 o sobreexpresando variantes

inactivas o activas de PAH1.

Para estudiar la relacion entre la ausencia de PAH1 y el mutante espl-Z, lo primero
fue preparar cepas que contenian la delecién del gen PAH1 en una cepa control y un
mutante espl-2. La eliminacién del gen Apahl, se realiz6 mediante la delecién del gen
completo por recombinacién homologa y la correcta eliminacién se comprob6 mediante
genotipado por PCR. Posteriormente, se analiz6 la viabilidad de los mutantes sencillos
y los mutantes dobles mediante estudios de crecimiento en placa de diluciones seriadas
a 30 °C y 37 2C. Los estudios de crecimiento en placa muestran que el doble mutante
espl-2 Apahl no presenta diferencias de crecimiento respecto al mutante sencillo esp1-2
a temperatura semirestrictiva de 30 2C (Fig. R2). Como se habia descrito, el mutante
Apahl no crece a 37 °C (Santos-Rosa et al, 2005). Este resultado indica que no hay
un efecto epistasico entre las mutaciones espl-2 y Apahl, sugiriendo que PAH1 y ESP1

estarian en la misma via de regulacion.

En segundo lugar, analizamos el efecto de sobreexpresar PAHI en el mutante esp1-2.
En este caso, transformamos cepas con plasmidos que sobreexpresan PAH1 bajo el
promotor inducible de galactosa, GALI en cepas control y mutantes esp1-2 y analizamos
el crecimiento mediante ensayos de crecimiento en placa con diluciones seriadas

a temperaturas de 302 y 37 2C en medio con glucosa (no expresion de GALI-PAHI) y
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con galactosa (expresion de GAL1-PAH1). La sobreexpresion de PAH1 en mutantes de
separasa espl-2 GAL1-PAHI, no origina cambios de crecimiento respecto al control que
expresa el vector vacio esp1-2 GALI-YEplac181, indicando que la sobreexpresién de PAH1
no es capaz de suprimir el defecto en el crecimiento del mutante doble espI-2. Asimismo,
la sobreexpresion de PAH1 en una cepa salvaje no muestra efectos sobre su crecimiento
(Fig. R3 y R4) ya que, como se describe a continuacién, aunque aumentemos los niveles

de Pah1, no implica que aumenten los niveles de la proteina Pah1 activa.

25°C 30°C 37°C

S @ © B %
e @ © & &
Yl @ O 8 5
esp1-2 Apah1 K KK I

Figura R2. La ausencia de PAH1 en el mutante esp1-2 no aumenta la letalidad a temperatura
semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en pla-
cas de medio rico con 2% glucosa (YPD) a 25 2C, 30 2Cy 37 2C, durante 3 dias. Células tipo salvaje
(W303), mutante Apah1, mutante esp1-2 y doble mutante esp1-2 Apahl.

Pah1 se encuentra inactiva en el citosol, debido a la fosforilacién por las quinasas CKI,
CKII Pho85-Pho80, Cdc28-Clb2, PKA y PKC. Cuando la célula se encuentra en situaciones
de falta nutrientes, Pah1 es reclutada desde el citosol ala zona de la membrana nucleary
delreticulo endoplasmatico, donde la fosfatasa Nem1-Spo7 desfosforilaa Pah1 en 7 sitios
concretos, activandola. La mutacion de estos 7 sitios de fosforilacion a un aminoacido
no fosforilable, alanina, (S110A4/S114A/S168A/S602A/T723A/5744A/S748A) mimetiza la
desfosforilacion de Nem1-Spo7 necesaria para su activacion, dando lugar a que Pahl
se encuentre constitutivamente activa, pahl-7A (O’Hara et al, 2006; Karanasios et
al., 2010; Choi et al., 2011). Se ha descrito que la sobreexpresién de pahl-74, al estar
constitutivamente activa, reduce la viabilidad celular en condiciones de falta de glucosa
(Barbosa et al.,, 2015), debido a que la balanza de la regulacién sintesis/almacenaje
de fosfolipidos se inclina hacia el lado del almacenaje en gotas lipidicas, originando
ralentizacién del crecimiento y disminucién en la biosintesis de membrana nuclear,

para hacer frente al estrés producido por la falta de este nutriente tan importante.

Por ello, repetimos los ensayos con la sobreexpresion de la forma constitutivamente
activa pahl-7A. Transformamos las cepas con plasmidos que sobreexpresan la variante

mutada en los 7 sitios de fosforilacion GALI-pahl-7A y repetimos los ensayos de
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crecimiento en placa. Como se habia descrito, la sobreexpresioén de GALI-pah1-7A reduce
el crecimiento en una cepa control (Choi et al., 2011) tanto a 25 2C como a 30 2C. A su vez,
la sobreexpresion de GALI-pah1-7A también reduce el crecimiento del mutante espI-2 de
forma aditiva (Fig. R3). Por tanto, podemos afirmar que existe una interaccion genética

entre elmutante espl-2 ylasobreexpresiondelafosfatasaPahl constitutivamente activa.

GALACTOSA GLUCOSA
25°C 30°C 25°C

Salvaje +pGAL1-YEplac181
esp1-2+pGAL1-YEplac181
pGAL1-PAH1

esp1-2 pGAL1-PAH1
pGAL1-PAH1-7A
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Figura R3. La expresion ectépica de PAH1 constitutivamente activa (PAH1-74) aumenta la
letalidad en el mutante esp1-2 a temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa
con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) y medio rico
con 2% galactosa + 2% sucrosa (YPGAL) a 25 2C, 30 2Cy 37 2C, durante 3 dias. Células tipo salvaje
(W303) con el vector vacio pGALI-YEplac181, mutante esp1-2 con el vector vacio pGAL1-YEplac181,
cepa tipo salvaje con el plasmido GAL1-PAH1, mutante esp1-2 con el plasmido pGALI-PAH1, cepa tipo
salvaje con el plasmido pGALI-PAH1-7A y el mutantes esp1-2 con el plasmido pGALI-PAH1-7A.

Por ultimo, quisimos estudiar el efecto de la sobreexpresiéon de una versiéon
cataliticamente inactiva de Pahl, pah1-D3984/D400A, denominado pahl-2A. Este
mutante tienedos mutacionesensucentro catalitico DXDX[T/V], perdiendo sucapacidad
para realizar la sintesis de diacilglicerol a partir de acido fosfatidico (Karanasios et al.,
2010). La expresion ectopica del mutante pah1-2A no afecta el crecimiento en una cepa
control. Por el contrario, en el mutante separasa (espl-2 GAL1-pahl-2A) se reduce el
crecimiento tanto a 25 2C como a 302 C, comparado con la cepa esp1-2 GAL1-PAH1, donde
PAH]1 si tiene funcidn catalitica (Fig. R4). Este resultado indica que hay una interaccién

genética entre el mutante espl-2 y la sobreexpresion de Pah1 cataliticamente inactivo.

Los resultados anteriores muestran que tanto la sobreexpresion de la versién inactiva
de Pah1 como la constitutivamente activa tienen un efecto negativo en el crecimiento
del mutante en separasa espl-2. Ambos resultados encajan perfectamente con el tipo
de afectacion que encontrariamos al perturbar el equilibrio de una balanza. Tanto
si la balanza se inclina hacia el lado de la formacién excesiva de membrana nuclear,
como si se inclina a la mayor formacién de gotas lipidicas, ambos fenémenos afectan

negativamente al normal funcionamiento del ciclo celular. Ninguna interaccién genética
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estudiada coincide con el resultado del mutante supresor espl-2 pah1-C549T. Por tanto,
de momento no podemos concluir si la mutacién supresora es activadora o inhibidora
de Pahl.

GALACTOSA GLUCOSA
30°C 37°C 25°C

Salvaje + pGAL1-YEplac181
esp1-2+pGAL1-YEplac181
pGAL1-PAH1

esp1-2 pGAL1-PAH1
pGAL1-PAH1-2A

esp1-2 pGAL1-PAH1-2A

Figura R4. La expresion ectépica de PAH1 cataliticamente inactiva (pah1-24A) aumenta la
letalidad en el mutante esp1-2 a temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa
con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) y medio rico
con 2% galactosa + 2% sucrosa (YPGAL) a 25 2C, 30 2Cy 37 C, durante 3 dias. Células tipo salvaje
(W303) con el vector vacio pGALI-YEplac181, mutante espl-2 con el vector vacio pGAL1-YEplac181,
tipo salvaje con el plasmdo pGAL1-PAHI, mutante espI-2 con el plasmido pGAL1-PAH], tipo salvaje
con el pladsmido pGALI-pah1-2A y el mutantes esp1-2 con el plasmido pGALI-pah1-2A.

&< 4.3. SAK1 INTERACCIONA GENETICAMENTE
CON ESP1.

La segunda mutacion supresora del mutante espI-2 confirmada es sakl-G150A. SAK1,
como su nombre indica, Snfl-activating kinase, codifica para la principal quinasa
activadora de SNF1 (Sucrose Non-Fermenting 1). Sakl, junto a Tos3 y Elm1, es la
quinasa que desempeifia el rol mas importante en la activacién de Snfl en la via de
la regulacion metabdlica frente a fuentes alternativas de carbono y diferentes tipos
de estrés ambiental, como estrés por Sodio, pH alcalino, falta de nitrégeno y estrés
oxidativo (revisado en Hedbacker and Carlson, 2011). Estd ampliamente aceptado que
la regulacién metabdlica y el control del ciclo celular estdn altamente interconectados,
aunque muchas de esas conexiones ain no las conocemos en profundidad. Varias de
las quinasas que actdan como reguladores principales del ciclo celular Cdc28 y Pho85,
también actilan como activadores en procesos metabolicos de regulacion de fosfolipidos
y glucosa (revisado en Cai and Tu, 2012). De la misma manera, proteinas que actdan
como biosensores de disponibilidad de nutrientes y moléculas, como TORC1 (Target of
Rapamycin Complex 1) y PKA (Protein Kinase A), presentan unos patrones de actividad
periédicos y sincronizados con el ciclo celular (Guerrera et al, 2022). Por tanto, no

sorprende que otros componentes tan importantes del ciclo celular, como la separasa,
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pudieran tener una conexidn con la regulacién del metabolismo celular, como pueda
ser Sak1. Desde otro punto de vista, puesto que existen checkpoints dependientes de la
disponibilidad de nutrientes en otras fases del ciclo, también seria factible que pudiera
existir otro checkpoint en mitosis, independiente del SAC (Spindle Assembly Checkpoint),
pero dependiente de los diferentes tipos de estrés mencionados, regulados por Sak1. Por
estarazodn, nos propusimos analizar la conexion de la separasa con Sak1 en laregulacién

de la mitosis, estudiando las interacciones genéticas entre la separasa y SAK1I.

Para entender mejor la conexién entre SAK1 y ESP1, empezamos estudiando la relacién

entre la ausencia de SAK1 y el mutante esp1-2. Para ello preparamos cepas que contenian

la deleciéon del gen SAKI en una cepa control y una mutante espl-2. Analizamos el
crecimiento de los mutantes sencillos y dobles mediante estudios de crecimiento en
placa de diluciones seriadas a temperatura no restrictiva de 252 C y temperaturas

semirestrictiva de 30 2C y restrictiva de 37 2C. El analisis de crecimiento del mutante

RESULTADOS

sencillo Asakl muestra que no presenta diferencias con el control ni a 25 ©C, ni 32 2C ni
a 37 °C. En el caso del doble mutante esp1-2 Asak1, se observa que no hay diferencias de
crecimiento respecto al mutante sencillo esp1-2 a temperatura semirestrictiva de 32 2C
(Fig. R5). Al no observarse diferencias de crecimiento, este resultado nos muestra que

SAK1 y ESP1 podrian actuar sobre la misma ruta de sefializacién.

25 322C

Salvaje
Asak1
esp1-2
esp1-2 Asak1

Figura R5. La ausencia de SAK1 en el mutante esp1-Z2 no aumenta la letalidad a temperatura
semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en pla-
cas de medio rico con 2% glucosa (YPD) a 25 2C, 32 2Cy 37 2C, durante 3 dias. Células tipo salvaje
(W303), mutante Asak1, mutante esp1-2 y doble mutante esp1-2 Asakl1.

Posteriormente, analizamos las interacciones genéticas al incrementar la expresion de
SAK1 en el mutante esp1-2, para ver que nos revela la sobrexpresion de SAK1 comparada
con los resultados del mutante espl-2 sak1-G150A. Preparamos células que expresan
ectopicamente el gen SAK1 bajo el promotorinducible de galactosa GAL1, en cepas control
y mutantes espl-2 para analizar el crecimiento en ensayos de crecimiento en placa con

diluciones seriadas a temperaturas de 32 2y 37 2C, en medio con glucosa (no expresion
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de GAL1-SAK1) y galactosa al 2% (expresion de GAL1-SAK1). La sobreexpresion de SAK1
bajo el promotor GALI en una cepa salvaje no muestra efectos sobre su crecimiento.
Sin embargo, la sobreexpresion de SAK1 en el mutante espl-2 GALI-SAK1 recupera el
crecimiento respecto al mutante sencillo espl-2 a temperatura semirestrictiva 32 ©C.
Todas las cepas con genotipo espl-2 mueren a temperatura restrictiva 37 2C, debido
al alelo esp1-2 (Fig. R6). La recuperacion del fenotipo de termosensibilidad del alelo
espl-2 con la sobreexpresion de SAK1, de igual forma que ocurria en el doble mutante
espl-2 sak1-G150A (Fig. R1C), apunta que la mutacién G150A4 en SAK1 seria una mutacién

activadora de la proteina.

GALACTOSA GLUCOSA
25°C 32°C 37°C 25°C

Salvaje [ K KBS
GALT-SAKT I K E RN K X
esp1-2 { I IS

esp1-2 GAL1-SAK1 { I

Figura R6. La expresion ectdépica de SAK1 reduce la letalidad del mutante esp1-2 a tempera-
tura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en
placas medio rico con 2% glucosa (YPD) y medio rico con 2% galactosa + 2% sucrosa (YPGAL) a 25
2C, 32 2Cy 37 °C, durante 3 dias. Células tipo salvaje (W303), tipo salvaje que expresan GAL1-SAK1,
mutante espl-2 y el mutante esp1-2 que expresan GAL1-SAK1.

Cuando la célula agotala glucosa disponible en el medio, pero tiene a su disposicién otras
fuentes de carbono, como la galactosa, pone en marcha un mecanismo de represion de
los genes necesarios para metabolizar la glucosa y a la vez, activa la expresion de los
genes que la célula ahora necesita para usar la galactosa como su fuente de carbono
(Weinhandl et al.,, 2014). Este complejo mecanismo de adaptacién lo lleva a cabo la via
de sefializacién de Snfl. Sak1 es la primera ficha de dominé (conocida) en esta ruta de
sefializacién, que pasa por la fosforilacién y activaciéon de Snfl por Sakl, acabando en
la activacién de factores de transcripcion de los genes necesarios para metabolizar la
galactosa (Wilson et al,, 1996). En las interacciones genéticas con la sobreexpresion
de SAK1, usamos la adiccion de galactosa para la activaciéon del promotor GALI del
plasmido GAL1-SAK1, y por ello nos planteamos si la utilizacién de la galactosa podria
estar afectando al resultado del doble mutante esp1-2 GAL1-SAK1. Para ello, repetimos
los estudios de crecimiento en placa con cepas que sobreexpresaban SAKI en un
plasmido multicopia 2y, bajo el control de su propio promotor en medio con glucosa.
La sobreexpresiéon de SAK1 en plasmidos multicopia no afecta al crecimiento de la

cepa control, mientras que en el doble mutante espl-2 pSAK1 2p recupera el fenotipo
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de termosensibilidad del alelo espI-2 a temperatura semirestrictiva de 32 ¢C (Fig. R7).
Este resultado del doble mutante esp1-2 pSAK1 2y, corresponde con el doble mutante
espl-2 GAL1-SAK1 suprimiendo el fenotipo termosensible del alelo esp1-Z a temperaturas
semirestrictivas; por lo que, en principio esta interaccién genética no se veria afectada
por la utilizaciéon de galactosa como fuente de carbono para la célula. Por tanto, la
sobreexpresion de SAK1 suprime la letalidad del mutante espl-2, de forma similar que
la mutacion supresora G1504, sugiriendo que es la activacidon de Sak1 lo que le confiere

viabilidad al mutante de la separasa.
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Figura R7. La sobreexpresion de SAK1 en el mutante esp1-2 recupera el fenotipo de termo-
sensibilidad del mutante esp1-2 a temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en
placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) a 25
2C,322Cy 37 °C, durante 3 dias. Células tipo salvaje (W303) con el vector vacio pRS426, el mutante
espl-2 con el vector vacio pRS426, células tipo salvaje con el plasmido pSAKI 2y el mutante esp1-2
con el plasmido pSAKI 2p.

&< 4.4. LA RELACION ENTRE SAK1 Y ESP1 NO
DEPENDE DE SNF1.

Los granparte delos esfuerzos metabolicos por parte dela célulasellevanacabo durante
la interfase. Durante la mitosis, el gasto metabolico de la célula a priori seria menor,
puesto que los transcripcidn esta silenciada casi completamente al estar condensados
los cromosomas y por tanto la biogénesis celular estaria reducida al minimo. Se habia
aceptado que durante la interfase se creaba un “reservorio de energia” y durante la
mitosis se usaba dicho reservorio para llevar a cabo los procesos celulares esenciales.
La realidad es bien distinta, la entrada en mitosis engloba el inicio de multitud de
procesos que se van a llevar a cabo en un corto periodo de tiempo, de manera altamente
sincronizada y que coinciden con un aumento de la produccién metabdlica (revisado

en Pederson, 2003). Al principio de la mitosis. la actividad mitocondrial es alta, a la
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par que los niveles de ATP, puesto que la célula necesita gran cantidad de energia para
la segregacion de los cromosomas, el reordenamiento celular, y la restructuraciéon de
la membrana nuclear. Diversos reguladores de la actividad mitocondrial son activados
en mitosis mediante la ruta de Snfl (revisado en Salazar-Roa and Malumbres, 2017).
Como la segregacion de los cromosomas, dirigida por la separasa, requiere de un aporte
energético remarcable y la ruta de Snfl interviene activamente en este proceso, nos

preguntamos si ambos eventos podian estar interconectados mediante Sak1.

@<= 4.4.1 LA INTERACCION GENETICA ENTRE ESP1 Y
SAK1 NO DEPENDE DE SNF1.

Para examinar si la interacciéon genética entre SAK1 y la separasa pudiera ser
consecuencia de la activacién de la via Snfl, iniciada por Sakl, y por tanto pudiera
existir una conexion entre la funcién de la separasa y la regulacién metabodlica por Snfl
en mitosis, comprobamos las interacciones genéticas entre estos tres componentes:
ESP1, SAK1 y SNF1. Creamos cepas que contenian la delecion del gen SNF1, obteniendo
el mutante doble espl-2 Asnfl y mutante triple espIl-2 Asnfl sak-G150A. Realizamos
estudios de crecimiento en placa con diluciones seriadas a temperaturas no restrictiva
25 2C, semirestrictiva 32 °C y restrictiva 37 2C, para el alelo termosensible esp1-2. El
mutante doble espI-2 Asnfl presenta la misma letalidad que el mutante sencillo esp1-2
a temperatura semirestrictiva y el mutante triple esp1-2 Asnf1 sak-G150A no exhibe una
mayor letalidad que el mutante supresor espl-2 sak1-G15A (Fig. R8). Por consiguiente,

la interaccién genética entre SAK1 y la separasa se da de forma independiente de SNF1.

Salvaje
esp1-2
esp1-2 Asnf1

esp1-2 sak1-G150A

esp1-2 Asnf1
sak1-G150A

Figura R8. El fenotipo supresor de espl-2 sak1G150A no depende de SNF1. Estudio de
crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico con 2%
glucosa (YPD) a 25 ¢C, 32 °C y 37 °C, durante 3 dias. Células tipo salvaje (W303), mutante esp1-2,
mutante doble esp1-2 Asnf1, mutante supresor espl-2 sak1-G150A y el mutante triple esp1-2 Asnf1
sak1-G150A.
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@<= 4.4.2. LA RELACION ENTRE Sak1 Y LA SEPARASA
NO DEPENDE DE LA FOSFORILACION T210 DE Snf1.

Snf1 es el principal sustrato de Sak1. Sak1 fosforila principalmente a Snfl en la treonina
210 del bucle de activacién, activando de esta manera a Snfl (Nath, McCartney and
Schmidt, 2003; Carlson et al., 2010). La fosforilaciéon de Snfl se utiliza frecuentemente
como marcador de la activacion de Snfl. Por esta razodn, se estudio6 si Snfl estd activa en
ausencia de actividad la separasa y en el mutante supresor. Para ello, se analizaron los
niveles de Snfl fosforilada utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente la
proteina Snf1 fosforilada en el residuo de activacién T210 de Snf1 en las cepas salvaje,
mutante sencillo esp1-2, sobreexpresion pSAKI 2u y mutante doble esp1-2 sak1-G150A.
Las muestras se analizaron en cultivos sincronizados durante la mitosis mediante
la deplecién y reintroduccion de Cdc20 bajo el control del promotor regulable por
galactosa GALI1. Primero, se inactivo la expresion de Cdc20 durante 2 horas incubando
las células en medio de cultivo en presencia de glucosa. Posteriormente, se transfirieron
los cultivos a temperatura semirestrictiva de 32 2C para la inactivacién del alelo esp1-2
durante 3 horas adicionales, mediante las cuales se completé la parada en metafase.
Finalmente, los cultivos se liberaron sincrénicamente de la parada en metafase
mediante la reintroduccién de Cdc20 afadiendo galactosa al medio de cultivo y se
recogieron muestras a los tiempos indicados. En el mutante sencillo 4sak1 los niveles de
Snf1 fosforilada caen con respecto al control, como era de esperar puesto que Sak1l es la
principal quinasa activadora de Snfl, aunque se pueden apreciar pequefias cantidades
de Snfl fosforilada porque siguen estando presentes Tosl y EIm3, que también son
quinasas de Snfl (Fig. R9A). Los niveles de Snfl fosforilada son similares entre la cepa
salvaje, el mutante sencillo esp1-2 (Fig. R9B), la sobrexpresion de pSAK1I 2p (Fig. R9C), y
el mutante doble esp1-2 Sak1-G150A (Fig. R9D). Por tanto, la activaciéon de Snfl no se ve
afectada porlaactividad de la separasa olaacion de Sak1 sobre la separasa. Teniendo en
consideracion todos estos resultados juntos, podemos concluir que la relacién funcional

entre la separasa y Sakl no esta mediada por la via de regulacion de Snf1.

A
Salvaje Asak1

0 510 15 20 25 30 35 40 45 50 55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

T | ————— .
Snf1 .
POKT | o —————— . e ————

" 105

RESULTADOS



Salvaje esp1-2
Tiempo
(minutos) 0 5 10 1520 25303540 4550 55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
P-T210 W
Snf1
PIT | e — ————————

C

Tiempo
(minutos) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 455055 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Sak1-TAP i

pRS426 pSAK1-TAP

PT210 e Tt
Snf1 -
Pk T | e s S ——

D

Tiempo
(minutos) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

I:)-S-I-r$f11o et s . s s s s Gt S S W 3. S S -

Salvaje esp1-2 sak1-G150A

Pgk1 e e e~ — e

Figura R9. La fosforilacion del residuo de activacion T210 de Snf1 por Sak1 es independiente
dela actividad de la separasa mediada por Sak1. La fosforilacién de Snf1 se analiz6 por Western
blot, mediante un anticuerpo que reconoce especificamente la fosforilaciéon del residuo de actvacion
de Snfl por Sak1, T210 (P-T210). Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga. A) Células
tipo salvaje y mutante Asakl se pararon en metafase para su sincronizacién mediante la deplecion
y reintroducciéon de Cdc20 durante 4h a 25 ¢C. B) Células tipo salvaje y mutante esp1-2 se pararon
en metafase para su sincronizaciéon mediante la deplecion de Cdc20 durante 2h a 25 9C, luego se
incubaron 3h a 32 2C para la inactivacién de la separasa y posteriormente se liberaron mediante
reintroduccién de Cdc20, a 32 2C. C) Células tipo salvaje que contienen el vector vacio pRS426 y
la expresion ectdpica de pSAKI-TAP se pararon en metafase para su sincronizacién mediante la
deplecion y reintroducciéon de Cdc20 durante 4h a 25 2C. La sobreexpresion de SAKI se analiz6
mediante el anticuerpo a-PAP. D) Células del mutante esp1-2 y mutante supresor esp1-2 sak1-G150A
se pararon en metafase para su sincronizacion mediante la deplecion de Cdc20 durante 2h a 25 °C,
después se incubaron 3h a 32 2C para la inactivacion de la separasa y posteriormente se liberaron
mediante la reintroducciéon de Cdc20 a 32 °C.
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a>*=4.5. EL MUTANTE SUPRESOR espl-2 sakl-
G150A RECUPERA LAS TRES PRINCIPALES
FUNCIONES PROMOVIDAS POR LA SEPARASA
EN MITOSIS.

La separasa es uno de los reguladores clave de la mitosis. La activacion de la separasa al
inicio de la anafase promueve la segregacién cromosdmica, la activacion de la fosfatasa
Cdc14, la elongaciéon del huso mitético y la condensacion/resolucién del ADN ribosémico
(ADNr) (Ulhmann et al., 2000; Jensen et al., 2001; Sullivan et al., 2001; Stegmeier et

al., 2002; Sullivan and Uhlmann, 2003). En el caso del alelo espl-2 estas funciones

estdn afectadas a temperatura semirestrictiva: la célula no segrega correctamente los
cromosomas presentando nudcleos monolobulares; la activacion de la fosfatasa Cdc14
esta muy afectada; y no llega a ensamblarse bien el huso mitético. Por consiguiente,

nos preguntamos cudal de las 3 principales funciones reguladas por la separasa estaria

RESULTADOS

regulada por la mutaciéon supresora sakl-G150A. Para responder a esta pregunta,
realizamos estudios de progresién en mitosis en cultivos sincronizados desde metafase
con MET3-CDC20. Los cultivos se pararon en metafase mediante la depleciéon de Cdc20
durante 2 horas, posteriormente se incubaron a 32 2C durante 3h para la inactivacién
del alelo esp1-2, para finalmente liberar de forma sincronizada los cultivos mediante la
reintroducciéon de Cdc20 y recoger muestras a intervalos determinados a lo largo del
ciclo celular. Las muestras fueron procesadas para el andlisis de la progresion en el ciclo
celular mediante citometria de flujo para analizar el contenido de ADN y determinar
cuando las células entran en una nueva ronda de division celular, e inmunofluorescencia
indirecta para la medicion de la elongacién del huso mitotico, la liberacién de Cdc14 del

nucleolo y tinciéon con DAPI para seguir la segregaciéon cromosémica.

Para estudiarla progresién en el ciclo celular, y la entrada en la fase G1 de lanueva ronda
de divisién celular cuantificamos el contenido en ADN mediante citometria de flujo. En
metafase tanto la cepa control, como el mutante sencillo esp1-2, como el mutante doble
espl-2 sak1-G150A muestran un contenido en ADN de 2C (Fig. R10B), ya que las tres cepas
llevan a cabo la duplicacion del material genético en fase S. En la cepa control, después
de mitosis y completar la citocinesis, las células muestran un contenido 1C porque
han segregado su material genético y se han dividido correctamente. En el mutante
sencillo espl-2, a temperatura semirestrictiva, esto no ocurre de forma correcta ya
que al finalizar la mitosis sin segregar las cromatidas hermanas, la mayor parte de las
células siguen manteniendo un contenido 2C de ADN y la otra parte de las células que
son anucleadas presentan un contenido menor a 1C por tincién del ADN mitocondrial

(Fig. R10B). En cambio, en el mutante doble esp1-2 sak1-G150A se observa un contenido
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1C de ADN después de la mitosis muy similar al de las células de la cepa control (Fig.

R10B), indicando que se recupera la segregacion cromosdmica y la division celular.

En el caso de la levadura de gemacidn, las células de la cepa control paradas durante la
metafase exhiben un huso mitético con un tamafio menor a 2 um, la fosfatasa Cdc14 se
encuentra secuestrada en el nucleolo y se observa un tnico ntcleo (Fig. R11). Durante
la anafase temprana, el huso mitético se elonga alcanzando tamafios entre 4 a 6 pm
y Cdc14 se libera del nucleolo, colocalizando con el ntcleo. Durante la anafase tardia,
el huso mitoético se encuentra completamente elongado, con tamafios de 6 a 12 pm
(denominado huso anafasico), Cdc14 esta liberado por toda la célula y el ADN tiene
una disposicién bilobular con una masa de ADN en cada una de las células hijas. En la
telofase, el huso mitotico se desensambla, la proteina Cdc14 vuelve a estar secuestrada

en cada nucleolo y cada célula dispone de su nucleo separado. La elongacién del huso

A
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Figura R10. El mutante supresor espl-2 sakl-G150A recupera la elongaciéon del huso
mitético, la activacién de la fosfatasa Cdc14 y la segregacion cromosémica en el mutante
espl-2. La cepa salvaje, el mutante espl-2 y el mutante doble espl-2 sakl-G150A se pararon
en metafase mediante la deplecién de Cdc20 durante 2h a 25 2C, luego se incubaron 3h a 32 2C
para la inactivacion de la separasa y posteriormente se liberaron mediante la reintroduccién de
Cdc20. A) La observacién de la liberacion de Cdc14 y la elongacién del huso mitético se realiz6
mediante epifluorescencia indirecta, al menos 100 células fueron contadas en capa cepa. B)
El contenido en ADN y la segregacion cromosomica se analiz6 mediante citometria de flujo.
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Figura R11. El mutante supresor esp1-2 sak1-G150A recupera la liberacion de la fosfatasa
Cdc14 del nucleolo. Imagenes representativas de la elongacién del huso mitético y liberacién de
Cdc14 del nucleolo, tomadas mediante epifluorescencia indirecta en muestras fijadas de la cepa
salvaje, el mutante esp1-2 y el mutante espl-2 sak1-G150A. Las células se pararon en metafase
mediante la deplecidon de Cdc20 durante 2h a 25 2C, luego se incubaron 3h a 32 2C para inactivar la
separasay posteriormente se liberaron mediante la reintroducciéon de Cdc20 a 32 °C.
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mitético se produce rigurosamente a la par que la liberaciéon de Cdc14 en una cepa

salvaje. Sin embargo, en el alelo termosensible esp1-2Z, cuando lo ponemos a temperatura
semirestrictiva, no elonga el huso mitético, Cdc14 no se libera del nucleolo y no forma
nucleos bilobulares (no hay segregacién cromosémica) (Fig. R10 y R11). Por el contrario,
nuestros resultados muestran como la mayoria de las células en el mutante doble esp1-2
sak1-G150A a temperatura semirestrictiva de 32 2C recuperan la capacidad de elongar el
huso mitoético y se desensambla correctamente después en telofase. La fosfatasa Cdc14
si se libera del nucleolo a la vez que se elonga el huso mitético, localizandose por todo el
citoplasma en anafase y posteriormente se vuelve a resecuestrar al nucleolo en telofase
(Fig. R10A y R11). Estos resultados muestran que el mutante doble esp1-2 sak1-G150A

recupera los tres principales procesos regulados por la separasa durante la mitosis.

&< 4.6. LA SOBREEXPRESION DE SAK1 EN EL
MUTANTE esp1-2 RECUPERA LAS FUNCIONES
PROMOVIDAS POR LA SEPARASA EN MITOSIS.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las interacciones genéticas entre SAKI y
ESP1, la sobrexpresién de Sakl recupera el fenotipo de termosensibilidad del alelo
espl-2 atemperatura semirestrictiva, de igual forma que lo hace el mutante doble esp1-2
sak1-G150A. Teniendo en cuenta que el mutante doble esp1-2 sakI1-G150A recupera las
funciones principales reguladas porlaseparasa, quisimos comprobar sila sobrexpresion
de Sak1 en el mutante esp1-Z también recupera esas mismas funciones. Pararesponder a
esta pregunta, realizamos los estudios de progresion en mitosis sobreexpresando SAK1
mediante un plasmido multicopia (esp1-2 pSAK1-TAP) o mediante la expresion ectdpica
de SAK1 bajo el control del promotor regulable por galactosa GAL1 (esp1-2 GAL1-SAK1-
TAP) a temperaturas semirestrictivas. En el caso de la sobreexpresion SAK1 bajo su
propio promotor en un plasmido 2 pm esp1-2 pSAKI-TAP, se sincronizaron los cultivos
en mitosis mediante la deplecién de Cdc20 durante 2 horas para parar las células en
metafase, se inactivé la separasa a temperatura semirestrictiva de 32 2C durante
3 horas, para posteriormente liberar los cultivos de forma sincronizada mediante la
reintroducciéon de Cdc20. Como se observa en la figura R12, en la cepa esp1-2 no hay
practicamente liberacion de Cdc14 del nucleolo ni elongacién del huso mitético (Fig.
R12A) y no se segregan las cromatidas hermanas (Fig. R12B); mientras que en la cepa
espl-2 pSAK1-TAP sise producelaelongaciéon del huso mitéticoala par que selibera Cdc14
del nucleolo (Fig. R10A y R11) y si se segregan las cromatidas hermanas (Fig. R10B) de

igual forma que los resultados previos obtenidos en el mutante doble esp1-2 sak1-G150A.
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Figura R12. La expresion pSAKI-TAP 2p a temperatura
semirestrictiva, recupera la elongaciéon del huso mitético, la
activacion y liberacion de la fosfatasa Cdc14 y la segregacion
cromosOmica en el mutante esp1-2. El mutante espl-2 con el
vector vacio pRS426 y el mutante esp1-2 pSAKI-TAP se pararon
en metafase mediante la deplecién de Cdc20 durante 2h a 25 °C,
luego se incubaron 3h a 32 2C para la inactivacion de la separasay
posteriormente se liberaron mediante la reintroduccién de Cdc20.
A) Laobservacion de laliberacién de Cdc14 y la elongacién del huso
mitdtico se realizé mediante epifluorescencia indirecta, al menos
100 células fueron contadas en capa cepa. B) El contenido en ADN
y la segregacién cromosdémica se analiz6 mediante citometria de
flujo con tincién de yoduro de propidio.
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Figura R13. La expresion ectdépica de SAK1 (GAL1-SAK1-TAP)
en galactosa a temperatura semirestrictiva recupera la
elongacion del huso mitético, la activacioén y liberaciéon de la
fosfatasa Cdc14 y la segregacion cromosdmica en el mutante
espl-2. El mutante espl-2 GAL1-SAKI-TAP se par6 en metafase
mediante la deplecién de Cdc20 durante 2h a 25 2C, luego se incub6
3h a 32 2C para la inactivaciéon de la separasa, el cultivo se dividio
en dos, un cultivo se mantuvo en un medio con 2% rafinosa y
al otro se mantuvo en un medio con 2% galactosa. Tras 1h, se
liberaron ambos cultivos mediante la reintroduccién de Cdc20. A)
La observacion de la liberacion de Cdc14 y la elongacion del huso
mitético se realizé mediante epifluorescencia indirecta, al menos
100 célulasfueroncontadasencapacepa. B) ElcontenidoenADNyla
segregacion cromosomica se analizé mediante citometria de flujo.
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De forma similar, en el caso de la sobreexpresion ectopica de SAK1 bajo el promotor

inducible de galactosa en el mutante espl-2 GALI-SAK1-TAP, se analizaron las muestras
del mutante sencillo esp1-2, esp1-2 GAL1-SAK1-TAP sin galactosa (no expresion de SAK1)
y espl-2 GAL1-SAK1-TAP con galactosa (expresion de SAK1). Las células se pararon en
metafase mediante la deplecion de Cdc20, tras 2 horas se transfirieron a temperatura
semirestrictiva de 322 C para inactivar la separasa durante 2 horas, luego se adicion6
la galactosa y se incubaron los cultivos 1 hora mas, para posteriormente liberar los
cultivos de la parada mediante la reintroduccion de Cdc20. Los datos obtenidos nos
muestran que a diferencia de las cepas espI-2 y esp1-2 GAL1-SAK1-TAP sin galactosa (no
expresion de SAK1), la cepa esp1-2 GAL1-SAK1-TAP en presencia de galactosa elonga el
huso mitético, libera Cdc14 del nucleolo (Fig. R13A) y segrega las cromatidas hermanas
(Fig. R13B). En conjunto, los resultados obtenidos de la sobreexpresiéon de SAKI en el
mutante espl-Z2 a temperatura semirestrictiva muestran que recupera los procesos
principales regulados por la separasa, de forma similar a lo que ocurria con el mutante
supresor espl-2 sak1-G150A.

@<= 4.7. EL MUTANTE esp1-2 Asakl NO MUESTRA
DIFERENCIAS EN LA PROGRESION EN MITOSIS
RESPECTO AL MUTANTE SENCILLO esp1-2.

En el estudio de las interacciones genéticas en la deleccion del gen SAK1 y el mutante
espl-2 observamos que no existian diferencias de crecimiento entre el mutante sencillo
espl-2 y el mutante doble espI-2 Asak1 a temperatura semirestrictiva, lo que nos sugeria
que Sak1 podria estar actuando sobre la misma ruta que la separasa. A continuacion,
investigamos si la ausencia de SAK1 podria afectar a alguna de las funciones reguladas
por la separasa en estudios de progresion en mitosis con células sincronizadas en la
transicion metafase-anafase, mediante la deplecion y reintroduccién de Cdc20. Para
ello los cultivos se pararon 2 horas mediante la depleciéon de Cdc20 y se inactivo el
alelo espl-2 a temperatura semirestrictiva de 322 C durante las 3 horas previas a la
liberacién sincrénica en anafase. Los resultados obtenidos de las muestras analizadas
mediante microscopia de fluorescencia indirecta nos muestran que en el mutante doble
espl-2 Asakl practicamente no hay elongacion del huso mitético ni liberaciéon de la
fosfatasa Cdc14 del nucleolo (Fig. R14A), al igual que ocurria con el mutante sencillo
espl-2. Tampoco se observa segregacion cromosémica cuando se analiza el contenido
en ADN mediante citometria de flujo en el mutante doble esp1-2 Asak1 (Fig. R14B). Estos
resultados nos muestran que no existen diferencias entre el mutante sencillo espI-2 y el

mutante doble espI-2 Asak1 en la progresion de mitosis.
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@<= 4.7. PAPEL DE Sak1 EN LA ACTIVACION DE Cdc14.

Aunque la principal funcién de la separasa es la escisiéon de las cromatidas hermanas
paradarlugaralinicio de laanafase, estd descrito que laliberacién de Cdc14 del nucleolo
es independiente de su funcién principal cortando a la cohesina y que la funcién de la
separasa en la regulacién de Cdcl4 es condicidn necesaria para la salida de mitosis.
(Sullivan et al., 2004; Queralt et al., 2006). La regulacion de la fosfatasa Cdc14 a lo largo
de la mitosis se regula por dos vias diferenciadas y ala vez interconectadas: la via FEAR
(Cdc-Fourteen Early Anaphase Release) y la via MEN (Mitotic Exit Network) (revisado en
Queralt and Uhlmann, 2008; Rock and Amon, 2009). La via FEAR inicia la liberacion de
Cdc14 del nucleolo y su activacién al principio de la anafase, posteriormente la via MEN
se encarga de mantener la localizacién y activaciéon de Cdc14 durante la anafase tardia
(Jaspersen et al., 1998; Visintin et al., 1998; Shou et al., 1999; Traverso et al., 2001). La
separasa es uno de los principales componentes de la via FEAR junto con la quinasa
polo Cdc5, la proteina asociada al cinetocoro Slk19, la proteina nucleolar Spol2 (en
levaduras Bns1), la ciclina Clb2 y la proteina Hitl (Zeng et al., 1999; Stegmeier, Visintin
and Amon, 2002; Visintin, Stegmeier and Amon, 2003; Stegmeier et al., 2004; Azzam et
al., 2004; Queralt et al., 2006; de Los Santos-Veldzquez et al., 2007). En metafase, Cdc14

se encuentra unida a su inhibidor Cif1/Netl y secuestrada en el nucleolo (Traverso et al.,
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2001). Al inicio de la anafase, cuando se activa la separasa, inhibe a la fosfatasa PP2A-

Cdc55, provocando que Netl ahora esté en su estado fosforilado, dejando a Cdc14 libre y
activa en el nucleo (Queraltetal.,, 2006). Los mutantes de los principales componentes de
la via FEAR presentan retrasos en la liberacion de Cdc14 del nucleolo durante la anafase
temprana y son sintético letales con mutantes de la ruta MEN (Stegmeier, Visintin and
Amon, 2002; Sullivan et al., 2004 Higuchi and Uhlmann, 2005; Sanchez-Diaz et al., 2012).

@<= 4.7.1. LA SOBREEXPRESION DE SAK1 POR SI SOLA
NO ACTIVA A Cdc14.

En el estudio de la progresion en mitosis en el mutante esp1-2 pSAK1-TAP y el mutante
espl-2 GAL1-SAK1-TAP hemos demostrado que la sobreexpresion de SAKI recupera la
capacidad de liberar Cdc14 del nucleolo, la elongacién del huso mitético y la correcta
segregacion cromosémica. Esta demostrado que la sobreexpresion de la separasa, en
células paradas en metafase, es suficiente para la liberacién de Cdc14 , la elongacién
del huso mitotico y segregacion de los cromosomas, aunque no es suficiente para la
correcta salida de mitosis a G, (Sullivan and Uhlmann, 2003). Por eso, es importante
conocer si alguna de estas tres funciones también depende de la funciéon de Sak1 o si
Sak1l estaria actuando aguas arriba de la separasa. Por consiguiente, para estudiar
la capacidad de Sakl promoviendo la activacion de Cdc14 estudiamos si la expresion
ectdpica de SAK1 por si sola es capaz de liberar a Cdc14 del nucleolo, como ocurre con la
expresion ectopica de ESP1 y ZDS1 (Sullivan and Uhlmann, 2003; Queralt and Uhlmann,
2008; Calabria et al.,, 2012). Para ello, se realiz6 el estudio de la expresién ectépica
de SAK1 bajo el promotor regulable por galactosa GAL1 (GAL1-SAK1-TAP) en células
paradas en metafase mediante la depleciéon de Cdc20. Una vez se pararon los cultivos
en metafase, se realiz6 la adicion de galactosa al medio de cultivo para la expresion de
SAK1 y larecoleccion de muestras, sin liberar los cultivos de la parada en metafase. Los
resultados analizados mediante fluorescencia indirecta de las muestras GAL1-SAK1-TAP
sin galactosa (no expresiéon de SAK1) y con galactosa (expresién de SAK1) nos muestran
que, en ambos casos, las células permanecen paradas en metafase sin elongacion del
huso mitético, ni liberaciéon de Cdc14 del nucleolo (Fig. R15A). El analisis del contenido
de ADN mediante citometria de flujo, en ambos casos, mostré que no se produce la
segregacién cromosoémica ni la salida de mitosis (Fig. R15B). Estos resultados nos
indican que la expresion ectopica de SAKI por si sola no es capaz de liberar Cdc14 del
nucleolo a diferencia de lo descrito para las expresiones ectopicas de ESP1 y ZDSI;

sugiriendo que Sak1 actda aguas arriba de la separasa.
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Tras comprobar que la expresion ectopica de SAKI por si sola no es capaz de liberar a
Cdc14 del nucleolo, analizamos si la sobrexpresiéon de SAKI genera algin efecto sobre
la liberacién de Cdc14, la elongaciéon del huso mitético o la segregacién cromosémica
durante la mitosis en una cepa salvaje. Para ello, se llevd a cabo estudios de progresion
en mitosis a 252 C en cepas control mediante la expresion ectdpica de SAKI bajo el
promotor regulable por galactosa GALI (GALI-SAK1-TAP)y cepas control que expresaban
SAK1 bajo su propio promotor en pldsmidos multicopia pSAKI 2pum. Los cultivos
celulares se sincronizaron y liberaron desde la transicion metafase-anafase mediante
la deplecién y reintroducciéon de Cdc20. Las muestras analizadas mediante microscopia
de fluorescencia indirecta no muestran cambio alguno en los tiempos de la liberacién
de Cdc14 y la elongacién del huso mitético en las cepas GALI-SAKI-TAP con galactosa
(expresion de SAK1) respecto a las muestras sin galactosa (no expresién de SAK1) (Fig.
16A). Tampoco muestra ningldin cambio en cuanto a la segregaciéon cromosémica ni la
salida de mitosis de acuerdo a los analisis del contenido en ADN mediante citometria
de flujo. La cepa que sobreexpresa Sakl con el pldsmido pSAK1 2pm tampoco muestra
diferencias en la progresion de mitosis con respecto a la cepa control (Fig. 16B). Estos
resultados sugieren que, en presencia de actividad normal de la separasa, Sakl no

produce una aceleracién de la progresion y salida de mitosis.
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Figura R16. La sobreexpresion de SAK1 no altera la progresion en mitosis en condiciones de
actividad normal de la separasa. A) La cepa con el vector vacio pRS426 yla cepa con vector pSAKI-
TAP se pararon en metafase mediante la depleciéon de Cdc20 durante 4h a 25 2C, posteriormente
se liberaron de la parada mediante la reintroduccién de Cdc20. B) La cepa GAL1-SAKI-TAP se par6
en metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 4h a 25 2C. Una vez paradas las células en
metafase, se dividieron en dos cultivos: uno se mantuvo en 2% rafinosa y al otro se adicion6 2%
galactosa. Posteriormente se liberaron mediante la reintroduccién de Cdc20. La observacién
de la liberacién de Cdc14 y la elongacién del huso mitético se realizé mediante epifluorescencia
indirecta, al menos 100 células fueron contadas en capa condicién.

a—>= 4.7.2. EL MUTANTE Asak1 PRESENTA UN RETRASO
EN LA LIBERACION DE LA FOSFATASA Cdcl4 AL
INICIO DE LA ANAFASE.

Paraseguirestudiandolarelacion de Sak1 conalaseparasaenlaregulacion dela mitosis,
realizamos un estudio de progresién en mitosis utilizando las cepas con la deleccién
del gen SAK1 en un fondo genético salavaje. Para ello se sincronizando las células en la
transicion metafase-anafase mediante la depleciéon y reintroduccion de Cdc20. Como
cabe esperar, en la cepa control laliberacion de Cdc14 tiene lugar de forma sincrénicaala
elongacién del huso mitético (Fig. R17A). Las muestras obtenidas y analizadas mediante
microscopia de fluorescencia indirecta mostraron que el mutante Asakl presenta un
retraso en la liberacion de la fosfatasa Cdcl4 con respecto a la elongacion del huso
mitético al inicio de la anafase (tiempos 10 y 15 minutos) (Figura R17A). Sin embargo,
la progresidon de mitosis y la salida a la nueva fase G1 no estan afectados en el mutante
Asak1 como se observa en el analisis del contenido en ADN mediante citometria de flujo
(Fig. R17C). Elretraso en la liberaciéon de Cdc14 se comprob6 analizando la localizacién

de Cdc14 respecto a la longitud del huso mitético. Se consideran células en metafase
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las que presentan una longitud del huso mitético menor o igual a 2 pm. Las células
en anafase temprana tienen una longitud del huso mitético entre 2 a 6 pm; mientras
que las células en anafase tardia tienen un huso mayor de 6 pm. Cuando analizamos el
porcentaje de células que muestran Cdc14 liberado del nucleolo con un tamaifio de huso
mitotico entre 2 a 6 um, se observa que el porcentaje de células con Cdc14 liberado es
mucho menor en el mutante 4sakl en comparacién a la cepa salavaje (Figura R17B).
El retraso de la liberacion de Cdc14 del nucleolo durante la anafase temprana es un
fenotipo caracteristico de los mutantes de la via FEAR (Stegmeier et al., 2002; Sullivan
et al., 2004; Higuchi and Uhlmann, 2005; Sanchez-Diaz et al., 2012). Por tanto, los
resultados obtenidos en el mutante sencillo Asak1, sugiere que Sak1 estaria relacionado
en la regulaciéon de la fosfatasa Cdc14 durante la anafase temprana, y podria ser un

nuevo componente de la ruta FEAR.
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Figura R17. El mutante Asak1 origina un retraso en la liberacién de la fosfatasa Cdc14 al
inicio de la anafase. La cepa salvaje y el mutante 4sakl se pararon en metafase mediante la
depleciéon de Cdc20 durante 4h a 25 2C, posteriormente se liberaron sincronicamente a anafase
mediante la reintroduccién de Cdc20. A) y B) La observacién de la liberaciéon de Cdc14 y la medicién
de la elongacién del huso mitético se realiz6 mediante epifluorescencia indirecta, al menos 100
células fueron contadas en cada cepa y para rango de tamafios del huso mitético. C) El contenido
en ADN y la segregaciéon cromosdmica se analizé mediante citometria.
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Cdc14 durante la mayor parte del ciclo celular se encuentra unida e inactiva a la proteina

Netl que la mantiene localizada en el nucleolo (revisado en Queralt & Uhlmann, 2008).
Durante la anafase temprana, Netl se fosforila por la activacion de la via FEAR y
pierde afinidad por Cdc14, dando lugar a una primera liberacion de Cdc14 que pasara
a localizarse en el nucleo. Posteriormente, la via MEN mantiene Netl fosforilado,
desencadenando la liberacion final de Cdc14 por toda la célula. Al final de la mitosis,
Cdc14 es resecuestrada en el nucleolo justo antes de que la célula entre en citocinesis
(Jaspersen et al., 1998; Visintin et al,, 1998; Stegmeier et al., 2002; Mohl et al., 2009;
Shou et al., 2002; Roccuzzo et al., 2015; Rodriguez-Rodriguez et al., 2016).

Los resultados obtenidos en el estudio de progresién en mitosis nos muestran un
retraso en la liberaciéon de Cdc14 en la cepa mutante Asakl respecto a la cepa salvaje,
sugiriendo una posible implicacién de Sak1 en laregulacién de Cdc14 durante la anafase
temprana. Para corroborar estos resultados, llevamos a cabo un andlisis de los cambios
de localizaciéon de Cdcl4 mediante una cuantificacién in vivo de la proteina Cdcl4
liberada del nucleolo. Para poder realizar este analisis se prepararon cepas control y
mutante Asakl que expresan la proteina Netl marcada con la proteina fluorescente
mCherry, la proteina Cdcl4 marcada con la proteina fluorescente EGFP (Enhanced
Green FElorescent Protein) y, adicionalmente, la proteina Spc42, que forma parte del
centro organizador de microtibulos (equivalente al centrosoma en levaduras), marcada
con la proteina fluorescente EYFP (Enhanced Yellow FElorescent Protein). El andlisis
de los cambios de la localizaciéon nucleolar de Cdc14 se llevé a cabo en experimentos
de intervalos de tiempo in vivo mediante microscopia de fluorescencia en cultivos
celulares sincronizados en mitosis, mediante la deplecién y reintroduccién de Cdc20.
La progresioén de mitosis se monitorizé midiendo la distancia entre las sefiales de los
dos centros organizadores de microtibulos correspondiente a la sefial de la proteina
marcada Spc42-EYFP. La determinaciéon de la localizacién nucleolar de Cdc14 se llevo
a cabo comparando los valores del Coeficiente de variaciéon (CV) de Cdc14 respecto a
Net1, obtenidos mediante la cuantificacién de la sefial de Cdc14 marcada con EGFP y de
la seflal de Netl marcada con mCherry como se describié previamente (Neurohr and
Mendoza, 2017). La disminuci6én del CV

de Cdc14 del nucleolo. Los resultados obtenidos de la cuantificacion y analisis de la

respecto al CV _ nos indica la liberacion

Cdc14 Netl

localizacion de Cdc14 respecto a Netl nos muestran que el mutante Asakl presenta un
retraso en la liberacion de Cdc14, especialmente a longitudes del huso mitotico mas
cortas, respecto a una cepa salvaje (Fig. R18A y R18B). Estos datos in vivo muestran
resultados similares a los obtenidos del estudio de progresiéon en mitosis con muestras
fijadas (Fig. R17), sefialando que el mutante sencillo 4sakl presenta un retraso en la
liberacién de Cdcl4 caracteristico de los mutantes de la via FEAR y nos sugieren que

Sak1 estarfa implicado en la liberacién de Cdc14 en la anafase temprana.
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Figura R18. El mutante Asakl presenta un retraso de 10 min. aprox. en la liberacién de
la fosfatasa Cdc14 respecto a la cepa salvaje. La cepa salvaje y el mutante Asakl se pararon
en metafase mediante la deplecién de Cdc20 durante 4h a 25 °C, posteriormente se liberaron
sincrénicamente a anafase mediante la reintroduccién de Cdc20. A) Imagenes representativas de
diferentes tiempos de la mitosis de células que expresan Spc42-EYFP, Cdc14-EGFP y Net1l-mCherry.
B) Cuantificacion de los coeficientes de variacidon (CV) de la sefial de Cdc14-EGFP y Netl-mCherry
para determinar la localizacién nucleolar de Cdc14 (CV Cdc14 nucleolar o CVnet1/cdc14= CVcdce14/
CVNet1)- Se analiz6 un minimo de 10 células para cada cepa. La grafica muestra la media del CVcqc14/
CVnet1 y la desviacion estandar para cada tiempo.

e—<= 4.8. Sak1 ES UN NUEVO COMPONENTE DE LA
VIA FEAR.

Lasegundaviaimplicada enlaregulacion de la fosfatasa Cdc14 durante la anafase tardia
eslavia MEN (Mitotic Exit Network). La activacion de Cdc14 durante la anafase temprana
mediadapor FEAR, promuevela desfosforilaciényactivaciéon delaquinasadelaruta MEN
Cdc15, que a su vez activaria a la quinasa Dbf2-Mob1 y finalmente a Cdc14 (Jaspersen et
al., 1998; Visintin et al., 1998; Shou et al., 1999; Traverso et al., 2001). Ademas, también
se ha descrito que la activacion de Cdc14 por la ruta FEAR coordina la segregacion del
nucléolo con la sefializacion de la salida de mitosis, de forma que no se puede activar la
ruta MEN hasta que se ha producido correctamente la condensacion y segregacion del
DNAribosémico (Yellman and Roeder 2015; Santos-Vazquezetal.,2017). La funcion final
de la via MEN es la activacién total y distribucion citoplasmatica de la fosfatasa Cdc14.
En estos momentos, Cdc14 promueve la salida de mitosis mediante la desfosforilacion de
los sustratos previamente fosforilados por Cdc28-Clb2; desfosforila y estabiliza a Sicl,
el inhibidor de Cdc28; y desfosforila al segundo coactivador de APC, Cdh1, el cual regula
la degradacién de la quinasa Polo Cdc5 y de las ciclinas mitoticas. La desfosforilacion
de estos sustratos es un paso necesario para la salida de mitosis (Stegmeier et al.,
2002; Sullivan and Uhlmann, 2003; Visintin et al.,, 2008; Sanchez-Diaz et al., 2012).
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% 4.8.1. ELMUTANTE DOBLE Asak1 cdc15-2 MUESTRA
UN MENOR CRECIMIENTO QUE EL MUTANTE
SENCILLO cdc15-2.

Los resultados obtenidos del andlisis de la progresiéon en mitosis del mutante Asakl
nos muestran un retraso en la liberaciéon de la fosfatasa Cdc14, similar a lo observado
en mutantes de la ruta FEAR. Estd ampliamente caracterizado que mutantes de la via
FEAR presentan interacciones sintético letales con mutantes de la via MEN, como cdc15-
2, dbf2-2, tem1-3 (Stegmeier et al., 2002; Sullivan et al., 2004; Higuchi and Uhlmann
2005; Sanchez-Diaz et al., 2012). Las rutas FEAR y MEN tienen como finalidad dltima

la regulacién y activacion de Cdcl4, requisito indispensable para la salida de mitosis
(Stegmeier et al., 2002; Azzam et al., 2004; Yellman et al., 2006; Rahal and Amon, 2008).
Para confirmar que Sakl es un componente de la ruta FEAR procedimos a comprobar

las interacciones genéticas entre SAK1 y CDC15. Para ello, combinamos la delecién de

RESULTADOS

SAK1 (4sak1) con el alelo termosensible cdc15-2 y analizamos el crecimiento de los
mutantes sencillos y dobles, mediante estudios de crecimiento en placa de diluciones
seriadas a temperatura normal 25 2C, temperaturas semirestrictiva 32 2C y restrictiva
37 °C. El doble mutante 4sakl cdc15-2 no es viable a temperatura semirestrictiva de 32
2(C, a diferencia del mutante sencillo cdc15-2 que aun es capaz de crecer (Fig. R19). Como
cabria esperar a 37 2C, las cepas que contienen el alelo cdc15-2 mutante son inviables, ya
que en el mutante cdc15-2 a temperatura restrictiva, la quinasa Cdc15 pierde su funcién
y la células quedan bloqueadas en anafase (Hartwell et al., 1973; Mah et al., 2001). El
resultado del doble mutante 4Asakl cdc15-2 nos muestra que existe un efecto epistasico
entre las mutaciones en SAKI1 y CDC15, de forma similar al observado en mutantes en

FEAR, sugiriendo que Sak1 seria un componente de la via FEAR.

32°C

Salvaje
Asak1
cdc15-2

cdc15-2 Asak1

Figura R19. La ausencia de SAK1 presenta un efecto epistasico con el mutante cdc15-2 a
temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10,
cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) a 25 ¢C, 32 2C y 37 9C, durante 3 dias.
Células tipo salvaje (W303), mutante Asak1, mutante cdc15-2 y doble mutante cdc15-2 Asakl1.
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La sobreexpresion de algunos componentes de FEAR, como SPO12 y ZDS1, son capaces
de recuperar la letalidad de diferentes mutantes de la ruta MEN (Queralt and Uhlmann,
2008; Rossio et al., 2013; Caydasi et al., 2017). Por ello, a continuacion, estudiamos si la
sobreexpresion de SAKI también es capaz de recuperar la letalidad del mutante cdc15-
2. Para ello se prepararon cepas que sobreexpresaban el gen SAKI bajo el promotor
inducible por galactosa GAL1 en cepas control y mutante termosensible cdc15-2. Se
estudid el crecimiento de los mutantes sencillos y dobles en ensayos de crecimiento
en placa con diluciones seriadas a temperatura no restrictiva 25 2C, semirestrictiva
32 °C y restrictiva 37 °C. La sobreexpresion de SAKI (galactosa) nos muestra que no
existen diferencias de crecimiento en la cepa GAL1-SAK1 cdc15-2 respecto al mutante
sencillo cdc15-2 a temperatura semirestrictiva (Fig. R20). Por tanto, a diferencia
de otros componentes de la ruta FEAR la expresion ectopica de SAKI no es capaz de
recuperar la letalidad del mutante cdc15-2. Este resultado es consistente con el hecho
que la sobreexpresion de SAK1 por si sola no es capaz de liberar a Cdc14 del nucleolo
(Fig. 16A); mientras que las expresiones ectdpicas de SP012, ZDS1, ESP1 si que liberan a
Cdc14 del nucleolo en células paradas en metafase (Shah et al., 2001; Queraltetal., 2006;
Sullivan and Uhlmann, 2003; Lu and Cross, 2009; Rossio et al., 2013; Caydasi etal., 2017).

GALACTOSA GLUCOSA
25°C 32°C 37°C 25°C
Salvaje
cdc15-2
GAL1-SAK1
cdc15-2 GAL1-SAK1

Figura R20. La expresion ectdopica de SAKI no presenta cambios de crecimiento
frente al mutante cdc15-2 GAL1-SAK1. Estudio de crecimiento en placa con diluciones
seriadas 1/10, cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) y medio rico con
2% galactosa y 2% sucrosa (YPGAL) a 25 ©°C, 32 °C y 37 °C, durante 3 dias. Células tipo
salvaje (W303), mutante cdc15-2, tipo salvaje con el vector GALI-SAK1 y el mutante cdcl5-2.

e=>%= 4.8.2.SAK1 PRESENTA INTERACCIONES SINTETICO
LETALES CON CDC14.

En los mutantes de MEN, las células se paran en anafase con Cdc14 secuestrado en el
nucleolo, pero si se produce una liberacién inicial y transitoria de Cdc14 al nucleo por
la activaciéon de la ruta FEAR. En el mutante cdc14-1, como Cdcl4 es parte tanto de la
ruta FEAR y la ruta MEN, no se llega a activar Cdc14 en ningin momento (Marston, Lee

and Amon, 2003). Se ha descrito que tanto mutantes de la via FEAR como de la via MEN
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presentan interacciones letales sintéticas con mutantes en cdc14 (Visintin et al., 1998;
Jaspersen etal., 1998). Para estudiar si mutaciones en SAK1 también tienen interacciones
sintético letales conlos mutantes de cdc14, se prepararon cepas que contenianla delecion
del gen SAK1 en cepas control y mutante sencillo cdc14-1. A continuacion, se estudio la
viabilidad de los mutantes sencillos y dobles mediante los experimentos de crecimiento
en placa con diluciones seriadas a temperatura no restrictiva 25 2 C, semirestrictiva
32 °C y restrictiva 37 2C para el alelo termosensible cdc14-1. E]l mutante doble cdc14-1
Asakl crece menos que el mutante sencillo cdc14-1 a temperatura semirestrictiva de
32 2C (Fig. R21). Este resultado nos muestra que existe una interaccién sintético letal

entre la delecion del gen SAK1 y el mutante cdc14-1.
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Figura R21. La ausencia de SAK1 presenta un defecto de crecimiento en el mutante cdc14-1
a temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10,
cultivadas en placas de medio rico con 2% glucosa (YPD) a 25 ¢C, 32 ¢C y 37 9C, durante 3 dias.
Células tipo salvaje (W303), mutante Asak1, mutante cdc14-1 y doble mutante cdc14-1 Asak1.

Tras examinar los estudios de crecimiento con la delecién del gen SAK1 y el mutante
cdc14-1, llevamos a cabo la comprobacién de las interacciones genéticas del mutante
sak1-G150A con el mutante cdci14-1. En estos experimentos podemos observar como el
mutante doble sak1-G150A cdc14-1 no recupera el fenotipo del mutante sencillo cdc14-1
a temperatura semirestrictiva (Fig. R22). Este resultado puede explicarse ya que
Cdc14 también tiene implicaciones aguas arriba en la ruta FEAR, se podria estar dando
una sinergia negativa entre la activacion de Sak1l y la afectacion de Cdc14 en el doble
mutante sak1-G150A cdc14-1. Ya que Cdc14 actua tanto en la ruta FEAR como en MEN,
Sak1 no estaria suprimiendo ambasvias. Por tanto, teniendo en cuenta los resultados de
las interacciones genéticas, podemos concluir que las mutaciones de SAK1 se comportan
de forma similar a mutantes de la ruta FEAR, siendo sintético letales con mutantes en
cdc15-2 y cdc14-1. Esto, junto con el fenotipo de retraso de la liberacién de Cdc14 en
anafase temprana, también caracteristico de los mutantes de la via FEAR, nos indica

que Sak1 seria un nuevo componente de la ruta FEAR.
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Figura R22. El mutante doble cdc14-1 sak1-G150A crece menos que el mutante cdc14-1 a
temperatura semirestrictiva. Estudio de crecimiento en placa con diluciones seriadas 1/10,
cultivadas en placas de mediorico con 2% glucosa (YPD) a 259C,322Cy 37 2C, durante 3 dias. Células
tipo salvaje (W303), mutante sak1-G150A, mutante cdci14-1 y doble mutante cdc14-1 sak1-G150A.

&=>Z4.9. LA SEPARASA NO ACTUA MEDIANTE SU
ACTIVIDAD PROTEOLITICA SOBRE Sakl1.

La separasa es una endopeptidasa de la familia de las cistein proteasas cuya principal
funcidén es realizar el corte en la subunidad Kleisina de cohesina (Rad21 en humanos y
S. pombe, y Mcd1/Sccl en S. cerevisiae), provocando de forma irreversible la separacion
de la cromatidas hermanas y marcando el inicio de la anafase (Uhlmann et al., 1999;
Uhlmann et al., 2000; Waizenegger et al.,, 2000; Tomonaga et al., 2000). En estudios
posteriores, se descubrié que pese a la especificidad que mostraba separasa por la
cohesina, existian otros sustratos que son cortados por la separasa, como la proteina
S1k19. La separasa estaria actuando en anafase sobre Slk19 cortandola, lo que promueve
la funcién de SIk19 en la estabilizacion del huso mitético (Sullivan et al., 2001; Buonomo
etal, 2003; Luo and Tong, 2018).

La separasa es hasta el momento, la Uinica proteasa conocida con especificidad por
sustrato que estd activa en la transicién metafase-anafase. El hecho de que la separasa
sea capaz de cortar otros sustratos diferentes a la cohesina, nos hizo plantearnos si la
interaccion entre Sak1 y Espl pudiera llevarse a cabo mediante la actividad proteolitica
de la separasa sobre Sakl. Para comprobarlo, estudiamos si la expresion ectépica de
separasa producia la escisiéon de Sak1. Para ello, preparamos cepas control y mutante
sencillo sak1-G150A d6nde se sobreexpresa ESP1 etiquetada con el epitopo FLAG bajo
el promotor inducible de galactosa y, ademas, portaban la proteina Sakl etiquetada
con el epitopo V5 (P and V proteins of the paramyxovirus). Las células se pararon en
metafase mediante la deplecién de Cdc20. Cuando confirmamos, mediante observaciéon
morfolégica de las células, que los cultivos celulares se encontraban completamente
sincronizados en metafase, se adicioné galactosa a los cultivos para inducir la

sobreexpresion de ESP1 y comenzamos la recogida de muestras a los tiempos indicados,
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sin liberar los cultivos de metafase. Estas muestras se procesaron y se analizaron por
Western blot con anticuerpos que reconocen especificamente el epitopo FLAGy el epitopo
V5. Tras la expresion ectopica de separasa, no se observé ningin cambio en las bandas
detectadas de Sak1l-V5 en ninguna de las dos cepas analizadas (Fig. R23); sugiriendo
que Sak1 no se procesa por la separasa. Por tanto, podemos concluir que a pesar de que
la principal funcidn de la separasa es su actividad proteolitica, la interaccién entre Sak1

y la separasa no ocasiona la escision de Sakl1.

GAL1-ESP1 GAL1-ESP1 sak1-G150A
minutos 0 20 40 60 80 100 120 140 160180 O 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Esp1 —— - - - —— p— - — —
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Figura R23. La separasa no corta a Sak1. El corte de la separasa sobre Sakl se comprob6 en la
cepa GAL1-ESP1-FLAG SAK1-V5y en la cepa GALI-ESPI-FLAG sak1-G150A-V5. Las células se pararon
en metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 4h a 25 °C. Una vez paradas las células, se
adiciond 2% galactosa para inducir la sobreexpresién de ESP1. La sobreexpresion de Espl se
analiz6 mediante el anticuerpo a-Flag y los posibles fragmentos de Sak1 con el anticuerpo a-V5.
Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga.

a>*= 4.10. EL MUTANTE SUPRESOR esp1-2 sakl-
G150A RECUPERA LA CAPACIDAD DE CORTE
DE LA SEPARASA EN EL MUTANTE esp1-2.

Una vez descartado que la separasa no esté actuando mediante su actividad proteolitica
sobre Sak1, nos replanteamos el fenotipo del mutante supresor esp1-2 sak1-G150A. En los
estudios de progresidén en mitosis, observamos como el doble mutante esp1-2 sak1-G150A
recupera las tres principales funciones reguladas por la separasa que se encuentran
afectadas en el mutante espI-2, sugiriendo que hay una reactivacién de la separasa. Esto
implica que la separasa debe estar presente en el mutante espl-2, a pesar de que en los
mutantes termosensibles se supone que la proteina se degrada al elevar la temperatura.
Por esa razdn, nos surgieron estas preguntas: ;La supresién depende de la presencia

de Espl? ;Se degrada la separasa en el alelo espl-2 a temperatura semirestrictiva?
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Para responder a estas preguntas y determinar si la separasa se degrada en el alelo

espl-2,llevamos a cabo estudios de progresion en mitosis con las cepas control, mutante
espl-2 y mutante doble espl-2 sak1-G150A donde se expresa la proteina Espl etiquetada
con el epitopo HA (Human influenza hemagglutinin). Los cultivos se pararon en metafase
mediante la deplecién de Cdc20 durante 2 horas; a continuacion, se inactivé la separasa
a temperatura semirestrictiva de 322 C durante 3 horas, para posteriormente liberar
los cultivos de forma sincronizada, mediante la reintroduccion de Cdc20. Los niveles
de la proteina separasa se analizaron por Western blot mediante el anticuerpo que
reconoce el epitopo HA. En la cepa control los niveles de separasa no cambian durante
la progresion de mitosis como estaba descrito, en cepas que llevan el alelo espI-2 se
sigue observando presencia de separasa a temperatura semirestrictiva (Fig. R24). Por
tanto, la proteina espI-2 no se degrada a temperatura semirestrictiva, indicando que

la supresion del mutante sak1-G150A se puede deber a una reactivacion de la separasa.

Salvaje esp1-2 esp1-2 sak1-G150A
minutos 0 5 15202530 35404550 0 5 1520 25 30 3540 4550 0 5 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura R24.La separasa esta presente en el mutante esp1-2 en mitosis. Los niveles proteicos de
laseparasase comprobaronenlacepa ESP1-6HA, espl-2-6HAyenlacepaespl-2-6HAsak1-G150A. Las
célulasse pararonenmetafase medianteladepleciénde Cdc20 durante 2ha 25 ¢C,luego seincubaron
3h a 32 9C para la inactivacién de la separasa y posteriormente se liberaron sincrénicamemte en
anafase mediante la reintroduccién de Cdc20. Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga.

Enlineaconel estudio delosniveles delaproteinaseparasaenel mutante espl-2, también
comprobamos los niveles de la separasa en la cepa salvaje, para ver si si la ausencia de
Sak1l en el mutante de deleccion Asakl afecta a los niveles de separasa. Realizamos
estudios de progresién en mitosis en cepas control, mutante Asakl y mutante sakl-
G150A que expresaban Espl etiquetada con el epitopo HA. Los cultivos se pararon en
metafase mediante la depleciéon de Cdc20 durante 4 horas a 252 C, para posteriormente
liberar los cultivos de forma sincronizada, mediante la reintroducciéon de Cdc20. En el
caso de los mutantes Asak1 y sak1-G150A no se observan diferencias en los niveles de la
proteina separasa respecto a la cepa control (Fig. R25). La falta de Sak1 o la mutacion

sak1-G150A por si solas no parecen afectar a los niveles totales de la separasa.
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Figura R25. Los niveles proteicos de la separasa no se ven alterados en los mutantes
Asakl y sak1-G150A. Los niveles proteicos de la separasa se comprobaron en la cepa
ESP1-6HA, ESP1-6HA Asakl y en la cepa ESPI-6HA sak1-G150A. Las células se pararon en
metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 4h a 25 °C, posteriormente se liberaron
mediante la reintroduccién de Cdc20. Los niveles de Pgkl se usaron como control de carga.

A continuacidn, paraentenderla extension del fenotipo supresor se analizaron diferentes
marcadores de progresion de la mitosis, cdmo la degradacién de la securina, el corte de la
subunidad Scc1 de la cohesina, y la degradacion de la ciclina Clb2. La securina, codificada
por el gen PDS1 en S. cerevisiae, es una chaperona que se localiza principalmente en el
nucleo y que regula a la separasa tanto negativa como positivamente (Cohen-Fix and,
Koshland, 1999). Pds1 se une a la separasa, actuando como pseudosustrato, ejerciendo
una regulacion negativa al bloquear su centro activo e inhibir su capacidad proteolitica
(Funabiki et al., 1996; Ciosk et al., 1998; Zou et al., 1999). Por otro lado, esta unién de la
securina a la separasa actia positivamente, ocasionando que la separasa se localice en
el nucleo, donde llevara a cabo su funcién y a la vez origina un cambio conformacional
en la separasa, quedando la separasa preparada para actuar en cuanto se separe de la
securina. La union de la securina a la separasa se produce durante la transicion G,/S.
Después, el complejo separasa-securina se localiza en el nicleo hasta el inicio de la
mitosis, cuando Pds1 es marcada para su degradacién por el complejo APC®420, Tras
la degradacidn de la securina, la separasa queda libre de su inhibicion, activandose su
funcion proteolitica y sus otras funciones mitéticas, dando lugar al inicio de la anafase
(Cohen-Fixetal., 1996; Yamamoto et al., 1996a; Visintin et al., 1997; Uhlmann et al., 1999;
Jensenetal,2001; Agarwal and Cohen-Fix, 2002). El complejo cohesina mantiene unidas
a las cromatidas hermanas hasta el momento en que la separasa corta especificamente
a la subunidad Sccl, desestabilizando la unién de todo el complejo, permitiendo la
separacion de las cromatidas hermanas e iniciando de forma irreversible la transicion
de metafase a anafase (Uhlmann, Lottspeich, & Nasmyth, 1999; Nasmyth, Peters and
Uhlmann, 2000; Uhlmann, 2000; Koshland and Guacci, 2000). La separasa también
lleva a cabo la activacién de las fosfatasa Cdc14 que, a su vez activa al complejo APCC4M?
promoviendo la degradacién de las ciclinas mitéticas, como Clb2, y también la quinasa
Cdc5, requisito indispensable para salir de mitosis (Visintin et al., 1998; Jaspersen et al.,
1998; Leeetal.,,2001; Queraltetal.,2006; Stegmeier and Amon, 2004; Queraltetal.,2008).
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En los estudios de progresidon en mitosis, observamos que el mutante doble esp1-2 sak1-

G150A recuperaba las funciones principales de la separasa estudiadas. Para caracterizar
en mayor profundidad el fenotipo supresor se analizaron los marcadores mitéticos
mediante estudios de progresién en mitosis con cepas control, mutante sencillo esp1-2 y
mutante doble esp1-2 sak1-G150A que expresaban Sccl, y Pds1 etiquetadas con el epitopo
HA. Los cultivos se pararon en metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 2 horas;
a continuacion, se inactivé la separasa a temperatura semirestrictiva de 32 2C durante
3 horas, para posteriormente liberar los cultivos de forma sincronizada, mediante la
reintroduccion de Cdc20. La separasa corta a la subunidad Sccl, mayoritariamente
por el residuo 268 del extremo N-terminal, produciendo un fragmento mas pequefio
denominado Scc126°-°%6, La presencia de este fragmento en los analisis por Western
blot es indicativo de la escision del complejo de las cohesinas por la separasa (Hao et
al.,, 2001). Como se puede apreciar en la figura R26, en la cepa control se observa la
aparicién del fragmento de Scc1260-%¢ cortada al inicio de la anafase (15 min.) como
cabria esperar. En el mutante sencillo espl-2, apenas se observa proteina Scc12°"-
566 cortada por la separasa, mientras que en el mutante doble esp1-2 sak1-G150A se
recuperan los niveles de Scc126%-5%¢ cortada por la separasa similares a la cepa control
(Fig. R26). Estos resultados nos indican que el fallo en la segregacién cromosémica
del mutante espl-2, se rescata en el mutante doble esp1-2 sak1-G150A debido a que la
separasa es capaz de llevar a cabo de nuevo el corte de Sccl, recuperando la segregaciéon

de las cromatidas hermanas.

En una cepa salvaje, los niveles de la ciclina Clb2 aumentan desde la fase S hasta llegar
a G,, acumulandose al inicio de la mitosis y llegando a su punto maximo durante la
metafase para después caer drasticamente, debido a que Clb2 es marcada para su

€420 produciendo la primera onda de

degradaciéon primero por el complejo AP
degradacién de Clb2 y mas tarde por APC! que elimina totalmente a Clb2, ya que es
requisito indispensable para salir de mitosis (Wasch and Cross, 2002). Sin embargo,
en el mutante espI-2, al no activarse Cdc14, APC®"! no se activa y Clb2 no llegara a
degradarse (Queralt et al., 2006). Los resultados muestran que no hay disminucién de
los niveles de Clb2 en el mutante espI-2 (Fig. R26), tal y como esta descrito para el
fenotipo de este mutante; pero en el caso del mutante supresor espl-2 sak1l-G150A se
observa un patrdén de degradacion de Clb2 durante la anafase, similar al patrén de Clb2
en el control. Esto resultados nos indican que en el mutante supresor esp1-2 sak1-G150A
también estarfa activo el complejo APC¢4"!, disminuyendo la actividad del complejo
Cdk1-CIb2 y alcanzando uno de los principales requisitos para que la célula pueda salir

de mitosis y avanzar a G,.
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Figura R26. El mutante supresor espl-2 sak1l-G150A recupera la capacidad de corte
de la separasa respecto a la alteraciéon en el mutante esp1-2. Las células se pararon en
metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 2h a 25 ©°C, luego se incubaron 3h a 32
oC para la inactivacion de la separasa y posteriormente se liberaron sincrénicamente en
anafase mediante la reintroduccién de Cdc20. Las proteinas Sccl, Pds1l y Sicl etiquetadas
con el epitopo HA, se detectaron mediante un anticuerpo a-HA y los niveles de Clb2 mediante
un anticuerpo especifico a-Clb2. Los niveles de Pgkl se usaron como control de carga.

Para terminar de recabar toda la informacién posible acerca de la funcién de la proteina
Sak1 respecto a la separasa, estudiamos a los diferentes marcadores de mitosis (Sccl,
Pds1 y Clb2) en el alelo mutante sak1-G150A, pero esta vez en una cepa salvaje. Con tal
fin, realizamos estudios de progresién en mitosis en cepas control, mutante Asakl y
mutante sencillo sak1-G150A que expresaban Sccl, Pds1 y Sicl etiquetadas con el epitopo
HA. Los cultivos se pararon en metafase mediante la deplecién de Cdc20 durante 4 horas
a 25 9C, para posteriormente liberar los cultivos de forma sincronizada en anafase,
mediante la reintroduccion de Cdc20. No se observan diferencias en los tiempos, ni en
la cantidad de proteina Scc126°-°6¢ cortada por Esp1, ni en el mutante sak1-G150A, ni en
el mutante Asak1 respecto a la cepa control (Fig. R27). En el mutante sak1-G150A no se
aprecian cambios en los tiempos de corte de la cohesina por la actividad proteolitica
de la separasa. En el caso de la securina, no se observan cambios en la cinética de
degradacion de la proteina Pdsl entre el control y el mutante sak1-G150A (Fig. R27).

Este resultado nos muestra que en el mutante sak1-G150A no se esta viendo afectado

{ 129

RESULTADOS



la activacién del complejo APC®4°2? para la degradacién de la securina. En cuanto a la

degradacién de Clb2 durante la mitosis, no se observan cambios entre el mutante sak1-

G150A y el control (Fig. R27). La dindmica de degradacién de Clb2 por el complejo APC

no se ve afectada en el mutante sakI-G150A. Por otro lado, en el caso de Sicl se aprecia

un pequeiio retraso en la acumulacion de Sicl en anafase tardia en ausencia de Sak1

(Fig. R27), consistente con el retraso en la activacién de Cdc14 en anafase temprana
(Fig. R17 y R18).
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Figura R27. Los marcadores de progresion de mitosis no estan alterados en los mutantes
Asakl y sak1-G150A. Los niveles proteicos de la separasa se comprobaron en la cepa
ESP1-6HA, ESP1-6HA Asakl y en la cepa ESP1-6HA sak1-G150A. Las células se pararon en
metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 4h a 25 °C, posteriormente se liberaron
mediante la reintroduccién de Cdc20. Los niveles de Pgkl se usaron como control de carga.
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=== 4.11. LA SOBREXPRESION ECTOPICA DE LA
SEPARASA EN EL MUTANTE sak1-G150A, EN
AUSENCIADE Cdc20, PERMITE LAPROGRESION
EN MITOSIS.

En los ensayos con el alelo mutante espl-2, hemos estudiado la relacién entre la
separasa y la proteina Sakl en condiciones dénde la separasa presentaba problemas
en la segregacién cromosdmica, debido a la escasa actividad proteolitica de la separasa
sobre la cohesina, pero para conocer mas acerca de la relaciéon de estas dos proteinas,
nos propusimos explorar otras situaciones en las que la alteracién de la regulacién
de la separasa no fuera perjudicial para el correcto funcionamiento de la maquinaria
celular durante la mitosis. Se tiene conocimiento que la sobreexpresion de la separasa
en células humanas causa alteraciones en la segregaciéon cromosdémica dando a lugar
diferentes tipos de cancer, debido a una segregaciéon prematura o descontrolada de las

cromatidas hermanas (Meyer et al., 2009; Mukherjee et al., 2014).

La regulacién de la separasa estd altamente controlada durante la mitosis y
adicionalmente a laregulacion directa ejercida por la unién de la securina, existen otros
factores que orquestan un modelo preciso para que no haya la posibilidad de fallos
durante la mitosis, como la ciclina Clb2, o el inhibidor de Cdc28, Sicl (Ciosk et al., 1998;
Kumada et al., 1998). La ciclina Clb2 es uno de estos factores que regulan a la separasa,
mediante su unién a la principal quinasa de mitosis, formando el complejo Cdk1-Clb2. El
complejo Cdc28-Clb2 en levaduras, cumple la funcién de activar el complejo APC¢4¢20 a]
inicio de la anafase, desencadenando la degradacién de la securina (Fujimitsu, Grimaldi
and Yamano, 2016; Zhang et al., 2016), pero se ha visto que adicionalmente promueve la
actividad de laseparasafosforildindola durante elinicio delaanafase (Liangaetal., 2019).
Por el contrario, en el caso de los vertebrados, la fosforilacién de Cdk1 sobre la separasa
tendria un caracter inhibitorio y redundante a la funcién de la securina (Stemmann
et al.,, 2001; Gorr, Boos and Stemmann, 2005). A su vez, otro factor involucrado en la
regulacion del ciclo celular es el inhibidor Sicl, que inhibe a los complejos Cdc28-CIb5
durante G; (Verma et al., 1997). La inhibicién del complejo Cdc28-CIb5 por Sicl es
esencial en la salida de mitosis y entrada en G;, para que la célula inicie la formaciéon
del complejo prereplicativo y esté preparada para replicar el material genético durante
la fase S. Ademas, esta inhibicién es necesaria para que termine el desensamblaje del
huso mitético. Una vez la célula esta lista para entrar en la fase S, Sicl es marcado para
su degradacién mediante ubiquitinaciéon por el complejo SCFCdC4(Schwob et al., 1994;
Feldman et al., 1997; Skowyra et al., 1997; Orlicky et al., 2003).
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En las levaduras, se ha demostrado que la expresion ectépica controlada de la separasa

en metafase es suficiente por si sola para la liberacién y activacion de la proteina
Cdc14 (Sullivan and Uhlmann, 2003), por lo que queriamos investigar mas acerca de la
relaciéon de Sakl y la separasa en condiciones donde expresaramos de forma ectépica
a la separasa. Para ello, realizamos estudios de progresién en mitosis con las cepas
control, mutante Asakl y sak1-G150A que expresan de forma ectépica el gen ESP1 bajo
el promotor inducible por galactosa GALI. Los cultivos se pararon y sincronizaron en
metafase mediante la deplecion de Cdc20, tras 4 horas de paradas se adicion6 galactosa
para inducir la expresion de GAL1-ESPI-TAP, sin liberar los cultivos de metafase. Las
muestras se analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta para la medicion de
la elongacién del huso mitético, la liberacion de Cdc14 del nucleolo y de nucleos con
DAPI para seguir la segregacién cromosoémica. En las figuras R28 y R29A podemos ver
como la expresiéon ectdpica de la separasa bajo el promotor GALI, ain con la deplecién
de Cdc20, es capaz de activar Cdc14, tal y como esta descrito. En el mutante Asakl con
la expresién ectépica de la separasa no presenta diferencias en la liberacion de Cdc14
respecto al control, sin embargo, en el mutante sak1-G150A bajo la expresion ectopica
de la separasa no sélo se produce la liberacion de Cdc14 y elonga el huso mitético, sino
que posteriormente Cdc14 se resecuestra al nucleolo, se desensambla el huso mitéticoy
se dividen los nucleos (Fig. R28 y R29A). Es decir, la célula parece progresar en mitosis

y salir a G, como ocurre en un ciclo celular normal.

Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo confirman que en el control con
la sobrexpresion ectopica de la separasa por si sola no es suficiente para que dé lugarala
segregacion cromosomica y la salida de mitosis, del mismo modo que podemos observar
en el mutante sencillo Asak1. De forma contraria, resultados nos muestran que en el
mutante sak1-G150A junto la sobrexpresién ectdpica de la separasa es suficiente para
que se produzca la segregaciéon cromosdmica y las células sean capaces de finalizar
mitosis, saliendo a G, (Fig. R29B). Ambos resultados nos indicarian que en el caso de
la sobrexpresion ectopica de la separasa en el mutante sakI1-G150A la separasa no sélo
seria capaz de llevar a cabo sus funciones cataliticas, sino que también sus funciones

proteoliticas, permitiendo la segregacién de las cromdatidas hermanas.
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Figura R28. El mutante supresor esp1-2 sak1-G150A recupera la elongacion del huso mitético
ylaliberacion de la fosfatasa Cdc14 del nucleolo. Imagenes representativas de la elongacion del
huso mitoético, la liberacion de Cdc14 del nucleolo y la segregacion de ntcleos, tomadas mediante
epifluorescencia indirecta en muestras fijadas de la cepas GALI-ESP1 y el mutante GAL1-ESP1 sak1-
G150A. Las células se pararon en metafase mediante la depleciéon de Cdc20 durante 4h a 25 °C,
cuando las células estuvieron paradas se adicion6 2% galactosa, sin liberar de metafase.
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Figura R29. La expresion ectopica de la separasa en el mutante sak1-G1504 en ausencia de
Cdc20 da lugar a la progresion en mitosis y salida a Gi1. La cepas GALI-ESP1, el mutante GALI-
ESP1 Asakl y el mutante GALI-ESP1 sak1-G150A se pararon en metafase mediante la deplecion de
Cdc20 durante 4h a 25 2C, una vez paradas las células se adicion6 2% galactosa, sin liberar de
metafase. A) La observacion de la liberacién de Cdc14 del nucleolo y la elongacién del huso mitético
se realiz6 mediante inmunoifluorescencia, al menos 100 células fueron contadas en cada capa. B)
El contenido en ADN y la segregacion cromosémica se analizé mediante citometria de flujo.

Complementariamente, para obtener mas informaciéon acerca del fenotipo del mutante
sak1-G150A bajo la sobreexpresién ectdopica de la separasa, estudiamos diferentes
marcadores de mitosis, como Pds1, Clb2 y Sicl, a lo largo de la mitosis en cepas control,
mutante Asakl y mutante sakI-G150A que expresan de forma ectdpica el gen ESP1 bajo
el promotor inducible por galactosa GALI etiquetado con el epitopo FLAG y la proteina
Sccl, Pds1 y Sicl etiquetada con el epitopo HA. Los resultados se analizaron mediante
Western Blot con anticuerpos que reconocen el epitopo FLAG y HA, y especificamente la
proteina Clb2 y Pgkl. En el caso de las células paradas en la transicion metafase-anafase
debido a la deplecién del coactivador Cdc20, no se puede activar APC, por lo que no
podrallevarse a cabo la degradacién de la proteina Clb2 y Pds1. Como se puede observar
en la figura R30, en la cepa salvaje dénde se expresa ectépicamente la separasa GALI-
ESP1y en el mutante GALI-ESP1 Asakl, no se degradan las proteinas Clb2 y Pds1 (Fig.

R30). También, podemos observar en los resultados que como consecuencia directa al
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no degradarse Pds1, pese a la expresion ectdpica de la separasa, el corte del complejo
cohesina es inferior a lo esperado para estos niveles de la separasa (Fig. R30). Ademas,
la expresion ectdpica de separasa es suficiente para que se libere Cdc14 y elongue el
huso mitético, pero no para salir de mitosis (Fig. R28 y R29). El principal inhibidor de
Cdc28, Sicl, también se acumula como consecuencia de la activacién de Cdc14, pero sin
degradarse ya que las células no salen de mitosis en las cepasGAL1-ESP1 y GAL1-ESP1
Asak1 (Fig. R30). Por el contrario, en el mutante sak1-G150A bajo la expresion ectopica de
laseparasa, si degrada Clb2 y Sicl y muestra unos niveles mas altos de corte del complejo
cohesina comparados con la cepa GALI-ESP1, sin que haya una degradacion notable de
Pds1 (Fig. R30). Los principales marcadores proteicos de salida de mitosis indican en
conjunto que el mutante sak1-G150A bajo la expresion ectopica de la separasa sale de
mitosis. Estos resultados concuerdan con los datos aportados por microscopia (Fig. 28
y R29B) y citometria de flujo (Fig. R29B), donde el mutante GALI-ESP1 sak1-G150A es

capaz de salir de mitosis y comenzar una nueva ronde del ciclo celular, saliendo a G;.
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Figura R30. La expresion ectdpica de la separasa en el mutante GAL1-ESP1 sak1-G150A sale
de mitosis. Los niveles proteicos de la separasa se analizaron con el anticuerpo a-FLAG, para Sccl,
Pds1ySicl seanalizaron con el anticuerpo a-HA, para Clb2 con un anticuerpo a-Clb2 y para Pgk1 con
un anticerpo a-Pgk1. Las cepas GAL1-ESP1, GAL1-ESP1 Asak1 y GAL1-ESP1 sak1-G150A se pararon en
metafasemedianteladepleciéonde Cdc20 durante4ha252C,cuandolascélulasestuvieronparadasse
adicion6 2% galactosa, sin liberar de metafase. Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga.

" 135

RESULTADOS



@<= 4.12. Sak1l Y LA SEPARASA INTERACCIONAN
FISICAMENTE DURANTE LA MITOSIS.

Con el paso del tiempo y los estudios publicados, lalista de las proteinas que interactian
fisicamente con la separasa va incrementandose: la securina, la cohesina, Cdc28, Clb2,
S1k19, Cdc5, Cdc55, Zds1 (Uhlmann et al., 2000; Sullivan and Uhlmann, 2003; Rahal and
Amon, 2008; Queraltand Uhlmann, 2008; Lianga et al., 2018). Pese a contar con esta lista
de interactores tan importantes en el desarrollo de la mitosis, ain quedan incégnitas
en esta red de interacciones de la separasa para poder tener una explicacion completa
a todas las funciones que lleva a cabo y su regulacion. En capitulos previos, hemos
demostrado que SAK1y ESP1 interaccionan genéticamente. Por otro lado, nuestros datos
sugieren que la posible interaccidn funcional entre Sak1 y Espl no ocurre a través de la
via de sefializacidon de Snfl. Estos resultados dejan abierta la posibilidad a que Sak1l y
Espl interactien directamente. El momento de mayor actividad y funcion de separasa
es durante la mitosis (también meiosis), por lo que para estudiar la relacién funcional
entre Sakly Espl estudiamos la interaccion fisica entre estas dos proteinas alo largo de
la mitosis. Para ello, realizamos ensayos de coinmunoprecipitacion, utilizando una cepa
que contenia la proteina Sak1 sobreexpresada y etiquetada con el epitopo TAP (Tandem
Affinity Purification) y la proteina Espl etiquetada con el epitopo HA. Como control
negativo del experimento se utilizé una cepa que no tenia Sak1 etiquetado. Las células se
sincronizaron en la transiciéon metafase-anafase mediante la deplecién y reintroduccion
de Cdc20, luego las células son recogidas en metafase y tras 20 minutos de la liberacion,
cuando las células se encuentran en anafase. Tras recoger todas las muestras, se
prepararon los extractos proteicos en condiciones nativas y se inmunoprecipité Sak1-
TAP utilizando la resina IgG-agarosa. Las muestras de la coinmunoprecipitacion se
analizaron mediante Western blot y se comprobé que al inmunoprecipitar Sak1-TAP se
copurifica Espl-HA tanto en metafase como en anafase. Ademas, se aprecia que hay
una Espl-HA copurifica con Sak1-TAP de forma mas eficiente en anafase (Fig R31).
Por tanto, Sak1 y Espl interaccionan fisicamente durante la mitosis, en condiciones de

sobreexpresion de SAK1, siendo mas fuerte la interaccién durante la anafase.

Para comprobar si la interaccion fisica entre Sakl y Espl también se produce
con la expresién de SAK1 de forma endoégena, se repitieron los experimentos de
coinmunoprecipitaciéon con cepas que contenian la proteina Sakl endégena etiquetada
con el epitopo V5 (P and V proteins of the paramyxovirus) y la separasa etiquetada con
HA. Una cepasin etiquetar Sak1 se usé como control negativo de lainmunoprecipitacion.
Adicionalmente, se incluyé en el experimento una cepa del mutante sencillo sak1-G150A
etiquetado con el epitopo V5 y la separasa con HA para estudiar la interaccion fisica con

la separasa y la proteina supresora sak1-G150A. Los extractos proteicos obtenidos de
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Figura R31. La separasa coinmunoprecipita junto a Sakl durante la metafase y con myor
interaccidn en la anafase. La cepa 2um pSAK1 ESP1-HA (control) y la cepa 2um pSAKI-TAP ESP1-HA
se pararon en metafase mediante la deplecion de Cdc20 durante 4h a 25 2C, posteriormente se
liberaron mediante la reintroducciéon de Cdc20 y se tomaron muestras en metafase y anafase. Sak1
se inmunoprecipité usando la resina IgG agarosa. La coinmuninoprecipitacién se analiz6 para
Espl-HA usando el anticuerpo a-HA y para Sak1-TAP el anticuerpo a-PAP. El andlisis estadistico se
realizo con n=4. *=p<0,05 y ** =p<0,01.
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Figura R32. La separasa coinmunoprecipita junto a Sak1 con mayor intensidad en el mutante
sak1-G150A. La cepa ESP1-HA (control), la cepa SAK1-V5 ESP1-HA y la cepa sak1-G150A-V5 ESP1-HA
se pararon en metafase mediante la deplecién de Cdc20 durante 4h a 25 2C. Una vez las células se
encontaron paradas se recogieron las muestras. Sakl se inmunoprecipité usando el anticuerpo
a-V5 y proteina-A dynabeads. La coinmuninoprecipitaciéon se analizé para Espl-HA usando el
anticuerpo o-HA y para Sak1-V5 el anticuerpo «-V5. El andlisis estadistico se realizo con n=4.
*=p<0,05 y ** =p<0,01.
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las muestras se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo a-V5 y posteriormente con

proteina A dynabeads. Los resultados analizados mediante Western blot mostraron que,
de forma similar al experimento anterior, al inmunoprecipitar Sak1-V5 endoégeno se
copurifico Espl-HA en todos los tiempos analizados. Ademas, los resultados del mutante
sencillo sak1-G150A muestran que interacciona con Espl con mayor intensidad que Sak1
salvaje (Fig. R32). Tomando en conjunto todos estos resultados nos indican que Sakly
Espl interaccionan fisicamente en mitosis, con mayor predominancia en anafase; y con

mayor intensidad con la proteina mutante sak1-G150A.

<= 4.13. Sakl FOSFORILA A LA SEPARASA IN
VITROE IN VIVO.

En el ensayo con la expresion ectépica de la separasa confirmamos que la relacién
funcional entre la separasa y Sak1 no se produce porque Sak1 sea sustrato proteolitico
delaseparasadelaseparasa. Ahora, gracias alos resultados de la coinmunoprecipitacién
de Sak1, sabemos que la interaccion entre Sak1l y la separasa se produce fisicamente
durante la mitosis. Puesto que parece existir una interaccién entre Sak1 y la separasa,
pero no parece que la separasa actuie proteoliticamente sobre Sak1, la posibilidad l6gica
seria que Sak1 actuara sobre la separasa en mitosis. Sak1 es una serin treonin quinasa
cuyo principal sustrato es Snfl (Nath, McCartney and Schmidt, 2003). La fosforilacién
de Sak1 en la treonina T210 del loop de activacién de Snf1, regula la activacion de Snf1,
promoviendo un cambio conformacional en su estructura y dejando accesible el centro
activo de Snfl (McCartney et al., 2016). En este caso, como la interaccién se produce
directamente entre Sakl y la separasa, nuestra hipotesis es que Sakl podria estar
fosforilando directamente a la separasa. Para comprobar si la separasa es sustrato
de Sak1, realizamos un ensayo quinasa midiendo los niveles de fosforilacién de la
separasa en presencia de Sak1l. Usamos como sustrato la proteina separasa expresada
ectopicamente en GAL1-ESP1-FLAG y purificada de S. cerevisiae. Para el ensayo quinasa
seuso la proteina Sak1y sak1-G150A etiquetadas con el epitopo V5 e inmunoprecipitadas
de cultivos asincrénicos, mediante un anticuerpo que reconoce especificamente el
epitopo V5 y su posterior incubacién con proteina A dynabeads. El ensayo quinasa fue
realizado in vitro, en presencia del is6topo marcado, 3*P, para poder medir los niveles
de de fosfato incorporado en el sustrato. Los niveles de *P obtenidos del ensayo in vitro
en presencia de Sakl y sak1-G150A muestran una sefial correspondiente a la proteina
fosforilada en ambos casos (Fig. R33). Comparando los niveles de *?P incorporado entre
las muestras en presencia de Sakl salvaje y la proteina sakI-G150A4, se observa un

incremento de los niveles de fosforilacién con la proteina sak1-G150A como enzima de
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la reaccion quinasa. El analisis de estos resultados nos muestra que Sak1 fosforila in
vitro a la separasa y que presenta un incremento de los niveles de fosforilacién con la
proteina sak1-G150A. Por lo que Sak1 podria estar regulando la actividad de la separasa

mediante fosforilacion.
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Figura R33. Sak1 fosforila ala separasa in vitro. Se recogieron muestras de cultivos asincrénicos
de las cepa ESP1-HA (control), la cepa SAKI-V5 ESPI1-HA y la cepa sak1-G150A-V5 ESPI-HA. Sak1l
se inmunoprecipité usando el anticuerpo a-V5 y proteina-A dynabeads. Los niveles de proteina
de Espl-FLAG se analizaron usando el anticuerpo o-FLAG y para Sak1-V5 el anticuerpo a-V5. La
fosforilacion de separasa se determiné mediante autoradiografia. El analisis estadistico se realizo
con n=8. ¥=p<0,05 y ** =p<0,01.

Actividad quinasa especifica

== 4.13.1. LA AUSENCIA DE Sakl DISMINUYE LOS
NIVELES DE LA SEPARASA FOSFORILADA IN VIVO.

Al comprobar que la interaccion entre Sakl y la separasa in vitro se da a través de la
funcién quinasa de Sak1, confirmamos que la direccién en la interaccion de estas dos
proteinas era de Sak1l hacia la separasa. El hecho de que la separasa sea sustrato de
Sak1 es algo bastante factible ya que esta descrito que la separasa es sustrato de otra
quinasa, el complejo Cdc28-Clb2 en S. cerevisiae (Lianga et al., 2018) y Cdk1-ciclina
B2 en células humanas (Stemmann et al.,, 2001), aunque con diferente regulaciéon y
funcion en cada organismo. Asi mismo, el resultado de que la separasa mostrara un
mayor grado de fosforilacién por la proteina mutante sak1-G150A nos hizo pensar en la
posibilidad de que los resultados obtenidos en los fenotipos de los diferentes mutantes
de Sakl estuvieran determinados por la fosforilacion que lleva a cabo Sakl sobre

la separasa. Para comprobar la fosforilacion de la separasa por Sak1 in vivo y poder
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obtener mas informacién y también, poder relacionar los fenotipos de los diferentes

mutantes de sak1 con la fosforilacién de la separasa decidimos estudiar la fosforilacion
de la separasa in vivo mediante la utilizacion de la molécula de Phos-tag. El analisis
de proteinas fosforiladas mediante Western Blot con geles con Phos-tag consiste en
una técnica de electroforesis, en la cual se produce la separacion de las proteinas
fosforiladas de las no fosforiladas, debido a la unién del grupo fosfato de las proteinas
fosforiladas a las moléculas de Phos-tag, esto aumenta el tamafio del complejo formado,
retardando la migracion de las formas fosforiladas. La resolucién y patron de bandas
que se obtiene con esta técnica difiere para cada proteina, varia en funcién del nimero
total de residuos de serina, treonina o tirosina fosforilados, incluso de su posicion en la
estructura de la proteina. Esta técnica permite el andlisis cualitativo y cuantitativo de

las proteinas fosforiladas resueltas a diferentes alturas en los geles de Phos-tag.

Para analizr la fosforilacién de la separasa in vivo en los mutantes Asakl y sak1-G150A
se realizé el estudio de la fosforilacion mediante Western blot con geles de Phos-tag.
La inmunoprecipitacién de la separasa se llevo a cabo en cultivos asincrénicos de la
cepa tipo salvaje, el mutante Asak1 y el mutante sak1-G150A que expresan la separasa
enddgena etiquetada con el epitopo HA. Los extractos proteicos de estas tres cepas se
incubaron con el anticuerpo que reconoce el epitopo HA durante 1h y posteriormente
con proteina A dynabeads. Las muestras de la inmunoprecipitacién de la separasa se
analizaron mediante Western blot con geles de Phos-tag para la resolucién en diferentes
bandas correspondientes a diferentes estados de fosforilacion de la separasa. El analisis
de las diferentes bandas de fosforilacion de la separasa nos muestra la presencia de dos
bandas: una banda superior, correspondiente a la porciéon de la separasa fosforilada
y una banda inferior, perteneciente a la separasa no fosforilada. En los resultados del
mutante Asak1 se observa un incremento de la banda inferior (no fosforilada) respecto
a la banda superior (fosforilada), comparado con las bandas de la muestra de la cepa
salvaje (Fig. F34). En el mutante sak1-G150A hay un aumento de labanda correspondiente
a la separasa fosforilada respecto a la banda de la separasa no fosforilada (Fig 34).
Los resultados aportados en este experimento, junto con los resultados obtenidos
del andlisis de la fosforilacién in vitro, nos muestran que Sakl actia como quinasa

fosforilando a la separasa.
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Figura R33. Reduccion de la fosforilacion de separasa en ausencia de Sak1l Se recogieron
muestras de cultivos asincrénicos de las cepa ESPI-HA (control), la cepa 4sakl ESPI-HA y la cepa
sak1-G150A ESPI-HA. Espl se inmunoprecipit6 usando el anticuerpo a-HA y proteina A dynabeads.
El analisis de la separasa fosforilada se realizé mediante Western blot con geles con y sin Phos-tag,
los niveles proteicos de la separasa se analizaron utilzando el anticuerpo a-HA. Para el calculo
del ratio de separasa fosforilada entre las diferentes cepas, se cuantificé la cantiadad de separasa
fosforilada (banda superiror, Espl-P) respecto a la cantidad de separasa no fosforilada (banda
inferior, Esp1).

&<=4.14. Sakl REGULA LA LOCALIZACION
NUCLEAR DE LA SEPARASA EN MITOSIS.

La localizacidn de las proteinas dentro de la célula juega un papel clave en el desarrollo
de sus funciones, sobre todo cuando desarrollan su actividad en un determinado
organulo de la célula. En muchos casos, las modificaciones postrasduccionales de las
proteinas tienen como fin regular su localizacién subcelular, ya sea promoviendo su
transporte mediante sefiales de localizacién o unién a otras proteinas transportadoras,
o mediante la retencién en algin organulo hasta su liberacién. Debido al gran peso que
tiene la localizacion subcelular de la separasa en el desarrollo de sus funciones, ya que
todos sus sustratos conocidos se encuentran en el nicleo durante la mitosis (Ulhmann
et al., 2000; Nagao et al., 2004; McAleenan et al., 2013; Kim et al., 2015; Maier, Lampson
and Cheeseman, 2021), quisimos comprobar si existian alteraciones en su localizacion
subcelular en los diferentes mutantes de SAK1. La localizacién de la separasa, tanto en
células humanas como enlevaduras, estd determinada mayoritariamente por su principal
su principal regulador, la securina (Ciosk et al., 1998; Jensen et al., 2001; Stemmann
et al, 2001; Hornig et al.,, 2002; Agarwal and Cohen-Fix, 2002). Al final de la fase G,
los niveles de las separasa en el nicleo empiezan a incrementarse hasta alcanzar su
maximo al inicio de la mitosis. Esta descrito como este incremento coincide en el tiempo
con la sintesis de nueva securina y esta ampliamente demostrado la relacion funcional

separasa-securina, pero se desconoce como la securina transporta a la separasa desde
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el citoplasma hasta el ntcleo (Jensen et al., 2001; Stemmann et al.,, 2001; Nakamura
et al, 2002; Agarwal and Cohen-Fix, 2002; Baskerville et al,, 2008; Holt et al., 2008;

Holland and Taylor, 2008). Como ocurre con el resto de mecanismos de regulacién de

la separasa, la célula dispone de diferentes reguladores para asegurarse el perfecto
control de la separasa y sus funciones. En la regulacién de la localizacién subcelular de
la separasa hay evidencias para pensar que existe otros mecanismos ain por descubir.
Esto se pone de manifiesto en los mutantes de la securina, déonde la separasa sigue
localizandose en el nicleo (aunque disminuyen sus niveles) pese a la ausencia de la
funcion de la securina (Yamamoto et al., 1996; Alexandru et al., 1999; Jensen et al., 2001;
Hornig et al., 2002; Khondker et al., 2020).

Para estudiar si la funcién de Sak1 regulando a la separasa pudiera promover cambios
en la localizacién subcelular de la separasa, llevamos a cabo un analisis de los cambios
de localizacién de la separasa mediante una cuantificacién in vivo de la proteina Espl
en toda la célula. Para poder realizar este analisis se prepararon cepas tipo salvaje que
expresan la proteina Htb2 marcada con la proteina fluorescente mCherry y la proteina
Espl con la proteina fluorescente EGFP los mutantes Asak1, sak1-G150A y Apdsl que
expresan la proteina Espl marcada con la proteina fluorescente EGFP. El andlisis de
los cambios de la localizaciéon de Espl se llevd a cabo en experimentos de intervalos
de tiempo in vivo mediante microscopia de epifluorescencia en cultivos celulares
sincronizados en mitosis, mediante la adicién y reintroducciéon de Cdc20. Para poder
monitorizar la progresiéon en mitosis se tomo como referencia la sefial de la proteina
nuclear Htb2 (mCherry) y la propia sefial de la separasa (EGFP). Adicionalmente al
analisis individual de cada cepa por separado, para cuantificar de forma mas asjustada
los posibles cambios de localizacion e intensidad de la sefial de la separasa mezclamos
las diferentes cepas a analizar en grupos de dos. La determinacién de la localizacién
subcelular de la separasa la realizamos mediante el ratio nicleo/citoplasma de la sefial
cuantificada de la separasa (EGFP). Si el ratio es inferior a uno, indica que la localiacién
es mas predominante en el citoplasma. Si el ratio es cercano a uno, la localizacién es
similar entre el nucleo y el citoplasma. Si el ratio es superior a 1,5 la localizacién es

predominante en el nucleo.

Los resultados obtenidos de la localizacién subcelular de la separa en el estudio de
progresién en mitosis in vivo, nos muestran como en una cepa salvaje a tiempo 0 la
sefial de la separasa (EGFP) estd predominantemente en el nicleo. Una vez la sefial de
los ntcleos lobulados se observa dividida en cada una de las células, anafase temprana,
(15 a 20 minutos aprox.), se aprecia una disminucion del ratio nicleo/citoplasma de la
sefial de la separasa. Después, transcurridos entre 30 a 40 minutos tras la liberacion

de la parada en metafase (anafase tardia), el ratio nicleo/citoplasma disminuye hasta
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niveles cercanos o inferiores a 1 (Fig R35). En el caso del mutante 4Apds1, el ratio ntcleo/
citoplasma de la sefial de la separasa se aprecia ligeramente reducido en comparacién
con la cepa salvaje, como se describe en la bibliografia, y acaba disminuyendo de forma
similar a la cepa salvaje durante la anafase (Fig R35). En cambio, en el mutante 4sak1
desde tiempo 0 apenas se aprecia sefial de la separasa en el nicleo de la célula y el ratio
nucleo/citoplasma de la sefial de la separasa se reduce un 20% y disminuye al final de
mitosis de forma similar a la cepa salvaje. Por Gltimo, en el mutante sakI-G150A el ratio
nucleo/citoplasma de la sefial de la separasa es ligeramente superior al ratio observado
en la cepa salvaje a tiempo 0, y en los tiempos posteriores no se observan diferencias
con la cepa salvaje (Fig R35). Estos resultados nos muestran que el mutante sakI-
G150A presenta una mayor localizacién nuclear de la separasa al inicio de la mitosis
comparado con una cepa salvaje y la asuencia de Sakl en el mutante 4sakl ocasiona
una disminucién de la localizacion nuclear de la separasa al inicio de la mitosis, incluso
menor que en el mutante Apdsl. Los resultado obtenidos sugieren que Sakl podria

regular la localizacién subcelular de la separasa en mitosis.
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Figura R35. El mutante supresor sak1-G150A muestra una mayor localizacién nuclear de
la separasa al inicio de la mitosis, mientras que el mutante de deleciéon Asakl presenta
una disminucion de la localizacion nuclear de la separasa. Para el estudio de la localizacion
subcelular de la separasa se usé una cepa salvaje y en el mutante Apds1 que expresan las proteina
endégenas Espl marcada con la proteina fluorescente EGFP y Htb2 maracada con la proteina
fluorescente mCherry, y los mutantes Asakl y sak1-G150A que expresan la proteina enddgena
Espl marcada con la proteina fluorescente EGFP. Las células se pararon en metafase mediante la
deplecion de Cdc20 durante 4ha 25 2C, posteriormente se liberaron de forma sincronizada aanafase
mediante la reintroduccién de Cdc20. A) Analisis de la localiazacién subcelular de la separasa
mediante el ratio de la seflal de la separasa-EGFP nuclear, respecto a la sefial de la separasa-EGFP
citoplasmatica en metafase, anafase temprana y anafase tardfa. La grafica muesta la media para
el ratio EGFP nuclear/EGFP citoplasmatico y la desviacién estandar para cada tiempo. Se analiz6
un minimo de 10 células para cada cepa. *¥=p<0,05 y ** =p<0,01. B) Imagenes representativas de
lalocalizacidn subcelular de la separasa en metafase, anafase temprana y anafase tardia, tomadas
mediante microscopia de epifluorescencia confocal en muestras in vivo. Los cultivos, se mezclaron
de dos en dos para disminuir la variabilidad en la comparacién de cuantificacién de la sefial de
Espl- EGFP. Se utiliz6 la sefial Htb2-mCherry para distinguir la cepa salvaje o el mutante Apds1 en
los cultivos dénde se mezclaron las cepas.
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Desde la primera referencia a la separasa, en el estudio de 1988 por Baum y sus colegas,

hasta la fecha actual de esta tesis, los avances en el conocimiento sobre la separasa,
como tantos otros descubrimientos clave para entender la biologia de los seres vivos,
han ido progresando “a hombros de gigantes”. Aun asi, la tremenda complejidad que
entrafia el proceso de la divisién celular y la mitosis lleva implicito un largo camino
por recorrer porque, aunque algunos aspectos clave han sido satisfactoriamente
dilucidados, muchas preguntas quedan ain por responder. Una de las formas mas
eficaces con las que se empez6 a investigar los diferentes componentes del ciclo celular
fue aislando mutantes en rastreos genéticos con la levadura de fisién S. pombe. Paul
Nurse y Kim Nasmyth llevaron a cabo dos estudios donde se aislaron 86 mutantes y se
consiguio identificar 24 genes que pasaron a formar parte de toda la base del estudio
del ciclo celular de los afios posteriores (Nurse et al., 1976; Nasmyth and Nurse, 1981).
Otra de las aproximaciones para entender el funcionamiento del ciclo celular fue el
uso de mutantes cdc termosensibles en S. cerevisiae, mediante los cuales se pudieron
identificar nuevos mecanismos reguladores de la célula o las propias Cdks, motores del

ciclo celular (Hartwell, Culotti and Reid, 1970; Hartwell et al., 1973). La importancia
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de estas investigaciones se vio reflejada con la entrega del premio Nobel de Medicina
y Fisiologia a Lee Hartwell, Paul Nurse y Tim Hunt en 2001 por sus descubrimientos

sobre las Cdks y las ciclinas, como reguladores claves del ciclo celular.

La separasa, al igual que ocurri6é con muchos otros mutantes cdc, también se identifico
por primera vez en un rastreo genético en el cual se aislé el mutante espl-1 (extra
spindle poles), denominado asi porque presenta mas de dos cuerpos polares del huso
(Baum et al, 1988). Las mejoras en las diferentes técnicas de investigaciéon, sumado
a la transcendencia que presentan los estudios de las alteraciones del ciclo celular,
dieron lugar a nuevos avances en el estudio de la separasa permitiendo comprender
mejor los mecanismos moleculares de la segregacién cromosdmica. La mitosis es uno
de los eventos con mas relevancia en el ciclo celular, ya que errores en este proceso o
mutaciones en alguno de los componentes que lo regulan pueden desencadenar una
segregacidon cromosémica aberrante, lo que en muchos de los casos se traduce en pérdida
delaintegridad genémica, desencadenando alglin tipo de cancer u otros trastornos como
abortos, defectos en el desarrollo o incluso enfermedades neurodegenerativas. Por lo
que entender en su conjunto los mecanismos y la regulacién que rodea a la separasa,
sigue siendo hoy en dia crucial e indispensable para abrir la puerta a nuevas técnicasy

tratamientos frente a multitud de patologias.

Esta tesis se inicié buscando aislar nuevos mutantes supresores de la separasa en

un rastreo genético, con la finalidad de encontrar nuevos genes relacionados con el
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ciclo celular y mas especificamente, con la separasa. Los estudios genéticos para la

identificacion de supresores se basan en la aleatoriedad de la aparicién de nuevas
mutaciones que reviertan la mutacién original, es decir, se necesita una buena dosis
de serendipia para obtener resultados. También, es importante el comportamiento casi
“tumoral” de las células de levadura mutantes, donde los mutantes mas afectados en
la progresion del ciclo celular o mueren o acaban “acumulando” nuevas mutaciones
apareciendo alguna mutacién supresora que les confieren alguna ventaja en su
supervivencia y les permiten seguir dividiéndose. Al final, también es necesaria una
dosis de paciencia y curiosidad para caracterizar fenotipicamente los mutantes

supresores aislados y encontrar alguna caracteristica que marque la diferencia.

Debido a que el gen ESP1 es un gen esencial para la célula, para poder entender mejor la
funciones y las posibles relaciones de la separasa se ha recurrido al uso de diferentes
mutantes condicionales, normalmente mutantes termosensibles, que mostraban
diferentes grados de alteracién en las funciones proteolitica y no proteolitica de la
separasa a temperaturas restrictivas. Uno de los primeros mutantes termosensibles
de la separasa descubiertos fue esp1-1 (Baum et al.,, 1988), que presenta la mutacion
P1404L, muy cerca del sitio activo (C1531) y muestra letalidad a temperaturas
semirestrictivas (34 °C), lo que afecta en gran medida al corte de Sccl, aunque sigue
manteniendo cierta actividad proteolitica (Uhlmann, Lottspeich and Nasmyth, 1999;
Uhlmann et al., 2000; Baskerville, Segal and Reed, 2008). Otro de los mutantes mas
usados es la sobreexpresion del alelo mutante esp1-C1531A, que tiene mutada la cisteina
1531 del sitio catalitico (Lin, Lou and Yu, 2016; Luo and Tong, 2017) quedando la
separasa cataliticamente inactiva. Aunque este mutante no se puede expresar a niveles
endogenos porque es letal, la sobreexpresidon del mutante GALI-esp1-C1531A en una cepa
salvaje en células paradas en metafase, es capaz de promover la activacién de Cdc14,
pero ni se produce la escisién de Sccl ni la elongacién del huso mitético, por lo que
no hay segregacion cromosémica (Uhlmann et al., 2000; Sullivan and Uhlmann, 2003;
Horning and Uhlmann, 2004; Mendoza et al.,, 2009). Este mutante es una de las pocas
estrategias posibles para poder estudiar por separado la funcién no proteolitica de la
separasa. El tercero de los mutantes mas utilizado y el que nosotros hemos utilizados
en este trabajo es el mutante termosensible esp1-2. La eleccién de este mutante se debe
a que es el que mdas severamente ve afectadas todas las funciones promovidas por la
separasa. El mutante esp1-2 porta la mutaciéon A701C y se desconoce la implicacion que
tiene sobre la estructura de la separasa, pero este mutante ya presenta un crecimiento
ligeramente mas lento a temperaturas no restrictivas (25 2C) y ve gravemente afectado
su crecimiento a temperaturas semirestrictivas (28 2C) y totalmente a temperaturas

restrictivas (>322C).
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Delrastreo genético paraidentificar nuevos mutantes supresores del alelo termosensible

de la separasa espl-2 aislamos diferentes mutantes supresores de espl-2 capaces de
crecer a temperaturas semirestrictivas, pero ninguno a temperaturas restrictiva de
37 °C. Este hecho remarca la importancia y la estrictica regulacion de la separasa, ya
que resulta muy dificil suprimir por completo la actividad de esta proteina clave para
la divisién celular. Desde un punto de vista farmacolégico, esto implica dos puntos
positivos a favor de la investigaciéon sobre farmacos que inhiban la actividad de la
separasa destinados a enfermedades como el cancer. El primero es que la inhibicion de
la separasa es muy dificil de suprimir, por lo que un compuesto que sea capaz de inhibir
la actividad de la separasa o su expresion en células déonde se encuentre alterada, como
ocurre en algunos tumores, no desarrollara resistencias facilmente o vera disminuida
su funcidn por otras posibles mutaciones en otras vias de la célula. El segundo punto
positivo, es la extrema importancia de las funciones que promueve la separasa, por lo
que su inhibicion, aunque sea parcial, acabaria desencadenando una catastrofe mitética
y la muerte de la célula. Por otro lado, hay que ser conscientes de una desventaja clara:
al ser una proteina esencial, el farmaco también tendria un efecto adverso sobre las
células dénde separasa no estuviera alterada, por lo que su uso seria mas efectivo
s6lo en los tumores en los que la separasa esta sobreexpresada (Meyer et al.,, 2009;
Mukherjee et al.,, 2011; Zhang and Pati, 2013; Mukherjee et al., 2014; Zhang and Pati,
2017). Estaidea sobre la busqueda de inhibidores de la separasa no es ninguna novedad,
ya en el afio 2000 se publicé una patente para un método de identificacion de nuevos
inhibidores de las separasa (Inhibitors of separase, method for identifying them and uses,
2000) y se identificé una pequeiia molécula, Sepin-1 (Pati and Zhang, 2013; Zhang et
al., 2014; Zhang and Pati, 2018) como inhibidor de la separasa y posible candidato a
farmaco antitumoral. Aunque también se han estudiado otras moléculas inhibidoras de
la separasa, como SIC5-6 (Henschke et al., 2019), ningliin compuesto relacionado con la

inhibicion de la separasa ha llegado a ensayos clinicos.

En esta tesis doctoral, la primera aproximacién al estudio de los mutantes supresores
candidatos fuelavalidacién de que el fenotipo supresor de espI1-2 se debia inicamente ala
mutacién supresora candidata vhs1-C1161T, pah1-C549T y sak1-G150A, respectivamente.
Después de cruzar 3 veces las cepas mutantes supresoras con una cepa salvaje y analizar
la descendencia se concluyd que, el fenotipo supresor de la cepa a-7 no se debe, al menos
no exclusivamente, a la mutacién vhs1-C1161T (Fig. R1). Por otro lado, la reversién de
la mutacién al alelo control (vhs1-T1161C) en la cepa a-7 mediante edicién génica con
CRISPR no revirtié el fenotipo supresor. La cepa a-7 (esp1-2 vhs1-C1161T) es uno de los
mutantes supresores que mas recuperaba el fenotipo del alelo termosensible de esp1-2
a temperatura semirestrictiva. Las conexiones del gen VHSI con el complejo de RENT

(Breitkreutz et al., 2010) y la posibilidad de ser una quinasa que fosforile directamente
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a la separasa lo postulaban como candidato especialmente atractivo para un estudio

en mayor profundidad. Sin embargo, no descartamos que VHSI pueda ser un posible
interactor de la separasa y que el fenotipo supresor identificado pudiera deberse a la
suma de varias mutaciones en otros genes en combinacién a la mutaciéon vhsI-C1161T.
En el caso de las cepas a-5 y a-30 si fuimos capaces de validar satisfactoriamente el
fenotipo supresor de espl-2 con las mutaciones supresoras pahl-C549T y sak1-G150A,

por lo que continuamos el estudio con ellas.

&< 5.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE PAH1.

La funciéon de Pahl como fosfatasa en la regulacién de la sintesis de la membrana
nuclear durante la mitosis y su posible relacion con la separasa, podria ampliar la lista
de funciones clave reguladas por la separasa (Santos-Rosa et al.,, 2005; Karanasios
et al, 2010; Henry et al.,, 2012; Barbosa et al., 2015). El resultado obtenido en las
interacciones genéticas con la expresion ectépica de PAH1 en el mutante espIl-2 no
muestra una recuperacién del fenotipo supresor (Fig. R3 y R4). La ausencia de
cambio en el crecimiento del mutante esp1-Z GAL1-PAH1 se puede explicar porque la
fosfatasa Pahl se encuentra constitutivamente inactiva en el citosol, por lo que un
aumento de los niveles de la proteina Pahl inactiva no repercuten en la funcién de
Pah1 en la sintesis de fosfolipidos. De igual forma, en el mutante doble Apahl esp1-2
tampoco se aprecia un cambio en el crecimiento respecto al mutante sencillo esp1-2.
Estos dos resultados en conjunto nos indican que, ambos genes podrian actuar en la
misma ruta de sefializacién. Para poder entender mejor la interaccidén genética entre
ESP1 y PAH1, utilizamos la sobreexpresion de la forma constitutivamente activa GALI-
pahl-7A, para estudiar el efecto de la proteina Pahl activa en el mutante espl-2, y la
sobreexpresion de la forma cataliticamente inactiva GALI-pahl-2A para estudiar el
efecto de tener Pahl inactiva junto con el alelo termosensible espI-2. En el mutante
espl-2 GAL1-pahl-7A se reduce el crecimiento a temperatura semirestrictiva al tener
la proteina constitutivamente activa, respecto al mutante espI-2 (Fig. R3). Pensamos
que esto podria ser debido a que la actuacion continuada de la fosfatasa Pahl estaria
repercutiendo en una disminucién de la biogénesis de membrana, necesaria para
el correcto desarrollo de la mitosis en organismos con una mitosis cerrada, como S.
cerevisiae (Sazer et al.,, 2014; Barbosa et al., 2015). Por otro lado, en el mutante espI-2
GAL1-pahl-2A la sobreexpresiéon de la proteina Pahl cataliticamente inactiva también
reduce el crecimiento respecto al mutante esp1-2Z, a temperatura semirestrictiva (Fig.
R4).Eneste caso,peseaquenosehaeliminadolapresenciadelaproteinaPahl endogena,
la sobreexpresion de la proteina pahl-ZA podria estar desplazando a la proteina

Pah1l enddégena, dando lugar a un incremento en el fenotipo de termosensibilidad.
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Hasta el momento, la mayoria de los estudios realizados para entender la funcién de

Pah1 en la regulacién de la biogénesis de membrana se han realizado en condiciones de
escasez de nutrientes, donde la falta de glucosa activaria los mecanismos en la célula,
como es laactivacion de la via de Pah1 para desplazar la biosintesis de nueva membrana
ala formacion de gotas lipidicas, para hacer frente a la falta de nutrientes (Santos-Rosa
et al., 2005; Sazer et al., 2014; Barbosa et al., 2015). Ninguna de las dos interacciones
genéticas estudiadas, pah1-7A o pah1-2A con espl-2, coincide con el resultado obtenido
del mutante supresor esp1-2 pah1-C549T, por lo que no podemos concluir si la mutacion
C549T es activadora o inhibidora de Pah1. Lo que si observamos es un agravamiento del
fenotipo de termosensibilidad con la sobreexpresion de pahl-2A en el mutante espl-2,
lo que podria sugerir una interaccién entre Pah1 activa con separasa en un ciclo celular
no alterado. Por ende, Pah1 y la separasa estarian llevando a cabo una regulacién en la
biosintesis de membrana, sin la necesidad de la activacion de esta via por ausencia de
glucosa. En el futuro, se deberia realizar un estudio mas en profundidad para investigar
la relacién funcional entre separasa y Pahl. Por un lado, seria interesante estudiar las
interacciones genéticas entre la mutacién supresora pahl-C549T con las mutaciones
pahl-2A 'y pahl-7A para obtener mas informacién sobre la mutacion C549T en la funcion
de Pah1 (ganancia o pérdida de funcion), y como afecta este cambio de funcién en su
relacidn con la separasa. De forma complementaria, para ayudar a entender la mutacién
C549T en el desarrollo de la actividad de Pahl, seria conveniente estudiar los niveles
de fosforilacién de Pahl en una cepa control en el mutante doble espl-2 pahl1-C549T
en células sincronizas, a lo largo del ciclo celular y mas especificamente durante
la mitosis. También, se podria estudiar la actividad enzimatica de Pahl mediante la
adaptacion e implementacién de biosensores de acido fosfatidico (PA) y diacil-glicerol
(DAG) utilizados en estudios publicados recientemente (Romanauska and Kohler,
2018; Yamada et al., 2020). Otras vias por explorar, es comprobar mediante ensayos
de corte de la separasa, si Pah1 pudiera ser sustrato de la actividad proteolitica de la
separasa y comprobar si existe una interaccidon proteina-proteina mediante ensayos
de coinmunoprecipitacidon, para ayudar a entender si hay una regulaciéon directa o

indirecta entre Pahl y la separasa.

Debido al papel de Pah1 en la biosintesis de membrana nuclear y que el mutante Apahl
presenta defectos en la estructura de la membrana nuclear, tales como un aumento
de la superficie de la propia membrana nuclear y del RE (Siniossoglou et al., 1998;
Barbosa et al,, 2015), seria de gran interés estudiar si la separasa, en su relacién con
Pah1, tiene una funcién directa en la regulacién de la dindmica nuclear en procesos
tan importantes para la célula como es la mitosis. Una aproximacion para estudiar los
cambios en la membrana nuclear podria ser, estudiar las proteinas Pusl, marcador

intranuclear, y Sec63, marcador de RE, ambas proteinas marcadas respectivamente con
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una proteina fluorescente, para poder observar su localizacion mediante microscopia

confocal de fluorescencia y estudiar los cambios en la membrana nuclear durante la
mitosis. Otra forma de abordar el estudio de los cambios en la membrana nuclear seria
estudiar la composicion de lipidos y fosfolipidos y comprobar si se observan cambios en

los mutantes de PAH1 y esp1-2 durante la mitosis.

Uno de los principales problemas que nos encontramos al trabajar con los mutantes de
Pah1 fue con el mutante de delecion Apahl. La regulacion de Pah1 se traduce en un fino
balance para mantener equilibrada la biosintesis de lipidos en la formacién de nueva
membrana, acorde a las necesidades de la célula en cada momento. La ausencia de la
fosfatasa Pahl en el mutante Apahl, pese a no ser esencial, provoca un crecimiento
muy lento en las células aumentando la posibilidad de acumular supresores, lo que
dificulta el trabajo con este mutante ya que al realizar la deleccion del gen mediante
recombinacién homéloga obteniamos al final supresores de Pah1. Por eso, la obtencién
del mutante Apahl se obtuvo a partir de la delecion de uno de los alelos de PAHI en una
cepa diploide, y posteriormente se aislaron e identificaron las esporas haploides con
la delecién, obteniendo un haploide limpio del mutante Apahl. Otra forma de estudiar
la eliminacién de Pah1 durante la mitosis es la utilizacién de un degrén de Pahl para
promover la degradacién de la proteina en el momento deseado y no durante todo el
ciclo celular. La multitud de respuestas aun por contestar con respecto a la relacion
de PAH1 y la separasa, los resultados preliminares que apuntan hacia una funcién de
PAH1 en mitosis y la falta de publicaciones de la funcién de PAH1 en un contexto de
abundancia de nutrientes, convierten a la fosfatasa PAHI y el supresor espIl-2 pahl-
C549T en grandes candidatos para seguir estudiando nuevas funciones reguladas por la
separasa. Actualmente, otra compafiera del grupo de investigacion sigue adelante con

este proyecto.

&> 5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE SAK1.

=% 5.2.1. Sak1l ES UN REGULADOR POSITIVO DE LA
SEPARASA.

Laidentificaciondelamutacionsak1-G150A como posiblesupresordelalelotermosensible
de separasa, hizo plantearnos si Sakl pudiera tener una funcién en la regulaciéon de la
mitosis dependiente del metabolismo celular. Sak1 es la principal quinasa activadora de
Snf1, la principal via de regulacién para la adaptacion de la célula a fuentes alternativas

de carbono, ademas, de ser el sensor principal a diferentes tipos de estrés en la célula
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(Nath et al., 2003; Hedbacker, Hong and Carlson, 2004; McCartney, Rubenstein and
Schmidt, 2005; Elbing, McCartney and Schmidt, 2006). Algunos estudios previos en la

bibliografia apuntan a una posible conexion entre la via de Snfl y diversas funciones de
la regulacion del ciclo celular: como la transcripciéon de CLB5, a través de la regulacion
de Swi6 sobre los complejos SBF y MBF (Pessina et al, 2010; Busnelli et al., 2013), la
orientacion de los cuerpos polares del huso (Tripodi et al., 2018) o la regulacién de
la transicion G,/S (Purnapatre et al, 2002). Ademas, existen otros precedentes de
componentes importantes en las vias metabdlicas de la célula que cumplen una doble
funcién, componentes en el metabolismo de la célulay reguladores del ciclo celular, como
el caso de TORC1 (Yamada et al., 2021) o PKA (Vandame et al., 2014; Dupré and Jessus,
2017). Sin embargo, en este caso, la interaccidon genética entre el mutante sak1-G150A
y el mutante espI-2 no se produce a través de la funcién conocida de Sak1 fosforilando
la T210 de Snfl (Fig. R9), ni a través de la via de sefializaciéon de Snfl (Fig. R8). Por
tanto, de forma analoga alo que ocurre respecto a la interaccion de Sak1 con la nucleasa
Pso2 en su funcién de respuesta al dafio en el ADN (Munari et al., 2014), Sak1 estaria
interaccionando con la separasa de forma independiente a su funcién como principal
quinasa de Snfl. Esta hipodtesis concuerda con otros resultados encontrados en su
ortologo, LKB1, donde varios estudios muestran que LKB1 desempefia otras funciones
adicionales e independientes a la activacion de Snf1l/AMPK, como en la regulacién de
la oxidacion de lipidos durante el ejercicio (Jeppesen et al., 2013) o la regulaciéon de la

proliferaciéon y la integridad genémica en la regeneracion hepatica (Maillet et al., 2018).

Siendo que Sakl participa en la regulacién de Snfl en ausencia de nutrientes o
condiciones de estrés, un aspecto que uno se podia plantear es si las condiciones de
los propios experimentos (presencia de galactosa para las expresiones ectdpicas o
crecimientos a temperaturas restrictivas) podrian estar interfiriendo en los resultados
obtenidos, desencadenando un efecto indirecto. En el caso pSAK1, esta descrito que la
sobreexpresion de Sak1 en condiciones de glucosa abundante no producen cambios en el
principal factor de transcripcion regulado por Snfl, Migl (Garcia-Salcedo et al., 2014);
ni tampoco produce ningtn fenotipo la sobrexpresiéon de Sak1 frente al crecimiento en
otras fuentes de carbono alternativas (etanol, glicerol y rafinosa), ni en otras condiciones
de estrés como la salinidad (NaCl), presencia de cationes téxicos para la célula (LiCl y
CdCl) o pH alcalino (Garcia-Salcedo et al., 2014). Esto es debido a que, pese a que Sak1 es
laprincipal quinasaactivadora de Snf1, estaactivacién se produce en unas determinadas
condiciones para la célula, ya sea ausencia de glucosa o algin tipo de estrés, que no soélo
activan a Sak1 si no que desencadena una regulacién mayor sobre Snfl, implicando la
regulacion de las fosfatasas y la formacién de diferentes complejos con las subunidades
de Snfl. Por lo que la alteracion de s6lo una de las partes de esta regulacién, en este

caso Sakl, no desencadena un efecto final sobre Migl porque sigue estando presente
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el resto de la regulaciéon, como la desfosforilacion de la fosfatasa Glc7/Regl sobre Migl

y Snfl(Ghillebert et al., 2011; Zhang et al., 2011). Pese a descartar que Sak1l estuviera
actuando sobre la separasa via Snfl, para corroborar lo descrito en la literatura y
descartar que las condiciones de fuente de carbono, temperatura o estrés estuvieran
afectando de forma indirecta a nuestros resultados sobre la interacciéon de Sakl y la
separasa, se realizaron experimentos con las mismas condiciones pero creciendo los
cultivos en medio rico en glucosa o en ausencia de glucosa en presencia de una fuente
de carbono alternativa como la galactosa (condiciones en las que esta descrito que se
activa Snf1) y se obtuvieron idénticos resultados en ambos casos, corroborando que la

actuacion de Sak1 sobre Snfl es independiente a su relacién funcional con la separasa.

Los resultados obtenidos nos muestran que existe una interaccién genética entre
SAK1 y ESP1 (Fig. R1 y R5), que la mutacion supresora es activadora ya que presenta el
mismo fenotipo que la sobreexpresiéon de separasa (Fig. R6 y R7), y 1a ausencia de efecto
epistasico entre las dos mutaciones indican que la interaccién genética entre SAKI y
ESP1 se esta dando en la misma via de sefializacién que la separasa, lo que al principio
nos hizo penar que Sak1 pudiera ser un nuevo sustrato de la separasa. Hasta el momento,
en S. cerevisiae se conocen 3 sustratos sobre los que separasa actia mediante su funciéon
proteolitica: Sccl (Uhlmann et al.,, 1999), Rec8 (en meiosis) (Buonomo et al,, 2000) y
S1k19 (Sullivan et al., 2001), pero muchos autores piensan que podria haber mas, debido
a que la separasa promueve muchas otras funciones importantes dénde no se conoce
del todo su implicacién. Nuestros resultados con la sobreexpresién de la separasa no
mostraron ningdn indicio de corte sobre Sak1 (Fig. R23), por lo que la relacién entre
Sakl y la separasa no se estarfa produciendo mediante la accién proteolitica de la
separasa sobre Sak1l. Por tanto, nos planteamos la otra posibilidad: que la interaccién
fuera en sentido contrario y Sakl estuviera actuando sobre la separasa. Sakl es una
quinasa a la cual sélo se le han descrito dos sustratos Snfl (Nath et al., 2003) y Pso2
(Munari et al., 2014), por lo que no es descabellado pensar que tenga mas sustratos y

uno de ellos sea la separasa.

Los estudios de progresion en mitosis nos muestran que el mutante supresor y la
expresion ectdpica de SAKI recuperan las tres funciones principales promovidas por la
separasa que se encuentran alteradas en el mutante sencillo esp1-2 (Fig. R10,R12 y R13):
la segregacion cromosémica, la elongacién del huso mitética y la activacion de Cdc14.
Es remarcable como la actuacion de Sakl recupera todas las funciones promovidas
por la separasa en mitosis, permitiendo que en el mutante supresor la separasa pueda
volver a llevar a cabo todas sus funciones. Por lo que nos lleva a pensar que Sak1 estaria

regulando la actividad de la separasa. Sin embargo, al no verse alterado el corte de
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Sccl en el mutante Asakl y el mutante sakl-G150A (Fig. R27) no estaria actuando

directamente sobre la accién proteolitica de la separasa sobre la subunidad Sccl. Es
especialmente llamativo que se recupere el corte de la subunidad Sccl y la capacidad
para segregar cromosomas correctamente que depende exclusivamente de la actividad
proteolitica de la separasa. Estos resultados se entienden en el contexto en el que la
proteina mutante del alelo esp1-2 sigue estando presente y no se degrada a temperatura
restrictiva (Fig. R24). Por consiguiente, los resultados nos sugieren que Sak1 podria
estar regulando tanto la actividad proteolitica como no proteolitica de la separasa

siendo Sakl un regulador aguas arribas de la actividad de la separasa.

Actualmente, no podemos descartar la posibilidad de que Sakl estuviera también
regulando las principales funciones de la separasa de forma independiente. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha descrito ninguna otra proteasa capaz de escindir el
complejo de cohesinas, por lo que dicha funcién parece exclusiva de la separasa. En el
caso de la regulacién del huso mitotico, Sakl podria estar regulando la elongacién del
huso mitético independientemente a las funciones promovidas por la separasa, ya que
Sak1 interacciona fisicamente con hasta dos componentes del cuerpo polar del huso:
la proteina Spc42 y la proteina Spc110 (Breitkreutz et al., 2010). Por otro lado, existen
algunos precedentes en la literatura en los que se describe que el ortélogo de Sakl,
LKB1, estaria involucrado en la orientaciéon y localizacién del huso mitético en células
epiteliales, a través de la activacion de AMPK (Spicer et al., 2003; Mirouse et al., 2007;
Shelly and Poo, 2011; Wei et al., 2012). Aunque en S. cerevisiae, se ha descrito que serfa
Elm1 y no Sak1, a través de la via de Snf1, quien tuviera el papel principal como quinasa
regulando la orientacién del huso mitético (Moore et al, 2010; Tripodi et al., 2018).
Sin embargo, en el caso de los mutantes Asakl y sak1-G150A no se aprecian cambios o
defectos en la orientacién del huso mitético, ni tampoco en el huso mitético del mutante
supresor espl-2 sak1-G150A (Figs. R11) que nos lleven a pensar una posible implicacién

de Sak1 en la regulacién del huso mitético.

En el caso de la activacion de la fosfatasa Cdc14, nuestros resultados indican que Sak1
participa en la regulacién de la liberacién de Cdc14 del nucleolo durante la anafase,
sugiriendo que seria un nuevo componente de la ruta FEAR. En ausencia de Sakl,
observamos un retraso en la liberaciéon de Cdc14 con respecto a la elongacién del huso
mitético en los estudios de progresiéon en mitosis (Fig. R17 y R18). Este fenotipo es
caracteristico de los mutantes de la via FEAR (Stegmeier et al. 2002; Sullivan et al., 2004;
Higuchi and Uhlmann, 2005; Sdnchez-Diaz et al., 2012). Por otro lado, las interacciones
genéticas observadas entre Asakl y componentes de la via MEN (cdc15-2 y cdc14-1)

similares a los que se obtienen en mutantes de la via FEAR (Stegmeier et al., 2002;
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Sullivan et al., 2004; Higuchi and Uhlmann 2005; Sanchez-Diaz et al., 2012) corroboran

que Sak1 participe en la via FEAR. Por lo que todos los resultados aportados suponen

una buena base para establecer a Sak1l como un nuevo componente de la via FEAR.

El hecho de que en ausencia de Sak1 se observe el tipico retraso de liberacion de Cdc14
en anafase temprana nos lleva a pensar que en este caso si que pudiera tener una
funcién directa en la activacién de Cdc14 independiente de separasa. En la literatura, se
muestra como la expresion ectépica de ESP1 y ZDS1 en células paradas en metafase es
suficiente parala activacion de la fosfatasa Cdc14 (Queralt and Uhlmann, 2008; Calabria
etal., 2012; Jativa et al., 2019). Sin embargo, la expresion ectopica de Sak1 por si sola en
células paradas en metafase no es capaz de promover la liberacién de Cdc14 del nucleolo
(Fig. R15), sugiriendo que Sak1 regula la via FEAR aguas arriba. Por otro lado, se ha
descrito que la sobrexpresién de algunos componentes de la via FEAR como SP0O12 o
ZDS1, recupera la letalidad del mutante de la via MEN cdc15-2 (Queralt and Uhlmann,
2008; Rossio et al.,, 2013; Caydasi et al., 2017). En nuestro caso, el mutante GALI-
SAK1 cdcl5-2 a temperatura semirestrictiva no es capaz de recuperar el crecimiento
del mutante cdc15-2 (Fig. R20), lo que no descarta que Sakl sea un componente de la
via FEAR ya que hay otros componentes de la via FEAR que no suprimen al mutante
cdc15-2, pero si sugiere que Sakl no es capaz de regular la activaciéon de Cdc14 de forma

independiente a la separasa y restringe su accién aguas arriba de la separasa.

El inicio de los tres eventos claves en anafase: segregacion de las cromatidas hermanas,
elongacién del huso mitético y la liberacion de Cdc14, se produce de forma simultanea
con una sincronizacién digna de un reloj suizo (Holt, Krutchinsky and Morgan, 2008;
Yaakov, Thorn and Morgan, 2012). A pesar de que el fenotipo del retraso en la liberacion
de Cdc14 en los mutantes de FEAR esta ampliamente corroborado por la bibliografia
existente, pueden existir otras circunstancias en las que se produzca la liberacion de
Cdc14 del nucleolo ajenas a la via FEAR, como en el caso de la afectacion de la inhibicion
de TORC1 en ausencia de glucosa, que da lugar alaliberacién de Cdc14 del nucleolo, pero
debido ala destruccion de Netl (Yamada et al., 2021) o en condiciones de estrés térmico
(Goranov et al., 2013) o estrés osmotico (Tognetti et al., 2020). Sin embargo, en los
experimentos de microscopia confocal in vivo en el mutante 4sak1 la cuantificacion de
la sefial de Cdc14 respecto a la sefial de Net1 nos muestra que el retraso en la liberacion
de la fosfatasa Cdc14 se produce en anafase temprana mientras que la seial de Netl se
mantiene constante a lo largo del experimento, lo cual nos indica que Sakl no regula
los niveles proteicos de Netl (Fig. R18). Pese a las diferentes evidencias aportadas que
soportan la idea de que Sakl es un componente de la via FEAR y esta actuando aguas

arriba de la separasa en la liberacion de Cdc14, no podemos descartar del todo que
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Sak1l pudiera estar actuando sobre Cdcl4 de forma independiente a la separasa, en

mitosis o en otra parte del ciclo, ya que esta descrito que Sak1 interacciona fisicamente
con Cdc14 (Breitkreutz et al., 2010). Seria interesante estudiar si en las tres funciones
principales de la separasa en las que Sak1 podria estar involucrado se estaria llevando
a cabo mediante un complejo Sak1-Espl donde Sakl esté mediando las interacciones
de separasa con las proteinas que va a regular. ;Podria Sak1 interaccionar fisicamente
también con algin componente del complejo cohesina? Una investigaciéon mas a fondo
y por separado con cada uno de los componentes relacionados seria necesaria para

aportar mas informacién a estas cuestiones.

== 5.2.3. Sak1 FOSFORILA A LA SEPARASA Y REGULA
SU LOCALIZACION SUBCELULAR.

Al repasar nuestros resultados vimos que apuntaban en una direccion ;Podria Sakl
estar fosforilando a la separasa? Hemos visto que Sak1 fosforila a la separasa in vitro e
in vivo (Fig. R33 y R33), aunque no sabemos si lo hace predominantemente en un algin
momento del ciclo, si que hemos observado un incremento en los niveles de fosforilacion
en el mutante sakI-G150A. Estos resultados son un punto y seguido en el estudio de
la relacién entre Sak1l y la separasa porque nos confirman que Sak1 esta fosforilando
a la separasa y que la recuperacion de las funciones promovidas por la separasa en
el mutante supresor espl-2 sakl-G150A podria deberse a una mayor fosforilacion (y
activacion) de la separasa; pero son un punto y seguido porque atin tenemos preguntas
sin responder ;Qué origina la fosforilacién de Sak1 sobre la separasa?, ;Como se regula
Sak1?, ;Como encaja que la separasa sea sustrato de Sak1 en la regulacion global de la

separasa?

Para abordar estas cuestiones, lo primero que hicimos fue estudiar los niveles de
fosforilacion de la separasa en un estudio de progresiéon en mitosis mediante Western
blot usando geles de Phos-tag, pero no conseguimos obtener resultados concluyentes
debido alairreproducibilidad de los geles Phos-tag. Es importante tener en cuenta que el
estudio de la fosforilacion mediante el uso del compuesto de Phos-tag es especialmente
dificil de aplicar en proteinas grandes como la separasa, difiere en cuanto cambias las
mas minimas condiciones (incluso a veces sin cambiarlas) y varia enormemente su
aplicacién entre las diferentes proteinas. La deteccién de los cambios de fosforilacion
de la separasa en los mutantes analizados ha sido realmente dificil y solo conseguimos
reproducirlos cuando se detectala proteina tras una inmunoprecipitacion de la separasa

(Fig. 34). Algunos autores han intentado lidiar con este problema utilizando fragmentos
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de la separasa en vez de la proteina en su totalidad, ya que conocian el residuo en el

que esta siendo fosforilada la separasa por su quinasa analizada (Lianga et al., 2018).
En nuestro caso, analizar una proteina truncada de la separasa tampoco nos ayudé a
mejorar la deteccidon de los cambios de fosforilacion. En este caso delecionamos una
region C-terminal (ya que es lo mas facil técnicamente) sin saber si dicha region es
importante para la fosforilacién de separasa, por lo que hemos podido eliminar residuos
claves para su fosforilacion. Ademas, esta aproximacion creemos que tampoco es una
estrategiadel todo acertada. Analizar la fosforilaciéon de una proteina con unaregulacién
tan compleja, como es la separasa, dejando de lado la propia integridad estructural de
la proteina, o si la quinasa a analizar pudiera estar fosforilando a la separasa, pero
interactuando fisicamente fuera del fragmento a analizar o a través de otra proteina
adaptadora (por ejemplo, Cdc28-Clb2) crearia falsos negativos. También podria darse
el caso contrario, una quinasa que pudiera fosforilar a la separasa en un momento del
ciclo o en unas condiciones muy concretas, o que existiera una regulacién inhibitoria
alostérica donde es necesaria la estructura completa (como la securina) estaria dando
un falso positivo. Por tanto, descartamos la idea de estudiar la fosforilacion de la

separasa mediante Phos-tag utilizando diferentes fragmentos de esta proteina.

Aunque estad ampliamente estudiada la fosforilacion de Sak1 sobre Snfl y se conoce que
el residuo fosforilado es la T210 (Estruch et al., 1992; McCartney and Schmidt 2001;
Nath, McCartney and Schmidt, 2003; Elbing et al., 2006), no ocurre lo mismo con el otro
sustrato conocido de Sak1, Pso2 (Munari et al., 2014), por lo que no se ha descrito una
secuencia consenso de fosforilacién para Sak1l. Al no haberse establecido aun un sitio
consenso para la actividad quinasa de Sak1, tampoco podemos predecir los posibles
sitios de fosforilacién en la secuencia de la separasa. Por este motivo, hemos recurrido
al andlisis por espectrometria de masas para buscar residuos fosforilados por Sak1,
sin embargo, de momento no hemos sido capaces de detectar residuos fosforilados por
espectrometria de masas. Debido al gran tamafio de la separasa y que es una proteina
que se degrada con facilidad, de momento sé6lo se ha podido cubrir un 40% del total
de la secuencia de la proteina, y no se han detectado ni las fosforilaciones descritas
por Cdk1-Clb2 (Lianga et al., 2018) por lo que hay un margen de mejora considerable
y esperamos tener mejores resultados en el futuro. Una vez obtenidos los posibles
residuos fosforilados por la separasa, crearemos los correspondientes mutantes de los
residuos candidatos para poder determinar cudl es el residuo (o residuos) fosforilado
por Sakl. En los estudios publicados analizando el proteoma total de la levadura S.
cerevisiae apenas se han podido identificar residuos fosforilados en la separasa por
espectrometria de masas, ni sus correspondientes quinasas; en parte, suponemos
porque ninguno de ellos ha conseguido una cobertura aceptable de la separasa. Los

unicos residuos identificados en dichos estudios globales mediante espectrometria de
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masas en la separasa son la S490 (sitio consenso minimo para Cdc28-Clb2) (Holt et al.,
2009),1a T1091 y 1a S1092 (Holt et al., 2009; Jones et al., 2011). En el trabajo publicado

por Noel Lianga y sus colaboradores en 2019 establecen que Cdc28-Clb2 fosforilaria

a la separasa en los residuos: T1014, S1027 y T1034, a partir de la prediccion de los
posibles residuos con el sitio consenso para Cdc28, aunque no hay confirmacién por
espectrometria de masas de que esos tres residuos estén siendo fosforilados por Cdc28-
Clb2 (Lianga et al., 2018). De hecho, tal y como ellos comentan en el propio trabajo, la
mutacidn de esos tres sitios de fosforilaciéon apenas da lugar a cambios sobre la actividad
de la separasa en el mutante y sélo se apreciaria un efecto parcial en su interaccién con
la securina, por lo que no queda clara la relevancia funcional de dicha fosforilacion. En
nuestro caso, al no tener identificados los sitios de fosforilacion de separasa por Sak1
nos limita para poder confirmar fehacientemente que los cambios de fosforilacion de

Sak1 regulan su localizacion subcelular.

Hasta el momento, hemos podido demostrar que Sak1 fosforilaalaseparasayserequiere

para la entrada al nucleo de la célula antes de la mitosis. En mitosis, observamos un
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descenso notable en la localizacidn de la separasa en el nticleo en el mutante 4sak1 (Fig.
R35), lo cual correlaciona con una menor fosforilacién de separasa (Fig. R33); mientras
que en el mutante sak1-G1504, que interacciona fisicamente y fosforila a separasa en
mayor grado (Fig. R32 y Fig. R33), se aprecia un aumento de los niveles de la separasa
localizada en el nudcleo (Fig. R35). En conclusion, Sakl podria estar regulando las
funciones promovidas por la separasa a través de la formacién del complejo Esp1-Sak1,
donde Sak1 fosforilaria a Espl promoviendo su localizacién en el ntcleo. Esto implicaria
que Sakl también se localice en el nicleo y es un punto que estamos estudiando en
la actualidad. Los pocos datos conocidos sobre la localizaciéon de Sakl nos indican
que seria principalmente citoplasmatica, pero esto no descarta que pudiera también
ser nuclear o si su localizacién pudiera variar a lo largo del ciclo celular; sobre todo,
teniendo en cuenta que LKB1 es tanto citoplasmdatica como nuclear (Shaw et al. 2004;
Boudeau et al. 2004; Wei et al. 2012; Zubiete-Franco et al. 2019) y que esta descrito que
Sak1 interacttia con la nucleasa Pso2 a través del dominio C-terminal (Munari et al.,

2014), que es una proteina nuclear, por lo que Sak1 podria localizarse en el nucleo.

Nuestros resultados muestran que Sak1 y la separasa interaccionan fisicamente durante
las fases mas importantes para la separasa: metafase y anafase. Al interaccionar Sak1l
y la separasa fisicamente durante estas dos fases tan diferentes para la actividad de
la separasa implicaria que Sakl pudiera estar regulando a la separasa cuando esta
inhibida (metafase) y cuando esta activa (anafase). A diferencia de la regulacidon ejercida

por la securina, que se une a la separasa desde finales de G, y permanece unida a la
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separasa inhibiéndola hasta el inicio de anafase (Yamamoto et al., 1996; Cohen-Fix et al.,
1996; Ciosk et al. 1998; Jensen et al., 2001; Hornig et al. 2002), Sak1 si estaria unido a la

separasa en el momento de llevar a cabo sus funciones (anafase) lo cual es consistente
con que Sakl es un regulador positivo de la separasa. Es plausible pensar que Sak1
podria, mediante un complejo con la separasa, facilitar el reconocimiento de los
sustratos de separasa, ya que nuestros resultados muestran una interacciéon mas fuerte
entre Sakl y separasa en anafase (Fig. R31) dénde la separasa se encuentra activa; asi
como una mayor interaccion con el mutante supresor sakI-G150A en el cual también
detectamos una mayor fosforilacién de separasa (Fig. R32). Otra posible aproximacién
seria pensar que Sak1l podria tener una funcién localizando a la separasa en el ntcleo,
de forma similar a la funcion ejercida por la securina, acumulando a la separasa en el
nucleo hasta el momento de llevar a cabo su funcién, por eso la interaccion del complejo
Esp1l-Sakl va aumentando hasta la anafase. De hecho, ambas funciones podrian ser
compatibles y simultaneas, ya que la acumulacién de la separasa en el nicleo por la
securina es necesaria, pero no seria la unica forma de entrar la separasa al nucleo
porque aun se desconoce como se localiza la separasa en el nucleo en ausencia de la
securina (Cohen-Fix et al., 1996; Agarwal and Cohen-Fix, 2002). Para poder establecer el
momento de unién del complejo Esp1-Sak1 en el ciclo celular y conocer si Sak1 pudiera
estar localizando a la separasa en el nicleo desde antes de la fase M, seria necesario
comprobar mediante coinmunoprecipitacion la interaccion fisica Esp1-Sak1 y estudiar
la localizacién de separasa en ausencia de Sak1 a lo largo de todas las fases del ciclo
celular. Analizar la localizacion de separasa en el doble mutante Asakl Apds1 o en el
mutante Apds1 sak1-G150A también nos ayudaria a entender mejor como Sak1 regulalos

cambios de localizacién de separasa.

Los resultados de la coinmunoprecipitacion con el mutante supresor sakl-G150A4,
muestran una interaccién fisica mas intensa entre Sakl y Espl en dicho mutante (Fig.
R32), consistente con una mayor fosforilacién de separasa en el mutante supresor (Fig.
R33) y con el hecho de que la mutacion sakI1-G150A supondria una ganancia de funcién
para Sak1. Sin embargo, en los experimentos de progresién de mitosis no se observa una
aceleracidn de la mitosis en el mutante supresor sak1-G150A (Fig. R10). La posible razén
de que estd mayor interaccién no otorgue ningun fenotipo caracteristico en el mutante
simple sak1-G150A reside en un sistema de regulacién sumamente controlado como es
el de la separasa en mitosis. Aunque Sakl pueda regular las funciones promovidas por
la separasa, existen otros reguladores inhibitorios sobre la separasa (como la securina)
que no permiten que actie antes de los establecido o de una forma mas intensa de lo
debido. Sélo cuando esta regulaciéon se pueda ver alterada, como en el caso del mutantes
espl-2, se muestra un fenotipo debido a la ganancia de funcién de Sakl. Ademas, es

conocido que la activacién de Cdcl4 por si sola (con una sobreexpresién de Cdcl4
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(Visintin et al., 1998) o mediante la inactivacion de PP2A-Cdc55 (Baro6 et al,, 2013) no es

suficiente para acelerar la progresion por mitosis. En el caso de que en el mutante Apds1
sak1-G150A se observe una mayor localizacién nuclear de separasa, seria interesante
estudiar la progresion de mitosis en este mutante donde podriamos ver una aceleracién

de la progresion de mitosis.

Precisamente, un punto que ha quedado pendiente alo largo de los diferentes apartados
de esta discusién es cdmo encaja la regulacion de la securina junto a la nueva regulacién
de Sak1 sobrelaseparasa. Laregulacién sobrelasecurinahasidoampliamente estudiada
y las dos principales vias de regulacién son: el balance de fosforilacién/desfosforilacion
en diferentes residuos y el marcaje para su degradacion por el complejo APC. Cada autor
por su lado ha ido exponiendo la regulacion descubierta en su investigacion, pero en
muchos casos, sin ponerlaenun contexto global conelresto delasregulaciones conocidas
sobre la securina, quedando esto patente por ejemplo, en las discrepancias entre los

autores que defienden que s6lo APC®%? interviene en la degradacion de la securina
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(Visintin, Prinz and Amon, 1997; Schwab, Lutun and Seufert, 1997) y los que postulan

que tanto APC®2° como APC®" marcan para su degradacién a la securina (Rudner,
Hardwick and Murray, 2000; Hilioti et al., 2001). El modelo que nosotros proponemos
va en la linea con la regulacién ya existente entre la securina y la separasa, pero rellena
un hueco sin contestar que incluso algunos autores ya mencionan en sus trabajos. Ese
hueco o pregunta sin contestar es ;Cémo se localiza la separasa en el ntcleo durante la
mitosis en ausencia de la securina? Tanto Ritu Agarwal (Agarwal and Cohen-Fix, 2002),
como Liam Holt (Holt, Krutchinsky and Morgan, 2008) y Nadine Horning (Hornig and
Uhlmann, 2004) comentan en sus estudios que deberfa existir unaregulacién alternativa
alasecurinaya que el mutante Apds1 no es letal y en ausencia de la securina la separasa
sigue localizdndose en el ndcleo. Asi mismo, en la publicacién de 2001 de Sanne Jensen
y colaboradores, dédnde estudian la funcién de la securina promoviendo la localizacién
de la separasa en los cuerpos polares del huso, describen que tanto en el mutante Apds1,
como en el mutante termosensible pds1-128% ,la separasa sigue localizdndose en el
nudcleo y en los cuerpos polares del huso, aunque con niveles menores que en un cepa
salvaje (Jensen et al., 2001). Teniendo presente que Sakl interacciona fisicamente con
varios componentes del cuerpo polar del huso, podria indicar que Sak1 no sélo localiza
a la separasa en el nucleo, sino que también secundariamente en el cuerpo polar del
huso durante la anafase, momento en el que la interaccién entre Sak1l y la separasa es
mads intensa. Nosotros proponemos que la regulacién de Sak1 sobre la separasa actia de
forma paralela a la regulacién ejercida por la securina, colaborando en la localizacion
de la separasa en mitosis mediante el complejo Sak1l-Espl. En estos momentos no
sabemos si la fosforilacién de la separasa por Sakl se produce antes o después de la

entrada de la separasa al nucleo. Nuestra hipétesis es que primero Sak1 fosforilaria a
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la separasa y dicha fosforilacién es la que promueve la entrada de la separasa al nucleo.

Aunque formalmente cabe otra posibilidad, que Sak1 pueda fosforilar a la securina. Sin
embargo, hay varios experimentos que descartan esta posibilidad, no vemos cambios en
la fosforilacion de securina en ninguno de los experimentos realizados (ni en el mutante
sak1-G1504) y la interaccién de Espl-Sakl se produce tanto en presencia (metafase)

como en ausencia de securina (anafase).

Antes de conocer que Sak1 se requiere para la correcta localizacién de separasa, una de
las hipétesis que nos planteamos, pero descartamos tras algunos experimentos, fue que
Sak1 pudiera regular los niveles proteicos de la separasa, ya sea en su transcripcién o en
su degradacién. Realizamos ensayos con cicloheximida para inhibir la sintesis proteica
y comparar el patron de degradacion de la separasa en una cepa salvaje, en el mutante
espl-2y el mutante supresor espl-2 sak1-G150A alolargo del tiempo. De forma preliminar,
no vimos diferencias entre las tres cepas en la degradacion de la separasa a lo largo de
tres horas (datos no mostrados). Ademas, tampoco se observan cambios en los niveles
proteicos de la separasa entre una cepa salvaje, el mutante espI-2 y el mutante supresor
espl-2 sak1-G150A desde metafase hasta finales de G, en los experimentos realizados
para analizar la progresion en mitosis (Fig. R24). Por lo que descartamos la idea de que

Sak1 regulara los niveles proteicos de separasa.

&= 5.2.4. RELEVANCIA FUNCIONAL DE LA REGULACION
DE SEPARASA POR SAK1.

En modelos de ratéon y en humanos, la sobreexpresion de la separasa da lugar a
aneuploidias, tumorogénesis asociada directamente a diferentes tumores y a un
peor pronéstico en otros canceres (Zhang et al., 2008; Meyer et al, 2009; Finetti et
al., 2014; Mukherjee et al., 2014). Para estudiar el efecto de la sobreexpresiéon de la
separasa respecto a su interaccién con Sak1l, usamos un plasmido que consta de hasta
8 integraciones de la separasa y usado en estudios anteriores. La raz6n de elevar tanto
los niveles de la separasa es porque sélo doblar o triplicar los niveles proteicos de la
separasa no repercute en un fenotipo en la célula, debido a que la multitud de agentes
reguladores que actian sobre esta proteina frenan el efecto que podria tener ese
aumento en los niveles de la separasa. Precisamente, por esta fuerte regulacién a la
que se encuentra sometida la separasa, hipotetizabamos que la ausencia de Sak1 o la
mutacién supresora podria suponer tan sélo un ligero fenotipo, adicional a la propia
sobreexpresion de la separasa, en alguna de las funciones promovidas por la separasa.

Sin embargo, los resultados muestran que en el caso de la expresiéon ectopica de la
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separasa en el mutante GALI-ESP1 sak1SAKI-G150A en células paradas en la transicion

metafase-anafase porla deplecién de Cdc20 algo remarcable esta sucediendo: no sélo se
libera Cdc14, elonga el huso mitético y se produce la segregaciéon cromosémica (fenotipo
de la expresion ectopica de la separasa en célula paradas en metafase) sino que, ademas,
tiene lugar la correcta salida de las células a G, (Fig. R28 y R29). En este escenario,
nos encontramos con que APC®2 no se encuentra activo (no hay Cdc20) y por tanto la
securina no es degradada, por lo que los excesivos niveles proteicos de la separasa con
respecto a los niveles proteicos de la securina rebasan la inhibicién negativa ejercida
por la securina, siendo el exceso de la separasa libre y activa la que esta llevando a cabo
el corte de Sccl (Sullivan and Uhlmann, 2003 y Fig. R30). Lo remarcable en esta cepa es
que la expresidn ectopica de la separasa en el mutante sak1-G150A es capaz de degradar
Clb2 (Fig. R30), pese a que APC®42% no esta activo, por lo que Sak1 estaria promoviendo
la degradacidn de las ciclinas mitéticas, paso necesario para salir de mitosis. Ademas,
Sak1 estaria promoviendo otro de los pasos necesarios para la salida de mitosis, la
acumulacion del inhibidor de Cdc28, Sicl (Fig. R30), iniciando la salida a G,. En dicho
experimento, incluso se llega a detectar la degradacidn posterior de Sicl al entrar en

fase S, indicando la continuacion por el ciclo celular.

Un punto clave que abre un interrogante en la expresién ectépica de la separasa es
la participacién de la securina. La regulacién de la securina sobre la separasa se
produce 1:1 y esta regulacion no solo es inhibitoria, sino que también es necesaria
para la localizacion de la separasa y su posterior actuaciéon sobre el complejo cohesina
(Yamamoto et al., 1996; Cohen-Fix et al., 1996; Ciosk et al. 1998; Jensen et al., 2001;
Hornig et al. 2002). Cuando sobreexpresamos la separasa a unos niveles tan elevados,
no hay suficiente securina para regular la cantidad de separasa expresada, por lo
que tenemos separasa libre, pero mediante la regulacién por la securina no se podria
explicar cémo esa gran cantidad de separasa libre llega al nticleo y ademas, esta activa
para realizar sus funciones. ;Podria existir una regulacién sobre la separasa adicional
a la regulacidn ejercida por la securina que también transporte a la separasa al ntcleo
y la prepare para llevar a cabo sus funciones? Hay varias evidencias en la literatura
que asfi lo sugieren. Por un lado, tenemos la regulacién por parte de Cdk1-ciclinaB1 en
vertebrados, que actuaria de forma redundante y excluyente a la securina (Stemmann
etal.,, 2001). Aunque en levaduras esta regulacién no podria llevarse a cabo de la misma
forma, debido alas diferenciasenlapropiaestructuradelaseparasa,yaqueeneldominio
IV de la estructura en S. cerevisiae no presente los mismos bucles inhibitorios, que como
consecuencia de la uniéon de Cdk1-ciclinaB1, se pliegan hacia en el CD de la proteina
(Gorr et al., 2005; Shindo, Kumada, and Hirota, 2012; Hellmuth et al.,, 2015); aunque
no excluye la posibilidad de que pudiera existir una regulacién por otra proteina que

localizara y regulara a la separasa en el ntcleo. Esta hip6tesis concuerda con el hecho
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de que la securina en S. cerevisiae no es esencial (Yamamoto et al., 1996; Alexandru et

al., 1999; Jensen et al., 2001) y en ausencia de la securina la separasa se localiza menos
en el nucleo (Funabiki et al., 1996; Stratmann and Lehner, 1996; Hornig et al., 2002). En
nuestros resultados con el mutante GALI-ESP1 sak1-G150, la salida de las células a G, se
produce sin que apenas haya la caida de Pds1 caracteristica de la transiciéon metafase-
anafase en un ciclo celular normal. Por tanto, como se ha comentado anteriormente
en esta discusion, aunque la mutacion sak1-G150 por ella sola no es capaz de acelerar
la mitosis, cuando se combina con la expresion ectépica de separasa (GALI-ESP1 sakl-
G150), si que observamos una aceleracion de la progresion y salida de mitosis. Por lo
que tener mas separasa libre de la inhibicién de la securina, activada por fosforilaciéon

por Sak1 y localizada en el nucleo, es suficiente para promover la salida de mitosis.

En la literatura, ciertos autores establecen dos puntos clave para que la célula lleve a
cabo la progresion en mitosis: la activacion de APC¢2%y la liberwacién de la fosfatasa
Cdc14. Si ponemos en conjunto la literatura actual y nuestros resultados, consideramos
que seria mas apropiado establecer que los dos puntos clave para que la célula progrese
a través de mitosis serian: la activacién de la separasa y la liberacién de la fosfatasa
Cdc14. En nuestros resultados, asi como en otros estudios, como el caso de la salida de
mitosis en el fendmeno del desbordamiento o sorpaso mitdtico (“mitotic slippage”) (Toda
et al,, 2012), o en la salida de mitosis por activaciéon de TORC1 (Yamada et al., 2021),
esta salida no se produce por la activaciéon de APC®42?, sino por la activacion de APC®h1,
El fenomeno del sorpaso mitdtico guarda cierta similitud con la salida a G, de células
paradas en metafase en el mutante GAL1-ESP1 sak1-G150, ya que este fenémeno se suele
dar cuando se degrada Clb2, se acumula Sicl, o ambos. Aunque en el caso del mutante
GAL1-ESP1 sak1-G150 no se podria considerar estrictamente que se esté dando el sorpaso
mitético, puesto que para esto se requeriria que el SAC estuviera activo secuestrando
a Cdc20 y en nuestros experimentos hemos deplecionando Cdc20 (Revisado en Rieder
and Maiato, 2004). Dado que Sak1 hiperactivo podria estar promoviendo la salida de
mitosis en células dénde se sobreexpresa la separasa, seria interesante investigar
si Sakl pudiera estar relacionado con la aparicién de resistencias al tratamiento de
tumores con farmacos antimicrotubulares que busquen producir apoptosis celular

parando las células en metafase, como la Vinblastina o el Paclitaxel.

En el caso de Sak1, se sabe menos aun acerca de cdmo se regula esta proteina aguas
arriba. Con los datos que hay hasta el momento es casi como si observaramos una
carretera de montafia a vista de pajaro: ves el inicio, ves diferentes finales, pero los
tramos intermedios atraviesan tuneles, por lo que desconocemos que ocurre en esas

partes. Sabemos que Sakl actua regulando la utilizacién de fuentes alternativas de
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carbono (Crabtree, 1929; Noor et al., 2003), actia en respuesta diferentes tipos de

estrés celular (Wilson, Hawley and Hardie, 1996; Jiang and Carlson, 1996; Gancedo,
1998; Carlson, 1999; McCartney and Schmidt, 2001) y actua frente a dano en el DNA
(Munari et al., 2014), pero poco se sabe acerca de como se lleva a cabo la activacion
de Sakl en cada uno de estos casos. Por el momento, se conoce que Sakl estaria
siendo regulado negativamente mediante fosforilaciéon en la S1074 por la quinasa
PKA (cAMP-dependent protein kinase A) (Barrett et al., 2012); y en base a los estudios
del proteoma total de la levadura S. cerevisiae mediante espectrometria de masas se
han detectado varios residuos fosforilados en Sak1, dénde hasta 11 de los 17 residuos
fosforilados detectados contienen sitios consenso para Cdc28 (Ubersax et al., 2003;
Albuquerque et al.,, 2008; Holt et al., 2009; Breitkreutz et al.,, 2010; Zimmermann
et al., 2017). Ademas, en el caso de Sakl las modificaciones postraduccionales de la
proteina pueden tener mayor relevancia porque, a diferencia de otras quinasas, Sak1
no cuenta con la activacién de su centro activo mediante la fosforilaciéon del residuo
de treonina en el bucle de activacién, conservado entre las diferentes quinasas (Nolen,
Taylor and Ghosh, 2004; McCartney, Rubenstein and Schmidt, 2006). Es decir, que la
quinasa Sak1 permanece constantemente activa y autofosforilandose y son las posibles
modificaciones postraduccionales (fosforilaciéon, ubiquitinacion o sumoilacion), asi
como la formacién de complejos con otras proteinas, las que van a marcar su regulacion.
Esto queda patente en el ortélogo de Sakl en células humanas, LKB1, donde su
regulacion se lleva a cabo mediante la formaciéon del complejo LKB1-STRAD-MO025, que
determina su actividad, localizacién y afinidad por los sustratos (Boudeau et al., 2004),
asi como la regulacién de su localizacién por sumoilacién (Zubiete-Franco et al., 2019).
Por tanto, nosotros planteamos dos posibles escenarios: Cdc28-Clb2 podria fosforilar
a Sak1 y Sak1 fosforilar a la separasa, en vez de que Cdc28-Clb2 actuara directamente
sobre la separasa; o que Cdc28-Clb2 junto a Sak1 formaran un complejo que se uniera
a la separasa y tanto Cdc28 como Sakl fosforilaran a la separasa (Fig. D1). Ambas
posibilidades se nos acontecen plausibles al poner en conjunto nuestros resultados con
los datos publicados en los que se describe que Cdc28-Clb2 fosforila a separasa (Lianga
et al., 2018) y en vertebrados Cdk1-CiclinaB1 fosforila e inhibe a separasa (Gorr, Boos
and Stemmann, 2005; Gorr et al., 2006). Ademas, Olaf Stemmann y sus colaboradores
en 2001 en su trabajo con ovocitos de Xenopus, especulan sobre la posibilidad que una
quinasa relacionada con la ruta de AMPK (LKB1 es la quinasas activadora de AMPK)
actue entre la actividad de Cdk1-CiclinaB1 y la fosforilaciéon descrita en la separasa

(Stemmann et al., 2001).

En conclusién, pensamos que la nueva regulacién de la separasa mediada por la
fosforilacion de Sak1 supone un gran avance en el conocimiento de la regulacién global

delaseparasa,aunque ain quedan preguntas porresolver. Nuestraaportaciéon esun paso
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relevante para entender nuevos mecanismos de regulacion en la mitosis de S. cerevisiae,
como lo fue en su momento el descubrimiento de la regulacion alternativa y excluyente
alasecurinallevada a cabo por Cdk1-Ciclina B en células humanas. El estudio en células
humanas sobre LKB1 para determinar si esta regulacion esta conservada en organismos
pluricelulares abriria una nueva ventana para investigaciones de gran relevancia en
enfermedades con los diferentes canceres en los que estan implicados alguna de estas
dos proteinas. El entendimiento de la posible conexién entre LKB1 (quinasa supresora
de tumores) y la separasa (protooncogén) permitiria el desarrollo de nuevos farmacos
con un gran impacto en estas enfermedades y posiblemente el descubrimiento de
nuevos mecanismos de regulacion de la mitosis. Esta tesis comenzé hablando acerca de
que el ciclo celular es un conjunto ordenado de procesos biol6gicos mediante los cuales
la célula crece y se divide en dos nuevas células, ahora, gracias a los resultados de esta
tesis, podemos decir que conocemos un nuevo posible proceso biolégico mas de ese
inmenso conjunto de procesos que llevan a cabo dentro del componente basico y mas

importante de todos los seres vivos, la célula.

Figura D1. Rrepresentacioon de las dos opciones del modelo propuesto. Izquierda) la
interaccidn entre la separasay Sak1 dalugar a la fosforilacion de la separasa, el complejo Esp1-Sak1
entraalnucleo,actuando de formaalternativaalaregulaciéon delasecurina. Derecha)lainteracciéon
entre la separasa y Sak1 da lugar a la fosforilacién de la separasa, esta fosforilaciéon promueve la
entrada de la separasa al nucleo, actuando de forma alternativa a la regulacién de la securina.
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CONCLUSIONES







A partir de los resultados obtenidos durante esta investigacion y pararesponder a

los objetivos planteados al principio de esta tesis, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1.sak1-G150A y pah1-C549T son mutaciones supresoras del alelo termosensible de

la separasa esp1-2.

2. SAK1 y PAH1 interaccionan genéticamente con ESP1, sugiriendo que hay una

relacion funcional entre Sak1 y Pah1 con la separasa.

3. La mutacion sak1-G150A presenta fenotipos similares a la expresion ectoépica de
SAK1y la proteina mutante sak1-G1504 presenta mayor actividad quinasa in vitro,

indicando que la mutacién supresora es activadora de Sak1.

4. La mutacion sak1-G150A recupera las tres funciones principales reguladas por
la separasa durante la mitosis, sugiriendo que Sak1l promueve la reactivacion de

las funciones proteoliticas y no proteoliticas de la separasa.

v
=
4
=
2]
=)
-
&)
4
=)
)

5. La expresion ectopica de la separasa junto con su activaciéon por Sakl es

suficiente para promover la salida de mitosis.

6. El mutante de delecion Asakl causa fenotipos similares a los mutantes de la
via FEAR en la liberaciéon de Cdc14 del nucleolo y presenta interacciones sintético
letales con mutantes de la via MEN, por lo que se puede considerar que Sak1 es un

nuevo componente de la via FEAR que actiia aguas arriba de la separasa.

7. Sak1 fosforila a la separasa in vitro e in vivo y las dos proteinas copurifican
durante la mitosis, sugiriendo que Sak1l participa en la regulaciéon de la

fosforilacion de la separasa.

8. Sak1l regula la localizacion subcelular de la separasa durante la mitosis,

sugiriendo que la fosforilacion de separasa regula su localizacién subcelular.
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