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AAA+:
ACS:
AP:
ARS:
ATP:
BER:
BIR:
BSA:
C-terminal:
CDK:
CPT:
dCTP:
DDK:
DDT:
dHJ:
DNA:
dNTPs:
dRP:
DSB:
DSBR:
DTT:
EDTA:
EGTA:
GFP:
HEPES:
HJ:
HR:
HRP:
HU:
Kb:
MMR:
MMS:
MOPS:

ATPasas asociadas con diversas actividades celulares
Secuencia consenso del ARS

Sitio apurinico o apirimidinico
Secuencia de replicacion auténoma
Adenosina trifosfato

Reparacidn por escision de bases
Replicacion inducida por rotura
Seroalbimina bovina

Carboxilo terminal

Quinasa dependiente de ciclina
Camptotecina

2" Deoxicitidina 5” trifosfato

Quinasa dependiente de Dbf4
Tolerancia al dafio en el DNA

Doble unién de Holliday

Acido desoxirribonucleico
Desoxinucleétidos trifosfato
Desoxirribosa fosfato

Rotura de doble cadena de DNA
Reparacion de roturas de doble hebra en el DNA
Ditiotreitol

Acido etilen-diamino tetra-acético
Acido etilen-glicol tetra-acético
Proteina fluorescente verde

Acido 4-(2-hidroxietil)- 1-piperazina-etanosulfénico
Estructura o unién de Holliday
Recombinacién homologa

Peroxidasa de rdbano

Hidroxiurea

Kilobase

Reparacién de apareamientos erréneos
Metil metano sulfonato

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
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N-terminal: Amino terminal

NER: Reparacidn por escision de nucledtidos
NHE]: Reparacién por unién de extremos no homdlogos
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ORI: Origen de replicacion

P: Grupo fosfato
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Pol: Polimerasa
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Pre-RC: Complejo pre-replicativo

RFB: Barrera para las horquillas de replicacién
RFC: Factor de replicacién C
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Glosario

En este trabajo se ha tratado de evitar el uso de anglicismos. Sin embargo, en los
casos que se describen a continuacion se ha preferido mantener el término original, bien
por no existir una correspondencia adecuada en castellano o bien por un uso
generalizado en el lenguaje cientifico.

Checkpoints: Rutas de transduccidon de sefiales que constituyen un mecanismo de
control y vigilancia para la supervivencia de la célula.

Inmunoblot: Se utiliza de forma habitual y es una version en castellano del término
inglés immunoblot. Consiste en una técnica de separacion de proteinas mediante
electroforesis en gel e identificacidn posterior de las mismas mediante su transferencia a
una membrana y utilizacion de anticuerpos especificos.

D-loop: Estructura del DNA en forma de 1azo o bucle de desplazamiento.

Flap: Extremo de cadena sencilla de DNA que sobresale de una molécula doble de
DNA, generado por el desapareamiento de las cadenas tras una rotura o apareamiento
incompleto de las mismas.
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Summary

Eukaryotic genomes are especially vulnerable during the S phase of the cell
cycle, when chromosomes must be replicated. Chromosome replication is a complex
process and, in addition, numerous exogenous and endogenous agents damage the DNA
and interfere inevitably with the progression and stability of replication forks,
challenging genome integrity. Failures to protect DNA replication forks or the inability
to process stalled forks to finish chromosome duplication lead to genomic instability, a
hallmark of cancer and other diseases. To cope with these problems, eukaryotic cells
activate a DNA damage response that promotes the stabilization of replication forks, the
repair or tolerance of DNA lesions, and the resumption of DNA synthesis after fork
blocks.

In this PhD Thesis, we have analysed the contribution of several pathways and
proteins to the maintenance of genome stability during chromosome replication in the
presence of DNA damage, using the budding yeast Saccharomyces cerevisiae as a
model. We have shown that when the DNA template is damaged by the alkylating agent
methyl methanesulfonate, base excision repair, homologous recombination and DNA
damage tolerance pathways, together with a functional S-phase checkpoint, are essential
for efficient progression of DNA replication forks and cell survival. In the absence of
base excision repair, replication forks stall reversibly in cells exposed to MMS. This
repair reaction is necessary to eliminate the DNA lesions that impede fork progression,
and has to be coordinated with recombination and damage tolerance activities to avoid
fork collapse and allow forks to resume and complete chromosome replication.

We have also studied the role of the conserved heterodimeric nuclease Mus81-
Mms4 from S. cerevisiae in the response to DNA damage during chromosomal
replication. We have shown that this complex is required to maintain cell viability
during S phase in the presence of DNA lesions caused by MMS. Cells lacking this
nuclease fail to complete chromosome replication when they are treated with this
compound, which would explain the loss of cell viability under these conditions. On the
contrary, Mus81-Mms4 is not required to resume DNA synthesis when forks stall due to
dNTP depletion by the action of hydroxyurea. Problems originated by exposure to
MMS during S phase in the absence of Mus81-Mms4 are mostly reversible after
inducing the expression of this complex. Moreover, Mus81-Mms4 can work after bulk
DNA synthesis and therefore its function can be uncoupled from chromosomal
replication. In addition, the regulatory subunit Mms4 binds to chromatin only when the
DNA is damaged, which could help to understand how this nuclease is regulated. This
work also shows that the Mus81-Mms4 nuclease cooperates with the Yenl resolvase in
the response to DNA damage during S phase.
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Introduccion

En cada ciclo de division celular, los cromosomas deben ser replicados con
absoluta precision -sin errores, en su totalidad, y solo una vez-, antes de ser segregados
en la mitosis. El éxito de este proceso es esencial para la viabilidad celular, y los fallos
en el mismo son una de las principales causas de inestabilidad del genoma. La
replicacion del DNA en eucariotas se inicia a partir de multiples origenes de replicacién
que se activan de forma programada durante la fase S del ciclo celular, y tanto la
iniciacién de la replicacion como la elongacién, cuando cada horquilla de replicacién
replica varias kilobases de DNA hasta encontrarse con otra horquilla procedente del
origen activo mds cercano, estdn estrictamente reguladas (Sclafani y Holzen, 2007,
Masai y col., 2010).

Ademds de los errores inherentes al proceso de replicacién cromosomica,
debidos a su elevada complejidad, las células deben hacer frente durante el mismo a la
presencia frecuente de dafo en el material genético y al estrés replicativo, causados de
forma inevitable tanto por agentes exdgenos como enddgenos. El dafio en el DNA
puede ocasionar alteraciones en su composicion o en su estructura, dificultando
enormemente la capacidad de duplicar correctamente el genoma. Las lesiones en el
DNA interfieren muchas veces directamente con las horquillas de replicacidn,
generando paradas y colapsos de las mismas que pueden dar lugar a una duplicacién
incompleta o defectuosa del genoma, e incluso a roturas cromosémicas. La replicacion
del DNA puede a su vez exacerbar el dafio existente, al convertir lesiones relativamente
benignas, como algunas roturas de banda simple o bases modificadas, en roturas de
doble cadena altamente citotoxicas o en mutaciones fijadas en las células hijas.
Necesariamente, el dafio en el DNA y la replicacion incompleta del material genético
deben ser reconocidos por las células y reparados de forma satisfactoria, siendo en caso
contrario una fuente de mutaciones y de inestabilidad gendmica y, consecuentemente,
una causa potencial de cdncer y otras enfermedades en eucariotas superiores (Aguilera y
Gomez-Gonzalez, 2008; Branzei y Foiani, 2010). Para solucionar o reducir las
consecuencias de estos problemas, las células eucariotas disponen de sistemas de
eliminacion de sustancias téxicas, asi como de rutas que permiten la reparacion y/o la
tolerancia de las lesiones originadas en el DNA, y de mecanismos de vigilancia —
checkpoints-, que detectan las perturbaciones y coordinan de algin modo la reparacién
del dafio y el restablecimiento de la replicacion con la progresién en el ciclo celular
(Aguilera y Gémez-Gonzalez, 2008; Branzei y Foiani, 2008; Friedel y col., 2009;
Segurado y Tercero, 2009).

Muchos de los conocimientos adquiridos sobre estos procesos han sido posibles
gracias a la utilizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo
eucaridtico de trabajo. Su facilidad de manipulacion genética en el laboratorio, el
tamafio relativamente pequefio de su genoma (aproximadamente 1,25 x 10’ pb) y el
conocimiento que se tiene del mismo, asi como el hecho de que los mecanismos
moleculares bdsicos estén conservados evolutivamente, han convertido a este organismo
en una herramienta de trabajo extremadamente util. Los estudios realizados en esta tesis
se han llevado a cabo empleando esta levadura como modelo.
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1.1. La replicacion del DNA en eucariotas

La replicacion del DNA en eucariotas se inicia a partir de multiples elementos
cromosémicos llamados origenes de replicacion (ORIs), cuyo nidmero -
aproximadamente 400 en levaduras- permite duplicar las grandes cantidades de DNA
que componen los genomas eucaridticos en un tiempo compatible con la vida de las
células. En S. cerevisiae, los ORIs son secuencias cortas de DNA bien definidas, a
diferencia de metazoos y plantas, donde no parece haber especificidad de secuencia
(Bielinsky y Gerbi, 2001; Bell y Dutta, 2002). Los origenes de replicacion dirigen la
formacién de complejos multiproteicos que llevardn al ensamblaje de las horquillas de
replicacién. Este proceso, conservado evolutivamente en sus aspectos mds importantes,
se inicia con la formacion del complejo pre-replicativo (pre-RC, pre-Replicative
Complex) en la fase G1 del ciclo celular, lo que requiere la unién secuencial a los
origenes de diferentes factores de replicacion. Una vez formados, los pre-RCs deben ser
activados por dos quinasas que dirigen la transicién hacia la replicacion. Este paso
requiere también la unién y coordinacién de factores adicionales que facilitan el
desenrollamiento del DNA en el origen, y culmina con la asociacion de las DNA
polimerasas replicativas y la formacion del replisoma, lo que permitird el
establecimiento de dos horquillas de replicacion con polaridad opuesta en cada origen
activo. Tras ello, se inicia la replicacién del DNA, que procede bidireccionalmente
desde el origen durante la fase de elongacion hasta que cada horquilla encuentra otra
proveniente de un origen préoximo, momento en el que la duplicacién de esa parte del
cromosoma termina (Bell y Dutta, 2002; Sclafani y Holzen, 2007; Masai y col., 2010).
En la Fig. I1 se recoge un esquema del proceso de iniciacién de la replicacion en
organismos eucariotas, que se explica a continuacion.

Los origenes de replicacion estdn determinados, al menos en parte, por la unién
del complejo multiproteico ORC, formado por seis subunidades (Orcl-6) y muy
conservado evolutivamente, que actia como iniciador (Bell y Stillman, 1992; Bell y
col., 1993; Micklem y col., 1993). ORC permanece unido a los ORIs durante todo el
ciclo celular (Diffley y col., 1994), incluso en mitosis en S. cerevisiae, si bien en
Xenopus y en células de mamiferos podria disociarse del DNA cuando las células
separan sus cromosomas. La unién de ORC al DNA requiere que este complejo una
ATP, pero no necesita su hidrdlisis (Klemm y col., 1997). Durante la fase G1, ORC
promueve el reclutamiento a los origenes de la proteina Cdc6 (Liang y col., 1995),
miembro de la familia AAA* de ATPasas, que requiere unir ATP para asociarse al
mismo (Speck y col., 2005). A continuacidn, la hidrdlisis de ATP llevada a cabo por
ORC y Cdc6 hace posible la union de la proteina Cdtl a los ORIs y posteriormente de
la helicasa Mcm?2-7, formédndose asi el complejo pre-replicativo (pre-RC) (Speck y col.,
2005; Randell y col., 2006). La asociacién de ORC, Cdc6 y Cdtl con los origenes es
imprescindible para la unién de Mcm?2-7 a los mismos (Liang y col., 1995; Cocker y
col., 1996; Maiorano y col., 2000; Nishitani y col., 2000) y se conoce como licensing o
autorizacién de los ORIs (Blow y Hodgson, 2002). Las seis proteinas que constituyen el
complejo Mcm?2-7 (Mcm?2 a 7, minichromosome-maintenance 2-7), también son parte
de la familia AAA" de ATPasas, y se unen al DNA de cadena doble como dos
hexdmeros (Remus y Diffley, 2009). Las proteinas Mcms son necesarias a lo largo de la
fase S, tanto en la iniciacion como en la elongacién de la replicacion del DNA (Labib y
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col., 2000; Forsburg, 2004), a diferencia del resto de los componentes de los pre-RCs,
que no forman parte del replisoma y no se requieren para la fase de elongacién de la
replicacion, siendo Cdc6 y Cdtl desplazados de la cromatina una vez iniciada la
replicacion (Diffley, 2011).

Cdcé Cdt1 MCN 33 . ..
— Figura I1. Representacion
esquematica del inicio de la
replicacion en organismos
eucariotas [Modificado de Bryant y
mmm— CdC6 ) — Aves, 2011]. El proceso comienza
< Cdt] N Cdt] S ——— con el reconocimiento y unién a los
7 ORIs del complejo ORC. Tras ello, se
forma el complejo pre-replicativo
ool @E\ % Dpb11 l§-CDK Dpb11 (pre-RC) mediante el reclutamiento
- : Sld2 | Sld3 Sild3  [Sld2 secuencial al DNA de las proteinas
DDK Cdc6, Cdtl y Mcm2-7. Las
- actividades CDK y DDK permiten el
\‘ a? cu> reclutamiento de otras pr.otefnas, y la
formacion del complejo de pre-
iniciacién (pre-IC). Tras la activacién

v B P del origen, se produce la disociacion
Sld2" Sid3

B de algunas proteinas, el

Cdcds TG desenrollamiento de la doble hélice y
oH e as——————— ¢l reclutamiento de las DNA
—t < polimerasas, PCNA-RFC y RPA para
Dpb11 — formar el replisoma, que se mueve

P Sz Sld3 junto con las horquillas de replicacion

durante el proceso de elongacion de la
replicacion del DNA. Cada proteina o
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El inicio de la replicacion del DNA desde un ORI requiere la activacion de la
helicasa Mcm?2-7, que permanece inactiva hasta que las células entran en la fase S, y su
coordinacion con el reclutamiento de una serie de proteinas que permitirdn la formacién
del replisoma (Diffley, 2011). Para ello, se requiere que las células pasen el punto de
restriccion de G1 (denominado Start en levaduras) y se activen las quinasas CDK y
Cdc7 tras la entrada en la fase S. Ademas, se necesita la union transitoria de una serie de
proteinas: Mcm10, Cdc45, GINS, SlId2, Sld3 y Dpbll, que se asocian al pre-RC y
forman con este el complejo de preiniciacion o pre-IC (pre-Initiation Complex). No se
conoce con total precision el orden exacto de reclutamiento de todas estas proteinas, y
ademds existen algunas diferencias entre organismos. Por ejemplo, en S. cerevisiae,
Cdc45 y SId3 estdn presentes en los origenes “tempranos” (ver al final de este apartado)
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en la fase G1, antes de la activacion de CDK/Cdc7 (Aparicio y col., 1997; Kamimura y
col., 2001), mientras que en S. pombe la unién de S1d3 a los origenes depende de Cdc7
y la de Cdc45 de Cdc7 y CDK (Yabuuchi y col., 2006). En cualquier caso, todas estas
proteinas son necesarias para la iniciacidn de la replicacion, si bien solo Cdc45 (Tercero
y col., 2000), GINS (Gambus y col., 2006) y probablemente también Mcm10 (Merchant
y col., 1997) forman parte del replisoma y se requieren durante la elongacion.

En S. cerevisiae, Cdc28 es la inica CDK (Cdk1), y conduce la progresion en la
fase S junto con las ciclinas del tipo B Clb5S y CIb6. Al menos en esta levadura, CDK
promueve la iniciacion de la replicacion mediante la fosforilacién de las proteinas S1d2
y Sld3 (Treslin en eucariotas superiores), lo que a su vez facilita la unidén a los origenes
de otra proteina, Dpb11 (Cut5 en Xenopus 'y S. pombe; TopBP1 en células de mamifero)
(Tanaka y col., 2007; Zegerman y Diffley, 2007), que forma un puente entre ellas tras
su fosforilacién. La unién de Dpbll, junto con las actividades CDK y Cdc7, es
necesaria para la unién del complejo GINS, de cuatro subunidades, que forma con
Mcm2-7 y Cdc45 el macrocomplejo CMG (Cdc45-MCM-GINS), el cual puede
considerarse la helicasa activa in vivo (Gambus y col. , 2006; Moyer y col., 2006; Pacek
y col.,, 2006). Ademds, la uniéon de Dpbll permite el reclutamiento de la DNA
polimerasa € a los origenes. CMG se ha purificado a partir de levaduras en fase S como
parte de un complejo atin mayor, denominado complejo de progresion del replisoma o
RPC (replisome progression complex), que contiene, ademds de Cdc45, Mcm2-7 y
GINS, la chaperona de histonas FACT, los mediadores del checkpoint Tofl y Mrcl, la
proteina de cohesidn entre cromdtidas hermanas Ctf4 y la topoisomerasa I (Gambus y
col., 2006). La funcién de algunas de estas proteinas in vivo no se conoce bien. La otra
quinasa necesaria para la iniciacion de la replicacion, Cdc7, actia junto a su subunidad
reguladora Dbf4 formando el complejo Cdc7/Dbf4 o DDK (Dbf4-dependent kinase). Su
funcién esencial no estd clara, pero Cdc7/Dbf4 fosforila Mcm?2/4/6 e induce
probablemente un cambio conformacional de Mcm2-7 que facilita su activacién (Lei y
col., 1997; Masai y col., 2006; Sheu y Stillman, 2006).

No se conoce exactamente como se inicia el desenrollamiento del DNA, si bien
durante el mismo se genera DNA de cadena sencilla, que se recubre por la proteina
RPA, la cual lo estabiliza. Debido a su naturaleza antiparalela, el proceso de duplicacién
del DNA es distinto para cada una de las hebras. La cadena lider (leading strand) se
replica de modo continuo por la DNA polimerasa €, que sintetiza DNA en sentido 5 ->
37, en la misma direccién que el movimiento de la helicasa. Sin embargo, en el caso de
la otra hebra, conocida como cadena retrasada (lagging strand), una DNA polimerasa
no puede realizar la sintesis de DNA en la direccién 3°->5°. Para solucionar este
problema, se produce una sintesis discontinua y un intercambio constante entre la DNA
polimerasa o -cuya actividad primasa sintetiza pequefios fragmentos de RNA que
actian como cebadores- y la DNA polimerasa 0, mds procesiva y de mayor fidelidad
que DNA Pola, que extiende la sintesis de DNA desde los mismos, dando lugar a los
denominados fragmentos de Okazaki (McElhinny y col., 2008; Burgers, 2009). La
DNA polimerasa a se recluta probablemente por la proteina Mcm10 (Ricke y Bielinsky,
2004; Zhu y col., 2007) y actia como primasa tanto en la cadena lider como en la
cadena retrasada (Waga y Stillman, 1994). No obstante, también se ha mostrado que
Mcm10 tiene actividad primasa en S. pombe (Fien y Hurwitz, 2006). La eliminacién de
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los cebadores de RNA en la cadena retrasada necesita la accion de la RNasa H y las
actividades endonucleasa y/o endonucleasa/helicasa de las proteinas Fenl y Dna2,
respectivamente. Finalmente, la DNA polimerasa § lleva a cabo la sintesis de DNA en
los huecos generados y la DNA ligasa I une los extremos (Burgers, 2009). Todo este
proceso se conoce como maduracién de los fragmentos de Okazaki.

La alta procesividad de las DNA polimerasas durante la sintesis de DNA
requiere un factor auxiliar, PCNA (también conocido como sliding clamp), muy
conservado estructural y funcionalmente, que pertenece a la familia de los S-clamps.
PCNA es un homotrimero con forma de anillo que rodea al DNA y puede desplazarse
en ambos sentidos a lo largo del mismo (Krishna y col., 1994). PCNA se une a las DNA
polimerasas e impide que estas se disocien del DNA durante la replicacion (Moldovan y
col., 2007). La carga de PCNA al DNA se produce gracias al complejo
heteropentamérico RFC (también llamado clamp loader), un miembro de la familia
AAA"™ de ATPasas (Majka y Burgers, 2004). RFC se une al extremo 3’ del cebador y
utiliza ATP para la formacion de un complejo estable con PCNA y para su carga en el
DNA. A su vez, la unién al DNA promueve la hidrélisis de ATP por este complejo,
provocando el cierre del anillo de PCNA alrededor del mismo y la disociaciéon de RFC
del replisoma (Gomes y Burgers, 2001; Moldovan y col., 2007). Un aspecto importante
es que la topologia de la molécula del DNA cambia segin se desenrolla durante la
replicacion y se crean conformaciones que deben resolverse. Asi, el desenrollamiento
genera superenrollamientos positivos delante de la horquilla de replicacién, que son
relajados por las topoisomerasas I y II (Topl y Topll), y precatenados en el DNA recién
sintetizado detrds de la misma, que son eliminados por Topll (Lucas y col., 2001).

La replicacién del DNA es un proceso que necesita estar extraordinariamente
regulado para que la estabilidad del genoma se mantenga y la transmisién de la
informaciéon genética a las células hijas tras la division celular se produzca con
fidelidad. Asf, la iniciacién de la replicacion debe estar estrictamente controlada y, una
vez establecidas las horquillas de replicacidn, estas deben mantener su integridad ante
cualquier perturbacién (ver el apartado 1.3). Con respecto a la regulacion de la
iniciacion, los origenes de replicacion deben activarse solo una vez durante la fase S
para prevenir la re-replicacion de cualquier parte del genoma. A su vez, en cada fase S
deben activarse suficientes origenes para que cada cromosoma se replique a su debido
tiempo. Ademds de su papel en la activacion de los complejos presentes en los ORIs
para iniciar la replicacion, las CDKs juegan un papel critico en la prevencion de la re-
replicacion, inhibiendo el ensamblaje de los pre-RCs por diferentes mecanismos
(Diffley, 2011). De hecho, la formacion de los pre-RCs solo tiene lugar durante la fase
G1, cuando la actividad CDK es baja. Esta dualidad en la funciéon de las CDKs
contribuye a asegurar que la activacion de los origenes de replicacion ocurra una sola
vez durante la fase S (Diffley, 2011). La inhibicién de la formacion de los pre-RCs por
la actividad CDK se lleva a cabo mediante mecanismos parcialmente redundantes
(Diffley, 2011). Asi, en S. cerevisiae, Cdc6 se expresa solamente en la fase G1 y se
degrada una vez iniciada la replicacion tras su fosforilacién por Cdc28 (CDK) (Drury y
col., 1997; 2000). Ademds, la inactivacion del complejo ORC mediante la fosforilacién
por Cdc28 de las subunidades Orc2 y Orc6 contribuye a prevenir la re-replicacion,
inhibiendo probablemente el ensamblaje de los pre-RCs (Nguyen y col., 2001; Wilmes
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y col., 2004). Asimismo, una vez iniciada la replicacién y tras su fosforilacién por
Cdc28, se produce la relocalizacion de las proteinas Cdtl y Mcm?2-7 del nicleo al
citoplasma (Hennessy y col., 1990; Labib y col., 1999; Nguyen y col., 2000; Tanaka y
Diffley, 2002), lo que las mantiene fuera del primero durante el resto de la fase S, as{
como en G2 y M. Ademds, en metazoos existen mecanismos adicionales para inhibir la
formacién de pre-RCs: por ejemplo, Cdtl estd regulado por el inhibidor geminina y por
la degradacion dependiente de PCNA y Cul4 en la fase S (Wohlschlegel y col., 2000;
Kim y Kipreos, 2007).

Otro aspecto importante para la regulacion de la iniciacion es el momento en el
que los origenes de replicacion se activan. En la mayoria de los tipos celulares
eucarioticos, los ORIs se activan durante la fase S de acuerdo a un programa temporal, y
lo hacen a distintos tiempos a lo largo de la misma (Raghuraman y col., 2001). De
forma simple, se distingue entre origenes que se activan al principio de la fase S
(origenes de replicacion “tempranos”) y origenes que lo hacen avanzada esta (origenes
“tardios”), si bien, considerada en su conjunto, la activacién de los ORIs se produce a lo
largo de toda la fase S. Aunque todos los origenes tienen potencialmente la capacidad
de activarse, dado que todos tienen unidos pre-RCs (Santocanale y Diffley, 1996),
algunos no lo hacen (origenes durmientes o inactivos) y son replicados pasivamente por
horquillas provenientes de otros origenes, y otros no se activan en un numero
significativo de ciclos celulares. Los factores que controlan y determinan el uso de los
origenes y el momento de activacion de los mismos no son del todo conocidos, si bien
el contexto cromosémico en el que un origen se sitia parece tener un papel importante
(Cayrou y col., 2010). Todas las evidencias indican en cualquier caso que el programa
temporal de activacion de los origenes de replicacion se establece en la fase Gl
temprana, tanto en levaduras como en células de mamiferos (Wu y Gilbert, 1996;
Raghuraman y col., 1997), y es importante para modular la replicaciéon cromosémica y
el comienzo y duracidn de la fase S.

1.2. Fuentes y tipos de dafio en el DNA

El DNA es bastante estable, pero de forma constante e inevitable se encuentra
expuesto a agentes y situaciones que provocan alteraciones en su composicion,
estructura e integridad, comprometiendo la estabilidad del genoma [Fig. I12]. Se estima,
por ejemplo, que las células de mamifero pueden sufrir, al menos, unas 10000 lesiones
en su material genético por dia (Lindahl, 1993). Como se ha mencionado al principio de
la Introduccion, la existencia de lesiones es especialmente grave cuando las células
intentan duplicar el material genético, ya que los problemas derivados del dafio en el
DNA tienden a incrementarse por el propio proceso de replicacion, pudiendo provocar
inestabilidad gendmica, muerte celular o la fijacion de mutaciones que pueden
transmitirse a las células hijas tras la division celular. El origen del dafio en el DNA es
diverso y complejo, si bien, por simplicidad, es posible clasificarlo en endégeno,
provocado por procesos del propio metabolismo celular, y medioambiental, cuando es
originado por agentes exdgenos a la célula.

12



Introduccion

1.2.1. Dafio en el DNA end6geno

El DNA reacciona continuamente con el oxigeno y el agua, lo que produce
reacciones hidroliticas y oxidativas que dan lugar frecuentemente a multiples lesiones
“espontdneas” en el mismo, fundamentalmente desaminaciones, pérdida de bases, y
modificaciones en el DNA por estrés oxidativo (Lindahl, 1993).

Las bases del DNA citosina, adenina y guanina contienen grupos aminos, y la
pérdida de estos grupos —desaminacién- ocurre espontdneamente y resulta en la
conversion de las mismas a uracilo, hipoxantina y xantina, respectivamente. Algunos de
estos productos de desaminacion dan lugar a mutaciones durante la sintesis del DNA,
dado que la pérdida del grupo amino cambia las propiedades de apareamiento de la
base. Ademds de la presencia en el DNA de estas bases generadas por desaminacién
durante la replicacién del DNA, también se pueden incorporar con una frecuencia
relativamente pequefia bases como el uracilo y andlogos de bases como el 5-
bromouracilo. El DNA puede sufrir también pérdidas de bases mediante rotura
hidrolitica del puente N-glicosidico entre la base y la desoxirribosa, que es ldbil en
condiciones fisioldgicas. Esta rotura se produce con una frecuencia elevada y produce
sitios abdsicos o AP (apurinicos o apirimidinicos), muy mutagénicos y citotéxicos
(Boiteux y Guillet, 2004).

El dafio oxidativo es una consecuencia inevitable de la vida en una atmdsfera
rica en oxigeno, y se produce por la interaccion del DNA con las especies reactivas del
oxigeno, ROS (reactive oxygen species), en particular el radical hidroxilo. Estas estdn
producidas constantemente por subproductos del metabolismo aerdbico y por la
exposicion a varios agentes naturales y sintéticos. El ataque de la desoxirribosa por el
radical "'OH puede producir diversas modificaciones en el DNA, como fragmentacion,
pérdida de bases y roturas de cadena sencilla (Bjelland y Seeberg, 2003) [Fig. 12].

Otra fuente de alteraciones en el material genético durante el metabolismo
normal del DNA es la insercion incorrecta de bases durante la replicacién -a pesar de la
fidelidad de las polimerasas replicativas y de su capacidad correctora-, que puede
producir desapareamientos entre los nicleotidos (Kunkel y Bebenek, 2000). Asimismo,
la incorporacién de precursores de nucledtidos dafiados puede provocar errores en la
replicacién que pueden dar lugar a mutagénesis. Un aspecto a considerar también es el
hecho de que la replicacion del DNA puede contribuir a incrementar en ocasiones los
efectos de algunas lesiones, como por ejemplo la conversién de una rotura de banda
simple en una rotura de doble cadena.

Dentro del dafio en el DNA enddgeno también puede incluirse el dafo
programado por las células para llevar a cabo determinados procesos fisiolégicos como
la recombinacién meidtica, la recombinacién somdtica de los genes de las
inmunoglobulinas (V(D)J) y el cambio de sexo en levaduras (MAT switching), en todos
los cuales se generan roturas de DNA de doble cadena para hacer posible la
recombinacion.

Finalmente, algunas regiones del DNA constituyen “sitios fragiles” del genoma,
debido a su composicion o estructura, y otras poseen complejos proteina-DNA
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fuertemente unidos que actian como barreras de replicacion o RFBs. Estas zonas
pueden causar estrés replicativo y dificultar la duplicacion del material genético, ya que
pueden hacer peligrar el funcionamiento e integridad de las horquillas de replicacién y
provocar su colapso, ocasionando potencialmente lesiones en el DNA.

1.2.2. Dafio en el DNA causado por agentes exdgenos

El dafio en el DNA provocado por agentes exdgenos —dafio medioambiental-,
engloba diversas fuentes entre las que cabe destacar las radiaciones ionizantes, la luz
ultravioleta y un grupo amplio de compuestos quimicos que pueden causar lesiones en
el material genético.

Las radiaciones ionizantes pueden originar dafios al azar en practicamente todos
los componentes celulares, e inducen una gran variedad de lesiones en el DNA
(Hutchinson, 1985; Frankenberg-Schwager, 1990; Ward, 1990). Las principales fuentes
de este tipo de radiaciones son los rayos césmicos y la radioactividad natural, ademads de
las exposiciones ocasionales a otras fuentes radioactivas artificiales (rayos X, farmacos
radioactivos, etc). Las radiaciones ionizantes producen dafios en el DNA tanto de forma
directa como indirecta. Los efectos directos resultan de la absorcién directa de la
energia de la radiacion por el DNA, lo que lleva a la ionizacién de las bases o de la
desoxirribosa. Los efectos indirectos se producen cuando el DNA reacciona con
especies quimicas formadas como consecuencia de la radiacion, en gran parte por
radidlisis del agua, como el radical hidroxilo. Las radiaciones ionizantes dafian las bases
del DNA, formando diferentes derivados de las mismas, y pueden también originar
roturas del DNA, tanto de banda simple como de cadena doble. La mayoria de los
efectos letales de las radiaciones ionizantes pueden atribuirse a las roturas del DNA de
cadena doble, producidas mayoritariamente por el ataque de varios radicales hidroxilo a
cada una de las cadenas.

La radiacién por luz ultravioleta (UV) genera principalmente enlaces covalentes
como los dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) y los fotoproductos 6-4 pirimidina-
pirimidina (6-4PPs), asi como otros fotoproductos minoritarios (Wang, 1965; Setlow,
1966; Franklin y col., 1985). Estos modifican la estructura normal del DNA y dificultan
el apareamiento de las bases implicadas, perturbando la replicacion (Pearlman y col.,
1985; Husain y col., 1988). La radiacién UV también genera lesiones asociadas
normalmente con el dafio oxidativo en el DNA, como el 8-0xoG, y también puede
producir la unién covalente del DNA a proteinas y, ocasionalmente, la unién de dos
moléculas de DNA de doble cadena [Fig. 12]. El dafio inducido por la luz UV se
produce por la absorcion directa de fotones por las bases en el DNA y también como
consecuencia de longitudes de onda en el espectro electromagnético que, aun no
resultando en fotones absorbidos directamente por las bases, pueden excitar otras
especies moleculares que les transfieren la energia.

La variedad de sustancias quimicas que pueden dafiar el DNA es muy grande.
Entre ellas tienen gran importancia los agentes alquilantes, que son compuestos
electrofilicos con afinidad por centros nucleofilicos en macromoléculas orgdnicas como
el DNA (Singer, 1975). Constituyen un grupo numeroso de compuestos, muchos de
ellos carcindgenos, ampliamente usados en investigacion en los laboratorios, como por
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ejemplo el metil metanosulfonato (MMS), el etil metanosulfonato (EMS), la
metilnitrosourea (MNU) o la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Otros
agentes alquilantes se utilizan en quimioterapia contra el cincer (Ferguson y Pearson,
1996; Lawley y Phillips, 1996). Asimismo, ademds de los anteriores, existen agentes
alquilantes en la naturaleza, como el mutdgeno y carcinégeno metil clorhidrico (MeCl),
e incluso alquilantes intracelulares, como la S-adenosilmetionina (SAM), un donador de
grupos metilo en reacciones de metilacién in vivo (Fry y col., 2005; Sedgwick y col.,
2007; Shrivastav y col., 2010). Los agentes alquilantes pueden ser monofuncionales o
bifuncionales. Los primeros tienen un unico grupo reactivo que interacciona
covalentemente con uno de los centros nucleofilicos en el DNA. Los bifuncionales
tienen dos grupos reactivos, y cada molécula puede reaccionar potencialmente con dos
sitios en el DNA.

Agentes alquilantes
Fuentes enddgenas

Errores de replicacion Estres Teplicativo

ROS (agentes exogenos, RFBs)

L Luz UV
Bloqueos en la replicacion l

Radiacion ionizante

Errores de i
replicacion

Errores de
apareamiento

Bloqueos en
la replicacion

D

Paradas en las horquillas de
replicacion como
Metilacion  consecuencia de la presencia

cadenadoble  Oxidacion detimina  Sitios AP de lesiones sin reparar o
y simple estrés replicativo

Figura I2. Esquema de las alteraciones provocadas en el DNA por diversas fuentes o agentes causantes de
daiio y estrés replicativo. La doble hélice del DNA se representa en color gris. Tras la exposicion a determinados
agentes exdgenos y enddgenos causantes de dafio en el DNA, o a estrés replicativo (indicados en color rojo, parte
superior de la figura), se producen alteraciones en la estructura y/o propiedades de apareamiento del DNA, roturas de
cadena simple y doble y bloqueos o paradas en las horquillas de replicacion (indicados en color azul, parte inferior de
la figura).

Dentro del amplio conjunto de agentes alquilantes, el metil metanosulfonato,
MMS (C,H(O,S), es uno de los compuestos mds empleados en los estudios de la
respuesta celular al dafio en el material genético, y se ha utilizado como modelo de
agente causante de dafio en el DNA en los experimentos desarrollados en esta tesis. El
MMS es un alquilante monofuncional, empleado también como radiomimético, que fue
utilizado en los trabajos que definieron el checkpoint de la fase S (Paulovich y Hartwell,
1995) y establecieron los pardmetros del mismo (Tercero y Diffley, 2001). E1 MMS
metila el DNA principalmente en la posicion N7 de las desoxiguaninas y en la posicién
N3 de las desoxiadeninas (Beranek, 1990). Mientras que la 7-metilguanina (7meQG)
resultante es relativamente inocua, la 3-metiladenina (3meA) es una lesion letal que
inhibe a la DNA polimerasa in vitro, y necesita ser reparada activamente (Larson y col.,
1985).

Otros compuestos causantes de dafio en el material genético son los agentes que
crean uniones covalentes entre las cadenas del DNA (Singer y Kusmierek, 1982). Estos
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se pueden intercalar entre dos cadenas del DNA uniéndolas covalentemente (interstrand
DNA cross-links), o pueden unir dos regiones de DNA de la misma cadena (intrastrand
adduct). El primer caso representa una importante clase de dafio quimico en el DNA, ya
que impide la separacion de las cadenas y puede constituir un bloqueo importante para
la maquinaria de replicacion. Por esta razén, agentes como el cisplatino, la mitomicina,
el dcido nitroso y ciertos psoralenos fotoactivos, que pueden incluirse en este grupo, se
han empleado en quimioterapia.

Otra serie de compuestos quimicos son aquellos que tras una activacién
metabodlica por enzimas especificas se convierten en formas reactivas que interactian
con centros nucleofilicos en el DNA, siendo muchos de ellos potentes mutidgenos y
carcindgenos (Anders y Dekant, 1994; Guengerich, 2000). Entre ellos se encuentran las
aminas aromdticas, la nitrosoguanidina, las N-nitrosaminas del tabaco, los
hidrocarburos aromadticos policiclicos (como el benzopireno), las aflatoxinas
(micotoxinas producidas por Aspergillus), la 4-nitro-quinolina 1-6xido (4-NQO), e
incluso hormonas como los estrégenos, que estando en exceso pueden ser hidroxilados
y posteriormente oxidados convirtiéndose en productos reactivos con el DNA.

Un grupo de agentes quimicos de gran importancia son los que provocan roturas
en el DNA. Algunos ejemplos son el antibidtico antitumoral bleomicina, un compuesto
oxidante que crea diferentes lesiones en el DNA, como sitios abdsicos y un nimero
elevado de roturas de doble cadena (Povirk, 1996), y el antibidtico zeocina, que se
intercala en el DNA y origina roturas del mismo. Otros ejemplos son los inhibidores de
las topoisomerasas (Ferguson y Baguley, 1996), que impiden que se finalice el proceso
de rotura y unién del DNA catalizado por estas enzimas, por lo que producen numerosas
roturas en el mismo. Entre estos inhibidores se encuentran la camptotecina (inhibidor de
la topoisomerasa I) y el etopdsido (inhibidor de la topoisomerasa II), ambos utilizados
en quimioterapia.

Finalmente, existen otros compuestos que actian como inhibidores de proteinas
claves en el proceso de replicacién y que, aunque propiamente no generan dafio en el
DNA, si interfieren con el proceso de replicacion -estrés replicativo- y, en combinacién
con otros factores, pueden llegar a originar lesiones en el material genético. Este es el
caso de la afidilcolina (inhibidor de la DNA polimerasa) y de la hidroxiurea (HU,
inhibidor de la ribonucledtido reductasa). Esta tltima provoca el bloqueo de las
horquillas de replicacion y una parada en la sintesis de DNA, al causar una disminucién
en los niveles de dNTPs de la célula (Reichard, 1988), y ha sido empleada como modelo
de agente causante de estrés replicativo en esta tesis.

1.3. Deteccion y respuesta al dafio en el DNA durante la replicacion
cromosomica: el checkpoint de la fase S

El checkpoint de la fase S, o checkpoint de replicacién, es un mecanismo de
vigilancia que permite responder al dafio existente en el DNA y a las perturbaciones en
el proceso de replicacion mediante la coordinacion de una respuesta celular global
necesaria para el mantenimiento de la integridad genémica (Segurado y Tercero, 2009).
Consiste en una ruta de transduccion de sefales conservada evolutivamente (Paulovich
y Hartwell, 1995; Zhou y Elledge, 2000) en la que tienen un papel central las quinasas
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Mecl y Rad53 en S. cerevisiae, homodlogas de Rad3 y Cdsl en S. pombe, o de ATR y
Chk2 en células humanas, respectivamente. Existe otra proteina quinasa adicional,
Chkl1, que tiene una funcién minoritaria durante la fase S en levaduras de gemacion,
mientras que en metazoos puede ser considerada como el andlogo funcional real de
Rad53 (Segurado y Tercero, 2009).

Mecl es un miembro de la familia PI3KK (Phosphatidyl-Inositol 3 -Kinase like
Kinase), mientras que Rad53 es una Ser/Thr/Tyr (serina-treonina-tirosina) quinasa
(Stern y col., 1991). Ademds de Mecl, existe otra proteina de la familia PI3KK
implicada en la respuesta al dafio en el DNA, Tell, homdloga de ATM en células
humanas. Mec1 es el principal responsable de la activacion del checkpoint de la fase S,
participando en la respuesta a los bloqueos en la progresion de las horquillas de
replicacidon producidos por lesiones originadas por diversos agentes genotdxicos y el
estrés replicativo (Putnam y col., 2009; Segurado y Tercero, 2009). Tell ejerce un papel
principal en respuesta a la generacién de DSBs y, junto con el complejo MRX (Mrel 1-
Rad50-Xrs2), es fundamental en el mantenimiento de la longitud de los telémeros
(Lydall, 2003; Viscardi y col., 2005).

La integridad del genoma estd profundamente afectada cuando el checkpoint es
defectivo. Por ejemplo, diversos trabajos realizados con S. cerevisiae han mostrado que
los reordenamientos cromosomicos inducidos y espontdneos se incrementan en
mutantes de los componentes del checkpoint (Myung y col., 2001; Kolodner y col.,
2002). En vertebrados, la pérdida de ATR causa roturas cromosdmicas, bloqueo en el
ciclo celular y letalidad embrionaria (Brown y Baltimore, 2000). En S. cerevisiae, los
mutantes de mecl y rad53 son extremadamente sensibles al tratamiento con agentes que
causan diferentes formas de dafio en el DNA, como el MMS, las radiaciones ionizantes
o la luz UV, asi como al estrés replicativo causado por HU (Weinert y col., 1994;
Paulovich y Hartwell, 1995; Paulovich y col.,, 1998). Cuando la replicacién
cromosOmica estd afectada por la existencia de dafio en el material genético o
situaciones como la reduccion del nivel de los dANTPs, el checkpoint de la fase S se
activa. Su activacidon requiere el establecimiento de las horquillas de replicacion
(Lupardus y col., 2002; Stokes y col., 2002; Tercero y col., 2003) y la acumulacion de
regiones de DNA de cadena sencilla (ssDNA), que se forman probablemente porque la
helicasa MCM continda desenrollando el DNA, pero desacoplada de las DNA
polimerasas. La proteina RPA se une entonces al ssDNA, lo que desencadena la
respuesta del checkpoint (You y col., 2002; Zou y col., 2003).

El proceso de activacion del checkpoint (representado esquemadticamente en la
Fig. 13) se inicia con el reclutamiento del sensor Mec1/ATR y su subunidad reguladora,
Ddc2 (ATRIP en células humanas) a las zonas de ssDNA-RPA en las horquillas
bloqueadas (Melo y col., 2001). Mec1 fosforila entonces a Mrcl (homdloga a Claspin
en humanos), mediador que transmite la sefial desde Mec1 a la quinasa efectora Rad53,
clave en la cascada de sefializacion del checkpoint (Alcasabas y col., 2001), que resulta
asi fosforilada y activada. La activacién completa de Rad53 necesita, ademds, la propia
autofosforilacion de Rad53 (Sanchez y col., 1996; Sun y col., 1996).

El proceso desencadenado coordina la replicacion del DNA, la reparacion del
material genético y la progresion en el ciclo celular. Asi, en respuesta al dafio en el
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Figura I3. Representacion esquematica de la respuesta del checkpoint de la fase S en S. cerevisiae [Basada en
Segurado y Tercero, 2009]. Cuando las horquillas de replicacion se encuentran con lesiones en el DNA o se detienen
debido a la falta de dNTPs, la helicasa y las DNA polimerasas pueden desacoplarse, exponiendo amplias regiones de
ssDNA que son la causa de la activacion del checkpoint de la fase S. RPA se une a estas regiones y promueve el
reclutamiento de Mecl a las horquillas bloqueadas a través de su subunidad reguladora, Ddc2. Mecl fosforila
entonces a la protefna mediadora, Mrcl, que transmite la sefial a la quinasa efectora Rad53, que es fosforilada y
activada. Rad53 lleva a cabo entonces la estabilizacion de las horquillas de replicacién, promueve la expresion de
ciertos genes e inhibe la activacién de los ORIs tardios, la entrada en mitosis y la recombinaciéon homéloga (HR) no
programada.

DNA o a bloqueos en la replicacion, Mecl y Rad53 previenen la iniciacion de la
replicacion desde los origenes que se activan tarde en la fase S (Santocanale y Diffley,
1998; Shirahige y col., 1998; Santocanale y col., 1999) mediante la fosforilacion de
Dbf4 y S1d3 (Lopez-Mosqueda y col., 2010; Zegerman y Diffley, 2010). A su vez, estas
quinasas ejercen un papel activo en el mantenimiento de la integridad y funcionalidad
de las horquillas de replicacién ya formadas (Lopes y col., 2001; Tercero y Diffley,
2001; Sogo y col., 2002) y en la reanudacion de la replicaciéon desde horquillas
bloqueadas (Desany y col., 1998; Szyjka y col., 2008). Asimismo, el checkpoint de la
fase S mantiene la integridad de las horquillas de replicacion a través de zonas fragiles
de los cromosomas o de replicacién lenta (Casper y col., 2002; Cha y Kleckner, 2002;
Admire y col., 2006; Raveendranathan y col., 2006). Ademds, el checkpoint de la fase S
bloquea la progresion del ciclo celular hacia la mitosis mediante la inhibicién de la
elongacién del huso mitético (Allen y col., 1994), produce la induccién transcripcional
de genes que codifican proteinas implicadas en la respuesta al dafio en el DNA (Allen y
col., 1994), y participa en la eleccion de las vias de reparacion (Allen y col., 1994;
Branzei y Foiani, 2007a; Kai y col., 2007) [Fig. 13]. De todas estas acciones, la
estabilizacion de las horquillas de replicacion es la funcion crucial del checkpoint de la
fase S para garantizar la supervivencia de las células cuando el DNA esta dafiado
(Tercero y col., 2003).

Con respecto a la funcién del checkpoint en la estabilizacién de las horquillas de
replicacion, se ha propuesto que cuando estas se bloquean por la reducciéon de los
niveles de dNTPs, Mecl y Rad53 mantienen la asociacién del replisoma con las mismas
(Cobb y col., 2003; Katou y col., 2003; Lucca y col., 2004; Cobb y col., 2005), si bien
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no estd completamente claro si estos resultados reflejan que el replisoma es un blanco
directo del checkpoint o si es consecuencia de un efecto indirecto (Segurado y Tercero,
2009). Otro estudio ha mostrado que la principal acciéon de Rad53 para mantener la
integridad de las horquillas de replicacion en presencia de lesiones en el DNA seria la
prevencion de la actuacién de la nucleasa Exol (Segurado y Diffley, 2008). En
situaciones de estrés replicativo provocadas por el tratamiento con HU, no obstante, la
actuacion de Rad53 se realizaria por vias tanto Exol-dependientes como Exol-
independientes (Cotta-Ramusino y col., 2005; Segurado y Diffley, 2008). Este dltimo
trabajo muestra a su vez que, en ausencia de Rad53, la quinasa Chkl de S. cerevisiae
contribuye a la estabilizacién de las horquillas de replicacion. EI mantenimiento de la
integridad de las horquillas por el checkpoint es evidentemente complejo, y también
requiere la prevencidn por este de la posible recombinacién que podria tener en las
horquillas bloqueadas, que seria potencialmente muy negativa (Meister y col., 2005;
Lambert y col., 2007), y la regulacion de remodeladores de la cromatina y de enzimas
que modifican histonas (Morrison y col., 2007; Thaminy y col., 2007; Papamichos-
Chronakis y Peterson, 2008; Shimada y col., 2008).

1.4. Mecanismos de reparacion y tolerancia al dafio en el material genético

Como se ha explicado en el apartado 1.2, hay una gran variedad de agentes y
situaciones que provocan distintos tipos de dafio en el material genético. Ademads de los
mecanismos de vigilancia que hacen posible la deteccion de los problemas (checkpoints,
apartado 1.3), las células disponen de diferentes rutas de reparacién y tolerancia a las
lesiones en el DNA, en general bastante conservadas en eucariotas, que les permiten
hacer frente a las mismas y mantener la estabilidad del genoma. Los principales
mecanismos que tienen lugar en células eucaridticas se describen a continuacion, con
especial atencidén a los conocimientos procedentes de los trabajos realizados con S.
cerevisiae.

1.4.1. Reversion directa del dafo en el DNA

Aunque la reversion directa del dafio en el material genético seria el modo mds
simple y energéticamente mds eficiente de reparar el DNA, en la mayoria de los casos la
reaccion de reversidon no es posible por razones cinéticas o termodindmicas, y muy
pocos tipos de lesiones pueden ser reparados por esta via. En algunos casos, no
obstante, esta reaccidén es posible. Un ejemplo es la fotorreactivacion (Cook, 1970;
Rupert, 1975), un sistema de reparacion directa de los dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPDs) y de los fotoproductos 6-4 pirimidina-pirimidina (6-4PPs)
producidos por la radiacion UV. Durante este proceso, la unién covalente de las dos
pirimidinas adyacentes en una misma hebra del DNA se revierte, resultando en dos
mondmeros de pirimidina. Esta reaccidn estd catalizada por la fotoliasa, una enzima
especifica que necesita ser activada por la luz (en longitudes de onda de 300-500 nm).
Otro ejemplo de reversion directa del dafio en el DNA es la reparacion de algunos tipos
de lesiones originadas por agentes alquilantes. Entre estos mecanismos cabe destacar la
reparacion de O%alquilguanina por la O°alquilguanina-DNA-alquiltransferasa,
mediante la transferencia del grupo alquilo desde el DNA a una cisteina de la proteina
(Schendel y Robins, 1978; Sassanfar y Samson, 1990). También se engloba en este tipo
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de reparacion la llevada a cabo por AlkB (Wei y col., 1996), encontrada en casi todos
los organismos, en la que la reaccidon catalizada por esta enzima acopla la
descarboxilacién oxidativa del dcido a-ceto-glutdrico a la hidroxilacion del grupo
metilo presente en el DNA, que se descompone espontineamente a formaldehido,
restaurando la base original. Finalmente, otro ejemplo es la reversion directa de
pequenias roturas de banda simple en el DNA que puede ocurrir en algunos casos por la
accion de una DNA ligasa, siempre y cuando exista un extremo 5’-fosfato y un 3’-OH
(Jacobs y col., 1972).

1.4.2. Reparacién de apareamientos erréoneos (MMR)

Los errores en la introduccion de las bases nitrogenadas que escapan a la
actividad correctora de las polimerasas y las pequefas inserciones, deleciones o bucles
generados por una replicacion defectuosa son reparados por el mecanismo de reparacién
de apareamientos erréneos (MMR: mismatch repair). Esta ruta funciona durante la fase
S y es muy importante para conseguir la fidelidad de la replicacién del DNA, evitando
mutaciones. En eucariotas, MMR comienza con el reconocimiento de la lesion por los
complejos heterodiméricos Msh2/Msh6 o Msh2/Msh3 (homélogos de MutSa y MutSp
en procariotas), segun si el apareamiento erréneo es solo puntual o implica a varios
nucledtidos, respectivamente. A continuacion se reclutan los complejos proteicos
Milh1/Pmsl de S. cerevisiae (MLH1/PMS2 en humanos) (homdélogos de MutLa en
procariotas), Mlh1/Mlh2 (MLH1/PMS1 en humanos) (homdlogos de MutLf} en
procariotas) y Mlh1/Mlh3 (MutLy en bacterias). Estos complejos interaccionan con
PCNA y provocan su desplazamiento junto con RFC, permitiendo el reclutamiento de la
exonucleasa Exol, que lleva a cabo el procesamiento de la lesiéon mediante la
degradacion de la cadena de DNA en direccion 5’->3". Seguidamente, Pold rellena el
hueco de DNA de cadena sencilla, estabilizado por RPA, y posteriormente la DNA
ligasa I (Cdc9 en S. cerevisiae) sella la rotura para completar el proceso de reparacion
(Kunkel y Erie, 2005; Jiricny, 2006).

1.4.3. Reparacion por escision de bases (BER)

Las modificaciones quimicas en las bases de los nucledtidos, producidas
principalmente por alquilacion y oxidacidn, asi como la hidrdlisis espontdnea de bases,
las desaminaciones y la incorporacién de bases inapropiadas como el uracilo, se reparan
mayoritariamente por la ruta de reparacidn por escision de bases (BER: base excision
repair) [Fig. 14]. La ruta BER se inicia por la actuacion de una DNA-N-glicosilasa
especifica, que hidroliza el enlace N-glicosidico entre la base dafiada y la desoxirribosa,
generando un sitio AP (sitio apurinico o apirimidinico) en el DNA (Krokan y col.,
1997). En S. cerevisiae, por ejemplo, la eliminacién de las lesiones causadas por el
MMS se inicia por una 3-metil adenina glicosilasa especifica, Magl, que rompe el
enlace glicosidico entre la 3-metil adenina (3-MeA, lesion téxica que inhibe la
actuacion de las polimerasas in vitro) y la desoxirribosa (Chen y col., 1990).

Los sitios AP, originados también por la hidrdlisis espontdnea de bases, son
potencialmente mutagénicos y ademds altamente citotéxicos, debido a su capacidad de
bloquear la replicacién y la transcripcion del DNA, y son procesados por las AP
endonucleasas o por las AP liasas asociadas a ciertas glicosilasas. La principal actividad
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AP endonucleasa de S. cerevisiae se lleva a cabo por Apnl (Popoff y col., 1990),
mientras que Apn2 solo tiene un papel minoritario (Johnson y col., 1998). Tras la
accion de la glicosilasa, Apnl realiza el corte en el extremo 5” del sitio AP resultante,
dando lugar a una rotura de banda simple (SSB) con un extremo 5°-desoxirribosa-
fosfato (5°-dRP). A diferencia de las células de mamiferos, las levaduras no presentan
una actividad similar a la realizada por la DNA polimerasa {3, que puede actuar como
polimerasa y como AP liasa en la reparacion por BER cuando se elimina la base dafiada
y se reemplaza por un solo nucledtido (tramo corto o short patch de BER en células de
mamifero). En S. cerevisiae, el grupo 3’-hidroxilo se extiende uno o varios nucleétidos
por las DNA polimerasas d o ¢ y, finalmente, la desoxirribosa abdsica se elimina por la
5’-flap endonucleasa Rad27 para facilitar la ligacion por una DNA ligasa,
probablemente Cdc9 (Lindahl, 2001; Ma y col., 2008) [Fig. I14]. Rad27 es homdloga de
Fenl en células humanas, que interviene en estas en el tramo largo de BER (long
patch), en el que se elimina un fragmento de varios nucledtidos y se sintetiza una nueva
secuencia para reemplazarlo.
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Esta es la ruta BER mayoritaria, pero ademads, una pequeiia fraccion de los sitios
AP pueden ser procesados por las AP liasas asociadas a las DNA-N-glicosilasas Ntgl,
Ntg2 u Oggl, implicadas en la reparacion del dafio oxidativo en el DNA. Estas realizan
un corte en el extremo 3~ de dichos sitios y dan lugar a una 3°-desoxirribosa-fosfato (3°-
dRP), que serd posteriormente procesada por la actividad 3’-fosfodiesterasa de Apnl y
Apn2. Alternativamente, tras la posible actuacion de una helicasa, se podria formar una
estructura 3 -flap que seria procesada por la endonucleasa Rad1-Rad10 (Johnson y col.,
1998; Xiao y col., 2001; Guillet y Boiteux, 2002) [Fig. 14]. La reparacion se completa
con la sintesis de DNA y la posterior ligacion.

1.4.4. Reparacion por escision de nucledtidos (NER)

La ruta de reparacién por escision de nucledtidos (NER: nucleotide excision
repair) es un via bastante versdtil que reconoce las distorsiones que una lesién ocasiona
en el DNA, por lo que puede reparar dafios diversos en el material genético. La ruta
NER tiene un papel muy importante durante la fase G1 del ciclo celular, eliminando
lesiones que pueden bloquear las DNA polimerasas, si bien puede actuar también en
otras fases del ciclo. Entre las lesiones en el DNA mds importantes que se reparan por
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NER se encuentran las producidas por la luz ultravioleta (UV) y las distorsiones
originadas por diferentes compuestos que provocan uniones covalentes entre cadenas
del DNA. Ademds, la ruta NER desarrolla una funcion de salvaguardia en la
subsanacién de las lesiones causadas por oxidacién y alquilacion que no son reparadas
por BER.

Se distinguen dos subramas de NER: reparacion acoplada a transcripcién, TC-
NER (Transcription-Coupled NER), que repara el dafio en el DNA que la RNA
polimerasa encuentra a su paso, y reparacién global del genoma, GG-NER (Global
Genome NER), cuando NER actuia sobre lesiones en el DNA a lo largo del genoma que
no se encuadran en TCR (de Laat y col., 1999). En S. cerevisiae, la deteccioén de la
distorsién del DNA que produce el dafio se lleva a cabo por Rad4 y Rad23 (XPC y
HR23B en humanos, respectivamente). Ademads, el reconocimiento de la lesidn requiere
la actuacion de las proteinas Rad16/Rad7/Abfl (en GG-NER) y Rad26/Rpb9 (en TC-
NER). La demarcacién de la region que debe ser escindida estd determinada por el
complejo TFIIH, que se recluta a continuacién y estd formado por 10 subunidades, entre
ellas las helicasas Rad3 y Rad25 (XPD y XPB en humanos), que permiten la apertura de
la doble hélice alrededor de la lesion. Posteriormente se une Rad14 (XPA en humanos),
que discrimina junto con TFIIH la hebra dafiada y ocasiona el desmantelamiento de los
factores de reconocimiento Rad4 y Rad23, contribuyendo al reclutamiento del complejo
de incisién tras la union de RPA a la zona de DNA de cadena sencilla expuesta. La
incision se lleva a cabo por las endonucleasas Rad1-Rad10 y Rad2, pertenecientes a las
familias ERCCI1-XPF y XPG, respectivamente. Estas reconocen la cadena dafiada y
realizan cortes a ambos lados de la lesién (Rad1-Rad10 en el lado 5° y Rad2 en el lado
3’), resultando un hueco de DNA de cadena sencilla de unos 25-30 nucleétidos, que se
rellena mediante nueva sintesis de DNA y se sella por una ligasa, lo que da lugar a la
restauracion de la doble hélice de DNA libre de dafio (de Laat y col., 1999; Costa y col.,
2003).

1.4.5. Reparacion de roturas de doble cadena (DSB)

Las roturas de doble cadena en el DNA o DSBs constituyen unas de las lesiones
mads graves que pueden darse en el material genético. Las vias mds importantes para
repararlas son la recombinacion homdloga (HR: homologous recombination), -que
opera mayoritariamente durante las fases S y G2 del ciclo celular- y la unién de
extremos no homoélogos (NHEJ: non-homologous end joining), que actia en la fase G1
del ciclo (Heyer y col., 2010). En S. cerevisiae, la ruta de HR constituye la principal via
de reparacion de las DSBs, mientras que el mecanismo de NHEJ -frecuentemente
mutagénico- juega tan solo un papel minoritario (Friedl y col., 1998).

1.4.5.1. Reparacion por union de extremos no homologos (NHEJ)

En S. cerevisiae, la ruta de NHEJ se inicia por el reconocimiento de los extremos
de la DSB por el complejo Ku70/Ku80, que se une a ellos protegiéndolos de la
degradacion y marcdndolos como sitios de dafio. Esto promueve el reclutamiento del
complejo MRX (Mrel1-Rad50-Xrs2), que hace posible el contacto entre los extremos
de la rotura. Posteriormente se une al sitio de la rotura un tercer complejo, homdlogo de
DNA ligasa IV/XRCC4 en humanos, formado por una ligasa especifica de NHEJ, Dnl4,
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y un factor asociado, Lifl, que promueve el procesamiento y relleno del sitio de corte
mediante el reclutamiento de la endonuclesa Rad27 y de la polimerasa Pol4. Una vez
generados los extremos religables, Dnl4 sella el corte y la reparacion se completa
(Daley y col., 2005; Hefferin y Tomkinson, 2005).

1.4.5.2. Reparacion por recombinaciéon homdloga (HR)

La recombinacion homdloga (HR) juega un papel muy importante en la
reparacion de las lesiones presentes en el DNA (fundamentalmente las DSBs) y ademds
es responsable de un gran nimero de procesos bioldgicos importantes, como algunos
aspectos de la tolerancia al dafio en el DNA, el mantenimiento de la longitud de los
telémeros en células que carecen de telomerasa y del nimero de copias del DNA
ribosomal, y la correcta segregacion cromosomica durante la primera divisién meidtica.
Asimismo, se propone que la recombinacion homdloga tiene un papel en el
restablecimiento de las horquillas de replicacién rotas o que han sido bloqueadas (Lisby
y col.,, 2001; Li y Heyer, 2008). No obstante, la recombinacion es también
potencialmente peligrosa, ya que puede originar reordenamientos cromosomicos e
intermediarios letales (Kolodner y col., 2002) y por ello estd muy regulada. La
reparacion de roturas de doble cadena por HR se lleva a cabo mediante la copia de
secuencias de DNA homdlogas intactas, del cromosoma homdélogo no dafiado o de la
cromdtida hermana —preferentemente-, que sirven como molde para restaurar la
informacion genética perdida en el sitio o region de la rotura (Paques y Haber, 1999;
Symington, 2002). Ello da lugar a la transferencia de informacién genética hacia la
molécula que ha tenido la rotura —conversién génica- o a un intercambio reciproco entre
las dos moléculas —entrecruzamiento-.

En el modelo actual sobre el proceso de reparaciéon de DSB, la ruta de
recombinacion homdloga se inicia con el reconocimiento del sitio de corte por el
complejo MRX, formado por las proteinas Mrel1/Rad50/Xrs2 en S. cerevisiae
(MRE11/RADS0/NBS1 en células humanas) (Heyer y col.,, 2010). La actividad
endonucleasa de Mrel1l y la nucleasa Sae2 fosforilada llevan a cabo el proceso inicial
de reseccion, en el que se produce la degradacién exonucleolitica de los extremos 5’ que
han quedado libres tras producirse la DSB, lo que origina pequeiias regiones de ssDNA
con extremos 3’-OH libres. La actividad CDK durante la fase S facilita esta reseccion,
al mismo tiempo que previene el mecanismo de NHEJ (Ira y col., 2004). A continuacién
se realiza la extensiéon del tramo reseccionado mediante la nucleasa Exol o,
alternativamente, por la accion conjunta de la helicasa Sgsl y de la nucleasa Dna2.
Posteriormente tiene lugar el revestimiento de los extremos 3’-OH libres por la proteina
RPA vy la interaccién de esta ultima con Rad52, esencial en todos los procesos de
recombinacion en S. cerevisiae (Mortensen y col., 1996). Rad52 interacciona a su vez
con Rad51 y facilita su deposiciéon sobre el DNA de cadena sencilla, reemplazando a
RPA. Tras ello, el extremo 3’ revestido de Rad51 invade el fragmento de DNA
homdlogo donador de informacién y se genera una region de DNA heteroduplice y una
estructura de bucle de desplazamiento, o D-loop (displacement-loop), produciéndose de
esta forma un intercambio de cadenas entre las moléculas implicadas. Todo ello permite
cebar la sintesis de DNA sobre la secuencia homdloga invadida, que actiia como molde.
Ademds de las proteinas citadas, otras como Rad54 y Rad55 contribuyen a todo este

23



Introduccion

proceso, si bien su papel concreto no estd del todo bien definido. Una vez formado el D-
loop, las células pueden proceder de distintas maneras para finalizar el proceso de
reparacion (Krogh y Symington, 2004; Sung y Klein, 2006; Pardo y col., 2009), segtin
sean uno o dos los extremos de la rotura de doble cadena que encuentran homologia.
Estas diferentes posibilidades se explican a continuacion.

a) Reparacion de un corte de doble cadena con dos extremos homologos
Se pueden dar tres casos [Fig. I5]:

al. Reparacion de rotura de doble hebra o DSBR (double strand break repair).
Es el mecanismo o modelo cldsico de reparacién de roturas de doble cadena (Szostak y
col., 1983). La hebra que queda desplazada al formarse el bucle o D-loop se utiliza por
el extremo 3’-OH libre como molde para la sintesis de DNA, y ambos extremos del
corte se ven implicados en la reparacion con la molécula donadora de informacion. Una
vez producida la ligacién, se generan dos estructuras cruciformes de DNA duplexo -
estructuras de Holliday (HJs, Holliday junctions)- que necesitan ser procesadas para que
se puedan restablecer las dos cadenas del DNA intactas. El procesamiento de las HJs
puede ser por rotura simétrica de las mismas, en cuyo caso podrd dar lugar a
entrecruzamiento o a conversion génica, segun la orientacion de corte de las dos HJs, o
por disolucién, caso en el que se produciria la migracion de ambas de forma
convergente hasta su resolucion, sin que exista sobrecruzamiento [Fig. ISC].
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Figura I5. Modelos de reparacion de DSB mediante HR [Modificado de Heyer y col., 2010]. A) En el modelo
BIR, la sintesis de DNA de la cadena que invade se produce hasta el final de la molécula. B) El modelo SDSA solo
origina productos sin entrecruzamientos. C) En el modelo DSBR, la invasién de los dos extremos de la DSB da lugar
a la formacion de una dHJ, que serd resuelta posteriormente implicando la generacién de productos con o sin
entrecruzamientos. D) La DSB localizada entre dos repeticiones directas es procesada mediante SSA de manera que
se produce la pérdida de una de las repeticiones y de la secuencia localizada entre ambas.

En el caso de resolucion de las HJs por procesamiento nucleolitico intervienen
resolvasas especificas. Recientemente se ha identificado una proteina de la familia de
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nucleasas Rad2/XPG con actividad resolvasa in vitro e in vivo (Yenl en S. cerevisiae, y
su homdloga GENI1 en células humanas), capaz de realizar cortes simétricos en las HJs
segtin el modelo establecido para la resolvasa cldsica de E. coli RuvC (Ip y col., 2008;
West, 2009). Al igual que RuvC, Yenl/GENI se une a las HJs y las resuelve por un
mecanismo de incisién doble que produce una rotura simétrica. Esto es posible gracias a
la capacidad de Yenl/GENI para ensamblarse en las HJs en forma de dimero, lo que
permite la coordinacion de dos sitios activos alineados simétricamente (Rass y col.,
2010). Asimismo, otra nucleasa, Mus81-Emel/Mms4, también puede resolver HJs, si
bien no cumple las condiciones de resolvasa “cldsica”. Mus81-Emel/Mms4 corta HJs
con mella (nHJs) y produce normalmente un corte asimétrico (Ciccia y col., 2003;
Gaillard y col., 2003; Ehmsen y Heyer, 2008). Esta incision también puede ser simétrica
en algunas condiciones, ante elevadas concentraciones de la proteina, y puede depender
de la formacién de un heterotetrdmero de la misma (Gaskell y col., 2007; Taylor y
McGowan, 2008). Las principales caracteristicas y funciones de este complejo se
explicardn en detalle en el apartado 1.5.

La resolucion de las HJs mediante disolucién en S. cerevisiae se lleva a cabo por
el complejo formado por la helicasa Sgs1, la topoisomerasa Top3 y el factor especifico
Rmil (Ira y col., 2003; Chang y col., 2005; Mullen y col., 2005), los ortélogos de BLM,
Topolllo. 'y RMII/RMI2 en células humanas, que suprimen en estas los
entrecruzamientos que se producen durante la recombinacién homoéloga (Wu y Hickson,
2003).

a2. Reasociacion de cadenas dependiente de sintesis o SDSA (synthesis-
dependent strand annealing). La sintesis de DNA tiene lugar a partir de un extremo 3’-
OH invasor, utilizando el DNA homdlogo intacto como molde. La cadena sintetizada se
desplaza de este mediante la accién de helicasas y se empareja con las secuencias
complementarias en el otro extremo del corte. En el caso de sobrepasarse la zona de
homologia, el extremo 3’ sobrante se procesa nucleoliticamente. El hueco generado se
rellena mediante nueva sintesis de DNA y se sella posteriormente. Este mecanismo no
produce entrecruzamientos ni alteraciones de la cadena duplexa donante, y constituye la
via mayoritaria de reparacién de las DSBs (Paques y Haber, 1999; Symington, 2002)
[Fig. I5B].

a3. Reasociacion de cadenas sencillas o SSA (single strand annealing). Tiene
lugar cuando la DSBs se localiza entre repeticiones directas de secuencias de DNA. Si
las cadenas sencillas generadas tras el procesamiento de los extremos de la DSB son lo
suficientemente extensas, Rad52 media el emparejamiento entre las secuencias
homdlogas, y las colas de ssDNA sobrantes son procesadas por la 3 flap endonucleasa
Rad1-Radl10. Se produce por tanto una delecion entre las dos regiones homdlogas, por
lo que esta ruta es considerada mutagénica (Heyer y col., 2010; Kass y Jasin, 2010)
[Fig. I5D]. El proceso de SSA no requiere intercambio de cadenas, y no necesita la
intervencién de Rad51, pero si requiere, ademds de Rad52, la actuacién de Rad59
(homdlogo del anterior) y de RPA.
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b) Reparacion de un corte de doble cadena con un extremo

Cuando solo un extremo del corte encuentra homologia con otra regidn, la
reparacion de la DSB puede producirse por el mecanismo de replicacién inducida por
rotura o BIR (break-induced replication). En este caso, el extremo 3’-OH unico invade
la cadena homdloga y, tras la formacion del D-loop, sirve de cebador para la sintesis de
DNA hasta el final del cromosoma (Malkova y col., 1996; Paques y Haber, 1999;
Symington, 2002). Este proceso conlleva la conversion génica de grandes regiones de
DNA, puede resultar en una pérdida de heterocigosis a gran escala y dar lugar incluso a
la duplicacién de un brazo cromosémico (Signon y col., 2001) [Fig. ISA].

1.4.6. Mecanismos de tolerancia al dafio en el DNA

Las rutas de tolerancia al dafio en el DNA (DDT, DNA damage tolerance)
contribuyen a hacer frente a los bloqueos en la progresion de las horquillas de
replicacién originados por lesiones en el material genético. Estas rutas estdn mediadas
por las proteinas Rad6/Rad18 y hacen posible la replicacién a través de lesiones no
reparadas que bloquean las DNA polimerasas replicativas impidiendo la sintesis de
DNA (Friedberg y col., 2005).

Existen dos ramas principales de tolerancia al dafio en el DNA, que difieren en
su potencialidad para causar mutagénesis: la via de sintesis a través de lesiones (TLS,
translesion synthesis) y la ruta de cambio de molde (template switching) [Fig. 16].

<« - —— s s
4/—\—0— Figura 16. Mecanismos de

A / Y \ B Y \ c tolerancia al dafio dependientes de
Radé6-Rad18 [Modificado de Unk y

Intercambio polimerasas Intercambio de molde Intercambio de molde col., 2010]. Si las horquillas de
Sintesis a través de Regresion horquillas Invasion de hebra replicacion se detienen por la
lesiones presencia de una lesién sin reparar en

el DNA (representada con un circulo
de color azul), la sintesis a través de
lesiones (A) puede conducir al
bypass del dafio implicando un
intercambio de polimerasas que
puede ser mutagénico. Sin embargo,
los dos modelos propuestos para el
mecanismo de intercambio de molde
mediado por Rad5 (B, regresion de
horquillas y C, invasién de hebra),
conducen a un modo de reparacién
de la lesion libre de error.

Durante la sintesis a través de lesiones, diferentes polimerasas de baja fidelidad
(polimerasas TLS o de bypass) replican directamente a través de la lesion, normalmente
introduciendo errores, y el proceso es frecuentemente mutagénico [Fig. I16A]. No
obstante, el resultado de TLS puede ser una sintesis de DNA sin errores, dependiendo
del tipo de dafio y de la polimerasa empleada, como por ejemplo en la insercién por
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Poln de dos adeninas frente a un dimero de timina originado por luz UV. En la segunda
rama de DDT, el proceso de cambio de molde, se evita la lesion al utilizar como molde
para la replicacién la cadena no dafiada recién sintetizada de la cromdtida hermana [Fig.
16B-C]. Este proceso estd libre de errores y no es por tanto mutagénico.

En ausencia de dafio en el DNA, el complejo Ubc9/Sizl modifica PCNA de S.
cerevisiae por SUMOilacién en la Lys164 y en la Lys127. Esta modificacién permite el
reclutamiento de la helicasa Srs2, que inhibe la recombinacion homdéloga durante una
replicacién normal (Pfander y col., 2005). En presencia de estrés genotoxico, la E3-
ubiquitina ligasa Rad18 se une al DNA de cadena sencilla, recluta a Rad6 (enzima E2-
conjugadora) y el complejo ubiquitila PCNA en el mismo residuo Lys164 (Hoege y
col., 2002). La PCNA monoubiquitilada facilita la sintesis a través del DNA dafiado
mediante el reclutamiento de las polimerasas de sintesis a través de lesiones (TLS) y el
reemplazo de las polimerasas replicativas. Posteriormente, el heterodimero E2
conjugador de ubiquitina Mms2-Ubc13, en conjuncién con la E3-ligasa Rad5, lleva a
cabo la poliubiquitilacion de PCNA en el mismo residuo Lys164, mediante cadenas de
ubiquitinas unidas por la Lys63 (Hoege y col., 2002; Chiu y col., 2006), lo cual es
necesario para el proceso de cambio de molde. Ni la monoubiquitilacion ni la
poliubiquitilacién de PCNA promueven su degradacidn.

En S. cerevisiae, las polimerasas implicadas en la sintesis a través de lesiones
son Poln, codificada por RAD30, y PolC, perteneciente a la familia B de polimerasas y
formada por las subunidades Rev3 (catalitica) y Rev7, que coopera con Revl. Revl es
una deoxicitidil transferasa que inserta dCMP enfrente de la lesion y, junto con Poln,
pertenece a la familia Y de polimerasas de DNA. Todas ellas tienen homodlogas en
células humanas (Friedberg, 2005). Rad5, implicada en el cambio de molde en DDT, es
un miembro de la familia SWI/SNF de ATPasas, y posee actividad helicasa (Blastyak y
col., 2007), necesaria para esta via. Se han propuesto dos modelos para explicar este
mecanismo libre de error: regresion de las horquillas de replicacién e invasion de hebra,
segtin el esquema de la Fig. 16. En células humanas existen dos ortélogos de RADS,
HLTF y SHPRH, ambos implicados en el mantenimiento de la estabilidad del genoma
(Motegi y col., 2006).

1.5. La nucleasa Mus81-Mms4/Emel y su papel en la respuesta al dafio en el
DNA

Una proteina asociada a la reparacidon de lesiones en el material genético por
recombinacion es la nucleasa Mus81-Mms4/Emel, ampliamente conservada entre los
eucariotas e importante para prevenir la inestabilidad genémica cuando el DNA estd
dafiado (Osman y Whitby, 2007; Ciccia y col., 2008). Ademds de un papel en la
respuesta al dafio en el DNA en células somdticas, esta nucleasa tiene también una
funcidon durante la recombinacion meidtica, si bien considerablemente menor en S.
cerevisiae que en S. pombe, donde fue descrita (Boddy y col., 2001; Novak y col., 2001;
de los Santos y col., 2003; Hollingsworth y Brill, 2004).

Mus81 (MMS y UV Sensible) fue identificada en ensayos de dos hibridos por su
interaccion con la proteina Rad54 en S. cerevisiae (Interthal y Heyer, 2000) y con la
quinasa del checkpoint Cdsl en S. pombe (Boddy y col., 2000). Mus81 pertenece a la
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familia XPF/MUSS81 de endonucleasas especificas de estructura (SSEs, structure-
specific endonucleases). Como otros miembros de esta familia, Mus81 forma un
complejo heterodimérico junto a una subunidad no catalitica, Mms4 en S. cerevisiae y
Drosophila (Emel en S. pombe y plantas, EMEI/EME2 en células humanas).
Asimismo, Mus81 contiene un dominio nucleasa ERCC4 (excision repair cross
complementation group 4) en la mitad C-terminal, caracteristico de la familia XPF, y
dos motivos HhH (helix-hairpin-helix) situados en ambos extremos de la proteina, a
diferencia del resto de miembros de la familia, donde forman un tidndem en el extremo
C-terminal. Estos motivos participan probablemente en la dimerizacion y unién de la
nucleasa al DNA y son necesarios para su actividad catalitica (Newman y col., 2005;
Nishino y col., 2005). Las subunidades no cataliticas, Mms4 o Emel, tienen un dominio
HhH en su extremo C-terminal y un dominio nucleasa defectivo e inactivo. La region
C-terminal es importante para la interaccién con Mus81 y podria también contribuir a la
unién del complejo al DNA (Mullen y col., 2001; Ciccia y col., 2003; Fu y Xiao, 2003).

La endonucleasa Mus81-Mms4/Emel puede procesar in vitro una amplia
variedad de sustratos de estructura ramificada que se asemejan a horquillas de
replicacion rotas, como ramificaciones con extremos 3” (3”-flaps), D-loops o HJs con
mellas o roturas (Boddy y col., 2001; Kaliraman y col., 2001; Mullen y col., 2001;
Osman y col., 2003) [Fig. I7]. A diferencia de lo propuesto inicialmente (Boddy y col.,
2001), y como ya se ha mencionado en el apartado 1.4, Mus81 no se comporta como
una resolvasa cldsica, y no corta con eficiencia HJs intactas (Fricke y col., 2005;
Ehmsen y Heyer, 2008). No obstante, esta actividad podria darse en un contexto celular
como parte de un complejo con otras nucleasas como SLX1/SLX4 y XPF/ERCCI,
como se ha mostrado recientemente en células humanas (Fekairi y col., 2009; Svendsen
y col., 2009).

- Especificidad sustrato Mus81
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Figura I7. Esquema de la especificidad de sustrato de la endonucleasa Mus81-Mms4 [Basado en Osman y
Whitby, 2007]. Las diversos tipos de estructuras se representan de izquierda a derecha en orden decreciente con
respecto a la preferencia especifica de los complejos Mus81-Mms4/Emel por las mismas. El sitio de corte de la
endonucleasa se representa con un tridngulo de color morado.

Aunque Mus81 no es esencial, su delecion es letal para las células en ausencia
del complejo de disolucién de las dHJs Sgsl-Top3-Rmil, lo que indica que sus
funciones pueden ser complementarias. En S. cerevisiae y en Drosophila sp, l1a letalidad
sintética que muestran Mus81 y Mms4 con los miembros de dicho complejo se suprime
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al eliminar los primeros pasos de la recombinacién (por ejemplo, con la delecién de
Rad51), lo que sugiere que las moléculas procesadas por Mus81 y Sgs1-Top3-Rmil
podrian ser intermediarios tardios del proceso de HR (Mullen y col. , 2001; Fabre y col.,
2002; Bastin-Shanower y col., 2003; Ii y Brill, 2005; Trowbridge y col., 2007). De
hecho, en S. pombe, al menos algunas funciones de Mus81 dependen de Rad22,
homdloga a Rad52 (Fabre y col., 2002; Bastin-Shanower y col., 2003; Doe y col.,
2004).

Los mutantes de levaduras mus8IA, mms4A y emelA son sensibles a agentes
causantes de dafo en el material genético o estrés replicativo que interfieren con la
replicacién del DNA, como el MMS, la luz UV y la camptotecina (CPT) y, en menor
medida, a la hidroxiurea (HU) (Boddy y col., 2000; Interthal y Heyer, 2000; Doe y col.,
2002; Bastin-Shanower y col., 2003), lo que indica que Mus81-Mms4/Emel puede ser
de gran importancia en la reparacion de horquillas de replicacion bloqueadas o rotas en
células somdticas. Sin embargo, los mutantes de esta nucleasa no muestran defectos en
la reparacién de DSBs generadas después del tratamiento con radiacién ionizante (IR)
(Interthal y Heyer, 2000).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se ha propuesto que Mus81/Mms4 podria
estar implicada en el procesamiento de intermediarios de recombinacion que resultasen
de la reparacién de horquillas dafadas y/o en la rotura de horquillas de replicacién
paradas o bloqueadas para permitir la recombinacién homdloga (Kaliraman y col.,
2001; Doe y col., 2002; Osman y Whitby, 2007). Sin embargo, todavia se desconoce
cudl es claramente su papel in vivo y cudles son sus sustratos fisiolégicos.

En S. cerevisiae, la delecion de YENI, el gen que codifica la resolvasa de
uniones de Holliday (ver Apdo. 1.4.5.2), aumenta la sensibilidad de las células mus81A
al dafio causado en el material genético por agentes como el MMS, la luz UV o la CPT
(Blanco y col., 2010; Tay y Wu, 2010), de lo que se deduce que ambas nucleasas tienen
funciones complementarias importantes para la respuesta celular al dafio en el DNA. A
diferencia de los mutantes mus81A, los mutantes yenlA son muy poco o nada sensibles
al tratamiento con los agentes anteriormente citados (Blanco y col., 2010), lo que
sugiere que Mus81-Mms4 es la principal via de reparacién de las lesiones originadas
por los mismos, mientras que Yenl podria ser necesaria en algunas circunstancias,
como la ausencia de Mus81 o tras la formacién de estructuras que quizds Mus81 no
pueda procesar con eficacia. De acuerdo con esta idea, en S. cerevisiae Mus81 es la
principal nucleasa implicada en la resolucion de intermediarios de recombinacion en
células mitdticas, lo que puede dar lugar a la formacién de sobrecruzamientos,
ejerciendo Yenl una funcion en su ausencia (Ho y col., 2010). Asimismo, en estudios
recientes realizados con células procedentes de pacientes con sindrome de Bloom (que
carecen del procesamiento mediante disolucion de las HJs), se ha mostrado que el
silenciamiento de MUS81 y GEN1 provoca un importante nimero de anormalidades
cromosémicas (Wechsler y col., 2011). Sin embargo, el silenciamiento tunico de
MUSS81 en las mismas células no genera un efecto similar, lo que sugiere que GENI1
puede compensar su funcién. Confirmando la relacién funcional y el solapamiento en la
actuacion de ambas proteinas, en S. pombe (organismo que carece de ortdlogos de
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GENI/YENI), la expresion de la proteina GEN1 humana alivia los defectos en meiosis
de las células mus81A (Lorenz y col., 2010).

Por dltimo, cabe destacar que la ausencia de Mus81 en S. cerevisiae produce un
notable incremento en la frecuencia de pérdidas y aneuploidias cromosémicas, fenotipo
incrementado por la delecion de YENI (Ho y col., 2010). Esta inestabilidad genémica se
observd también en células de raton en las que alguna de las copias del gen MUSS! se
habia eliminado (McPherson y col., 2004; Dendouga y col., 2005). En el primero de
estos estudios se propuso que la carencia de Mus81 aumenta la predisposicion a
desarrollar tumores en ratones, si bien el segundo trabajo, aun mostrando la importancia
de MUSS81 para prevenir la inestabilidad gendémica, discrepa de su papel en la
prevencion de la formacidn de células cancerosas. De acuerdo con el primero, ensayos
recientes con lineas celulares humanas indican que la expresion de MUSS81 estd
disminuida a mds de la mitad en pacientes de cdncer colorrectal, y se correlaciona
significativamente con casos de metdstasis hepdtica (Wu y col., 2010). Por tanto, es
posible que el seguimiento de los niveles de Mus81 pueda ser empleado en algunos
casos como marcador tumoral.
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Objetivos

El objetivo general del trabajo realizado en esta tesis doctoral es contribuir al
conocimiento de los procesos que las células eucaridticas utilizan para hacer frente al
dafio en el DNA durante la replicacion cromosémica, haciendo posible la estabilidad del
genoma.

Los objetivos especificos son:

- Analizar la contribucién de las rutas de reparacién por escision de bases,
recombinacion homdloga y tolerancia al dafio en el DNA de S. cerevisiae al
mantenimiento de la estabilidad gendmica durante la replicaciéon cromosémica
en presencia de lesiones en el material genético.

- Caracterizar el papel de la nucleasa Mus81-Mms4 de S. cerevisiae en la
respuesta celular al dafio en el DNA durante la fase S del ciclo celular.

33






MATERIALES Y
METODOS






Materiales y métodos

1. CEPAS
1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Todas las cepas empleadas en esta tesis derivan de W303 (Thomas y Rothstein,
1989). Sus correspondientes genotipos se describen en la Tabla MM1.

Nombre Genotipo Fuente
W303-1a MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 (uthomess Ty
a aade ’ p ’ Rothstein, 1989)
(Thomasy

W303-1b | MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 Rothstein, 1989)

YJT75 | MATa sml1A::URA3 rad53A::LEU2 Esta tesis
YJT110 MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 Esta tesis
YJT117 MATa ade2-1::ADE2 rad18A::kanMX ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 Esta tesis
YJT126 | MATa sml1A::URA3 TUB1-GFP::TRP1 Esta tesis
YJT127 | MATa sml1A::URA3 rad53A::LEU2 TUB1-GFP::TRP1 Esta tesis
YJT129 | MATa DDC2-GFP::TRP1 Esta tesis
YJT144  MATa ade2-1::ADE2 rad52A::kanMX ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 Esta tesis
YJT146 A MATa ade2-1::ADE2 mag1A::kanMX ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 Esta tesis

YIT157 MATa ade2-1::ADE2 radl8A::kanMX rad52A::URA3 ARS608A::HIS3 Esta tesis
J ARS609A::TRP1

YIT158 MATa ade2-1::ADE2 radl8A::kanMX rad52A::URA3 TUBI1-GFP::LEU2 Esta tesis
J ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1

YVRS MATa ade2-1::ADE2 rad18A::kanMX TUBI-GFP::LEU2 ARS608A::HIS3 Esta tesis
ARS609A::TRP1

YR  MATa ade2-1:ADE rad52A:kanMX TUBI1-GFP:LEU2 ARS608A:HIS3 L.\
ARS609A::TRP1 sta tesis

MATa ade2-1::ADE2 maglA::kanMX TUBI1-GFP::LEU2 ARS608A::HIS3

YVR7 " ARS609::TRP1 Esta tesis
YVR9 MATa RAD52-GFP::TRP1 Esta tesis
YVR10 | MATa MAG1-GFP::KanMX Esta tesis
MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 magl::GAL-3HA- .
YVR16 MAG1:-KanMX Esta tesis
YVR17 MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 rad52::GAL-3HA- Esta tesis
RAD52::KanMX
YVR18 MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 radl8::GAL-3HA- Esta tesis
RAD18::KanMX
YMV1 MATa sml1A::URA3, rad53A::LEU2 Esta tesis
YMV2 MATa sml1A::URA3, rad53A::LEU2, MAG1-GFP::kanMX Esta tesis
YMV6 MATa sml1A::URA3, rad53A::LEU2, RAD52-GFP::TRP1 Esta tesis
YMV17 | MATa ade2-1::ADE2 mus81A::kanMX, ARS608A::HIS3, ARS609A:: TRP1 Esta tesis
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YMV18 MATa ade2-1::ADE2 mus81A::kanMX smllA::URA3  rad53A::LEU2 Esta tesis
ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1

YMV19 MATa ade2-1::ADE2 mus81A::kanMX smllA::URA3 ARS608A::HIS3 Esta tesis
ARS609A::TRP1

YMV20 | MATa MUS81-3HA::His3MX6 Esta tesis

YMV22 MATa ade2-1::ADE2 mus81A::KanMX ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 Esta tesis
TUB1-GFP::LEUZ

YMV23 MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 mus81::GAL-3HA- Esta tesis
MUS81::KanMX

YMV31  MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 mms4A::URA3 Esta tesis

MATa ade2-1::ADE2 ARS608A::HIS3 ARS609A::TRP1 mms4A::URA3 .
YMV32 Esta tesis
mus81A::KanMX

YMV33 | MATa mms4::ADH-3HA-MMS4::natNT2 Esta tesis
YMV39 | MATa mus81A:: KanMX Esta tesis
YMV42 | MATa mms4::ADH-3HA-MMS4::natNT2 mus81A::KanMX Esta tesis
YMV48 | MATa mms4A::URA3 Esta tesis
YMV49 | MATa mus81A::KanMX mms4A::URA3 Esta tesis
YSG23 | MATa mus81::GAL-3HA-MUS81::KanMX mms4::GAL-3HA-MMS4::HisMX Esta tesis

YSG24 MATa mus81::ADH-3HA-MUS81::natNT2 mms4::ADH-3HA MMS4::natNT2 Esta tesis
YJT161  MATayenlA::LEU2 Esta tesis

YJT162  MATayenlA::LEU2 mus81A::KanMX Esta tesis

Tabla MM1. Descripcion de las cepas empleadas en esta tesis.
1.2. Cepas de E. coli

-DH5o: supE44, AlacU169 ($80lacZAM1S), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, relAl (Hanahan, 1983).

2. PLASMIDOS

Los pldsmidos utilizados en esta tesis se describen en la Tabla MM?2.

Nombre Caracteristicas Referencia
pRS305 p-Bluescript-LEU2 (Sikorskiy Hieter, 1989)
pRS306 p-Bluescript-URA3 (Sikorski y Hieter, 1989)
pRS306-EGP p-Bluescript-URA3-EGFP (Labib y col., 1999)
pVR4 800 pb de la mitad 3" de RAD52, clonados en pRS306-EGFP Esta tesis
pML4 pFA6a-GFP(s65T)-kanMX6 (Longtine y col., 1998)
pML9 pFA6a-3HA-His3MX6 (Longtine y col., 1998)
pML19 pFA6a-kanMX6-PGAL1-3HA (Longtine y col., 1998)
pUG6 Casete de disrupcion génica:loxP-kanMX-loxP (Gtildenery col., 1996)
pKL153 pRS305-TUB1GFP (Labib y col.,, 2001)
pYM-N8 ADH-3HA-natNT2 (Janke y col., 2004)

Tabla MM2. Plasmidos empleados en este trabajo.
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3. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos utilizados en esta tesis fueron suministrados por Invitrogen
y se detallan en la Tabla MM3.

Nombre
Oligo 5°-del.rad52
Oligo 3'-del.rad52
Oligo 5’-del.rad18/Kan
Oligo 3’-del.rad18/Kan
Oligo 5’-del.magl/Kan
Oligo 3’-del.magl/Kan
Oligo 5’-del.mus81 /kan(B)
Oligo 3’-del.mus81/kan(B)
Oligo 5’-del.mms4
Oligo 3’-del.mms4
Oligo 5’-del.yenl
Oligo 3’-del.yenl
Oligo 5'-Gal-HA-MAG1
Oligo 3’-Gal-HA-MAG1
Oligo 5'-Gal-HA-RAD52B
Oligo 3’-Gal-HA-RAD52B
Oligo 5'-Gal-HA-RAD18
Oligo 3’-Gal-HA-RAD18
Oligo 5°-Gal-HA-MUS81
Oligo 3’-Gal-HA-MUS81
Oligo 5-magl-tag
Oligo 3’-magl-tag
Oligo 5" RAD52-GFP tag
Oligo 3° RAD52-EGFP
Oligo 5-mus81-tag
Oligo 3-mus81-tag
Oligo 5’-NtermTAG-mms4

Oligo 3’-NtermTAG-mms4

Secuencia

5’ATGCAAACAAGGAGGTTGCCAAGAACTGCTGAAGGTTCTGGTGGCTTTGGT
GTGTTGTTGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC 3’
5'AGGATTTTGGAGTAATAAATAATGATGCAAATTTTTTATTTGTTTCGGCCA
GGAAGCGTTCGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG 3’
5’AAGAAAAACCATCCGCAAGTGAGCATCACAGCTACTAAGAAAAGGCCATTT
TTACTACTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC 3’
5’ATTATTAATTAACAAATGTGCACAAGCTAACAAACAGGCCTGATTACATAT
ACACACCCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3’

5'TACTTTTCCTTTTTAATTTTTTACTGAGAATCAAGAGAAGCTAGAGAGGGA
TTGGTCTCACAGCTGAAGCTTCGTACGC 3’
S’ ATTTATTTTTATTTTTTTTTTTCTTATATAAATGTCAGTAATACATGATAT

CTTTAAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3’
5'CTTTAAGAGTGGCATCAACATTGGCGTAAACAAAGTTTCAAAGGATTGATA
CGAACACACATTCCTAGCATGAAAGCATGCAGCTGAAGCT TTCGTACGC 3’
5'TATAAAACCTTGCAGGGATGACTATATTTCAAATTGCTAAAGTTTACCAAA
AGCATCATATATCTTTTCTGAAAGAGATTCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3’
5'AAAGAACAATGTATGGATTATGGTATAGAATAATAGTAGTCACA
TATTGCAGCTAGTTAACATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC 3’
5'TGCAGTGATTTTCAAAACGACTGCCTTAAGGTATGTTCTTATATA
CAAAGTTTCGTTCGACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG 3’

5’ ATGAAATGACAGTTCTATTGCATTTTACCTACTTGTATATTCTGG
ATACTGCACAAGAAACATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC 3°
5'TCCCTCGTTTTCGGCGCGATCAACTGTGGTGGCGGATTTTTTGAC
GCTGTGCCCGTTAACCGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG 3’
5'TAAGTTATCTATGAATCAATGAGAATTGGCCACTGCCCTCTGATA
TGACGATGGAAGTGGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’
5'TGCTATTTCCTTAACAGCGTCTGCTTTTATTAACTCATCATACTCC
CTTTTTAGTTTCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 3’

5’ ATTATATTCTTTAGTCTGTTAAGAAAAGACGAAAAATATAGCGGCGGGCGG
GTTACGCGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’
5'GTCCTCGGAATGGTTACCGAAAACGGGCTTCTTCTCATCCATATCCATAATT
TCATTCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 3’
5'TTTCAATAGAAAGTGAAAAACTAAGTACCACTTGAGCAATGCCACATTAGA
AGAAAAACCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3°
5'GTACAGGCTCGGTATTGAAGTAGTCGTGAAGTCGCTTGCAGTGGTTATTTG
GTGGTCCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 3’
5’ATTCGCGTCATCAACTTCTTTTCTTACCGATCGCGGTAATGCCCTTTAAGAG
TGGCATCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’
5'GTCAACTAATTCTTGTAACCATTCAATATATAGGTCTTTTAAGTTTGATGA
GAGTTCCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 3’
5’AGGCTCGCGAGCACAAATACAGATGCCATGATGAAGGCAGAAGAAAATTTC
GTGAAATCCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3’

S TTTATTTTTATTTTTTTTTTTCTTATATAAATGTCAGTAATACATGATATC
TTTAAGTTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’
5'TCGACACGAAGAGAAGTTGGAAGACCAAAGATCAATCCCCTGCATGCACGC
AAGCCTACTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3’
5"’ACACACCCATGGCACCCGCTCCAGCGCCTGCACCAGCTCCAGTAGGCTTGCG
TGCATGCAGGGGA 3’
5'GGTGCGAAGAAAATTACTAAATCTCTTTCAGAAAAGATATATGATGCTTTT
GGTAAACTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3’
5'GAATATCATCACTTTTTTCTTTATAAAACCTTGCAGGGATGACTATATTTC
AAATTGCTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’
5'CGTAAATAAAGAACAATGTATGGATTATGGTATAGAATAATAGTAGTCACA
TATTGCAGCTAGTTAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC 3’
5'GTCCATCGATGATCTGAATACTGGCATCGTTTCTTGAATCTTTGTCCTCAAC
AAAATCAACGATCTGGCTCATCGATGAATTCTCTGTCG 3’
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Oligo 5’-test del magl

"TGTGATACTGATTCTCTCGT 3’

Oligo 3’-test del magl

"GCCAAGAGCTCCGATGAG 3’

Oligo 5’-test del rad52

"CAACGCCAGCAGTGAAAT 3’

Oligo 3’-test del rad52

"CCGAGTTGCCATATTTGT 3’

Oligo 5’-test del rad18

"CCCGCTCTTCTATGGTAT 3’

Oligo 3’-test del rad18

“ACTTAACGTGGAGATCAC 3’

Oligo 5’-test del mus81

"CGTAATGTATTGGGCACCTT 3’

Oligo 3’-test del mus81

"GTCAAAGGTTTGTCACTGGA 3’

Oligo 5’-test del mms4

"GTTGATGAGACACCTTTGCT 3

Oligo ARS609-1

"TTTTTTGGATCCCCTTCCCATATAAGAATTCCAAACGG 3’

Oligo ARS609-2

"TTTTTTCTCGAGGGGTATCTTCTGTGAGTAAACTAACG 3’

oligo 305 deln-5"test-N255

"TAAGTTACCATTATCGAAGGC 3’

oligo 305 deln-3"test-N256

"AGTATTATGGTAGCACCAATG 3’

oligo probe A-5’

"CTTATAGGAAACCTATCGTT 3’

oligo probe A-3’

"GAGCAGTACTTGCCTCCCGA 3’

5

5

5

5

5

5

5

5

5
Oligo 3’-test del mms4 5" AGGACAGACTTAATGAAGAC 3
Oligo MMS4-RE 5" GAGAGACGAATCTATGATGG 3’
Oligo 5-test del rad53 5" CGTGGGTAGACTTGGAAATG 3’
Oligo 3’-test del rad53 5" CTTGTTGTACCACATCAAGC 3’
Oligo 5’-test del yen1 5" GGCATTGAACACTGGCTGTT 3’
Oligo 3’-test del yen1 5" TTACAATCCACTATACGGTC 3’
Kan FW 5" CCTCGACATCATCTGCCC 3’
Kan RE 5" GGATGTATGGGCTAAATG 3’
His FW 5" GAATGATCATCACCGTAGTG 3’
His RE 5" CGTTTATCTTGCCTGCTCAT 3’
Leu FW 5" CATCGAATTTGATTCTGTGC 3’
Leu RE 5" GTAAAGGAATACAGGTAAGC 3’
Trp FW 5" CAGTGCAGCTTCACAGAAAC 3’
Trp RE 5" CCGCAAACTTTCACCAATGG 3’
Ura FW 5" GACATGGGTGGAAGAGATGA 3’
Ura RE 5" GAACATCCAATGAAGCACAC 3’
5-ARS607 5" GGTCACCAACAAGACGGAGG 3’
3’-ARS607 5" TGTGATACTGATTCTCTCGT 3’
Oligo VI-2.1 5" CTATCACTCGATGGTGCAAC 3’
Oligo VI-2.2 5" GTGGAGAGTGAAGATGACGA 3’
Oligo VI-3.1 5" CCTGAATGGTCTCAATTTGT 3’
Oligo VI-3.3 5" GACTAGTCGAATATGGGTTT 3’
Oligo VI-5.7 5" GCAAGTAAGCAGCCATCGTC 3’
Oligo VI-5.8 5" GCAAGTTCTCGGTTCCCTTG 3’
Oligo VI-6.5 5" GATCCATTATTTGCAGCGGT 3’
Oligo VI-6.6 5" GCGTTACCGATTAATGACAC 3’

5

5

5

5

5

5

5

oligo probe B-5’

"GAATCTTCTGAAGCCAATTC 3’

oligo probe B-3’

5" CACACATTTCGTTTACTTAG 3’

Oligo 5’Gal- HA- MMS4

5’CAACGCGTTGAAGTACCCTTTTCACGAAAAAAATGGTTGTATACGTAAATA
AAGAACAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’

Oligo 3’Gal- HA- MMS4

5’CTGAATACTGGCATCGTTTCTTGAATCTTTGTCCTCAACAAAATCAACGATC
TGGCTCATGCACTGAGCAGCGTAATCTG 3’
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Oligo 5'-NtermTAG-mus81 | 5'GGCATCAACATTGGCGTAAACAAAGTTTCAAAGGATTGATACGAA
CACACATTCCTAGCATGAAAGCATGCGTACGCTGCAGGTCGAC 3’

Oligo 3’-NtermTAG-mus81 | 5’ TAGGGGTTAATCCGTCAACTAATTCTTGTAACCATTCAATATATAG
GTCTTTTAAGTTTGATGAGAGTTCCATCGATGAATTCTCTGTCG 3’
Tabla MM3. Oligonucleétidos empleados en esta tesis.

4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

4.1. Cultivos de S. cerevisiae

Los cultivos se crecieron rutinariamente a 30 °C, salvo que se indique lo
contrario en algiin experimento, tanto en medio liquido como en medio sélido. El
crecimiento en medio liquido se siguid por observacion al microscopio Optico y
recuento del nimero de células en cdmaras de Neubauer.

Para el crecimiento de S. cerevisiae se utiliz6 de forma habitual el medio rico
YPD. Cuando fue necesario, se emplearon medios de seleccion o de esporulacion.
Todos ellos se describen a continuacion:

= YP: extracto de levadura 1% (Difco), bacto-peptona 2% (Difco), al que se
afiade el azicar necesario, segtn el tipo de experimento, al 2%. Los aziicares empleados
fueron: D-glucosa (Merck), utilizado de forma rutinaria (medio “YPD”), D-rafinosa
(Sigma-Aldrich) o D-galactosa (Sigma-Aldrich). Para la preparacion de medio sélido se
afiade agar 2% (Difco).

= Medio minimo selectivo: Base nitrogenada de levadura (YNB) sin
aminodcidos 0,67% (Difco), glucosa 2%, junto con los correspondientes requerimientos
auxotroficos, segin los marcadores de seleccion de cada cepa, a la siguiente
concentracion final: adenina 0,04 mg/ml, uracilo 0,04 mg/ml, L-leucina 0,08 mg/ml, L-
triptéfano 0,04 mg/ml y L-histidina 0,04 mg/ml (todos de Sigma-Aldrich). Para la
preparacién de placas de medio minimo selectivo se aflade agar 2%. En los
experimentos de microscopia de fluorescencia el medio se enriquece suplementdndolo
con adenina 0,14%.

= Medio para experimentos de sustitucion de is6topos de densidad: YNB
sin aminodcidos y sin sulfato amoénico 0,16% (Difco); dcido succinico 1,1% (Sigma-
Aldrich), NaOH 0,67% (Merck), suplementado con isétopos pesados: D-glucosa (U-
PCy) 0,1% y sulfato aménico (°N,) 0,01% (Cambridge Isotope Laboratories), o ligeros:
D-glucosa 2% (*C) y sulfato aménico 0,01% (“*N) (Merck; isétopos empleados
habitualmente en el laboratorio). Deben afadirse también los requerimientos
auxotroficos especificos de cada cepa.

=> Medio rico de esporulacion (RSM): Extracto de levadura 0,25%, acetato
potdsico CH,COOK 0,15 M, D-glucosa 0,1%, agar 2% y H,O. Una vez autoclavada esta
mezcla, se le afiade una soluciébn con los requerimientos autotréficos, a una
concentracion final del 2,5% (solucion stock: adenina 0,4%, uracilo 0,4%, L-histidina
0,2%, L-leucina 0,2%, L-lisina 0,2%, L-triptéfano 0,2%, L-tirosina 0,08%, L-
fenilalanina 1%, L-metionina 0,2% y L-arginina 0,2%; todos de Sigma-Aldrich. Se
esteriliza por filtracion.
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Para la seleccion por resistencia a antibidticos se utilizaron geneticina (Gibco) o
nourseotricina (Werner BioAgents), a una concentracién final de 200 ug/ml y 100
ug/ml, respectivamente.

4. 2. Cultivos de E. coli

La bacteria E. coli se cultivé de forma habitual a 37 °C, tanto en medio liquido
como soOlido. Se empled rutinariamente el medio LB: bacto-triptona 1% (Difco),
extracto de levadura 0,5% (Difco), NaCl 1% (Merck). En el caso de medios sélidos se
aflade agar 2%. Para la seleccion por resistencia a ampicilina, tanto en medio liquido
como sdlido, se afiadié dicho antibidtico (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de
100 pg/ml.

5. REACTIVOS Y ENZIMAS

Las sales inorgdnicas, dcidos, bases y compuestos orgdnicos fueron
proporcionados por Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, PRS-Panreac, Gibco, Calbiochem y
USB. Las soluciones de acrilamida 40% y bis-acrilamida 2%, asi como los marcadores
de peso molecular de proteinas, fueron suministrados por BioRad.

El metil metano sulfonato (MMS), la hidroxiurea (HU) y el nocodazol fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich. El factor a fue proporcionado por el servicio de sintesis
de péptidos del CBMSO.

Los kits empleados para la obtencion de DNA plasmidico (“Minipreps DNA
purification system”) y para la purificacion de productos de PCR o bandas de gel de
agarosa (“Gel and PCR Clean-Up System”) fueron adquiridos en Promega, mientras que
el kit empleado para la obtencion de DNA gendémico de levaduras (“Blood & Cell
Culture DNA Midi Kit”) fue proporcionado por Qiagen.

Las enzimas de restriccion fueron suministradas por Roche, New England
Biolabs (NEB) o Fermentas. Para la amplificacién de fragmentos de DNA por PCR se
utilizaron las DNA polimerasas Vent (NEB), Ex Taq (Takara) y Go Taq (Promega). La
RNasa A, la pepsina, la B-glucuronidasa y la liticasa fueron adquiridas en Sigma-
Aldrich. La proteinasa K y la enzima Klenow fueron proporcionadas por Roche. La
zimoliasa-20T fue suministrada por Seikagaku.

6. CONSTRUCCION DE CEPAS DE S, cerevisiae

Los mutantes de delecidn se obtuvieron mediante sustitucion génica. Para ello,
se transformd la cepa correspondiente con un producto de PCR resultante de la
amplificacion del pldsmido portador del marcador de seleccion (pRS305, pRS306 o
pUGH6) con oligonucledtidos especificos que portaban extremos de secuencia idéntica a
las regiones flanqueantes del fragmento a reemplazar (la fase de lectura abierta —ORF-
completa del gen en cada caso).

Las cepas que incorporan la fusion TUBI-GFP se obtuvieron mediante
transformacién directa con el plasmido pKL153, que fue previamente linearizado. La
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cepa YVRY9 fue obtenida por transformacion con el pldsmido pVR4, previamente
linearizado.

Las cepas en las que el gen de interés se situdé bajo el control del promotor
GALI-10 se obtuvieron mediante transformacién con un producto de PCR obtenido
empleando el pldsmido pML19 como molde. Las cepas en las que proteinas a estudio se
etiquetaron con GFP (a excepcion de YVR9) o con el epitopo HA se construyeron por
transformacién con un producto de PCR obtenido utilizando como moldes los
plasmidos pML4 (para la fusién con GFP) o pYM-N8 y pML9 (para la fusion con el
epitopo HA, en el extremo amino-terminal o en el carboxi-terminal, respectivamente).
La amplificacion de estos fragmentos se realizé con oligonucleétidos que portaban en
sus extremos secuencias idénticas a las de las zonas flanqueantes del sitio del
cromosoma donde se iba a insertar, inmediatamente antes o después de la ORF, segtin el
caso.

En algunas ocasiones, las cepas se obtuvieron por cruces genéticos entre cepas
isogénicas haploides portadoras de las deleciones o caracteres de interés. Para ello, se
mezclaron las cepas correspondientes (MATa y MATa) en una placa de YPD y se
incubaron toda la noche a 24 °C. Se aislaron colonias y los diploides se seleccionaron
por marcadores -cuando fue posible- o mediante eleccidn de las colonias con las células
de mayor tamafio mediante observacion al microscopio. Posteriormente, se esporularon
en medio RSM a 24 °C durante 2-3 dias y se separaron las esporas resuspendiéndolas en
H,O e incubdndolas toda la noche con p-glucuronidasa a temperatura ambiente,
utilizando una noria. Tras observar al microscopio la correcta digestion de las ascas, las
esporas se centrifugaron, se resuspendieron en H,O y se plaquearon en medio YPD para
su posterior seleccion.

La correcta construccion de las cepas fue analizada por PCR del DNA
genomico, empleando combinaciones de oligonucledtidos que hibridaban en zonas
internas del fragmento insertado y en regiones del genoma flanqueantes al mismo.
Ademds, en el caso de las cepas en las que la proteina de interés estaba etiquetada, se
comprobd la correcta expresion de la proteina de fusion mediante inmunoblot. Cuando
fue posible, las cepas construidas fueron identificadas por su fenotipo (morfologia
celular, sensibilidad a distintos compuestos, etc). En todos los casos se comprobd
también que las cepas obtenidas mostraban un crecimiento normal con respecto al tipo
silvestre a distintas temperaturas (16 °C, 24 °C, 30 °C y 37 °C).

7. METODOS DE TRANSFORMACION CELULAR

7.1. Transformacion de E. coli

La transformacion de células competentes de E. coli con DNA plasmidico se
llevé a cabo segin el método descrito por Hanahan (1983), explicado brevemente a
continuacion. Siguiendo este protocolo, las células competentes (habitualmente una
alicuota de 100 ul, proporcionada por el Servicio de Fermentacion del CBMSO)
guardadas a -70 °C, se descongelan en hielo y se mantienen en el mismo durante 20
min. Seguidamente, se afiade el DNA, se mezcla con las células y se dejan en hielo
durante 15 min. Tras ello, las células se someten a un choque térmico durante 90 s a 42
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°C, se enfrian en hielo, se resuspenden en 4 volimenes de medio LB y se incuban 45
min a 37 °C para permitir la expresion del gen de resistencia al antibidtico. A
continuacion se centrifugan 1 min a 15000 rpm, se resuspenden en un volumen pequefio
de medio LB y se plaquean para su seleccion. Los transformantes se seleccionan en
placas de medio LB con ampicilina, creciendo las células durante toda la noche a 37 °C.

7.2. Transformacion de S. cerevisiae

Las células de levaduras se transformaron con DNA exdgeno segtin el método
descrito por Schiestl y Gietz (1989) y modificado posteriormente por Gietz y col.
(1992). Se parte de 4.10° células en fase exponencial (entre 6.10° y 1.107 céls/ml),
crecidas en medio YPD. Se centrifugan a 3000 rpm durante 3 min a temperatura
ambiente, se lavan con H,O y con acetato de litio (AcLi)/TE 100 mM , pH 7,5 (TE: Tris
10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM), y posteriormente se resuspenden en 200 ul de AcLi/TE
100 mM pH 7,5. Para cada transformacion se mezclan 50 ul de esta suspension celular,
5 ul de DNA de esperma de salmén (10 mg/ml, Sigma-Aldrich), 1-2 ug de DNA y 300
ul de AcLi/PEG (se prepara fresco a partir de 1 vol. de AcLi 1M pH 7.5, 1 vol. de TE
10X y 8 vol. de polietilenglicol 4000, PEG, 50%), y se incuban en agitacion a 30 °C
durante 30 min. A continuacion se afiaden 40 ul de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma-
Aldrich) y las células se someten a un choque térmico durante 15 min a 42 °C y
posteriormente a una incubacion de 2 min en hielo. Tras ello, se centrifugan 5 s a 15000
rpm. En el caso de usar geneticina o nourseotricina como marcadores de seleccidn, las
células se resuspenden en 1 ml de YPD y se mantienen en agitacion a 30 °C durante 2,5
6 3 h, respectivamente (expresion fenotipica). A continuacién, se centrifugan 1 min a
15000 rpm, se resuspenden en 100 ul de TE y se siembran en placas de YPD en
presencia del antibidtico. En el caso de usar marcadores auxotréficos para la seleccion,
las células se plaquean directamente en medio sélido selectivo tras el choque térmico y
el posterior enfriamiento en hielo. En ambos casos, las placas se incuban a 30 °C
durante 2 6 3 dfas.

8. ANALISIS DE LA PROGRESION EN EL CICLO CELULAR MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

Se siguid bdsicamente el protocolo descrito por Labib y col. (1999). Se toman
muestras de 1 ml de cultivo, se centrifugan, y las células se resuspenden en etanol 70%
y se guardan a 4 °C. Para el andlisis por citometria de flujo, se transfieren 50-200 ul de
las células en etanol a un tubo con 3 ml de citrato sédico 50 mM para su rehidratacion, y
se centrifugan 3 min a 3000 rpm. A continuacion se resuspenden en 0,5 ml de citrato
sodico 50 mM con RNasa A 0,1 mg/ml, y se incuban a 37 °C durante 2-4 h.
Posteriormente, se centrifugan 3 min a 3000 rpm, se resuspenden en una solucién de
HC1 50 mM con 5 mg/ml de pepsina y se incuban durante 30 min a 37 °C. Tras ello, las
muestras se centrifugan de nuevo 3 min a 3000 rpm y se resuspenden en 1 ml de citrato
sodico 50 mM con 2 pug/ml de ioduro de propidio (Sigma-Aldrich) para la tincién del
DNA.

Las muestras se procesaron empleando un citometro FACScalibur de BD
Biosciences y el software CellQuestPro, que permitié analizar el contenido de DNA de
las células.
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9. SINCRONIZACION EN EL CICLO CELULAR

Las células fueron sincronizadas en la fase G1 del ciclo celular mediante la
adicién de factor o al cultivo a una concentracién final de 5-10 ug/ml. La
sincronizacion en fase S temprana se llevd a cabo tratando a las células con hidroxiurea
(200 mM). Para bloquear las células en G2/M se utilizé nocodazol, a una concentracién
de 5 ug/ml.

En todos los casos, la sincronizacion en cada una de las fases del ciclo celular
fue seguida por observacién de las células al microscopio Optico y, cuando fue
necesario, se comprobd también mediante citometria de flujo.

10. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y DIGESTION DE DNA

10.1. Extraccién de DNA plasmidico de E. coli

La purificacion a pequefia escala del DNA plasmidico de E. coli se realizé
utilizando el kit “Minipreps DNA purification system” (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

10.2. Extraccién de DNA gendmico de S. cerevisiae
10.2.1. Extraccién habitual de DNA gen6mico

El método usado para la extraccién del DNA gendmico se basé en el descrito
por Rose y col. (1989). Se parte de 10 ml de cultivo y las células se centrifugan durante
3 min a 3000 rpm. A continuacién se resuspenden en 0,2 ml de solucion de lisis (NaCl
100 mM, Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, SDS 0,1%), y se transfieren a un tubo
eppendorf con aproximadamente 0,3 ml de perlas de vidrio de 0,4 mm (Thomas
Scientific). Se afiaden 0,2 ml de fenol:cloroformo (1:1) y se agitan en el vortex durante
I min. A continuacién se afiaden 0,2 ml de TE y se agitan unos segundos en el vortex.
Se centrifugan a 14000 rpm durante 5 min y se recoge la fase superior, a la que se afiade
un volumen de cloroformo. Se mezcla y se vuelve a centrifugar 1 min. La fase superior
se transfiere a un tubo nuevo y se afiaden dos volimenes de etanol 100% para precipitar
el DNA. Se mezcla por inversion y se centrifuga 3 min a 14000 rpm. Tras ello, se
descarta el sobrenadante y el precipitado obtenido se lava con etanol 70%, se seca, se
resuspende en TE con RNasa A 100 ug/ml y se incuba a 37 °C durante al menos 30
min. La cantidad y calidad del DNA obtenido se examina en un gel de agarosa
(Pronadisa) al 1%.

10.2.2. Extraccion de DNA gendémico para andlisis en geles bidimensionales

El protocolo empleado para la obtencion de las muestras de DNA se baso en el
descrito por Friedman y Brewer (1995) y se realiz6 segun se detalla en Calzada y col.
(2005). Se parte de 200 ml de cultivo con células en fase exponencial de crecimiento, al
que se afiade azida sédica (Merck) a una concentracién final de 0,1%. Las células se
mantienen en hielo durante 10-30 min vy, tras ello, se centrifugan a 5000 rpm y 4 °C
durante 4 min. Se retira el sobrenadante, se lavan con 50 ml de H,0 a 4 °C y se
centrifugan a 3000 rpm y 4 °C durante 5 min. A continuacidn, se resuspenden en
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tampon NIB (glicerol 17%, MOPS 50 mM, acetato potdsico 150 mM, MgCl, 2 mM,
espermidina 500 uM (Sigma-Aldrich) y espermina 150 uM (Sigma-Aldrich) y se lisan
con perlas de vidrio de 0,4 mm mediante 10 ciclos en los que se alternan 30 s al vortex y
30 s de incubacion en agua-hielo. Una vez comprobado al microscopio que la lisis
celular es mayor del 90%, se recoge el extracto celular y se lavan las perlas de vidrio
dos veces con 5 ml de tampdn NIB, recogiéndose de nuevo el extracto, que se une al
anterior. Posteriormente, el extracto obtenido se centrifuga 10 min a 3000 rpm, a 4 °C.
Tras eliminar el sobrenadante, se afiaden 5 ml de tampon G2 (kit de Qiagen) y se deja 5
min a temperatura ambiente para facilitar la resuspension del precipitado. La muestra se
incuba durante 30 min a 37 °C con 0,2 mg/ml de RNAsa A. Tras ello, se afiaden 0,4
mg/ml de Proteinasa K, y se incuba durante 1 h a 37 °C. A continuacion, la muestra se
centrifuga durante 5 min a 3000 rpm, a 4 °C, se transfiere el sobrenadante a un nuevo
tubo, se afiaden 5 ml de tampdén QBT (kit de Qiagen) y se carga en las columnas del kit,
previamente equilibradas con 4 ml de tampén QBT. Las columnas se lavan dos veces
con 7,5 ml de tampén QC (kit de Qiagen) y posteriormente el DNA se eluye con 5 ml
de tampoén QF (kit de Qiagen), precalentado a 50 °C. La muestra se reparte en tubos
eppendorf (830 ul/tubo) y se afiaden 580 ul de isopropanol a cada uno de ellos. Se
mezcla por inversién y los tubos se centrifugan 25 min a 15000 rpm, a 4 °C. El
precipitado obtenido se lava con 100 ul de etanol 70% y posteriormente se centrifuga 5
min a temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante y se deja secar el precipitado a
temperatura ambiente hasta que adquiera un aspecto transparente. Finalmente se
resuspende en 20 ul de TE y se mantiene durante toda la noche a temperatura ambiente.

10.2.3. Extracciéon de DNA gendémico para experimentos de electroforesis en geles
de campo pulsado

El método empleado se realizé bdsicamente segin lo descrito por Lengronne y
col. (2001), y se detalla a continuacién. Se parte de 1x10° células, a las que se afiade
azida sodica (concentracion final 0,1%), tras lo que se mantienen en hielo durante 10-15
min. A continuacion, se centrifugan y se lavan con 1 ml de la solucién: azida sddica
0,1%, Tris-HCI 10 mM, EDTA 50 mM, pH 8.0. Las muestras se centrifugan y se
resuspenden en 250 wl de tampdén de zimoliasa 2X (tampdn fosfato 50 mM pH 7.0,
EDTA 100 mM, DTT 20 mM, zimoliasa 20T 0,2 mg/ml), precalentado a 50 °C. Tras
ello, se afiade 1 volumen de agarosa de bajo punto de fusion (Incert Agarose, de FMC
Bioproducts) al 1%, mantenida a 50 °C, y la mezcla se reparte en moldes para obtener el
DNA embebido en dados de agarosa. Una vez solidificados, los dados se transfieren a
tubos eppendorf, se les aflade 0,4 ml de tampon de zimoliasa y se incuban a 37 °C
durante toda la noche. Posteriormente, se realizan dos lavados de 1 h con 1 ml de TE,
agitando los tubos en una noria. Tras ello, los dados se incuban a 50 °C durante 48 h en
0,4 ml de la solucion: Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 200 mM, N-lauril-sarcosina 1%
y proteinasa K 2 mg/ml. Seguidamente, se transfieren a tubos de 5 ml y se realizan 5
lavados a temperatura ambiente, con agitacion suave, de 1 h, con 3 ml de una solucién
Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 50 mM. Los dados se guardan a 4 °C en esta solucién
hasta la realizacion de la electroforesis.
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10.3. Amplificacion de DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Para amplificar fragmentos de DNA por PCR se emplearon diferentes DNA
polimerasas (Apdo. 5) y los tampones correspondientes, segtin las indicaciones del
fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en volimenes variables (20-100 ul),
utilizando oligonucledtidos suministrados por Invitrogen y dNTPs adquiridos en
Biotools o Roche. Como molde se emplearon cantidades variables de DNA plasmidico
o gendmico, o una pequeiia cantidad de biomasa celular de S. cerevisiae tomada
directamente de una placa. En este tltimo caso, la muestras se calentaron 1 min en un
microondas a potencia mdxima previamente a la reaccion de amplificacién, que se llevd
a cabo con la enzima GoTaq. La duracion de los ciclos de extension y la temperatura de
apareamiento fueron variables, dependiendo del tamaiio del fragmento a amplificar y de
la Tm de los oligonucledtidos.

Cuando los fragmentos amplificados se utilizaron para transformar S. cerevisiae
fueron purificados previamente con un kit de Promega (Apdo. 5) siguiendo las
instrucciones del fabricante, directamente después de la PCR o a partir de una banda de
agarosa obtenida tras separar el fragmento mediante electroforesis.

10.4. Digestion enzimatica de DNA

Las digestiones del DNA se llevaron a cabo con diversas endonucleasas de
restriccion, siguiendo las instrucciones del fabricante. De forma habitual se realizaron
en un volumen de 20-100 ul, durante 1-6 h.

11. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE DNA

11.1. Electroforesis habitual de DNA en geles de agarosa

El andlisis de las moléculas de DNA se llevé a cabo de forma rutinaria mediante
electroforesis en geles de agarosa. Esto permitid separar fragmentos de distintos
tamafos y estimar la calidad y cantidad del DNA a estudio. Dependiendo del tamafio de
los mismos, se emplearon geles de agarosa de 0,7-2,5%, preparados en TAE (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM) con bromuro de etidio (0,5 ug/ml). El DNA fue
visualizado mediante exposicién a luz UV.

11.2. Electroforesis bidimensional en geles de agarosa

Esta técnica permite conocer como se replica un fragmento de restriccién de
DNA especifico in vivo, y se basa en el hecho de que la movilidad electroforética en gel
de una molécula de DNA depende tanto de su tamafio como de su forma. LLa muestra se
digiere y se somete a una primera electroforesis (primera dimensién) en la que la baja
concentracion de agarosa y el bajo voltaje aplicados hacen que la contribucion de la
forma del DNA en su migracion sea minima, y que por tanto las moléculas se separen
seglin su tamafo. Durante la electroforesis en la segunda dimension, tanto el voltaje
como la concentraciéon de agarosa se aumentan, y ademds se incluye un agente
intercalante, el bromuro de etidio. Estas condiciones hacen que el efecto de la forma
afecte notablemente a la migracion electroforética del DNA, permitiendo de este modo
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diferenciar moléculas de DNA con distintos tamafos y formas. E1 DNA del gel
resultante se transfiere e hibrida con una sonda especifica que reconoce el fragmento a
analizar, y las estructuras habituales que se pueden encontrar se representan en el
esquema de la Figura MM1.

1° Dim.

2° Arco de burbujas —O—

Dim.
\ Ys dobles >—<

Ys simples —<

Recombinantes
(XS) ><
2N

1N

Figura MM1. Esquema del patrén basico obtenido en los geles bidimensionales de DNA.

Cuando el DNA es replicado de forma pasiva por una horquilla que lo recorre
desde un extremo del fragmento, se genera un patrén con forma de Y conocido como
arco de Ys simples (Fig. MM1). Este arco parte del punto 1N, que se corresponde con
moléculas de DNA lineales no replicadas, y termina en el punto 2N (moléculas
replicadas). Cuando el fragmento de restriccion es replicado por dos horquillas
convergentes, se forma el arco de Ys dobles. El arco de burbujas se genera cuando el
fragmento de restriccion analizado contiene un origen de replicacion activo. Finalmente,
la estructura en forma de X estd constituida por intermediarios de recombinacion con un
contenido de DNA 2N.

En los experimentos realizados en esta tesis, la electroforesis correspondiente a
la primera dimensién se llevo a cabo en geles de agarosa al 0,4% en TBE (Tris base 89
mM, écido bérico 89 mM, EDTA 2 mM), que se corrieron a 21 V (0,6 V/cm) durante
40 h, a temperatura ambiente. Tras ello, las tiras correspondientes a cada muestra se
cortaron y rotaron 90°, y se situaron en la parte superior de los geles de la segunda
dimension. Ambas partes se sellaron con agarosa al 1% La segunda dimension se
realizé en geles de agarosa al 1% en TBE, en presencia de 0,5 ug/ml de bromuro de
etidio. Los geles se corrieron a 160 V (4,4 V/cm) durante 7 ha 4 °C.

11.3. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) fue desarrollada por Schwartz
y Cantor (1984) y permite separar fragmentos de DNA de gran tamafio. Esta separacion
se consigue induciendo su reorientacion mediante cambios periddicos en el campo
eléctrico. En una electroforesis convencional, el campo eléctrico constante empleado
ocasiona que los fragmentos de DNA de 30-50 kb migren con la misma movilidad y se
detecten en el gel como una tnica banda difusa. En una PFGE, los fragmentos se
someten a dos campos eléctricos de distinta orientacidon. Durante la aplicacion del
primero de ellos, los fragmentos se estiran y orientan segtin la direccion del mismo. Al
aplicar un segundo campo eléctrico en sentido perpendicular, el DNA se reorienta y
migra en la direccién del mismo. El tiempo empleado en esta reorientacion depende del
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tamafo de los fragmentos, de modo que los mds pequefios migrardn antes en la
direccion del segundo campo eléctrico, separdndose asi de los fragmentos de mayor
tamafio. Mediante la aplicacion de sucesivos cambios en el campo eléctrico, los
diferentes fragmentos que se detectan como una banda difusa en una electroforesis
estdndar se separan de este modo en bandas discretas.

Para llevar a cabo estos experimentos, los dados de agarosa con el DNA,
preparados segtin lo descrito en el apartado 10.2.3, se cargaron en geles de agarosa al
1% (Agarose NA, de GE Healthcare)-TBE de 150 ml. El aparato empleado para las
electroforesis fue un “Gene Navigator System” de Pharmacia Biotech. Los geles se
corrieron a 180 V (6 V/cm) durante 24 h a 14 °C, aplicando pulsos de 90 s, 105 sy 125
s durante 9,6, 6 y 8,4 h, respectivamente. Tras ello, se tifieron durante 30 min en una
solucién de 0,5 ug/ml de bromuro de etidio en TBE y se analizaron en un sistema de
documentacion de geles de BioRad. La captura de imdgenes también se llevé a cabo tras
el destefiido del gel durante 30-60 min en una solucién de TBE 0,5%. El andlisis se
realiz6 empleando el programa informdtico Quantity One, y la cuantificacion se llevé a
cabo sobre las bandas correspondientes a las parejas de cromosomas VII-XV y XVI-
XIII, durante la fase G1 y alas 2 y 4 h tras la liberacion del MMS.

11.4. Transferencia de DNA a membranas

Tras las electroforesis, los geles de agarosa se incubaron en agitacién suave
durante 20 min a temperatura ambiente en NaOH 0,4 N. A continuacion, el DNA se
transfirié por capilaridad a membranas de nailon cargadas positivamente (Hybond-XL,
GE-Heathcare) durante aproximadamente 16 h, utilizando como soluciéon de
transferencia NaOH 0,4 N. Cuando se necesité transferir con eficiencia fragmentos
grandes de DNA, los geles se trataron con HCI 0,25 M a temperatura ambiente durante
15 min previamente a la incubacién con NaOH 0,4 N. Después de la transferencia, las
membranas se incubaron brevemente en tampdn sodio-fosfato 40 mM (a partir de un
stock 0,5 M: Na,HPO, 400 mM, NaH,PO, 100 mM), en agitacion suave, y se dejaron
secar a temperatura ambiente.

En los experimentos de sustitucion de isétopos de densidad, las fracciones
obtenidas de los gradientes fueron desnaturalizadas con NaOH 0,4 N y transferidas a
membranas de nailon Hybond XL (GE-Healthcare) mediante vacio, utilizando un slot
blotter.

12. ENSAYO DE SUSTITUCION DE ISOTOPOS DE DENSIDAD

Esta técnica consiste en la transferencia de células desde un medio con is6topos
pesados a un medio con isétopos ligeros (is6topos habituales), o viceversa, para obtener
secuencias de DNA hibridas en densidad -gracias a que la replicacion del material
genético es semiconservativa- que pueden ser identificadas como moléculas replicadas.
Utilizando sondas de DNA especificas a lo largo de un cromosoma, este método permite
determinar el porcentaje de replicacion en cualquier posicion de un replicon y la
velocidad de las horquillas de replicacion. El protocolo empleado, basado en el descrito
por McCarrol y Fangman (1988) y adaptado en Tercero y col. (2000), se realizé seguin
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se detalla en Tercero (2009). En la Figura MM2 se muestra una visién esquemadtica de
este método, explicado a continuacion.

Crecimiento en —— DNA pesado (HH)
Is6topos pesados DNA ligero (HL)
13¢C Glucosa 02
N Sulfato aménico sonda 1 sonda 2 sonda3 sonda 4
— — — —
HH HH HH HH
i Sincronizacién en G1 HH

Isétopos ligeros

12¢ Glucosa ¥ Liberacion en fase S
14N Sulfato aménico —_ T N\
N/
il 2 - = - obtencién de DNA
HL HH HH HH digestic ——
: - digestion fracciones
v o e » - gradiente de CsCl
HL ————
_ - - slotblot —
I’/ - hibridacion con
sondas especificas
1 2 a 4
— — — —
HL HL HH HH

fracciones

1
—
HL

=il
=i
30~

Figura MM2. Esquema del ensayo de sustitucion de isétopos de densidad para seguir la progresion de las
horquillas de replicacion en un determinado replicén.

En estos experimentos se parte de un cultivo celular en fase exponencial crecido
durante ocho generaciones en medio minimo con isétopos pesados (ver Apdo. 4.1), para
hacer que todo el DNA sea pesado-pesado (HH). Las células se sincronizan en la fase
G1 del ciclo mediante la adicién de la feromona factor o y se transfieren posteriormente
a un medio con isétopos ligeros, manteniendo el factor o durante 30 min. A
continuacion, el cultivo se lava con medio fresco y las células se liberan en la fase S en
un medio con isétopos ligeros. Dado que la replicacién es semiconservativa, el DNA
sintetizado a partir de ese momento serd pesado-ligero (HL). A lo largo del experimento
se toman muestras celulares a distintos tiempos para el andlisis mediante citometria de
flujo y para la extraccion de DNA gendmico.

Tras la extraccion del DNA, este se digiere con enzimas de restriccion y se
separa en gradientes de CsCl. Para la preparacion de la solucién de CsCl, se disuelven
1,28 g de CsCl (Calbiochem) por cada ml de la solucion T,,-E,q, (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 100 mM, pH 7.5; indice de refraccién de 1,3395). Una vez disuelto, el indice de
refraccion final debe ser 1,4052. Tras afiadir el DNA a la solucion de CsCl, los tubos se
centrifugan a 245460 g durante 18 h y posteriormente a 76976 g durante 3,5 h, en
ambos casos a 22 °C y con un valor de deceleracion 0. Los gradientes se fraccionan
usando una bomba peristdltica y un colector de fracciones. Deben obtenerse
aproximadamente 60 fracciones con un volumen de 90-95 ul. Para comprobar que el
gradiente se ha formado correctamente se mide el indice de refraccion de un nimero
significativo de fracciones. Las correspondientes a valores de refraccion entre 1,407 y
1,403 se transfieren por succién al vacio a una membrana de nailon cargada
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positivamente (Hybond-XL, GE Healthcare) mediante el uso de un slot blotter, y se
hibridan con sondas especificas marcadas con [a-P]dCTP que reconocen los
fragmentos de restriccion del replicon analizado. La replicacién del DNA se detecta
como la transferencia de fragmentos de restriccion individuales desde el pico pesado-
pesado (HH, no replicado), en el que las dos cadenas del DNA contienen isétopos
pesados, al pico pesado-ligero (HL, replicado), donde sélo la nueva cadena del DNA
estd sustituida con isétopos ligeros.

En los experimentos realizados en esta tesis, la progresion y estabilidad de las
horquillas de replicaciéon se examiné en un replicon del cromosoma VI de
aproximadamente 70 kb, en el que previamente se habian delecionado los origenes de
replicacion ARS608 y ARS609 (Tercero y Diffley, 2001). La progresién de las horquillas
a lo largo de este replicon se siguié a través de seis fragmentos de restriccion del
cromosoma VI, generados tras la digestién doble con las enzimas Clal/Sall. Las sefiales
obtenidas se detectaron mediante la exposicién en pantallas sensibles a la radiacién
(Imaging Plate, Fujifilm), que se leyeron en un escdner Fujifilm Bas 1500, y se
cuantificaron empleando el software TINA 2.09. Para calcular el porcentaje de DNA
replicado se utilizo el programa NIH Image 1.63 y la ecuacién: % replicacién = 100 [0,5
HL/HH+0,5 HL], donde HL es el drea del pico de DNA pesado-ligero (replicado) y HH
el drea del pico de DNA pesado-pesado (no replicado).

13. HIBRIDACION DE DNA CON SONDAS RADIOACTIVAS

13.1. Marcaje de sondas de DNA

Todas las sondas empleadas en este tesis y descritas en la Tabla MM4 se
obtuvieron mediante PCR, empleando la DNA polimerasa Vent. En cada reaccion se
marcaron 50 ng de DNA desnaturalizado (hervido previamente durante 10 min) con 50
uCi de [o->*P]dCTP (6000 Ci/mmol, Pelkin Elmer) mediante la técnica de insercién de
nucledtidos al azar, utilizando el kit de marcaje de Roche (“Random Primed DNA
Labelling Kit”). El marcaje se llevé a cabo a 37 °C durante 30 min. Tras detener la
reaccion mediante la adicion de 2 ul de EDTA 0,2 M, los nucleétidos no incorporados
se retiraron pasando el total de la reaccién por microcolumnas de exclusion de
Sephadex (G-50, GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. Justo antes
de afiadir la sondas marcadas a la solucion de hibridacion, éstas se hirvieron durante 10
min.

Nombre Coordenadas Oligonucledtidos empleados

Sonda 1 198945-199832 del cromosoma VI 5°ARS607/3 ARS607

Sonda 2 211014-211996 del cromosoma VI VI-2.1/VI-2.2

Sonda 3 218011-218700 del cromosoma VI VI-3.1/VI-3.3

Sonda 4 240009-240679 del cromosoma VI VI-5.7/VI-5.8

Sonda 5 243315-244200 del cromosoma VI VI-6.5/VI-6.6

Sonda 6 260048-261088 del cromosoma VI ARS609-1/ARS609-2

Sonda ARS305 37896-41821 del cromosoma III 305 deln-5"test (N255)/305 deln-3"test (N256)

Sonda A 31870-35250 del cromosoma III probe A 5°/probe A 3’

Sonda B 19773-23910 del cromosoma III probe B 5" /probe B 3’

Tabla MM4. Sondas de DNA utilizadas en esta tesis.

~
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13.2. Hibridacion de DNA

Las membranas se prehibridaron durante 1 h a 65 °C en 10 6 15 ml de la
solucion de hibridacion (Na,HPO, 400 mM, NaH,PO, 100 mM, EDTA 1 mM, SDS 7%)
a la que se anadi6 DNA de esperma de salmén desnaturalizado a una concentracién
final de 100 wg/ml. Tras este tiempo se afiadieron las sondas marcadas y
desnaturalizadas y se incubaron en agitacion a 65 °C durante toda la noche. A
continuacidn se realizaron tres lavados de 30 min a 65 °C con la solucién: tampon
sodio-fosfato 40 mM (stock 0,5 M: Na,HPO, 400 mM, NaH,PO, 100 mM), EDTA 1
mM y SDS 1%. Tras ello, las membranas se expusieron en pantallas sensibles a la
radiacién (Imaging Plate, Fugifilm), que se leyeron en un escdner Fujifilm Bas 1500,
y/o en peliculas autorradiogréficas (Agfa).

13.3. Deshibridacion de membranas

Las membranas se deshibridaron cuando fue necesaria su posterior reutilizacion,
para lo que se realizaron dos lavados de 30 min a temperatura ambiente en NaOH 100
mM con agitacién fuerte y un lavado suave de 15 min con tampdn sodio-fosfato 40
mM.

14. EXTRACCION DE PROTEINAS DE S, cerevisiae

Se siguié bdsicamente el método descrito por Foiani y col. (1994), explicado a
continuacidon. Se parte de un cultivo celular en fase exponencial, y se centrifugan 10 ml
del mismo durante 3 min a 3000 rpm. El precipitado se resuspende en 0,3 ml de dcido
tricloroacético 20%, se transfiere a un tubo eppendorf con 0,3 ml de perlas de vidrio y
se agita durante 1 min en el vortex. La suspensidon obtenida se transfiere a un tubo
nuevo, mientras que las perlas se lavan dos veces con 0,2 ml de TCA 5% y los lavados
se afaden al extracto recogido previamente. Tras ello, el extracto se centrifuga 10 min a
3000 rpm, se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 0,2 ml de
tampon Laemmli (stock Laemmli 3X: glicerol 17,4%, P-mercaptoetanol 2,1 M, SDS
9%, Tris-HC1 0,18 M pH 6.8, azul de bromofenol 0,01%). A continuacién se afiaden 50
ul de Tris Base 1 M para equilibrar el pH (mds si fuese necesario). Las muestras se
hierven durante 3 min y se centrifugan a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se
transfiere a un tubo nuevo y se guarda a -20 °C. Todo el proceso se lleva a cabo a
temperatura ambiente.

15. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS Y DETECCION POR INMUNOBLOT

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE) al 7,5 6 10%. Estos geles se corrieron de forma habitual
durante 1 h y 45 min a 150 V en tampén TGS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS,
0,1% pH 8.3; Biorad), y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Hybond-ECL, GE Healthcare). Previamente a la transferencia, tanto el gel como la
membrana se incubaron con la solucion de transferencia (tampon TG de Biorad: Tris 25
mM, glicina 192 mM, pH 8.3, al que se afiade SDS 0,0375% y metanol 20%) durante al
menos 10 min. Las transferencias fueron semisecas y se desarrollaron regularmente a 15
V durante 30 min, en un aparato de GE-Healthcare. Tras las mismas, las membranas se
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tifieron durante 2 6 3 min con una solucién de Ponceau S (Ponceau S 0,2%, (Sigma);
TCA 3%).

Para llevar a cabo los inmunoblots (Western blots), las membranas se
bloquearon en una solucién de leche desnatada en polvo (Nestl€) al 5% en TBST (NaCl
136 mM, KCl1 2,68 mM, Tris Base 24 mM, ajustado a un pH final 8,0, Tween-20 0,1%)
durante 1 h a temperatura ambiente o bien durante toda la noche a 4 °C. En el caso de
Rad53, la proteina se detect6 con el anticuerpo policlonal de conejo JDI48 (cortesia del
Dr. J. Diffley, Cancer Research UK), a una dilucién 1/1000. Cuando las proteinas de
interés estaban etiquetadas con el epitopo HA, se detectaron con el anticuerpo
monoclonal 12CAS (stock 3,2 mg/ml), a una dilucion 1/400. Para detectar la unién de
los anticuerpos primarios se empled la proteina A conjugada a la peroxidasa de rdbano
(HRP, GE Healthcare), en el caso de JDI48, y la peroxidasa HRP conjugada con un
anticuerpo que reconoce la inmunoglobulina G de ratén (Vector Laboratories), para
12CAS5, en ambos casos a una dilucién 1/10000. Todas las incubaciones con anticuerpos
se realizaron en una solucion de leche al 5% en TBST, habitualmente durante 1 h a
temperatura ambiente o, en el caso de proteinas de dificil deteccion, durante toda la
noche a 4 °C. Para la deteccion de las proteinas se emplearon los kits de
quimioluminiscencia ECL o ECL plus (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las exposiciones se realizaron en peliculas autorradiograficas (Agfa).

16. ENSAYO DE ACTIVIDAD QUINASA IN SITU PARA Rad53

Se siguié bdsicamente el método desarrollado por Pellicioli y col. (1999). Las
muestras proteicas, obtenidas mediante extraccion con TCA segun lo descrito en el
apartado 14, se corrieron en geles de SDS-PAGE al 7,5% durante aproximadamente 2 h
y 30 min a 150 V en tampo6n TGS. Para la transferencia se emple6 una membrana de
PVDF (Hybond-P, GE Healthcare), previamente sumergida unos segundos en metanol,
y se realiz6 del mismo modo a lo explicado en el apartado 15. Una vez transferidas las
proteinas, se llevo a cabo el ensayo in situ, que se describe a continuacion:

Desnaturalizacion y renaturalizacion: La membrana se sumerge durante 1 h a
temperatura ambiente en una solucidén desnaturalizante (cloruro de guanidinio 7 M,
DTT 50 mM, EDTA 2 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0). Después se realizan dos lavados
de 10 min con TBS. A continuacion, la membrana se incuba en una solucion
renaturalizante (DTT 2 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, BSA 1%, Tween-
20 0,04%) durante 12-18 h a 4 °C, en agitacién suave. Tras la incubacién, la membrana
se lava con Tris-HCI 30 mM durante 30-60 min.

Reaccion de quinasa: La membrana se pretrata durante 15 min con el tampdn
quinasa (DTT 1 M, EGTA 0,1 mM, MgCl, 20 mM, MnCl, 20 mM, Hepes/NaOH 40
mM pH 8,0, ortovanadato de sodio 100 uM). Tras ello, la solucién se reemplaza con un
tampSn quinasa nuevo al que se afiade y-">ATP (10 uCi/ml) y se incuba durante 1 h a
temperatura ambiente.

Lavados: Se realizan dos lavados de 10 min con Tris-HCI 30 mM pH 7.5, un
lavado de 10 min con Tris-HCI 30 mM pH 7,5- Nonidet 0,1%, otro de 10 min con Tris-
HCI 30 mM pH 7,5 y un tltimo de 10 min con KOH 1 M. Posteriormente se lava unos

53



Materiales y métodos

segundos con agua destilada y se hace otro lavado con TCA al 10% durante 10 min.
Tras ello, la membrana se lava brevemente con agua destilada y se deja secar a
temperatura ambiente durante 15 min.

La sefial obtenida se detecta mediante la exposicion en peliculas
autorradiograficas (a temperatura ambiente o a -70 °C) y revelado de las mismas, o por
medio del empleo de pantallas sensibles a la radiacién (Imaging Plate, Fujifilm) y su
posterior lectura en un escdner Fujifilm Bas 1500.

17. ENSAYO DE UNION DE PROTEINAS A CROMATINA

El protocolo empleado se basé en el descrito inicialmente por Donovan y col.
(1997), y modificado posteriormente por Schepers y Diffley (2001). Se parte de 25 ml
de un cultivo en fase logaritmica (7x10° céls/ml) crecido en medio YPD. Las células se
centrifugan durante 3 min a 3000 rpm, se resuspenden en 6,25 ml de una solucién:
PIPES/KOH 100 mM pH 9.4, DTT 10 mM, y se incuban en agitacion durante 10 min a
30 °C. A continuacidn, se centrifugan 3 min a 3000 rpm y se resuspenden en 2,5 ml de
YPD con sorbitol 0,6 M y Tris-HCI 25 mM, al que se afiaden 30 ul de liticasa (Sigma-
Aldrich, 40 KU/ml) y 3 ul de DTT 1 M. Tras ello, se incuban a 30 °C con agitacién
suave durante 15-20 min (hasta que se observa al microscopio el 100% de las células
como esferoplastos). La formacién de esferoplastos se estima a su vez mediante lisis
con Triton X-100 1% (PRS Panreac).

A continuacidn, los esferoplastos se centrifugan 2 min a 2000 rpm. El
precipitado se lava tres veces con 400 ul de tampon de lisis (sorbitol 0,4 M, acetato
potdsico 150 mM, acetato magnésico 2 mM, PIPES/KOH 20 mM pH 6.8, cdctel de
inhibidores de proteasas de Roche, Pepstatina A 1 ug/ml ) y se centrifuga 1 min a 2000
rpm. Tras los lavados, el precipitado se resuspende en 400 ul de tampon de lisis y se
afiaden 40 ul de Tritén X-100 10%. Se mezcla, se incuba 2 min en hielo y
posteriormente se comprueba la lisis al microscopio. Una vez obtenido el lisado celular,
se transfieren fracciones de 100 ul del mismo a dos nuevos tubos eppendorf. A uno de
ellos se le afiade 50 ul de TCA 20%, y se centrifuga a temperatura ambiente durante 5
min a 10000 rpm. EI precipitado obtenido se resuspende en 200 ul de tampon Laemmli
1,5X-Tris Base 0,1 M. Esta fraccion corresponde al extracto proteico total. Los otros
100 ul del lisado se centrifugan 15 min a 15000 rpm, a 4 °C, y se separan el
sobrenadante (que se corresponderd a la fraccidén de proteinas no unidas a cromatina) y
el precipitado (fraccion cromatinica). El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se
le afiade 100 wl de TCA 20%. Se centrifuga a temperatura ambiente 5 min a 10000 rpm
y el precipitado se resuspende en 200 ul de tampdén Laemmli 1,5X-Tris Base 0,1 M, con
lo que se obtendrdn las proteinas no unidas a cromatina. Por otro lado, el primer
precipitado (fraccion cromatinica) se lava con 400 ul de tampon de lisis y se centrifuga
1 min a 15000 rpm, a 4 °C. Se elimina el sobrenadante y el precipitado se resuspende en
100 wl de TCA 10%. Se centrifuga durante 5 min a 10000 rpm a temperatura ambiente y
el precipitado se resuspende en 200 ul de tampon Laemmli 1,5X-Tris Base 0,1 M, con
lo que se obtendrdn las proteinas unidas a la cromatina. Una vez resuspendidos los
precipitados de las distintas fracciones, se hierven 3 min y se centrifugan 10 min a 3000
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rpm, a temperatura ambiente. Finalmente, se recoge el sobrenadante y se guarda a -20
°C hasta su andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE e inmunoblot.

Cuando se analiz6 la resistencia a la fuerza idnica de las proteinas de la fraccién
cromatinica, se separaron dos fracciones de 100 wl del lisado celular inicial y se
incubaron 30 min en hielo en presencia de 250 mM NaCl. El resto del protocolo se
realizé de igual modo al descrito anteriormente para las muestras sin sal.

18. ENSAYOS DE SENSIBILIDAD AL TRATAMIENTO CON MMS O HU

Las consecuencias del tratamiento con MMS o HU sobre la viabilidad celular se
determinaron mediante la siembra por triplicado de aproximadamente 500 células en
placas de YPD y el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC). Para ello, las
muestras celulares correspondientes a los distintos tiempos se diluyeron y sonicaron
antes de ser plaqueadas. El recuento de las UFC presentes en la placa se efectud a los
tres dias de incubacién a 30 °C.

La sensibilidad al MMS se analizé también mediante ensayos de crecimiento en
placa en presencia de este compuesto, a partir de diluciones seriadas de cultivos
creciendo exponencialmente a una concentracién de 1x107 céls/ml. El crecimiento se
llevo a cabo durante 48-60 h en placas de YP con el correspondiente azicar.

19. OBSERVACION DE CELULAS MEDIANTE MICROSCOPiA DE
FLUORESCENCIA

Se parte de un cultivo crecido en medio minimo suplementado con adenina. Se
toma una muestra, se centrifugan las células 3 min a 3000 rpm, a temperatura ambiente,
y se resuspenden en un pequefio volumen del mismo medio. Tras ello, se sonican
brevemente y se transfieren 10 ul de las mismas a un portaobjetos tratado con polilisina
(BDH), para mejorar la adhesion.

En el caso de las cepas TUBI-GFP, las células se visualizaron en un
microscopio de fluorescencia Axiovert200 (Zeiss) con un objetivo de inmersion 63x.
Las imdgenes se capturaron con una cdmara monocroma y se procesaron con el
software MetamorpH. Para la visualizacion de posibles focos de las proteinas de fusion
con GFP se empled un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una
cdmara ccd monocroma y color. El objetivo utilizado en este caso fue el de inmersién
100x, y el procesamiento de las imdgenes se llevé a cabo con el mismo tipo de software.
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1. ANALISIS DEL PAPEL DE DIFERENTES RUTAS EN LA REPLICACION
CROMOSOMICA EN CONDICIONES DE DANO EN EL DNA

En la primera parte de esta tesis hemos estudiado el papel que tienen diferentes
rutas durante la replicacion cromosdmica en presencia de lesiones en el DNA. Como
agente causante de dafio en el material genético hemos utilizado el metil
metanosulfonato -MMS-, compuesto alquilante empleado de forma habitual en estudios
sobre la respuesta celular al dafio en el DNA. Algunas rutas, como la reparacién por
escision de bases, la recombinaciéon homdloga y la tolerancia al dafio mediada por
Rad6/Rad18, son esenciales para la resistencia al MMS. Sin embargo, no se habia
estudiado previamente en detalle la contribucidon de las mismas a la progresién de las
horquillas de replicacién en células expuestas a este compuesto, andlisis que se ha
llevado a cabo en este trabajo.

1.1. La ruta de reparacion por escision de bases es esencial para la
progresion de las horquillas de replicaciéon a través de un DNA dafiado por
MMS

Para estudiar la posible contribucién de la ruta de reparacion por escision de
bases a la progresion de las horquillas de replicacién a través de un DNA alquilado
construimos un mutante de delecién del gen que codifica la 3-metil-adenina DNA
glicosilasa Magl, magIA. Como se ha explicado en la Introduccion, esta proteina inicia
la ruta de reparacion por escision de bases (BER) para eliminar las lesiones causadas
por el MMS, llevando a cabo el corte del enlace glicosidico entre la 3-metil-adenina y la
desoxirribosa del aztcar fosfato (Boiteux y Guillet, 2004).

Una vez comprobada la correcta insercion del casete de delecion y la viabilidad
del mutante maglA, estudiamos la cinética de la replicacién cromosémica en el mismo
por citometria de flujo, en presencia o ausencia de MMS, y analizamos la progresién y
estabilidad de las horquillas de replicacion mediante experimentos de sustitucion de
isétopos de densidad. Para ello, se crecieron células magl/A y del tipo silvestre
utilizadas como control en un medio con isétopos pesados (°C glucosa y N sulfato
amodnico), y se sincronizaron en la fase G1 mediante la adicién de la feromona factor a.
Tras ello, se liberaron en la fase S en un medio con isétopos ligeros, tanto en ausencia
como en presencia de MMS. A lo largo del experimento se tomaron muestras para el
andlisis del contenido en DNA mediante citometria de flujo, para la estimacion de la
viabilidad celular y para la extraccién de DNA gendmico.

Los perfiles de citometria de flujo se muestran en la Fig. R1A y RIF. Como se
puede observar, cuando las células de ambas cepas se liberan del bloqueo en G1 en
ausencia de un agente causante de dafio en el DNA, progresan normalmente en la fase
S, alcanzando el pico de contenido en DNA 2C a los 60 min, perdiendo a partir de
entonces la sincronia. De acuerdo con los resultados obtenidos previamente (Paulovich
y Hartwell, 1995; Tercero y Diffley, 2001), cuando las células silvestres se liberan en la
fase S en presencia de MMS en el medio, avanzan lentamente a través de la misma vy,
ademds, mantienen una elevada viabilidad celular (Fig. R1A, B). En el caso del mutante
maglA, la entrada de las células en la fase S ocurre aproximadamente al mismo tiempo
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Figura R1. Progresion de las horquillas de replicacion y viabilidad celular en el mutante magIA en condiciones
de dafio en el DNA originado por MMS. Las células se sincronizaron en la fase G1 con factor a en medio minimo
con isotopos pesados y se liberaron del bloqueo en un medio con isétopos ligeros, en ausencia y en presencia de
MMS (0,033%). A-E: Tipo silvestre (cepa YJT110); F-J: maglA (cepa YJT146). (A, F): El contenido de DNA a lo
largo del experimento se determiné mediante citometria de flujo a los tiempos indicados en la figura. (B, G):
Viabilidad celular. (C, H): La progresion de las horquillas de replicacion se analizé en ambas cepas en un replicon del
cromosoma VI mediante sustitucion de isétopos de densidad, empleando sondas especificas que reconocen los
fragmentos de restriccién Clal/Sall 1-6. Los ndimeros de las sondas se corresponden con los nimeros de los
fragmentos. Los tiempos indicados se corresponden con los analizados por citometria de flujo. Las sefiales relativas
de radioactividad obtenidas tras la hibridacion con cada una de las sondas se representan frente a las fracciones del
gradiente de CsCl. En la figura se indican las posiciones de los picos de DNA no replicado (pesado-pesado, HH) y
completamente replicado (pesado-ligero, HL). Tras la liberacion de las células del bloqueo en G1, la posicién del
pico inicial HH se muestra por comparacion (drea gris). (D, I): Cuantificacion del porcentaje de replicacion de ambas
cepas en presencia de MMS, correspondiente a cada fragmento de restriccidn y tiempo del experimento, y calculado
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segun la ecuacion: % de replicacion=100 [0,5 HL/HH + 0,5 HL), donde HL es el drea del pico de DNA pesado-ligero
y HH el drea del pico de DNA pesado-pesado. (E): Célculo de la velocidad de desplazamiento de las horquillas de
replicacion en las células control. En la gréfica se representa la Tygp de los cinco primeros fragmentos de restriccion
(el tiempo en el cual el 50% del fragmento ha sido replicado) frente a la distancia existente entre el punto medio de
cada uno de ellos y la secuencia consenso (ACS) del origen de replicaciéon ARS607. La pendiente de esta linea da
aproximadamente la velocidad de desplazamiento de las horquillas de replicacion (260 pb/min). (J): Porcentaje de
DNA sin replicar en la cepa mag A al final del experimento (240 min tras la liberacion de las células de la fase G1 en
presencia de MMS). Se representa la cantidad de DNA no replicado de cada fragmento de DNA frente a la distancia
existente entre el punto medio de cada uno de ellos y la ACS del origen ARS607. La pendiente de esta recta, tras
llevar a cabo la regresion lineal, puede emplearse para calcular el valor aproximado del porcentaje de DNA que
queda sin replicar en cada posicién. A 20 kb de la ACS del origen ARS607, el valor estimado es del 58 %.

que en el tipo silvestre, segin indican el indice de gemacion y los experimentos de
transferencia de isétopos de densidad (ver debajo). Sin embargo, el perfil de citometria
de flujo (Fig. R1F) indica que las células mag/A muestran un importante bloqueo en su
progresion a través de la fase S cuando son tratadas con MMS e, incluso a los 240 min
tras la liberacion de G1, permanecen con un contenido de DNA claramente inferior a
2C. Este defecto resulta acompanado de una pérdida bastante significativa de la
viabilidad celular en comparacién con el tipo silvestre (Fig. RIB y R1G).

La progresién y la estabilidad de horquillas de replicacion individuales se
analizaron mediante el ensayo de sustitucion de isétopos de densidad, en un replicén del
cromosoma VI de S. cerevisiae de aproximadamente 70 kb, desde el origen temprano
ARS607 hasta el extremo del cromosoma, tal y como se describe en el apartado 12 de
Materiales y Métodos. Como se observa en la Fig. R1C y R1H (fila superior), los seis
fragmentos de DNA analizados estdn situados en el pico correspondiente al DNA
pesado-pesado (HH, no replicado) en células sincronizadas en la fase G1. A los 60 min
tras la liberacion de las células en la fase S en un medio con is6topos ligeros y en
ausencia de MMS, todos los fragmentos se replican y presentan un pico de DNA
pesado-ligero (HL, replicado), tanto en células de tipo silvestre como en mutantes
maglA (Fig. R1C y H, fila inferior), de acuerdo con la citometria de flujo (Fig. R1A y
R1F), que muestra que la gran parte de la sintesis de DNA se completa en este tiempo.
Cuando las células silvestres se liberan en la fase S en presencia de MMS, el fragmento
1, que contiene el origen ARS607, se desplaza mayoritariamente hacia el pico de DNA
HL a los 30 min (Fig. RIC, fila 2) y el fragmento 2 muestra una proporcién
significativa de DNA HL, lo que indica que dicho origen se ha activado y que la
replicacidon ha comenzado. A lo largo del tiempo se puede observar que las horquillas de
replicacion avanzan de izquierda a derecha en el replicon estudiado: por ejemplo, el
fragmento 3 presenta un pico de DNA HL a los 60 min, y la replicacién de los
fragmentos 4-6 se produce de manera progresiva a tiempos mds tardios (los datos estdn
cuantificados en la Fig. R1D). Asf, los resultados obtenidos indicaron que las horquillas
de replicacion se mueven lentamente en las células de tipo silvestre (aproximadamente a
260 pb/min; calculado segun lo descrito en Materiales y Métodos a partir de los datos de
la Fig. R1E) pero de forma estable a través del DNA dafiado, de acuerdo con lo descrito
previamente (Tercero y Diffley, 2001).

En las células mutantes maglA, el fragmento 1 también presenta un pico de
DNA pesado-ligero (HL, replicado) a los 30 min tras la liberacién en la fase S en
presencia de MMS (Fig. R1H), lo que indica que el origen ARS607 se ha activado y que
la replicacién comienza aproximadamente al mismo tiempo que en el tipo silvestre. Sin
embargo, a diferencia de lo observado en la cepa control, el fragmento 2 permanece en
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el pico de DNA HH a los 30 min, y la replicacién del fragmento 1 requiere mds tiempo
que en el tipo silvestre y no parece llegar a completarse, lo que sugiere que la
progresion de las horquillas de replicacion es mucho menos eficiente en el mutante
maglA. A los 60 min se puede detectar el desplazamiento de izquierda a derecha de las
horquillas de replicacion, desde el fragmento 1 al 3, pero dicho movimiento es
claramente mucho mds lento que el observado en las células silvestres. Asi, mientras
que en estas ultimas los fragmentos 1 y 2 aparecen completamente replicados a los 60
min (Fig. R1C, fila 3), en las células maglA solo aproximadamente el 42% y 35% de
las horquillas de replicacion atraviesan dichos fragmentos, respectivamente. De igual
modo, en este punto del experimento, se detecta mds del 50% de replicacién en el
fragmento 3 de la cepa silvestre, mientras que solo se observa un pequefio porcentaje de
replicacién en el mutante maglA. Incluso a los 120 y 240 min, no se ha completado la
replicacion del fragmento 3, y practicamente no hay DNA replicado en los fragmentos
4-6 (Fig. R1H, filas 4 y 5; datos cuantificados en Fig. R1I). Estos resultados sugieren
que la mayoria de las horquillas de replicacion se detienen o colapsan antes de atravesar
el fragmento 3 en las células maglA.

El tamafio medio de un replicén en S. cerevisiae es de 40 kb, por lo que una
horquilla de replicacién replica como media unas 20 kb. Los datos derivados de estos
experimentos permiten estimar que, en el mutante magl/A, a los 240 min de la
liberacion de las células en la fase S en presencia de MMS, aproximadamente el 60% de
las horquillas de replicacion se detienen antes de desplazarse 20 kb desde el origen
ARS607 (Fig. R1J). Por tanto, cuando las células son tratadas con MMS durante la fase
S en ausencia de la glicosilasa Magl, las horquillas de replicacién se forman e inician la
replicacién del DNA, pero su progresidon se encuentra dramdticamente afectada. Los
resultados obtenidos permiten concluir que el DNA alquilado necesita ser reparado
continuamente por la ruta de reparacion por escision de bases durante la fase S para
hacer posible la progresion de las horquillas de replicacion y el mantenimiento de la
viabilidad celular.

1.2. La ruta de recombinacion homdloga es necesaria para la progresion
eficiente de las horquillas de replicacion en presencia de daiio en el DNA
causado por MMS

Seguidamente, quisimos analizar la importancia de la ruta de recombinacién
homologa para la progresion de las horquillas de replicacion en presencia de MMS.
Para ello, construimos un mutante nulo de RADS52, rad52A, segin se describe en
Materiales y Métodos, eliminando asi el proceso de recombinacion homdloga del DNA.
Tras la obtencién y comprobacion de la viabilidad de la cepa rad52A, llevamos a cabo
el mismo tipo de experimentos descritos en el caso del mutante de la glicosilasa Mag].

Las células rad52A se crecieron en un medio con isétopos pesados, se
bloquearon en la fase G1 del ciclo y se liberaron en la fase S en un medio con is6topos
ligeros, en ausencia y en presencia de MMS, durante 4 h. Como se observa en el andlisis
llevado a cabo mediante citometria de flujo (Fig. R2A), estas células progresan en el
ciclo celular en ausencia de dafio en el DNA. Sin embargo, no lo hacen normalmente en
la fase S cuando son tratadas con MMS, y no alcanzan el pico de contenido de DNA 2C.
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Figura R2. Progresion de las horquillas de replicacién y viabilidad celular en el mutante rad52A en condiciones
de dafio en el DNA originado por MMS. Los detalles experimentales y de la representacion de los resultados son
iguales a los descritos en la Figura R1. Las células del mutante rad52A (cepa YJT144) se bloquearon con factor o en
la fase G1 en un medio minimo con isétopos pesados y, tras ello, se liberaron en un medio con isétopos ligeros en
ausencia y en presencia de MMS (0,033%). (A): Perfil de citometria de flujo. (B): Viabilidad celular del mutante
rad52A, en ausencia y en presencia de MMS, a lo largo del experimento. (C): La progresion de las horquillas de
replicacion en el replicén del cromosoma VI se analizé por medio de sustitucién de isétopos de densidad, como se
describe en la Figura R1. (D): Cuantificacion del porcentaje de replicacion en presencia de MMS, correspondiente a
cada fragmento de restriccion y tiempo del experimento. (E): Porcentaje de DNA que permanece sin replicar a los
240 min tras la liberacién de las células rad52A en presencia de MMS. El valor estimado a una distancia de 20 kb del
ACS del origen ARS607 es del 65%.

Ademds, esta situacion va acompafiada de una notable pérdida de la viabilidad
celular (Fig. R2B). El defecto en la progresion en la fase S no se debe a un retraso en la

63



Resultados

entrada en la misma, ya que el origen ARS607 se activa al mismo tiempo que en las
células del tipo silvestre (ver ensayos de sustitucidn de isétopos de densidad, Fig. R2C)
y el indice de gemacidn no muestra diferencias significativas con respecto al obtenido
en ausencia de MMS.

La progresion de las horquillas de replicacién se analiz6 mediante experimentos
de sustitucién de isétopos de densidad, del mismo modo a lo descrito en el apartado 1.1
(Fig. R2C). En las células rad52A sincronizadas en la fase G1 del ciclo, todos los
fragmentos de restriccion muestran picos de DNA no replicado, HH (fila superior) y, a
los 60 min tras la liberacién en un medio con isétopos ligeros en ausencia de dafio en el
DNA, dichos picos se desplazan hacia la posicion del DNA replicado, HL (fila inferior).
Cuando las células se liberan en presencia de MMS, el fragmento 1 presenta un pico de
DNA pesado-ligero (HL) a los 30 min, lo que indica que el origen ARS607 se ha
activado, y se detecta también un pequefio pero significativo porcentaje de replicacion
en el fragmento 2. A los 60 min, solo el 40% de las horquillas han atravesado los
fragmentos 1 y 2, y unicamente el 22% de ellas llega mds alld del fragmento 3 (datos
cuantificados en la Fig. R2D). A los 120 y 240 min, el porcentaje de horquillas de
replicacion que se desplaza a través de los fragmentos 1 y 2 apenas aumenta
ligeramente. A los 240 min, solo un 40% de las horquillas ha atravesado el fragmento 3
(Fig. R2C, fila 5), a diferencia de lo observado en las células silvestres, en las cuales
este fragmento se encuentra totalmente replicado a los 120 min (Fig. R1C). Nuestros
célculos indican que, en ausencia de Rad52, aproximadamente el 65% del DNA
permanece sin replicar a una distancia de 20 kb del origen ARS607 (Fig. R2E). Por
tanto, un elevado porcentaje de las horquillas resultan bloqueadas o colapsadas en el
mutante rad52A a lo largo de la distancia media de avance de las mismas. Los
resultados obtenidos muestran por tanto que la progresion de las horquillas de
replicacion a través de un DNA dafiado por alquilacién se encuentra muy afectada en
ausencia de la recombinaciéon homdloga.

1.3. La progresion de las horquillas de replicacion a través de un DNA daifiado
por alquilacion es defectiva en ausencia de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia
al dafio en el material genético

A continuacion examinamos el posible papel de la ruta de tolerancia al dafo
(DDT) mediada por el complejo Rad18/Rad6 en el desplazamiento y estabilidad de las
horquillas de replicaciéon cuando las células son tratadas con MMS. Como se ha
explicado en el apartado 1.4.6 de la Introduccidn, la formacién de dicho complejo
proteico es fundamental para la activacion de las diferentes subramas de la via DDT, lo
que permite la replicacidn a través de lesiones en el material genético sin reparar que
bloquean las DNA polimerasas. Con el objetivo de suprimir completamente la actuacién
de esta ruta, construimos un mutante nulo de RADIS, radl8A, y seguidamente
analizamos en el mismo la progresion de las horquillas de replicacién en presencia de
dafio en el DNA originado por MMS, de igual modo a lo descrito en los apartados 1.1y
1.2. Las células radlS8A se crecieron en un medio con isétopos pesados, se
sincronizaron en la fase G1 del ciclo con factor a, y se liberaron del bloqueo en un
medio con is6topos ligeros. Como muestra el perfil de citometria de flujo (Fig. R3A),
mientras que estas células progresan normalmente en el ciclo celular en ausencia de
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dafio en el DNA, cuando se tratan con MMS no son capaces de avanzar a través de la
fase S y, ademds, sufren una importante pérdida de viabilidad (Fig. R3B).
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Figura R3. Progresion de las horquillas de replicacion y viabilidad celular en las células radl8A en condiciones
de daiio en el DNA originado por MMS. Los detalles son iguales a los descritos en la Figura R1. (A): Perfil de
citometria de flujo de las c€lulas radl8A (cepa YJT117). (B): Viabilidad celular. (C): Andlisis de la progresién de las
horquillas de replicacién en el mutante radl8A mediante sustitucién de isétopos de densidad. (D): Cuantificacion del
porcentaje de replicacion para cada fragmento y tiempo del experimento. (E): Cdlculo del porcentaje de DNA que
permanece sin replicar al final del experimento en las células radl8A. El valor estimado a 20 kb del ACS del origen

ARS607 es del 61%.

Al llevar a cabo los experimentos de sustitucion de is6topos de densidad en este
mutante (Fig. R3C) observamos que, a los 60 min tras la liberacion de las células del
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bloqueo en G1 en ausencia de MMS, todos los fragmentos presentan picos de DNA
pesado-ligero, HL, replicado (fila inferior). Aunque en este punto se detecta un pequefio
porcentaje de DNA HH, no replicado, esto probablemente refleja un leve defecto en la
progresion de las horquillas de replicacion en este mutante, incluso en ausencia de dafio
en el material genético. Cuando las células se liberan en la fase S en presencia de MMS,
la progresion de las horquillas de replicacidn es mucho mads lenta que en las células del
tipo silvestre (Fig. R1IC), y muestra un defecto similar al observado en las células
rad52A (Fig. R2C). A los 30 min tras la liberacién de G1, solo un pequefio porcentaje
de las horquillas atraviesa los fragmentos 1 y 2, lo que indica que, aunque el origen
ARS607 se ha activado, las horquillas de replicacion se desplazan muy despacio o que
algunas de ellas se detienen o colapsan. La replicacion avanza lentamente de izquierda a
derecha y, a los 60 min en presencia de MMS, solo aproximadamente el 23% de las
horquillas ha atravesado el fragmento 3, y menos del 40% de las mismas se ha
desplazado a través de los fragmentos 1 y 2 (Fig. R3C, fila 3; datos cuantificados en
Fig. R3D). A los 120 min solo se observa un pequefio incremento en la replicacion de
todos los fragmentos y, a los 240 min, menos del 10% de las horquillas ha alcanzado el
final del replicon. Calculamos que, en este punto, mds del 60% de las horquillas se
detienen o colapsan antes de atravesar las primeras 20 kb desde el origen (Fig. R3E).
Estos resultados indican que la ruta de tolerancia al dafio dependiente de Rad18 ejerce
un importante papel cuando el DNA esta dafiado por alquilacion, haciendo posible la
progresion de las horquillas de replicacion.

1.4. Los efectos de la ausencia de la recombinacion homdloga y de los
mecanismos de tolerancia al dafio en el DNA sobre la progresion de las
horquillas de replicacién en presencia de MMS son aditivos

Dado que la progresion de las horquillas de replicacion en presencia de MMS se
encuentra afectada de un modo similar en los mutantes rad52A y radl8A, nos
preguntamos si Rad52 y Rad18 actian como alternativas para permitir el avance de las
horquillas a través de un DNA dafiado, o bien contribuyen independientemente a este
proceso. Para ello, construimos el doble mutante rad52Aradl8A y, a pesar de mostrar
un importante defecto en el crecimiento, como ya estaba descrito en la literatura,
pudimos realizar el mismo tipo de ensayos llevados a cabo con los mutantes simples.
De este modo, las células se crecieron en un medio con isétopos pesados, se
sincronizaron en la fase G1 con factor a y después se liberaron del bloqueo en un medio
con isétopos ligeros, tanto en ausencia como en presencia de MMS. El perfil de
citometria de flujo (Fig. R4A) revela que, como se esperaba, existe un importante
defecto en la progresion de estas células a través de la fase S en presencia de MMS, que
va acompaiiado de una dramatica pérdida de la viabilidad celular (Fig. R4B).

La progresion de las horquillas de replicacién fue analizada mediante el ensayo
de sustitucién de isétopos de densidad (Fig. R4C), como en los mutantes descritos
anteriormente. A los 60 min tras la liberacion del bloqueo en G1 en ausencia de MMS,
existe un importante porcentaje de DNA sin replicar (Fig. R4C, fila inferior), lo que
sugiere que, incluso en ausencia de dafio en el DNA, la progresion de las horquillas de
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Figura R4. Progresion de las horquillas de replicacion y viabilidad celular en el doble mutante rad52A radl§A
en condiciones de dafio en el DNA originado por MMS. Los detalles son iguales a los descritos en la Figura R1.
(A): Perfil de citometria de flujo de las células rad52A radl8A (cepa YJT157). (B): Viabilidad celular. (C): Andlisis
de la progresion de las horquillas de replicacion mediante sustitucidn de isétopos de densidad. (D): Cuantificacion del
porcentaje de replicacion.

replicacién en este doble mutante es altamente defectiva, lo cual podria explicar, al
menos en parte, el defecto en el crecimiento de estas células. Tras 30 min en la fase S en
presencia de MMS, se observa un pico de DNA HL, replicado, en el fragmento 1, lo que
indica que el origen ARS607 se ha activado y que la replicacion se ha iniciado desde el
mismo (fila 2). Sin embargo, la cantidad de DNA replicado no aumenta
significativamente a lo largo del experimento. Ademds, como se observa en la figura, la
progresion de las horquillas de replicacion en este doble mutante muestra un defecto
mayor que en los mutantes simples rad52A o radlSA. Incluso a los 240 min, solo se
observa un pequefio porcentaje de replicacién en los fragmentos 2-4 (Fig. R4C, fila
inferior y Fig. R4D). Estos datos sugieren una situacion terminal para las horquillas de
replicacién, en la que mds del 80% de las mismas se bloquean o colapsan antes de su
avance en las primeras 20 kb del replicén. Los resultados obtenidos con el mutante
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doble rad52Aradl8A indican que la replicacion del DNA en presencia de MMS se
encuentra ain mds afectada que en los mutantes simples rad52A o radl8A. Por tanto,
podemos concluir que Rad52 y Rad18 contribuyen de un modo independiente a la
progresion de las horquillas de replicacion en presencia de dafio en el material genético.

1.5. El checkpoint de la fase S es funcional en los mutantes mag1A, rad52A'y
rad18A

Los experimentos presentados hasta el momento muestran que los mutantes
maglA, rad52A y radl8A manifiestan importantes defectos en la progresion de las
horquillas de replicacion cuando las células son tratadas con MMS. Con el objetivo de
atribuir con seguridad estos defectos a la ausencia de las rutas estudiadas, y no a un fallo
en el funcionamiento del checkpoint de la fase S que podria enmascarar los resultados,
dado que en ausencia del mismo las horquillas de replicacion colapsan cuando existe
dafio en el DNA (Tercero y Diffley, 2001), examinamos si dicho checkpoint se
encontraba activo en los mutantes analizados.

Al final del cromosoma VI, en posicion subtelomérica, se localiza un origen de
replicacion “durmiente”, asociado al elemento X. Este origen, normalmente inactivo, se
activa en presencia de MMS en mutantes del checkpoint (Tercero y Diffley, 2001). El
hecho de no detectar replicacidon procedente de este extremo del cromosoma en nuestros
experimentos de sustitucion de isétopos de densidad en las células de tipo silvestre, ni
en los mutantes maglA, rad52A y radl8A (Figs. R1C, R1H, R2C, R3C y R4C) indica
que la activacion del elemento X estd inhibida por Mec1/Rad53 y, por tanto, que el
checkpoint se activa en respuesta al tratamiento con MMS en todas estas cepas.

Con el fin de corroborar que el checkpoint es funcional en los mutantes
estudiados, analizamos el estado de la fosforilacion y la actividad quinasa de Rad53 en
todos ellos, tanto en presencia como en ausencia de MMS. Como se ha mostrado
previamente, Rad53 se hiperfosforila durante la activacion del checkpoint de la fase S.
Ademds, esta hiperfosforilacion es necesaria para la obtencidon de su propia actividad
quinasa, lo que le confiere capacidad de autofosforilarse (Sanchez y col., 1996; Sun y
col., 1996). Para realizar estos andlisis, las células de la cepa silvestre y de cada uno de
los mutantes se sincronizaron en la fase G1 con factor a y se liberaron en la fase S en
ausencia y en presencia de MMS. A lo largo del experimento se tomaron muestras
celulares, a intervalos de 30 min, para la extraccidn de proteinas y su posterior andlisis
mediante inmunoblot. Como se muestra en la Fig. RSA-E (panel superior), Rad53 se
hiperfosforila en todas las cepas, con el consiguiente retraso en su migracién en gel,
especificamente durante la fase S del ciclo y solo en presencia de MMS. Para confirmar
que la hiperfosforilacién de Rad53 en estos experimentos le confiere actividad quinasa,
las mismas muestras proteicas se emplearon para llevar cabo ensayos de actividad
quinasa in situ, que permiten medir la autofosforilacion de Rad53 mediante la
incorporacion de y-ATP marcado radioactivamente (Pellicioli y col., 1999). Los
resultados obtenidos en estos ensayos (Fig. RSA-E, panel inferior) indicaron que la
fosforilacion de Rad53 se correlaciona en todos los casos con la adquisicién de su
actividad quinasa, siendo capaz de autofosforilarse solo en las células que se liberan en
la fase S en presencia de MMS.
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Figura RS. Actividad del checkpoint de la fase S en los mutantes maglA, rad52A, radl8A 'y rad52A radl8A. : (A-
E): Panel superior: Inmunoblots de Rad53. Se identificaron las formas no fosforilada (Rad53) y fosforilada (Rad53-
P) de esta protefna. La regiéon de la membrana correspondiente a la migracién de la proteina en el gel, tefiida con
Ponceau S, se muestra como control de carga. Panel inferior: Ensayos de actividad quinasa in situ. La
autofosforilacién de Rad53 se midié mediante la incorporacién de y-*’P-ATP. Las muestras proteicas se corresponden
con las analizadas mediante inmunoblot. (A) Tipo silvestre, (B) maglIA, (C) rad52A, (D) radl8A y (E) rad52A
radl8A. Las cepas fueron las mismas que las utilizadas en los experimentos anteriores. (F): Estudio de la elongacion
del huso mitético mediante microscopia de fluorescencia. Las células se bloquearon en la fase G1 y se liberaron en la
fase S en presencia de MMS (0,033%) durante 2 h. Las imdgenes muestran el estado del huso mitético en las células
del tipo silvestre TUBI-GFP (cepa YIT126), rad53AsmlIATUBI-GFP (cepa YIT127), magIATUBI-GFP (cepa
YVR7), rad52ATUBI-GFP (cepa YVR6), radlSATUBI-GFP (cepa YVRS) y rad52AradlSATUBI-GFP (cepa
YJT158).

Adicionalmente, y puesto que una de las funciones del checkpoint de la fase S es
inhibir la elongacién del huso mitdtico cuando existen perturbaciones durante la
replicacién del DNA, quisimos examinar si esta inhibicién ocurria en los mutantes
analizados. Para ello, se integré en cada uno de ellos y en la cepa silvestre el gen de la
tubulina (TUBI) fusionado al de la proteina fluorescente verde (GFP). También se
construyé la cepa rad53AsmlIATUBI-GFP para emplearla como control de un
checkpoint defectivo. La delecion del gen SMLI hace posible la viabilidad del mutante
rad53A (Zhao y col., 1998). Las células se bloquearon en la fase G1 con factor o y se
liberaron en la fase S en presencia de MMS, durante 2 h. Seguidamente, se analiz6 la
elongaciéon del huso mitdtico mediante microscopia de fluorescencia. Las imdgenes
obtenidas muestran que, al igual que se observa en las células silvestres, y a diferencia
de lo que ocurre en el mutante del checkpoint rad53A, que no es capaz de inhibir la
mitosis aunque la replicacién del DNA no se haya completado, la elongacion del huso
mittico se encuentra inhibida en los mutantes maglA, rad52A, radlSA 'y
rad52Aradl8A (Fig. R5F), confirmando de nuevo que el checkpoint estd activo en
todas las cepas y que previene la entrada en mitosis en presencia de MMS.
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En resumen, el checkpoint de la fase S, mediado por Mecl y Rad53, es funcional
en todos los mutantes analizados en este trabajo. Por tanto, los defectos observados en
la progresion de las horquillas de replicacion no reflejan un fallo en la respuesta del
checkpoint sino que son debidos a la ausencia de la reparacion por escision de bases, de
la recombinacion homdloga y de las rutas de tolerancia al dafio en el DNA.

1.6. Reversibilidad de los efectos del MMS durante la fase S en los mutantes
mag1A, rad52A y rad18A

Los resultados descritos anteriormente sugieren que un nimero considerable de
horquillas de replicacion se bloquean o colapsan cuando las células son tratadas con
MMS en ausencia de Magl, Rad52 o Radl8. Con el objetivo de profundizar en el
conocimiento de las implicaciones funcionales de estos defectos, examinamos la
reversibilidad de esta situacidn. Para ello desarrollamos dos tipos de abordajes: en el
primero de ellos, las c€lulas se trataron con MMS durante un cierto tiempo, tras el cual
la droga se elimin6 del medio; en el segundo abordaje, las células se trataron de igual
modo pero la expresion de la proteina de interés se indujo selectivamente tras la
eliminacion del MMS.

1.6.1. Estudios de reversibilidad (I): eliminacién del agente causante del dafio en el
DNA

Para llevar a cabo estos ensayos, las células del tipo silvestre y de cada uno de
los mutantes se bloquearon con factor o en la fase G1. Una vez sincronizados, cada
cultivo se liber6 del bloqueo en un medio fresco, en ausencia y en presencia de MMS.
Transcurrida 1 h, tiempo suficiente para observar efectos claros del MMS, el cultivo
tratado con este compuesto se dividié en dos, y en uno de ellos el agente alquilante se
elimind del medio. A partir de muestras celulares tomadas a lo largo del experimento se
examinaron, en todos los casos, la progresion de las células a través de la fase S
mediante citometria de flujo, los efectos ocasionados en la viabilidad celular a través del
recuento de unidades formadoras de colonias en placa y el estado del checkpoint por
medio del andlisis de la fosforilacion de Rad53.

Los resultados obtenidos indicaron que, en presencia de MMS en el medio, las
células silvestres avanzan lentamente a través de la fase S, como muestra el perfil de
citometria de flujo (Fig. R6A). Cuando el agente alquilante se elimina del medio tras 1
h de actuacion, las células progresan mds rdpidamente en la fase S. Al no producirse
mds lesiones, una vez que la droga se retira del medio, los obstdculos generados
previamente son eliminados. Estas células muestran una elevada viabilidad celular tras
1 h en presencia de MMS, que se mantiene en los tiempos siguientes con alguin
incremento después de retirar la droga del medio. Ademds, el hecho de que Rad53
permanezca fosforilada incluso a las 2 h tras la eliminacion del MMS (inmunoblot, Fig.
R6A), indica que el avance observado en la fase S mediante citometria de flujo puede
atribuirse al restablecimiento de las horquillas anteriormente dafiadas y no a la
activacion de nuevos origenes de replicacidn, que estarian siendo inhibidos por medio
de la actuacion del checkpoint de la fase S. La fosforilacion de Rad53 alas 2 h tras la
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Figura R6. Estudios de reversibilidad (I). Analisis del efecto de la eliminacion del MMS del medio en la
progresion de las células en la fase S y en la viabilidad celular. Las células se crecieron en un medio minimo y se
bloquearon en la fase G1 con factor a.. Posteriormente, se liberaron del bloqueo en un medio fresco, en ausencia y en
presencia de MMS (0,033%). Tras 60 min, el cultivo con MMS se dividié en dos y en uno de ellos la droga se
eliming del medio. El contenido en DNA fue determinado mediante citometria de flujo a partir de muestras tomadas
en el transcurso del experimento. La viabilidad celular se estudié a los tiempos indicados en la figura. El estado de
activacion de Rad53 se analizé mediante inmunoblot, a partir de muestras tomadas a lo largo del experimento. La
zona de la membrana correspondiente a la migracion de Rad53 se muestra como control de carga tras su tinciéon con
Ponceau S. (A) tipo silvestre, (B) maglIA, (C) rad52A, (D) radl8A y (E) rad52A radl8A. Las cepas fueron las
mismas que las utilizadas en los experimentos de las Figuras R1-5.
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eliminacion del MMS indica también que, incluso en células del tipo silvestre,
permanecen algunas lesiones en el DNA que provocan que el checkpoint esté activado.

En contraste, en el caso del mutante maglA (Fig. R6B), la eliminacién del MMS
tras 1 h de actuacion no produce un avance significativo de las células en la fase S con
respecto al observado en el cultivo que permanece en presencia de la droga, ni tampoco
genera una recuperacion de la viabilidad celular. Al igual que ocurria en el tipo
silvestre, Rad53 permanece fosforilada tras retirar el agente alquilante del medio. Todo
ello sugiere que, en ausencia de Magl, los efectos ocasionados por el MMS en la
progresion de las horquillas de replicacion no se revierten al eliminar dicho agente, sino
que las cé€lulas requieren la ruta de reparacion por escision de bases para reparar el dafio
causado y permitir asi la continuacion de la replicacion.

Los resultados obtenidos con los mutantes rad52A y radl8A son similares entre
si y ligeramente distintos a los de magIA (Fig. R6C y 6D). En ambos casos, los perfiles
de citometria indican que, cuando el MMS se elimina del medio, estas células son
capaces de progresar en la fase S, desplazdndose hacia el pico de DNA 2C con mayor
velocidad que en presencia del agente alquilante. Como muestran los inmunoblots de las
Figs. R6C y R6D, Rad53 permanece fosforilada en estas condiciones y, por tanto, el
avance observado mediante citometria de flujo se debe a que al menos una parte
significativa de las horquillas paradas como consecuencia del dafio en el DNA han sido
capaces de continuar la replicacion. Sin embargo, esta progresion no resulta
acompafiada de una recuperacion de la viabilidad celular, lo que sugiere que los
problemas generados en presencia de MMS durante la fase S y en ausencia de Rad52 o
Rad18 no son reversibles mediante la simple eliminacion de la droga.

Del mismo modo, los resultados obtenidos con el mutante rad52AradlSA (Fig.
R6E) coinciden con los derivados del estudio de los mutantes simples. Como se observa
por citometria de flujo, la eliminacién del MMS del medio genera un desplazamiento de
las células hacia el pico de DNA 2C, pero este no produce una recuperacién de la
viabilidad celular (Fig. R6E). Al igual que en los casos anteriores, el retraso en la
migracion electroforética de Rad53 indica que esta proteina permanece fosforilada y
que, por tanto, el checkpoint se encuentra activo tras la eliminacién de la droga, por lo
que el avance en la progresion de las células a través de la fase S no se debe a la
iniciacién de la replicacion desde nuevos origenes de replicacion.

En conjunto, estos resultados indican que los efectos ocasionados por el MMS
durante la fase S y en ausencia de la ruta de reparacion por escision de bases, del
proceso de recombinacién homdloga o de las vias de tolerancia al dafio, no se revierten
con la simple eliminacién del agente alquilante del medio.

1.6.2. Estudios de reversibilidad (II): induccién de la proteina de interés

Para estudiar en mds detalle la reversibilidad de los efectos causados por el
MMS en los mutantes maglA, rad52A y radl8A, construimos cepas en las cuales el
promotor del gen de interés se reemplazé por el promotor GALI-10. Este promotor sélo
se activa en presencia de galactosa como fuente de carbono, mientras que en presencia
de rafinosa la expresion del gen no se induce. Por tanto, mediante el empleo de estos
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azucares, se puede conseguir una expresion condicional de la proteina a estudio. Con
este fin, se construyeron las cepas GAL-MAGI1, GAL-RAD52 y GAL-RADI8.

En todos los casos, las células se crecieron en un medio rico con rafinosa como
fuente de carbono (promotor GAL inactivo), se sincronizaron con factor o en la fase G1
y después se liberaron del bloqueo en un medio fresco con rafinosa, en ausencia y en
presencia de MMS. Transcurrida 1 h, el cultivo tratado con la droga se dividi6 en tres:
uno de ellos permanecio en rafinosa y con MMS; en los otros dos, el MMS se eliminé
del medio y las células se resuspendieron en un medio fresco, con rafinosa en el primer
caso y con galactosa en el segundo (promotor GAL activado). La progresion en el ciclo
celular se sigui6 mediante citometria de flujo, y se estudié tanto la viabilidad celular
como el estado del checkpoint de la fase S. Ademds, la expresiéon de las proteinas de
interés bajo el control del promotor regulable fue comprobada mediante inmunoblot,
gracias a su fusion con el epitopo HA (Fig. R7).

Los resultados obtenidos en el caso de la cepa silvestre utilizada como control
(Fig. R7A) fueron muy similares a los observados en un medio con glucosa como
fuente de carbono (Fig. R6A). El perfil de citometria de flujo muestra que estas células
progresan lentamente a través de la fase S en el medio con rafinosa y MMS (Fig. R7A)
y, tras la eliminacion del mismo a los 60 min, se observa un claro desplazamiento hacia
el pico de DNA 2C, tanto en el medio con rafinosa como en el medio con galactosa.
Ademds, la viabilidad celular se mantiene alta y relativamente constante a lo largo del
experimento, y Rad53 permanece fosforilada tras la eliminacién de la droga, en
presencia de cualquiera de los dos aztcares en el medio (Fig. R7A).

En el caso de la cepa GAL-MAG] (Fig. R7B), las células no progresan a través
de la fase S en el medio con rafinosa en presencia de MMS. Si este se elimina a los 60
min y las células se liberan en un medio fresco con rafinosa, la progresion a través de la
fase S no se restablece. La expresion de Magl es indetectable bajo estas condiciones y
las células se comportan como un mutante nulo mag/A en un medio con glucosa (Fig.
R6B). Por el contrario, cuando las células se liberan del MMS en un medio con
galactosa, Magl se expresa y entonces son capaces de reanudar su progresion en la fase
S. Como Rad53 permanece hiperfosforilada incluso tras la eliminacion de la droga, al
igual que ocurre en el tipo silvestre, la activacion de nuevos origenes de replicacion se
encuentra inhibida y, por tanto, el avance observado en la fase S en la cepa GAL-MAG1
se debe a la reanudacién de la sintesis de DNA por las horquillas de replicacion que
previamente habian quedado bloqueadas debido al tratamiento con MMS y a la ausencia
de Magl. Es destacable que esta reanudacion de la progresion de las horquillas de
replicacion resultd acompafiada de una recuperacién casi completa de la viabilidad
celular (Fig. R7B). Los resultados obtenidos muestran por tanto que, aunque las células
que carecen de la ruta de reparacién por escision de bases manifiestan deficiencias
graves en la progresion de las horquillas de replicacién cuando son tratadas con MMS,
estos defectos son en gran parte reversibles.
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Figura R7. Estudios de reversibilidad (II). Estudio del efecto de la eliminacién del MMS del medio y de la
induccion de la proteina de interés en la progresion de las células en la fase S y en la viabilidad celular. Las
células se crecieron en un medio con rafinosa, se sincronizaron en la fase G1 con factor a y después se liberaron del
bloqueo en un medio fresco con rafinosa, tanto en ausencia como en presencia de MMS (0,033%). A los 60 min de la
liberacion, el cultivo con MMS se dividi6 en tres: uno de ellos se mantuvo en rafinosa y en presencia de la droga; en
los otros dos, el MMS se eliminé del medio y las células se resuspendieron en un medio fresco, con rafinosa o
galactosa, respectivamente. En el transcurso de los experimentos se tomaron muestras a los tiempos indicados en la
figura para el andlisis del contenido en DNA mediante citometria de flujo, para el estudio de la viabilidad celular y
para la obtencion de proteinas. Los inmunoblots muestran la expresion de las proteinas de fusion con el epitopo HA y
el andlisis de la fosforilaciéon de Rad53. La zona de la membrana correspondiente a la migracion de la proteina
analizada en cada caso se muestra, tefiida con Ponceau S, como control de carga. (A) tipo silvestre (cepa YJT110),
(B) magl::GAL-3HA-MAG]1 (cepa YVRI16), (C) rad52::GAL-3HA-RADS52 (cepa YVR17) y (D) radl8::GAL-3HA-
RADI8 (cepa YVR18).

La situacion es diferente en las cepas GAL-RADS52 y GAL-RADI18 (Fig. R7C-D).
Cuando estas células se crecen en un medio con rafinosa en presencia de MMS, son
incapaces de avanzar de forma eficiente en la fase S, al igual que ocurre en los mutantes
nulos rad52A y radl8A (Figs. R2A y R3A). En ambos casos, al retirar el MMS del
medio, se observa un avance en la progresion de las células a través de la fase S,
bastante similar al detectado cuando la droga se elimina y las células se liberan en un
medio con galactosa, que permite la expresion de las proteinas, segiin muestran los

74



Resultados

inmunoblots (Fig. R7C-D). El comportamiento de las células es practicamente igual que
el de los correspondientes mutantes nulos en un medio con glucosa (Fig. R6C-D).
Rad53 permanece fosforilada tras la eliminacion del MMS, por lo que el checkpoint
continda activo y, por tanto, como en los casos anteriores, la nueva sintesis de DNA
debe tener lugar desde horquillas de replicacion que estaban bloqueadas. La viabilidad
de la cepa GAL-RADS5?2 permanece baja, incluso tras la expresion de Rad52 en el medio
(Fig. R7C). Lo mismo ocurre en la cepa GAL-RADS8, aunque en este caso la expresion
de Rad18 tras suprimir la droga del medio consigue una pequefia recuperacién de la
viabilidad celular, de aproximadamente un 1% del valor inicial (Fig. R7D). Estos
resultados indican que los efectos de la ausencia de la recombinacion homdloga o de las
vias de tolerancia al dafio sobre la replicacion de un DNA alquilado, a diferencia de los
debidos a la ausencia de Magl, no son reversibles o, al menos, no lo son de forma
significativa.

1.7. Estudio de la acumulacion de las proteinas Magl y Rad52 en respuesta al
daiio en el DNA originado por el MMS durante la fase S

Los resultados descritos anteriormente indican que las proteinas Magl, Rad52 y
Rad18 facilitan la progresion de las horquillas de replicacion en presencia de lesiones en
el material genético debidas al tratamiento con MMS. Por ello, nos propusimos analizar
si, en presencia de dafio en el DNA, estas proteinas se acumulan formando focos de
reparacion, desde los cuales, en caso de ser asi, podrian llevar a cabo su funcion. Para
ello, se fusionaron los genes MAGI, RAD52 y RADIS al de la proteina fluorescente
verde —GFP- (Longtine y col., 1998), obteniéndose de este modo proteinas de fusién
cuya localizacién podria ser determinada mediante microscopia de fluorescencia. En el
caso de Rad18, debido probablemente a los bajos niveles de expresion de esta proteina,
no fue posible su detecciéon mediante inmunoblot o microscopia, a pesar de constatar
mediante PCR, al igual que en los casos de RAD52-GFP y MAGI-GFP, que la
integracion de la construccién en el genoma era correcta. También se intenté emplear
una cepa RAD18-GFP donada por la Dra. Helle Ulrich (Cancer Research U.K.), pero en
este caso tampoco se consiguid detectar la proteina de fusion.

Como control positivo de estos experimentos se utilizé la cepa DDC2-GFP. En
condiciones de dafio en el DNA causado por MMS, la proteina Ddc2, subunidad
reguladora de Mecl, se acumula formando focos (Tercero y col., 2003). Para llevar a
cabo estos ensayos, las células se crecieron en un medio minimo suplementado y se
bloquearon en la fase G1 del ciclo con factor a.. Una vez sincronizados, los cultivos se
liberaron del bloqueo en un medio fresco, en ausencia y en presencia de MMS, durante
1 h. Tras este tiempo, las células se observaron mediante microscopia de fluorescencia.
Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. R8.

Tal y como se describe en la literatura, en las células liberadas en la fase S en
presencia de MMS detectamos acumulacion de la proteina Ddc2-GFP en focos en la
gran mayoria de las células (Fig. R8A). De manera similar, tanto en el caso de la cepa
MAGI-GFP como en el de RAD52-GFP, podemos visualizar acumulaciones de las
correspondientes proteinas de fusidon en un porcentaje muy elevado de las células, que
se forman cuando estas se liberan en la fase S en presencia de MMS (Fig. R8B-C). En
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el caso de Rad52-GFP, también se observa un cierto nimero de células con algun tipo
de acumulacion incluso en ausencia de la droga. Estos resultados indican que, cuando el
DNA se dafa durante la fase S por el tratamiento con MMS, las proteinas Magl y
Rad52 se acumulan, posiblemente formando focos de reparacion.

A B C
DDC2-GFP MAG1-GFP RAD52-GFP
() (7)) (%))
= ) = =
= Y. = =
7 \
() ! (7)) (7))
= o = =
= } = . = i
+ J + +
CcC Fluorescencia CC Fluorescencia CC Fluorescencia

Figura R8. Analisis de la acumulacién de las proteinas Magl-GFP y Rad52-GFP en respuesta al dafio en el
DNA causado por MMS. Las células fueron sincronizadas en G1 y liberadas posteriormente en la fase S, durante 1
h, tanto en ausencia como en presencia de MMS (0,033%). En la figura se muestran imagenes de campo claro y de
microscopia de fluorescencia, donde se detecta la acumulacion de las proteinas etiquetadas con GFP. (A) DDC2-GFP
(cepa YIJT129), (B) MAGI-GFP (cepa YVR10) y (C) RAD52-GFP (cepa YVRY).

Dado el papel que ejerce el checkpoint de la fase S en el mantenimiento de la
estabilidad de las horquillas de replicacion en condiciones de dafio en el DNA, quisimos
analizar si las acumulaciones observadas dependian de Rad53. Para ello, construimos
las cepas MAGI-GFPrad53AsmlIA'y RAD52-GFPrad53AsmllA, y llevamos a cabo el
mismo tipo de experimentos, analizando la acumulacién de Magl y de Rad52 tras 1 h
de tratamiento con MMS durante la fase S. Los resultados obtenidos indican que las
proteinas Magl-GFP y Rad52-GFP se acumulan en condiciones de dafio en el DNA,
incluso en ausencia de Rad53 (Fig. ROA-B), por lo que es un hecho independiente de la
actuacion de esta quinasa.

B
rad53A MAG1-GFP rad53A RAD52-GFP

-MMS

+MMS

\

CC Fluorescencia CC Fluorescencia

Figura R9. La acumulacion de las proteinas Magl y Rad52 durante la fase S en presencia de MMS es
independiente de Rad53. Los detalles experimentales y de la representacion de los resultados son iguales a los
descritos en la Figura R8. A) rad53AsmlIAMAGI1-GFP (cepa YMV2) y (B) rad53AsmlI ARADS2-GFP (cepa
YMV6).
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2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA ENDONUCLEASA Mus81-Mms4 DE S. cerevisiae
EN LA RESPUESTA CELULAR AL DANO EN EL DNA DURANTE LA FASE S DEL
CICLO CELULAR

En la segunda parte de esta tesis nos planteamos el estudio del papel de la
nucleasa Mus81-Mms4 de S. cerevisiae durante la fase S del ciclo celular, en
condiciones de dafio en el DNA. Como se ha explicado en la Introduccion, esta nucleasa
estd asociada a la reparacion de lesiones en el material genético mediante
recombinaciéon. No obstante, si bien se han realizado numerosos estudios que han
permitido identificar un buen nimero de sustratos de la misma in vitro, no se conocen
con exactitud sus sustratos in vivo, y al principio de este trabajo la funcion celular de
este complejo no se habia estudiado en profundidad.

2.1. Mus81-Mms4 es esencial para el mantenimiento de la viabilidad celular
durante la fase S del ciclo celular cuando las células son tratadas con MMS

Como se ha explicado en la Introduccién, las levaduras que carecen de la
endonucleasa Mus81-Mms4 son sensibles al tratamiento con diferentes agentes que
originan dafio en el DNA, como el MMS (Boddy y col., 2000; Interthal y Heyer, 2000;
Doe y col., 2002). La mayoria de los estudios se realizaron provocando un dafio crénico
en el material genético, analizando cudles eran las consecuencias para el crecimiento
celular en medio s6lido. En este parte de la tesis nos propusimos estudiar el posible
papel de Mus81-Mms4 en la respuesta al dafio en el DNA, especificamente durante la
fase S del ciclo celular. Para ello, construimos mediante sustitucion génica (ver
Materiales y Métodos) mutantes nulos de los genes que codifican las subunidades
catalitica y reguladora del complejo, musSIA y mms4A, respectivamente, asi como un
doble mutante mus81Amms4A. La obtencién de estas cepas fue verificada por PCR y su
viabilidad mediante el crecimiento en placa a diferentes temperaturas. Asimismo, se
estimo el tiempo de generacion de cada una de ellas, que fue similar al de las células de
tipo silvestre utilizadas como control, lo que sugiere que Mus81-Mms4 no es necesaria
para el crecimiento normal de S. cerevisiae, al menos en las condiciones habituales de
trabajo en el laboratorio.

Para estudiar la participacion de Mus81 y de Mms4 en la progresion de las
células en la fase S en presencia de dafio en el material genético, se crecieron los
mutantes mus8IA, mms4A y mus81Amms4A -asi como una cepa control del tipo
silvestre- en un medio rico, se sincronizaron en la fase G1 del ciclo con factor a, y se
liberaron en la fase S, tanto en ausencia como en presencia de MMS a distintas
concentraciones. La progresion en el ciclo y la viabilidad celular se analizaron a partir
de muestras celulares tomadas en el transcurso de los experimentos. En la Fig. R10 (A-
D) se muestran los perfiles de citometria de flujo de cada una de las cepas. Por
simplicidad en la exposicion de los resultados, solo se representa la citometria
correspondiente al tratamiento de las células con la mayor concentracion de MMS
utilizada, 0,033%.

En todos los casos, tras la liberacion del bloqueo en G1 en un medio fresco en
ausencia del agente alquilante, las células avanzan normalmente a través de la fase S,
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Figura R10. Progresion en la fase S y viabilidad celular de los mutantes de la endonucleasa MUS81-MMS4 en
presencia de dafio en el DNA. Las células se crecieron en un medio rico, se bloquearon en la fase G1 con factor o
y se liberaron en la fase S en ausencia y en presencia de MMS a distintas concentraciones (0,015%, 0,02% y
0,033%). (A-D): Determinacion del contenido en DNA a lo largo del experimento mediante citometria de flujo. Se
representa el resultado obtenido con la mayor concentraciéon de MMS utilizada, 0,033%. (A) tipo silvestre (cepa
W303-1a), (B) mus8IA (cepa YMV39), (C) mms4A (cepa YMV48) y (D) mus81Amms4A (cepa YMV49). (E):
Viabilidad celular del tipo silvestre y de cada uno de los mutantes, en ausencia y en presencia de MMS a las
diferentes concentraciones utilizadas.

finalizdndola aproximadamente a los 60 min y entrando posteriormente en un nuevo
ciclo celular. Por tanto, de acuerdo con la caracterizacién inicial de los mutantes, que no
mostrd diferencias de crecimiento de los mismos con respecto a las células control,
ninguna de las subunidades de la endonucleasa Mus81-Mms4 es necesaria durante una
fase S normal. Si las células entran en la fase S en presencia de MMS, la progresion a
través de la misma se encuentra ralentizada en todos los casos, y no se observan
diferencias significativas entre los perfiles de citometria de flujo del tipo silvestre y de
cada uno de los mutantes. Sin embargo, tanto los mutantes simples mus8IA 'y mms4A
como el doble mutante mus81Amms4A sufren una importante pérdida de viabilidad
celular con respecto a las células control, relativamente proporcional a la cantidad de
MMS utilizada y al tiempo de exposicién a este compuesto (Fig. R10E). Como se puede
observar, la pérdida de viabilidad que origina el tratamiento con MMS durante la fase S
en ausencia de cualquiera de las subunidades del complejo Mus81-Mms4, o de ambas,
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es practicamente idéntica. Estos resultados muestran que la endonucleasa Mus81-Mms4
ejerce un papel importante en la respuesta al dafio en el DNA durante la fase S,
necesario para el mantenimiento de la viabilidad celular, a pesar de no observarse
diferencias significativas en la progresion de las células en la fase S en su ausencia con
respecto al tipo silvestre. Dado que las consecuencias de la carencia de una o de ambas
subunidades de esta endonucleasa son las mismas, la mayoria de los experimentos que
se describen a continuacion estdn realizados dnicamente con el mutante de la subunidad
catalitica, mus8IA.

2.2. El checkpoint de la fase S es funcional en el mutante mus81A

Para establecer con seguridad que la pérdida de viabilidad observada en las
células que carecen de Mus81-Mms4 cuando son tratadas con MMS se debe a la
ausencia esta endonucleasa y no a un posible defecto en el checkpoint de la fase S, lo
que resultaria en un fenotipo similar, comprobamos que este se encontraba activo y
funcional en el mutante mus8IA.

En primer lugar analizamos el estado de la fosforilacion y la actividad quinasa
de Rad53. Para ello, las células mus81A se crecieron en un medio rico, se sincronizaron
en la fase G1 y se liberaron en la fase S en ausencia y en presencia de MMS, durante 4
h. En el transcurso del experimento se tomaron muestras celulares para la extraccién de
proteinas y su posterior andlisis mediante inmunoblot. Como se puede observar en la
Fig. R11A, Rad53 solo se encuentra hiperfosforilada, y por tanto activada, cuando las
células mus8IA se liberan en la fase S en presencia de MMS. Para corroborar que la
fosforilacion de la proteina observada se correlaciona con su activacion, llevamos a
cabo un ensayo de actividad quinasa in situ (Pellicioli y col., 1999) segtin el protocolo
detallado en Materiales y Métodos, empleando las mismas muestras proteicas
analizadas en el inmunoblot descrito anteriormente (Fig. R11B). El resultado obtenido
confirma que la fosforilacion de Rad53 se corresponde con la adquisicién de su propia
actividad quinasa, ya que solo detectamos autofosforilacion de esta proteina cuando las
células se encuentran en la fase S y son expuestas al MMS.

En segundo lugar, para confirmar que el checkpoint es funcional en el mutante
mus81A, examinamos la elongacién del huso mitético en células tratadas con MMS
durante la fase S. Para ello, se fusiond el gen de la tubulina (TUBI) al de la proteina
fluorescente verde (GFP) en el mutante nulo mus81A. Las cepas smlIATUBI-GFP y
rad53AsmlIATUBI-GFP se emplearon, respectivamente, como control de un tipo
silvestre y de una cepa con un checkpoint defectivo. Las células se bloquearon en la fase
G1 con factor a y se liberaron en la fase S en presencia de MMS durante 2 h. Las
imdgenes de microscopia de fluorescencia (Fig. R11C) muestran que, al igual que
ocurre en las células del tipo silvestre y, a diferencia de lo observado en el mutante del
checkpoint rad53A, que no puede prevenir la mitosis, la elongacién del huso mitético se
encuentra inhibida en la cepa mus8IATUBI-GFP tras el tratamiento con el agente
alquilante, lo que indica que el checkpoint de la fase S estd activo en esta ultima.

Los experimentos realizados permiten concluir por tanto que el checkpoint de la
fase S estd activo y es funcional en ausencia de la endonucleasa Mus81-Mms4. Es decir,
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Figura R11. Actividad del checkpoint de la fase S en el mutante mus81A en condiciones de dafio en el DNA.
(A): Inmunoblot de Rad53. Se identificaron las formas no fosforilada (Rad53) y fosforilada (Rad53-P) de esta
proteina. Como control de carga se muestra la zona de la membrana correspondiente a la migracién de Rad53, tefiida
con Ponceau S. (B): Ensayos de actividad quinasa in situ para Rad53. La autofosforilacion de esta proteina se midio
mediante la incorporacién de y-ATP marcado radioactivamente. Las muestras proteicas se corresponden con las
analizadas mediante inmunoblot. (C): Estudio de la elongacién del huso mitdtico mediante microscopfa de
fluorescencia. Las células se bloquearon en la fase G1 y se liberaron en la fase S en presencia de MMS (0,033%)
durante 2 h. Las imdgenes muestran el estado del huso mitético en las células del tipo silvestre TUBI-GFP (cepa
YIT126), rad53AsmiI ATUBI-GFP (cepa YJT127)y mus81ATUB1-GFP (cepa YMV22).

la pérdida de viabilidad observada en el mutante mus8/A en condiciones de dafio en el
DNA se debe a los problemas originados por la falta de esta endonucleasa y no a
posibles defectos en la actuacién del checkpoint. Asimismo, estos resultados indican
que la accion de Mus81-Mms4 no se requiere para generar la sefial que activa el
checkpoint de la fase S cuando existen lesiones en el DNA.

2.3. La formacién de las horquillas de replicacion y la iniciacién de la
replicacion del DNA en presencia de dafio en el material genético es
aparentemente normal en el mutante mus81A

Los experimentos anteriores han mostrado que Mus81-Mms4 es importante para
hacer frente al dafio en el DNA durante la fase S del ciclo celular. Segtn la citometria
de flujo (Fig. R10A-D), la fase S es aparentemente normal en los mutantes de la
nucleasa con respecto al tipo silvestre cuando las células son tratadas con MMS, pero
sufren una importante pérdida de viabilidad (Fig. R10E). La citometria de flujo muestra
que las células progresan en la fase S y sugiere que podrian haber terminado la
replicacion cromosdmica, pero se necesitan ensayos mds precisos para determinar el
estado de la replicacion del DNA y la calidad de la misma, que podrian explicar la
pérdida de viabilidad celular tras la exposicién al MMS. Por ello, analizamos en primer
lugar la formacion y el estado de las horquillas, asi como la iniciacion de la replicacion
del DNA, mediante electroforesis en geles bidimensionales de agarosa.

80



Resultados

. r» - Cromosoma lll
Dzim e Arco de burbujas <O~ Mov. horquilla
Ys dobles >—<
ARS301 302/3 ARS304 ARS305

Ys simples ;/:I:I:- [ ) [ ) /b

Recombinantes < B A ARS305 1Kb

(Xs) =

1N
Tipo silvestre mus81A

G1 (oF
B «— A <« ARS305 B «— A <+ ARS305 f‘ )

Lib. fase S

4 UYL 4N \r‘

1N I“ 4 ‘/‘i
SENM | B'S

Figura R12. Analisis de la replicaciéon en condiciones de daiio en el DNA en el mutante mus81A mediante geles
bidimensionales. Las células silvestres (cepa YJT110) y las mutantes mus8IA (cepa YMV17) se crecieron en un
medio rico, se sincronizaron con factor a y se liberaron en la fase en presencia de 0,033% de MMS. A los 15, 30 y 60
min tras la liberacion de las células en presencia del agente alquilante, se tomaron muestras celulares para la
extraccion de DNA gendmico y su posterior digestion y andlisis mediante electroforesis en geles bidimensionales. A
continuacién, mediante la hibridacion con sondas especificas, se estudié el establecimiento y la progresion de las
horquillas de replicacién en un replicén del cromosoma III, desde el origen temprano ARS305 hacia las regiones
adyacentes (fragmentos A y B). La posicion relativa de cada uno de los fragmentos con respecto al ARS305 se indica
en la parte superior de la figura, asi como el sentido del movimiento de las horquillas de replicacién, desde dicho
origen, a lo largo del replicon del cromosoma III analizado. En la parte superior izquierda de la figura se representa
un esquema de las estructuras que se pueden detectar de forma habitual en la horquillas de replicacién mediante la
técnica empleada.

Para realizar estos estudios, se sincronizaron en la fase G1 células mutantes
mus81A y un control del tipo silvestre, y se liberaron en la fase S en presencia de MMS.
A lo largo del experimento se tomaron muestras para la extraccion de DNA genémico y
su posterior digestion con enzimas especificas, que fueron procesadas segun lo descrito
en el apartado 10.2 de Materiales y Métodos. La formacién de las horquillas y el estado
de los intermediarios de replicacion se analizaron en el origen temprano ARS3035, y se
estudio el desplazamiento de las horquillas de replicacion hacia las regiones adyacentes
del cromosoma III.

Como se puede observar en la Fig. R12, a los 15 min de la liberacion de las
células en la fase S en presencia de MMS no existen diferencias significativas entre las
estructuras detectadas en el origen ARS305 en las células silvestres y en las células
mus81A. Asi, tanto las intensidades del arco de burbuja como las del arco simple Y y
las de los intermediarios X de recombinacion son similares en ambas cepas. Todo ello
indica que este origen se activa en el mutante mus81A, que las horquillas de replicacién
se establecen de forma aparentemente normal en el mismo, y que la iniciacién de la
replicacion no estd afectada en ausencia de la endonucleasa a pesar de la exposicion al
MMS. Ademds, en este punto del experimento, la presencia en ambas cepas del arco de
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replicacion pasivo (arco Y) en el fragmento adyacente A, indica que una parte de las
horquillas de replicacion han invadido ya esa zona y que, por tanto, al menos un
porcentaje alto de las horquillas formadas son funcionales y pueden desplazarse. Tras
30 min en presencia del agente alquilante, el arco pasivo se detecta también en el
fragmento B, mostrando que hay horquillas que siguen progresando. A los 60 min, no
se detectan intermediarios de replicacion en el fragmento correspondiente al origen
ARS305 en ninguna de las cepas y solo una sefial débil del arco pasivo en los
fragmentos A y B, lo que sugiere que las zonas del cromosoma III analizadas han sido
replicadas. Como se ha mencionado en la Introduccién, se ha propuesto que Mus81-
Mms4 podria estar implicada tanto en la rotura de horquillas de replicacion bloqueadas
por lesiones en el DNA para iniciar la recombinacion como en el procesamiento de
intermediarios que resulten de la reparacion de horquillas dafiadas. Como se observa en
la Fig. R12, en los experimentos realizados no se ha detectado ninguna acumulacién de
intermediarios de replicacion o recombinacion, ni la aparicion en el mutante mus8I1A de
estructuras diferentes a las encontradas en el tipo silvestre.

2.4. La progresion de las horquillas de replicacion en condiciones de daifio en
el DNA esta afectada en ausencia de Mus81

A continuacion seguimos estudiando con otro abordaje experimental si la
replicacién cromosdmica estd afectada en células tratadas con MMS que carecen de la
nucleasa Mus81-Mms4. Si bien los experimentos anteriores han mostrado que las
horquillas de replicaciéon se forman normalmente en el mutante mus8IA y que la
iniciacién de la replicacion es similar a la del tipo silvestre, es dificil utilizar este
método de forma cuantitativa, y no resulta posible estimar con precision el porcentaje
de horquillas que progresan a lo largo de un replicén en un experimento, ni la cantidad
de DNA replicado. Por ello, estudiamos el desplazamiento de las horquillas de
replicacion en las condiciones de dafio en el DNA que venimos analizando empleando
el método de sustitucién de isétopos de densidad, que si permite calcular el porcentaje
de DNA replicado en cada momento y correlacionarlo con el nimero de horquillas que
progresan y la estabilidad y funcionalidad de las mismas.

Estos experimentos se llevaron a cabo en paralelo con células control del tipo
silvestre y con el mutante de delecion mus81A, mediante la técnica de sustitucion de
isétopos de densidad, del mismo modo a lo descrito en el apartado 1.1, y en el mismo
replicon del cromosoma VI, desde el origen ARS607 hasta el final del cromosoma. Las
células se crecieron en un medio con isétopos pesados, se sincronizaron en la fase Gl
con factor a y se transfirieron a un medio con isétopos ligeros, tras lo que fueron
liberadas en la fase S, en ausencia y en presencia de MMS. Al comienzo del
experimento, en c€lulas sincronizadas en la fase G1 (Fig. R13A-C, fila superior), todos
los fragmentos de DNA analizados se encuentran en el pico HH (pesado-pesado),
correspondiente al DNA no replicado. Cuando las células se liberan en la fase S en un
medio con isétopos ligeros y en ausencia de MMS, todos los fragmentos se replican y
muestran un pico de DNA pesado-ligero (HL, replicado), tanto en las del tipo silvestre
como en las del mutante mus81A (Fig. R13A-C, fila inferior). Esto estd de acuerdo con
el hecho de que la fase S es normal en ausencia de dafio en el DNA en las células que
carecen de Mus81-Mms4.
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Figura R13. Anilisis de la progresion de las horquillas de replicacién a través de un DNA daiiado por MMS en
el mutante mus81A mediante sustitucion de isétopos de densidad. Las células se bloquearon en la fase G1 con
factor o en un medio minimo con isGtopos pesados y se liberaron del bloqueo en un medio con isétopos ligeros, en
ausencia y en presencia de MMS (0,033%). (A, C): Andlisis de la progresién de las horquillas de replicacion
mediante sustitucién de isétopos de densidad, en un replicén del cromosoma VI. Los detalles son iguales a los
descritos en la Figura R1. (A) tipo silvestre (cepa YJT110) y (C) mus8IA (cepa YMV17). (B, D): Cuantificacién del
porcentaje de replicacion en presencia de MMS de cada fragmento de restriccion y en cada uno de los puntos del
experimento indicados. (B) tipo silvestre y (D) mus8IA.

Cuando las células de la cepa utilizada como control en el experimento se
liberan en la fase S en presencia de MMS, los datos que se obtienen son practicamente
idénticos a los publicados previamente (Tercero y Diffley, 2001) y a los descritos en
detalle para las células del tipo silvestre en el apartado 1.1 de Resultados. A los 30 min
en la fase S en presencia de MMS se observan picos de DNA HL, replicado, en los
fragmentos 1 y 2, lo que indica que la replicacién se ha iniciado desde el origen
ARS607. Al igual que en la Fig. R1E, las horquillas de replicacién avanzan de izquierda
a derecha del replicon a lo largo del experimento, de forma lenta pero eficiente. Asi, a
los 240 min tras la liberacién de las células en la fase S en presencia del agente
alquilante, la mayor parte de los fragmentos de restriccién presentan un pico de DNA
completamente replicado, HL. (Fig. R13A, fila 5; Fig. R13B). Los cdlculos realizados
indican que la velocidad de las horquillas de replicacion en las células silvestres tratadas
con MMS es de aproximadamente 263 pb/min (calculado seglin lo explicado en
Materiales y Métodos), valor practicamente idéntico al estimado en los experimentos
descritos en el apartado 1.1 (Fig. R1E).

En las células mutantes mus81A (Fig. R13C-D), se detecta un alto porcentaje de
DNA pesado-ligero (HL) en el fragmento 1 a los 30 min en la fase S en presencia de
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MMS, lo que indica que el origen ARS607 se activa en ausencia de Mus81 y que la
replicacion comienza sin problemas aparentes con respecto a la cepa silvestre en estas
condiciones, de acuerdo con los experimentos mostrados en el apartado anterior. En el
transcurso del experimento se observa sin embargo que, si bien las horquillas de
replicacién avanzan a lo largo del replicon estudiado, sufren un retraso muy
significativo con respecto a las células silvestres. Asi, a los 60 min ya se detecta una
demora en la replicacion del fragmento 1 con respecto al tipo silvestre, como refleja el
mayor porcentaje de DNA HL en este ultimo. A los 120 min, a pesar de que la
replicacion avanza en las células mus81A, el porcentaje de DNA HL detectado en los
fragmentos 2 al 6 es significativamente menor que en las células silvestres. Por ejemplo,
en este punto, el DNA replicado en los fragmentos 5 y 6 en las células mus8IA es tres
veces menor que en el tipo silvestre. Al final del experimento, a los 240 min en la fase S
en presencia de MMS, el mutante mus8IA solo replica un 43, 30 y 20% de los
fragmentos 4, 5 y 6, respectivamente (Fig. R13D), mostrando un defecto importante en
la replicacion del cromosoma analizado con respecto al tipo silvestre. Estos
experimentos inciden por tanto en el hecho de que la endonucleasa Mus81-Mms4 es
necesaria para hacer frente al dafio en el DNA durante la replicacién cromosdmica y
muestran que su ausencia provoca que la progresion de las horquillas de replicacién en
estas condiciones sea defectiva.

2.5. Mus81-Mms4 es necesaria para completar la replicaciéon cromosémica
cuando el DNA esta danado

Los experimentos de sustitucion de isétopos de densidad descritos en el apartado
anterior indican que la replicacion del DNA es defectiva en el mutante mus8/A cuando
las células se exponen al MMS, debido a los problemas de las horquillas de replicacion
para progresar. Estos ensayos se llevaron a cabo en el cromosoma VI, y quisimos
obtener una visién mds global de la replicacion en las mismas condiciones de dafio en el
DNA, en el conjunto del genoma. Para ello, analizamos la dindmica de la replicacién
cromosomica empleando la técnica de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),
tras tratar con MMS a células del tipo silvestre y a mutantes mus8IA. En este tipo de
electroforesis, a través de la aplicacion de sucesivos cambios en el campo eléctrico, los
cromosomas lineales se resuelven en el gel y dan lugar a bandas discretas que migran
seglin su tamafio. Sin embargo, los cromosomas que estdn siendo replicados y que, por
tanto, contienen burbujas de replicacion, no entran en el gel y quedan atrapados en los
pocillos del mismo.

En los experimentos que llevamos a cabo, las células del tipo silvestre y las
mutantes mus8IA se sincronizaron en la fase G1 con factor a y se liberaron
posteriormente en la fase S en presencia de MMS durante 1 h. A continuacién, las
células se lavaron para eliminar el MMS y se permiti6 su recuperacion en ausencia de la
droga durante 4 h en un medio fresco al que se afladié nocodazol -compuesto inhibidor
de la formacion de los microtibulos- para bloquear las células en la fase G2/M e
impedir su posible entrada en un nuevo ciclo celular. En el transcurso del experimento
se tomaron muestras para el andlisis mediante citometria de flujo y para la extraccion de
DNA gendémico, que fueron procesadas para la electroforesis en gel de campo pulsado
segtin lo explicado en Materiales y Métodos.
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Los perfiles de citometria de flujo obtenidos en este experimento (Fig. R14A)
indican que las células mus81A entran en la fase S tras su liberacidn del bloqueo en G1
y avanzan lentamente, y progresan mds rdpido tras la eliminacion del MMS del medio,
no mostrando diferencias significativas con respecto al avance observado en las células
del tipo silvestre.
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Figura R14. Analisis de la replicacion cromosémica en condiciones de daiio en el DNA en el mutante mus81A
mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Las células silvestres (cepa W303-1a) y las células
mus81A (cepa YMV39) se crecieron en un medio rico, se bloquearon en la fase G1 con factor a., y se liberaron en la
fase S en presencia de 0,033% MMS y nocodazol (5 wg/ml). Tras 1 h de actuacidn del agente alquilante, el MMS se
eliming del medio y las células se liberaron en un medio fresco durante 4 h. A lo largo del experimento se tomaron
muestras celulares para la extraccion de DNA gendmico y su posterior andlisis mediante electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE). (A) La progresion de ambas cepas en el ciclo celular se siguié a lo largo del experimento
mediante andlisis del contenido de DNA por citometria de flujo. (B) La figura muestra las imdgenes de los resultados
obtenidos en la electroforesis, tras la tincién de los geles con bromuro de etidio y su posterior destefiido. La posicion
en el gel del pocillo y de cada uno de los cromosomas de S. cerevisiae (marcados con nimeros romanos), se indica a
la izquierda de la figura.

Las imdgenes de los geles sometidos a electroforesis de campo pulsado (Fig.
R14B) muestran que, de acuerdo a lo esperado, tanto en el mutante mus8/A como en la
cepa control, los cromosomas de las células bloqueadas en la fase G1 del ciclo estdn
intactos y se separan a lo largo del gel como bandas discretas. Por el contrario, tras 1 h
de exposicion al MMS durante la fase S, la mayor parte del DNA cromosémico queda
retenido en los pocillos del gel, tanto en las células mutantes como en las silvestres, lo
que indica que la replicacion estd en curso, de acuerdo con la citometria de flujo (Fig.
R14A). Ademds, en ambas cepas se observa una mancha difusa en los carriles que se
corresponden a este punto del experimento, consecuencia muy probablemente de la
fragmentacion del DNA alquilado debida a la labilidad del mismo al ser tratado con
calor durante el procesamiento de las muestras (Lundin y col., 2005). En la cepa
control, a las 2 h tras la eliminacion del MMS del medio, el DNA cromosémico vuelve
a entrar en el gel, y comienzan a detectarse de nuevo los cromosomas en forma de
bandas claras y discretas a lo largo del carril. A las 4 h de recuperacion en ausencia de
la droga, la sefial aumenta en cada una de estas bandas y el patron de cromosomas
adquiere un aspecto similar al observado durante el bloqueo de las células en G1. Por el
contrario, en el mutante mus8IA, a las 2 h de la retirada del MMS del medio, la mayor
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parte del DNA cromosémico permanece en el pocillo, la seiial de DNA degradado o
fragmentado es atin mayoritaria y la presencia de las bandas correspondientes a los
cromosomas se intuye solo levemente. A las 4 h de recuperacion de estas células tras el
tratamiento con MMS, la intensidad de dichas bandas es algo mayor, pero muy inferior
a la de las células control, lo que indica que gran parte del DNA cromosémico no ha
completado atn la replicacion.

La cuantificacién (ver Materiales y Métodos) de las sefiales detectadas en las
bandas correspondientes a las parejas de cromosomas VII-XV y XVI-XIII, realizada en
varios geles, indicd que, como media, aproximadamente el 75% de las células del tipo
silvestre restablecen la replicacion completa de estos cromosomas a las 4 h de la
eliminacion del MMS. Sin embargo, a este mismo tiempo, en ausencia de Mus81-
Mms4, la recuperacion es tan solo del 15%.

Estos resultados muestran por tanto que, en presencia de dafio en el material
genético, Mus81 es esencial para que las células puedan completar la replicacion de los
cromosomas, de acuerdo con los datos obtenidos en el apartado anterior, que indicaron
que la progresion de las horquillas de replicacion en las mismas condiciones en un
replicon individual estaba afectada en ausencia de esta nucleasa.

2.6. Los efectos ocasionados por el MMS durante la fase S en ausencia de
Mus81-Mms4 son en gran medida reversibles, y la nucleasa puede actuar
después de que la mayor parte de la replicacion cromosémica se complete

Los experimentos presentados hasta ahora han mostrado que, en ausencia de la
nucleasa Mus81-Mms4, las células sufren una importante pérdida de viabilidad durante
la fase S cuando son tratadas con MMS, probablemente como consecuencia de que la
replicacion cromosOmica estd afectada. Para profundizar en las implicaciones de estos
resultados, nos planteamos analizar si esta situacidn es reversible mediante la expresion
del complejo tras un tiempo de exposicion al MMS. Para ello construimos una cepa en
la que los promotores de los genes MUS8I y MMS4 se sustituyeron por el promotor
GALI-10. Este promotor s6lo se activa en presencia de galactosa en el medio como
fuente de carbono, y estd reprimido cuando se utiliza glucosa. La utilizacion de rafinosa,
que no induce la expresion del gen a estudio desde el promotor, tampoco reprime el
mismo, y facilita una buena induccidén cuando se afiade galactosa. Por tanto, mediante la
utilizacién de estos aztcares y del promotor GALI-10 se puede obtener una expresion
condicional de las proteinas de interés, Mus81 y Mms4.

En primer lugar comprobamos el buen funcionamiento de la cepa construida
(GAL-MUSS81 GAL-MMS4) mediante el crecimiento de las células en placa, a partir de
diluciones seriadas de cultivos creciendo exponencialmente (Fig. R15A). Se utilizaron
como controles el tipo silvestre, un mutante mus8IA mms4/A y una cepa en la que los
genes MUSS8I y MMS4 se expresan como proteinas de fusion con el epitopo HA en el
extremo N-terminal. Esta tltima cepa se utilizé para comprobar que el etiquetado de las
proteinas, que permite su seguimiento mediante inmunoblot, no tiene un efecto sobre el
crecimiento ni sobre la sensibilidad al MMS.
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Figura R15. Reversibilidad de los efectos originados por el MMS durante la fase S en ausencia de Mus81-
Mms4. (A): Determinacion de la sensibilidad a distintas concentraciones de MMS mediante ensayos de crecimiento
en placa, a partir de diluciones seriadas (1:10) de cultivos creciendo exponencialmente. Las células se crecieron en
medio YP con glucosa o galactosa, segin se indica. Las cepas son W303-la (MUS81+MMS4+), YMV49
(mus81Dmms4D), YSG24 (3HA-MUS81 3HA-MMS4), YSG23 (GAL-3HA-MUS81 GAL-3HA-MMS4). (B):
Esquema del experimento realizado, segin lo descrito en el texto. Se utilizé la cepa YSG23 (GAL-3HA-MUSS1
GAL-3HA-MMS4). En el transcurso del experimento se tomaron muestras para el andlisis del contenido en DNA por
citometria de flujo, para el estudio de la viabilidad celular y para la obtencién de proteinas. (C): Determinacion del
contenido de DNA a lo largo del experimento mediante citometria de flujo. Los nimeros de los paneles se
corresponden con los del esquema presentado en (B). Los asteriscos indican los tiempos a los que se tomaron
muestras para la extraccion de proteinas. (D): Inmunoblot mostrando la expresion de las proteinas Mus81 y Mms4,
detectadas gracias a su fusion con el epitopo HA. Las muestras del inmunoblot se corresponden con los tiempos
sefialados con asteriscos en los paneles de citometria de flujo. La zona de la membrana correspondiente a la
migracion de las proteinas analizada se muestra, tefiida con Pounceau S, como control de carga. (E): Viabilidad
celular a lo largo del experimento. Los nimeros entre paréntesis al lado de cada una de las lineas de la grdfica se
corresponden con los nimeros de los paneles de la citometria de flujo.
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Como se observa en la figura R15A, las cuatro cepas crecen de forma similar en
ausencia de MMS en el medio, tanto si se emplea glucosa como si se utiliza galactosa
como fuente de carbono. Esto quiere decir que ni la expresion del complejo en presencia
de galactosa bajo el promotor GALI-10, ni la etiqueta utilizada para detectar las
proteinas, tienen un efecto negativo aparente sobre el crecimiento de las células.
Ademds, en presencia de MMS en el medio, la cepa 3HA-MUSS81 3HA-MMS4 se
comporta como el tipo silvestre. Cuando las células se crecen en presencia de
concentraciones crecientes de MMS, con glucosa en el medio (promotor GALI-10
reprimido), las células GAL-MUS81 GAL-MMS4 muestran una sensibilidad similar a la
del doble mutante mus81A mms4A, y por lo tanto se comportan como un mutante nulo.
Por el contrario, cuando las células se crecen en presencia de diferentes concentraciones
de MMS con galactosa en el medio (promotor GALI-10 activado), las células GAL-
MUS81 GAL-MMS4 muestran una resistencia al MMS mucho mayor que las células
mus81IA mms4A, casi al nivel del tipo silvestre, lo que indica que la co-expresion de
Mus81 y Mms4 en la misma cepa bajo un promotor inducible permite en gran medida la
obtencién de un complejo Mus81-Mms4 funcional.

Para analizar la posible reversibilidad del fenotipo de sensibilidad al MMS
mostrado por las células deficientes en Mus81-Mms4 durante una unica fase S, las
células GAL-MUS81 GAL-MMS4 se crecieron en un medio rico con rafinosa como
fuente de carbono (promotor GALI-10 inactivo), se sincronizaron en la fase G1 con
factor a, y se liberaron posteriormente del bloqueo en un medio fresco con rafinosa, en
ausencia y en presencia de MMS. Transcurridos 90 min, el cultivo con MMS se dividio
en tres: el primero permanecié en un medio con rafinosa y MMS; en los otros dos, el
MMS se elimin6 del medio y las células se transfirieron a un medio fresco, con rafinosa
en un caso y con galactosa en el otro (promotor GALI-10 activado). A su vez, una parte
del cultivo en el que se eliminé el MMS y se mantuvo con rafinosa se transfirié 3 h mds
tarde a un medio con galactosa, y otra parte del mismo se trat6 de igual manera tras 4 h.
El esquema del experimento se dibuja en la figura R15B. La progresién en el ciclo
celular se siguié mediante citometria de flujo (Fig R15C). La expresion de Mus81 y
Mms4 bajo el control del promotor regulable fue comprobada mediante inmunoblot,
gracias a su fusion con el epitopo HA (Fig. R15D). La viabilidad celular a lo largo del
experimento se siguié por recuento de unidades formadoras de colonia en placa (Fig.
RI15E).

Los resultados obtenidos por citometria de flujo (Fig. R15C) indicaron que las
células GAL-MUSS81 GAL-MMS4 liberadas del bloqueo en G1 en un medio con rafinosa
progresan normalmente en el ciclo celular en ausencia de MMS (panel 1) y lo hacen de
forma muy lenta cuando son tratadas con MMS (panel 2), lo que va acompafiado en este
caso de una gran pérdida de viabilidad celular (Fig. R15E). Las células se comportan
por tanto de forma similar a un doble mutante mus8/A mms4A en un medio con
glucosa (Fig. R10C), siendo incluso la progresién en la fase S peor que en esta cepa,
probablemente por tratarse de un medio con rafinosa, una fuente de carbono mds pobre
que la glucosa.

Tras 90 min en el medio con rafinosa en presencia de MMS, en el que las
proteinas Mus81 y Mms4 son indetectables por inmunoblot (Fig. R15D), las células
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tienen una viabilidad muy reducida. Si tras ese tiempo el MMS se elimina del medio y
las células se liberan en un medio fresco con rafinosa (panel 3), estas progresan mds
rapidamente en la fase S, observandose un desplazamiento hacia el pico de contenido de
DNA 2C. Sin embargo, a pesar de la evidente sintesis de DNA producida, las células no
recuperan viabilidad, e incluso 8 h tras la liberacién en un medio sin MMS, no se
observan células completando el ciclo celular. Si tras eliminar el MMS las células se
transfieren a un medio con galactosa (panel 4), tanto Mus81 como Mms4 se inducen,
segin muestra el inmunoblot (Fig. R15D). Como indica la gréfica de la Fig. R15E, a lo
largo del experimento en el medio con galactosa las células llevan a cabo una
recuperacién muy significativa de la viabilidad. La citometria de flujo muestra ademds
que un porcentaje considerable de las mismas finalizan el ciclo celular y aparecen con
contenido de DNA 1C, encontrdndose por tanto en Gl, lo que indica que han
completado la replicacion cromosomica satisfactoriamente y han progresado a través de
la mitosis. El andlisis de los datos de viabilidad celular revela a su vez que la
recuperacién no se produce de forma inmediata tras la expresion del complejo Mus81-
Mms4. A pesar de que tras 1 h de induccion ambas subunidades se detectan claramente
en el medio con galactosa, el inicio de la recuperacion de la viabilidad no se observa
hasta las 3-4 h tras la eliminacion del MMS. Esto coincide aproximadamente con los
tiempos en los que las células llegan al final de la fase S, cuando la replicacion de la
mayor parte del genoma ha tenido lugar. Esto quiere decir que la presencia de las
subunidades del complejo no es suficiente para recuperar la viabilidad, y sugiere que el
momento en el que este actde es importante.

Si las conclusiones derivadas de las observaciones anteriores eran ciertas,
razonamos que si inducfamos la expresion del complejo cuando las células estuvieran
proximas al contenido de DNA 2C, en lugar de en el momento de eliminar el MMS del
medio, se conseguirfa también una recuperacion de la viabilidad celular, en este caso
inmediata. Para ello, 3 h y 4 h después de la eliminacién del MMS del medio, una parte
del cultivo que estaba creciendo en el medio con rafinosa se transfirié a un medio con
galactosa (Fig. RI5C, paneles 5 y 6, respectivamente). Como se observa en el
inmunoblot (Fig. R15D), el complejo se indujo de forma satisfactoria en ambos casos,
obteniéndose tras 1 h niveles de Mus81 y Mms4 similares a los encontrados en la
induccién de las células del panel 4. La citometria de flujo muestra que, al menos en el
caso de la induccion tras 3 h en medio con rafinosa, un nimero significativo de células
completan el ciclo celular, se dividen y pasan a la fase G1. Tanto si la induccién se
produce a las 3 h como si tiene lugar a las 4 h, la viabilidad celular se recupera de forma
considerable. Ademds, esta recuperacion, progresiva, empieza a producirse
inmediatamente tras la induccién de las proteinas, a diferencia de lo encontrado en el
caso anterior, probablemente porque las células ya estdn al final de la fase S.

Estos experimentos muestran por tanto que los efectos que el MMS produce
sobre la viabilidad celular durante la fase S en ausencia de la nucleasa Mus81-Mms4
son en gran parte reversibles tras la induccién de ambas subunidades del complejo. Los
resultados indican también que la recuperacion de la viabilidad solo se inicia cuando las
células llegan al final de la fase S, lo que sugiere que Mus81-Mms4 actia una vez que
la mayor parte de la replicacién cromosdmica ha tenido lugar.
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2.7. Mus81-Mms4 no es necesaria para hacer frente al estrés replicativo
provocado por el tratamiento con hidroxiurea en S. cerevisiae

Los experimentos descritos anteriormente han mostrado que Mus81-Mms4 tiene
un papel importante en la respuesta celular al dafio en el DNA durante la fase S. A
continuacion, nos preguntamos si esta nucleasa es también necesaria para hacer frente al
estrés replicativo en S. cerevisiae. Para ello, las células se trataron con hidroxiurea
(HU), un inhibidor de la ribonucleétido reductasa que provoca una disminucion en la
concentracion de dNTPs de la célula. La consecuencia del tratamiento con este agente
es el bloqueo de las células en la fase S temprana, debido a la parada de las horquillas
de replicacion. A diferencia de la situacién en S. pombe (Boddy y col., 2000; Doe y
Whitby, 2004), los mutantes de mus8I de S. cerevisiae son solo moderadamente
sensibles al tratamiento crénico con HU en medio sélido, pero quisimos examinar el
comportamiento de las células carentes de Mus81 tratadas con este agente durante una
unica fase S.

Para realizar estos estudios, las células se sincronizaron en la fase G1 con factor
oy se liberaron posteriormente en la fase S en presencia de HU, durante 90 min. A este
tiempo, y a la concentracion de HU empleada (0,2 M), las horquillas de replicacién
replican aproximadamente 10 kb desde el origen de replicacion, antes de quedar paradas
por la reduccidn de los niveles de dNTPs (Santocanale y Diffley, 1998). Tras comprobar
que mds del 90% de las c€lulas habian gemado, dato indicativo de su entrada en la fase
S, los cultivos se lavaron para eliminar la hidroxiurea y se dejaron crecer en un medio
fresco sin la droga (Fig. R16).

Los perfiles de citometria de flujo (Fig. RI6A) muestran que las células estdn
bloqueadas en la fase S temprana tras su tratamiento con HU, con un contenido de DNA
proximo a 1C. Cuando el compuesto se elimina del medio, tanto las células del tipo
silvestre como las del mutante mus8/A avanzan sin problemas aparentes a través de la
fase S y alcanzan el pico de DNA 2C aproximadamente al mismo tiempo. A los 120
min, se observan ya células de ambas cepas en un nuevo ciclo celular, lo que sugiere
que tanto la replicaciéon del DNA como la mitosis se han completado con éxito.
Asimismo, el recuento de unidades formadoras de colonia en placa tras el tratamiento
con HU indica que las células mus81A no muestran sensibilidad a este compuesto (Fig.
R16B). Como se observa en la gréfica, tanto las células silvestres como las mutantes
conservan una viabilidad celular en torno al 90% tras 90 min en presencia de HU en el
medio. Todo ello sugiere que las horquillas de replicacién mantienen su integridad en el
mutante mus81A cuando son bloqueadas con HU y que la endonucleasa Mus81-Mms4
no es necesaria para el restablecimiento de la replicacion tras el tratamiento con esta
droga. Si bien no se muestran para hacer mds sencilla la exposicion de los resultados, se
obtuvieron los mismos datos de perfil de citometria de flujo y viabilidad cuando las
células se mantuvieron durante 3 h en presencia de HU 0,2 M en lugar de 90 min.

Para comprobar que, efectivamente, no existen problemas en la reanudacién de
la replicacion cromosémica tras el bloqueo de las células con HU, como sugiere la
citometria de flujo, estudiamos también el estado del checkpoint de la fase S a lo largo
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Figura R16. Analisis de la posible funcion de Mus81 en la respuesta al estrés replicativo. Las células se
bloquearon en la fase G1 con la feromona factor a y se liberaron en un medio fresco en presencia de HU (0,2 M).
Transcurridos 90 min, la hidroxiurea se elimind del medio y las c€lulas se liberaron en la fase S en un medio fresco.
A lo largo del experimento se tomaron muestras para el andlisis de la progresion en el ciclo mediante citometria de
flujo, para la estimacion de la viabilidad celular, y para la extraccidn de proteinas. (A): Perfiles de citometria de flujo
de la cepa control (W303-1a) y del mutante mus8I1A (cepa YMV39). (B): Viabilidad celular de ambas cepas tras la
liberacion de las células del bloqueo en G1 y después de 90 min en presencia de HU en el medio. (C): Inmunoblot de
Rad53. Se identificaron las formas no fosforilada (Rad53) y fosforilada (Rad53-P). La region de la membrana
correspondiente a la migracion de la proteina, tefiida con Ponceau S, se muestra como control de carga. (D): Ensayos
de actividad quinasa in situ. La autofosforilacién de Rad53 se midié mediante la incorporacion de y-ATP marcado
radioactivamente, empleando las mismas muestras proteicas analizadas mediante inmunoblot en (C).

del experimento. Un checkpoint activado nos indicaria directamente la existencia de
perturbaciones durante la replicacion, como por ejemplo la presencia de un nimero de
horquillas bloqueadas que podrian pasar inadvertidas en la citometria. Para ello,
analizamos la fosforilacion y la actividad quinasa de Rad53. Como muestra el
inmunoblot de la Fig. R16C, Rad53 se encuentra hiperfosforilada en las muestras que
proceden de las células tratadas con HU, tanto en el tipo silvestre como en el mutante
mus81A. Cuando las células de ambas cepas se liberan del bloqueo con HU y el avance
en la fase S se restablece, como se muestra en la citometria de flujo, solamente se
detecta la forma no fosforilada de Rad53 (Fig. R16C, 60 y 120 min en ausencia de HU),
lo que indica que el checkpoint se ha desactivado y que, por tanto, no quedan horquillas
de replicacion bloqueadas, que estarian sefializando para activarlo. Para corroborar que,
efectivamente, esta desactivacion se habia producido, llevamos a cabo ensayos de
actividad quinasa in situ, como los descritos anteriormente (Apdos. 1.5 y 2.2), con las
mismas muestras proteicas utilizadas en el inmunoblot. En la Fig. R16D se observa que
la incorporacion de y-ATP marcado radioactivamente se detecta solo en las muestras
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correspondientes al tratamiento con HU, lo cual confirma que a los 60 y 120 min de la
eliminacion de esta droga Rad53 ya no estd activada.

En conjunto, estos experimentos sugieren fuertemente que Mus81-Mms4 no es
necesaria para el mantenimiento de la integridad de las horquillas de replicacién cuando
las células son tratadas con HU ni para el restablecimiento de la replicacién después de
que las horquillas hayan estado bloqueadas por la reduccién en los niveles de dNTPs. Es
decir, Mus81-Mms4 no se requeriria para hacer frente al estrés replicativo provocado
por la hidroxiurea en S. cerevisiae.

2.8. La endonucleasa Mus81-Mms4 no se requiere para el restablecimiento
de la replicaciéon cromosomica tras el tratamiento con hidroxiurea en S.
cerevisiae

Los experimentos mostrados en el apartado anterior sugieren con bastante
claridad que la nucleasa Mus81-Mms4 de S. cerevisiae no es necesaria para reanudar la
replicacion cromosOmica tras el estrés replicativo provocado por el tratamiento con
hidroxiurea. Para confirmar las conclusiones alcanzadas tras los resultados obtenidos,
analizamos la dindmica de la replicacion cromosémica empleando la técnica de
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tras tratar con HU a células del tipo
silvestre y a mutantes mus8IA.

En los experimentos que llevamos a cabo, las células del tipo silvestre y las
mutantes mus8IA se sincronizaron en la fase G1 con factor a y se liberaron
posteriormente en la fase S en presencia de HU durante 90 min. A continuacion, las
células se lavaron para eliminar la hidroxiurea y se permitio su recuperacion en ausencia
de la droga durante 2 h en un medio fresco, al que se afiadi6 nocodazol para bloquear
las células en la fase G2/M e impedir su posible entrada en un nuevo ciclo celular. En el
transcurso del experimento se tomaron muestras para el andlisis mediante citometria de
fluyjo y para la extraccion de DNA gendmico, que fueron procesadas para la
electroforesis en gel de campo pulsado segtin lo explicado en Materiales y Métodos.

Tras la liberacion del bloqueo en la fase G1 y 90 min en presencia de HU, tanto
las células del tipo silvestre como las mutantes mus8/A mostraron un porcentaje de
gemacion de aproximadamente el 90%, indicativo de su entrada en la fase S. Los
perfiles de citometria de flujo obtenidos en el experimento (Fig. R17A), que muestran
un contenido de DNA préximo a 1C, indican que ambas cepas permanecen en la fase S
temprana tras su liberacion del bloqueo en G1. Tras la eliminacién de la hidroxiurea del
medio, ambas cepas progresan en la fase S y alcanzan el contenido de DNA 2C
aproximadamente al mismo tiempo, de acuerdo con los experimentos de la Fig. R16, y
permanecen en G2/M debido a la presencia de nocodazol en el medio. Las imdgenes de
los geles sometidos a electroforesis de campo pulsado (Fig. R17B) muestran que, tanto
en el mutante mus8IA como en la cepa control, los cromosomas de las células
sincronizadas en la fase G1 del ciclo estdn intactos y se separan a lo largo del gel como
bandas discretas. Por el contrario, tras 90 min de tratamiento con HU, la mayor parte del
DNA cromosémico queda retenido en los pocillos del gel, tanto en las células mutantes
como en las silvestres, lo que indica que la replicacion de los cromosomas se ha
iniciado pero no se ha completado, de acuerdo con la citometria de flujo (Fig. R17A).
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En ambas cepas, a los 60 min tras la eliminacién de la hidroxiurea del medio, el DNA
cromosémico vuelve a entrar en el gel, y se detectan de nuevo los cromosomas en forma
de bandas claras y discretas a lo largo del carril, de forma similar al perfil encontrado en
células en la fase G1, lo que indica que la replicacion del genoma se ha completado
satisfactoriamente tanto en las células del tipo silvestre como en las carentes de la
nucleasa.
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Figura R17. Analisis de la replicacion cromosémica tras el tratamiento con hidroxiurea (HU) en el mutante
mus81A mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Las células silvestres (cepa W303-1a) y las
mutantes mus8IA (cepa YMV39) se crecieron en un medio rico, se bloquearon en la fase G1 con factor a, y se
liberaron en la fase S en presencia de HU 0,2 M. Tras 90 min, la hidroxiurea se elimind del medio y las células se
liberaron en un medio fresco con nocodazol (5 mg/ml) durante 2 h. A lo largo del experimento se tomaron muestras
celulares para la extraccion de DNA gendmico y su posterior andlisis mediante electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE). (A) La progresion de ambas cepas en el ciclo celular se siguid a lo largo del experimento mediante
andlisis del contenido de DNA por citometria de flujo. (B) La figura muestra las imdgenes de los resultados obtenidos
en la electroforesis, tras la tincion de los geles con bromuro de etidio y su posterior destefiido. La posicidn en el gel
del pocillo y de cada uno de los cromosomas de S. cerevisiae (marcados con nimeros romanos), se indica a la
izquierda de la figura.

Estos resultados confirman por tanto que, al menos en S. cerevisiae, tras una
situacidn de estrés replicativo provocado por la accién de la hidroxiurea, que produce el
bloqueo de las horquillas de replicacién, Mus81 no es necesaria para el restablecimiento
y complecion de la replicacion cromosdmica.

2.9. Mus81-Mms4 no sufre modificaciones postraduccionales detectables
durante la fase S como consecuencia del dafio en el DNA o el bloqueo de las
horquillas de replicacién

Para avanzar en el conocimiento del papel de Mus81-Mms4, analizamos a
continuacién la posible existencia de modificaciones postraduccionales en ambas
subunidades del complejo que pudieran ser detectables mediante inmunoblot, tanto en
condiciones de dafio en el DNA como en una situacion de estrés replicativo. En el caso
de conseguir resultados positivos, se podria obtener informacion sobre la regulacién de
este heterodimero. Un trabajo previo (Ehmsen y Heyer, 2008) ha mostrado que ambas
subunidades del complejo pueden estar fosforiladas cuando son purificadas, tanto
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constitutivamente como en respuesta a estrés genotoxico, si bien se desconoce la
relevancia de esta modificacién para la funcion de la nucleasa in vivo. Ademds, a pesar
de que hemos mostrado previamente que Mus81-Mms4 no es necesaria para hacer
frente a las consecuencias del tratamiento con HU en una tnica fase S (Apdo. 2.3), en S.
pombe Mus81 se fosforila en presencia de este compuesto (Boddy y col., 2000; Kai y
col., 2005), por lo que quisimos analizarlo también en S. cerevisiae.

Para llevar a cabo estos estudios, se etiquetaron las subunidades Mus81 y Mms4
con tres copias del epitopo HA, segun se describe en Materiales y Métodos. Estas cepas
fueron viables y no mostraron variaciones en el crecimiento o en la sensibilidad al
MMS con respecto al tipo silvestre. Las células MUSS81-HA y MMS4-HA se bloquearon
en la fase G1 con factor a. Una vez sincronizadas, cada uno de los cultivos se lavo para
eliminar la feromona y se dividi6 en tres: en uno de ellos, las células se liberaron en la
fase S en un medio fresco; en los otros dos, se resuspendieron en un medio fresco en
presencia de MMS e HU, respectivamente. En el transcurso del experimento se tomaron
muestras para la extraccidn de proteinas y para el andlisis mediante citometria de flujo.
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Figura R18. Estudio de las posibles modificaciones postraduccionales del complejo Mus81-Mms4 en respuesta
al dafio en el DNA o al estrés replicativo. Las células MUS8I-HA (cepa YMV20) y MMS4-HA (cepa YMV33) se
crecieron en un medio rico y se bloquearon en la fase G1 con factor a. A continuacién, cada uno de los cultivos se
lavé y dividid en tres: en el primero, las células se liberaron del bloqueo en un medio fresco, mientras que en los otros
dos se liberaron en la fase S en presencia de MMS (0,033%) y de HU (0,2 M), respectivamente. (A): Perfil de
citometria de flujo para cada una de las cepas, durante la liberacién de las células en la fase S en condiciones
normales (izquierda), en presencia de dafio en el DNA causado por MMS (centro) o en condiciones de estrés
replicativo originado por el tratamiento con HU (derecha). (B): Inmunoblots de Mus81 (izquierda) y de Mms4
(derecha) a partir de muestras tomadas a los tiempos indicados. En cada caso, se empleé como control de carga una
zona de la membrana correspondiente a la migracion de cada proteina, tefiida con Ponceau S.

Los perfiles de citometria de flujo de la Fig. R18A indican que, como se
esperaba, ambas cepas se comportan de manera idéntica y de modo similar a un tipo
silvestre, detectdndose un desplazamiento de las células hacia el pico 2C cuando se
liberan del bloqueo en G1 en ausencia de dafio o estrés replicativo, un avance lento pero
gradual en la fase S en presencia de MMS, y un bloqueo en la fase S temprana durante
el tratamiento con HU.
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Como muestran los inmunoblots (Fig. R18B), no se detectaron variaciones en la
movilidad electroforética de las proteinas de fusion Mus81-HA y Mms4-HA, ni la
presencia de bandas dobles o multiples en ninguna de las condiciones analizadas. Esto
quiere decir que, en S. cerevisiae, ninguna de las subunidades de la endonucleasa
Mus81-Mms4 sufre modificaciones en condiciones de estrés replicativo o dafio en el
material genético durante la fase S, al menos de forma detectable in vivo mediante
nuestras condiciones experimentales. En el caso del tratamiento con HU, el resultado es
diferente al observado con Mus81 en S. pombe, 1o que sugiere que estas proteinas
homdlogas podrian funcionar de modo diferente en las dos levaduras.

2.10. La unién del complejo Mus81-Mms4 a la cromatina podria estar
regulada en respuesta al dafio en el DNA

Para profundizar en el andlisis de la posible regulacion de Mus81-Mms4 en
respuesta al dafio en el DNA durante la replicacion cromosémica, examinamos la
capacidad de interaccién de esta nucleasa con la cromatina, tanto en presencia como en
ausencia de lesiones en el material genético. Como se ha explicado en la Introduccién,
ambas subunidades del complejo contienen potenciales dominios de unién al DNA, por
lo que cabria esperar una asociacion de las mismas con la cromatina para realizar su
funcién. Para llevar a cabo estos estudios, utilizamos un ensayo basado en la técnica
desarrollada por Donovan y col. (1997), con las modificaciones descritas en Materiales
y Métodos. En estos ensayos, un extracto celular total se fracciona por centrifugacion en
una fraccién cromatinica y un sobrenadante, lo que resulta en una purificacién de la
cromatina de unas 20 veces. La presencia de proteinas especificas en cada fraccién
puede determinarse por inmunoblot y, para ello, utilizamos las cepas descritas en al
apartado anterior, en las que Mus81 y Mms4 se expresan como proteinas de fusion con
el epitopo HA.

Las células MUS8I-HA y MMS4-HA se sincronizaron en la fase Gl y se
liberaron en la fase S, en ausencia y en presencia de MMS, y se examind en ambas
situaciones la posibilidad de que tanto Mus81 como Mms4 estuvieran presentes en la
fraccion cromatinica. La entrada de las células en la fase S fue comprobada por
citometria de flujo y por andlisis del indice de gemacién. Como se observa en los
controles de carga de los inmunoblots de la Fig. R19, tanto en el experimento realizado
con Mus81-HA como en el llevado a cabo con Mms4-HA, cuando las fracciones
resultantes de la purificacion se analizan por electroforesis en gel de acrilamida en
presencia de SDS, menos del 5% de las proteinas celulares totales se encuentran en la
fraccion cromatinica. Sin embargo, una cantidad significativa y reproducible de la
subunidad catalitica Mus81 se halla en esta fraccidn, tanto en una fase S normal como
en las muestras obtenidas de células tratadas con MMS (Fig. R19). En ambos casos,
cuando los extractos se incuban con NaCl 250 mM previamente a su fraccionamiento,
Mus81 se separa de la fraccion cromatinica y se encuentra unicamente en el
sobrenadante. Este tratamiento también elimina de la cromatina proteinas implicadas en
la replicacién del DNA como ORC, Cdc6 o Pola, como se ha demostrado previamente
(Donovan y col., 1997; Desdouets y col., 1998).



Resultados

Lib. fase S no MMS 30° Lib. fase S + MMS 60°
-NaCl +NaCl -NaCl +NaCl
Et Sn Cr Et Sn Cr Et Sn Cr Et Sn Cr

MUSST-HA - g e o S S i “ L A——

Control de g
carga

Mms4—HA—>“ .. O~ caEne-

Control de
carga

Figura R19. Ensayos de unién a cromatina de Mus81 y Mms4. Las células se crecieron en un medio rico, se
sincronizaron en la fase G1 y se liberaron en la fase S en ausencia de MMS, durante 30 min, y en presencia de una
concentraciéon de 0,033% del agente alquilante, durante 60 min. Las muestras proteicas obtenidas tras los ensayos de
union a cromatina se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida y se analizaron mediante inmunoblot.
Mus81-HA (cepa YMV20); Mms4-HA (cepa YMV33). La region de la membrana correspondiente a la migracion de
cada una de las proteinas se empleé como control de carga tras su tincion con Ponceau S. Et: Extracto proteico total;
Sn: Fraccion correspondiente al sobrenadante; Cr: Fraccion cromatinica.

A diferencia de Mus81, la subunidad reguladora Mms4 se detecta con dificultad
en la fraccion cromatinica procedente de muestras obtenidas en ausencia de dafio en el
DNA. Sin embargo, cuando las c€lulas son tratadas con MMS, una importante fraccién
de Mms4 se encuentra claramente unida a la cromatina (Fig. R19). Al igual que en el
caso de Mus81, Mms4 se elimina de la fraccidn cromatinica cuando las muestras son
incubadas con NaCl previamente al fraccionamiento.

Estos resultados sugieren que la actuacion de la endonucleasa Mus81-Mms4
durante la replicacién cromosdémica en presencia de dafio en el DNA podria estar
controlada mediante la unién de la subunidad reguladora Mms4 a la cromatina, lo que
quizds permitiria la formacién y posible activacion del complejo.

2.11. La funcién de Mus81-Mms4 en la respuesta al dafio en el DNA durante
la replicacion cromosdmica no esta regulada por el checkpoint de la fase S en
S. cerevisiae

En S. pombe, Mus81 aparece fosforilada cuando las células son tratadas con HU,
y parcialmente cuando lo son con camptotecina. Esta fosforilacion depende de Cdsl, y
en el caso de la exposicién a HU provoca el desplazamiento de Mus81 de la cromatina
(Kai y col., 2005). A pesar de que no hemos detectado modificaciones de ninguna de las
subunidades de Mus81-Mms4, ambas poseen motivos TXXD (dos en el caso de Mus81
y tres en la subunidad Mms4) de posible unién al dominio FHA de Rad53 (Durocher y
col., 1999; Durocher y col., 2000; Aucher y col., 2010). Por ello, quisimos estudiar si
esta nucleasa podria estar regulada de algiin modo por el checkpoint de la fase S durante
la respuesta celular al dafio en el DNA.

2.11.1. La delecién de MUS81 no revierte el fenotipo de hipersensibilidad del
mutante rad53A al tratamiento con MMS durante la fase S

Se ha propuesto que Cdsl podria ejercer una regulacion negativa sobre Mus§1
en S. pombe cuando las células son tratadas con HU, desplazdndola de la cromatina (Kai

96



Resultados

y col., 2005), como se ha descrito anteriormente. Aunque las implicaciones funcionales
de esta observacion no estdn claras, dado que los mutantes musS81A de S. pombe no son
sensibles a la exposicion a esta droga durante unas pocas horas -a diferencia de la
exposicion crénica por crecimiento en placa-, quisimos analizar si la proteina Mus81 de
S. cerevisiae podria estar regulada negativamente por Rad53 cuando las células son
tratadas con MMS durante la fase S. Razonamos que, si asi fuera, la delecién del gen
MUSS8I en el mutante del checkpoint rad53AsmlIA generaria un rescate de la viabilidad
celular.

Con el fin de analizar esta hipdtesis, se construyeron mediante sustitucién
génica las cepas mus8IAsmlIA y rad53Asmll Amus81A. Estas células, al igual que las
mutantes rad53A smllA, se sincronizaron en la fase G1 del ciclo y se liberaron en la
fase S en ausencia y en presencia de 0,01% de MMS. En todos los casos, las células se
liberaron en un medio con nocodazol para prevenir la entrada prematura en la mitosis
que tiene lugar en los mutantes del checkpoint cuando son tratados con MMS a pesar de
no haber terminado la replicacion del DNA, lo que tendria influencia en los resultados
de viabilidad, recogidos en la grifica de la Fig. R20.
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Figura R20. Sensibilidad del mutante rad53AsmllIA al tratamiento con MMS en ausencia de Mus81. Las
células mus81AsmlIA (cepa YMV19), rad53AsmlIA (cepa YITT5) y rad53Amus81AsmlIA (cepa YMV18) se
crecieron en un medio rico, se sincronizaron en la fase G1 del ciclo con factor o, y se liberaron en la fase S en
presencia de nocodazol (5 ug/ml), tanto en ausencia como en presencia de 0,01% MMS. La viabilidad de cada una de
las cepas en el transcurso del experimento se examiné mediante el recuento de unidades formadoras de colonias en
placa.

Como se muestra en la grifica (Fig. R20), cuando estos mutantes se liberan en la
fase S en ausencia de MMS, la viabilidad celular se mantiene alta y constante. Cuando
se tratan con MMS, el mutante mus81AsmllA manifiesta una sensibilidad moderada
frente a esta dosis del agente alquilante, que se incrementa con el tiempo de exposicién
al mismo. Como se esperaba, el mutante rad53AsmllA muestra una alta sensibilidad al
MMS, incluso a esta baja concentracion. Como se observa en la Fig. R20, la delecion de
MUSSI en esta cepa no produce la recuperacion de la viabilidad celular del mutante del
checkpoint rad53A tras el tratamiento con MMS durante la fase S. Por el contrario, se
obtiene una sensibilidad similar al caso anterior, lo que indica que la eliminacion de la
endonucleasa Mus81-Mms4 no suprime ni alivia el fenotipo de sensibilidad al MMS del
mutante rad53AsmllIA durante la fase S, ni tampoco tiene efectos aditivos sobre el
mismo. Esto sugiere que Mus81-Mms4 no estd regulada directamente por Rad53 en S.
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cerevisiae 0 que, en caso de estarlo, la sensibilidad de las células carentes de esta
quinasa se debe a su falta de control sobre otros sustratos.

2.11.2. La union de Mus81-Mms4 a la cromatina es independiente de Mec1/Rad53

A continuacién quisimos conocer si, de un modo similar a lo observado en S.
pombe (Kai y col., 2005), el checkpoint de la fase S ejerce algun tipo de regulacién
sobre la asociacion del complejo Mus81-Mms4 a la cromatina. Para ello, también
etiquetamos la subunidad Mms4 con el epitopo HA en las cepas meclAsmlIA y
rad53AsmllA, y llevamos a cabo el mismo tipo de ensayos descritos en el apartado
2.10. Asi, las células mecl AsmlI AMMS4-HA y rad53AsmllI AMMS4-HA se crecieron
en un medio rico, se bloquearon en la fase G1 del ciclo y se liberaron en la fase S en
ausencia y en presencia de MMS. En este caso, los cultivos fueron tratados con la droga
durante solo 30 min, debido a que la inactivacién del checkpoint en estos mutantes hace
que la fase S sea mds rdpida. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. R21. La
entrada de las células en la fase S y el avance a través de la misma fue comprobado
mediante citometria de flujo y por el andlisis del indice de gemacidn.

A
mec1A smI1A MMS4-HA
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rad53A smI1A MMS4-HA
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Figura R21. Ensayos de union a cromatina de Mms4 en mutantes del checkpoint de la fase S. Las células se
crecieron en un medio rico, se sincronizaron en la fase G1 y se liberaron en la fase S en ausencia de MMS, durante 30
min, y en presencia de una concentracion de 0,033% del agente alquilante, durante 40 min. Las muestras proteicas
obtenidas tras los ensayos de unién a cromatina se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida y se
analizaron mediante inmunoblot. (A) mecl AsmlI AMMS4-HA (cepa YMV37) y (B) rad53Asmll AMMS4-HA (cepa
YMV38). La region de la membrana correspondiente a la migracion de cada una de las proteinas se empled como
control de carga tras su tincion con Ponceau S. Etf: Extracto proteico total; Sn: Fraccion correspondiente al
sobrenadante; Cr: Fraccion cromatinica.

En ambas cepas, los controles de carga de cada uno de los inmunoblots
confirman que menos del 5% del total de proteinas celulares aparece en la fraccién
cromatinica (Fig. R21A-B). Al igual que ocurria en el caso de las células del tipo
silvestre (Fig. R19), Mms4 se detecta en el extracto cromatinico procedente de las
muestras obtenidas en presencia de MMS en el medio, tanto en la cepa mecl AsmlIA
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(Fig. R21A) como en el mutante rad53AsmlIA (Fig. R21B), y se elimina de esta
fraccion cuando las muestras son incubadas con NaCl antes de su fraccionamiento. Del
mismo modo, en estos mutantes Mms4 no aparece unida a la cromatina en las muestras
procedentes de las células liberadas en la fase S en ausencia del agente alquilante.

Por tanto, podemos concluir que la asociacion de la subunidad reguladora de la
endonucleasa Mus81-Mms4 a la cromatina durante la replicacion en presencia de
alquilaciones en el material genético es un hecho independiente del checkpoint de la
fase S.

2.12. Mus81-Mms4 coopera con la resolvasa Yen1 para hacer frente al dafio
en el DNA durante la replicacion cromosémica

Como se ha explicado en la Introduccidn, la delecion de YENI en un mutante
mus81A incrementa notablemente la sensibilidad de este ultimo al tratamiento con
MMS (Blanco y col., 2010), a pesar de que las células deficientes en la resolvasa son
muy poco sensibles a la exposicion a este compuesto. Estos resultados se obtuvieron
sometiendo a las diferentes cepas a un tratamiento créonico con MMS y observando su
crecimiento en placa. La elevada sensibilidad podria deberse a la acumulacion de
problemas en mds de un ciclo celular, y quisimos estudiar si en una fase S unica en la
que las células fueran tratadas con MMS, la progresion en la misma y la sensibilidad del
mutante mus81A podrian verse afectadas por la ausencia de Yenl.

2.12.1. Construccidn y caracterizacion de las cepas yen1A 'y mus81Ayen1A

Para analizar la cuestion planteada en el parrafo anterior, construimos mediante
sustitucion génica un mutante de delecién yenl/A y un doble mutante mus81AyenlA
(ver Materiales y Métodos). La obtencion de las cepas fue comprobada mediante PCR y
su viabilidad por crecimiento a diferentes temperaturas. Seguidamente, se calcul6 el
tiempo de generacion de cada una de ellas y, si bien la cepa yen/A no mostro
diferencias significativas en el crecimiento con respecto al tipo silvestre, el tiempo de
generacion estimado para la cepa mus81Ayenl A fue de 2 h, aproximadamente 30 min
mads que el control y los mutantes simples yen/A y mus81A. Este crecimiento lento estd
de acuerdo con lo descrito para el mutante mus8IAyenlA, aun siendo otro fondo
genético (Blanco y col., 2010). Ademds, se estudié la morfologia mediante microscopia
Optica y se observd, como se describe en la literatura (Blanco y col., 2010; Ho y col.,
2010), que estas células sufren un importante bloqueo en la fase G2/M del ciclo,
acumuldndose con gemas grandes. Este resultado indica que, mientras que la presencia
de una sola de estas nucleasas es suficiente para llevar a cabo un ciclo celular normal, la
ausencia de ambas tiene un efecto negativo para el crecimiento, lo que sugiere
funciones complementarias entre ambas.

2.12.2. Mus81 y Yen1 cooperan durante la fase S en la respuesta al dafio en el DNA
originado por el MMS

Para estudiar la cooperacion entre Mus81 y Yenl en la respuesta al dafio en el
DNA durante la replicacion cromosémica, se sincronizaron células del tipo silvestre y
mutantes mus8IA, yenl Ay mus81AyenlA en la fase G1 del ciclo celular, mediante la
adicidén de factor a, y se liberaron a continuacidn en la fase S en ausencia y en presencia
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de distintas concentraciones de MMS. A lo largo del experimento se tomaron muestras
celulares para analizar la progresion en la fase S y la viabilidad celular. En la Fig. R22
A-D se muestran los perfiles de citometria de flujo de cada una de las cepas. Para mayor
claridad y sencillez en la exposicion de los resultados, solo se presenta la citometria
correspondiente al tratamiento de las células con la mayor concentracion de MMS
utilizada, 0,033%.
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Figura R22. Progresion en la fase S y viabilidad celular de los mutantes yenIA y mus81A yenl A en presencia
de daiio en el DNA. Las células se crecieron en un medio rico, se bloquearon en la fase G1 con factor o y se
liberaron en la fase S en ausencia y en presencia de MMS a distintas concentraciones (0,015%, 0,02% y 0,033%). (A-
D): Determinacion del contenido en DNA a lo largo del experimento mediante citometria de flujo. Se representa el
resultado obtenido con la mayor concentracién de MMS utilizada, 0,033%. (A) tipo silvestre (W303-1a), (B) mus81A
(cepa YMV39), (C) yenlA (cepa YJT161) y (D) mus8IA yenlA (cepa YJT162). (E): Viabilidad celular del tipo
silvestre y de cada uno de los mutantes, en ausencia y en presencia de MMS a las diferentes concentraciones
utilizadas.

En todos los casos, tras la liberacion del bloqueo en G1 en la fase S en ausencia
de MMS, las células avanzan de forma aparentemente normal en la misma,
finalizdndola aproximadamente a los 60 min, y entrando posteriormente en un nuevo
ciclo celular. Como se observa en la Fig. R22D, en el caso del mutante mus81Ayenl A,
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las células quedan parcialmente retenidas en G2/M (pico de DNA 2C) y tardan mads
tiempo en entrar en un nuevo ciclo, de acuerdo con lo descrito anteriormente. Estos
resultados sugieren que, al igual que Mus81 (Apdo. 2.1), Yenl no es necesaria durante
una fase S normal, y que los problemas de crecimiento del doble mutante se deben al
bloqueo de las células en la fase G2/M, como sugerian las observaciones al microscopio
optico. Si las células entran en la fase S en presencia de MMS, la progresion a través de
la misma se encuentra ralentizada en todas las cepas, y no se observan diferencias
significativas entre los perfiles de citometria del tipo silvestre y de yenlA, asi como de
mus81A, como ya habiamos mostrado (Apdo. 2.1). En el caso de mus81AyenlA, la fase
S es algo mds rdpida que en las otras cepas, al menos aparentemente. Esto podria
deberse a un defecto en la activacién de Rad53, que impediria la inhibicién de los
origenes de replicacidn tardios, si bien esta posibilidad se descarta por los experimentos
que se describen posteriormente, que muestran que el checkpoint de la fase S es
funcional en las células mus81AyenlA. Pensamos que los problemas de crecimiento de
esta cepa, que originan una acumulacién en G2/M e impiden su completa sincronizacién
en la fase G1, podrian simular el efecto de que un mayor nimero de células habria
acabado la fase S, cuando en realidad una cantidad significativa de las mismas habria
quedado retenida previamente con un contenido de DNA 2C.

Con respecto a la viabilidad celular, las grdficas de la Fig. R22E muestran que
las células yenlIA, a diferencia del mutante mus8IA, son muy poco sensibles al
tratamiento con MMS durante la fase S, incluso a la concentracién mas elevada del
agente alquilante. Por tanto, el papel de Yenl en la respuesta celular al dafio en el DNA
originado por MMS durante la fase S parece poco relevante, a diferencia del que tiene
Mus81. Sin embargo, las células mus8IAyenlA sufren una pérdida dréstica de la
viabilidad celular -muy superior a la del mutante mus8I/A- tras la exposicion a
cualquiera de las concentraciones de MMS utilizadas, mostrando un nimero muy bajo
de unidades formadoras de colonia tras la primera hora de tratamiento con dicho agente.
Por tanto, estos resultados indican que Mus81 y Yenl cooperan en la respuesta celular
al dafio en el DNA durante la fase S, teniendo posiblemente funciones complementarias
o solapantes que permiten hacer frente a las lesiones existentes en el material genético.

2.12.3. El checkpoint de la fase S es funcional en ausencia de Yen1

Al igual que en el caso del mutante mus81A descrito previamente, para afirmar
con seguridad que la elevada sensibilidad de las células mus81AyenlA a la exposicion
al MMS se debe a la ausencia de las proteinas Mus81 y Yenl, y no a un checkpoint
defectivo que causaria resultados similares, comprobamos que Rad53 se activaba y era
funcional en los experimentos realizados. Para ello, las células mutantes yenlIA y
mus81Ayenl A se sincronizaron en la fase G1 y se liberaron posteriormente en ausencia
y en presencia de MMS en el medio. En el caso del mutante yen/A (Fig. R23A), el
inmunoblot y el ensayo de actividad quinasa in situ indican que Rad53 se hiperfosforila
unicamente durante la fase S y solo en presencia de MMS en el medio, y que esta
fosforilacion se correlaciona con la adquisicion de su propia capacidad para
autofosforilarse y, por tanto, con su activacion. En el caso del doble mutante
mus81Ayenl A, ademds de detectarse la forma hiperfosforilada de Rad53 durante la fase
S en presencia de MMS en el medio (Fig. R23B), se observa una modificacion de esta
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proteina también en ausencia de dicho agente (180-240 min), que podria indicar una
leve fosforilaciéon. Sin embargo, como confirma el ensayo de actividad quinasa in situ
llevado a cabo con las mismas muestras proteicas, dicha modificacién no es capaz de
activar Rad53, que solo adquiere la capacidad de autofosforilarse durante la fase S en
respuesta al dafio en el DNA. Un trabajo reciente ha propuesto la existencia de bajos
niveles de activacion de Rad53 en ausencia de dafio exdgeno en este doble mutante (Ho
y col., 2010). Sin embargo, dado el bloqueo que sufren estas células en la fase G2/M, el
doblete de Rad53 detectado podria ser consecuencia de los problemas en la transicién
en el ciclo celular, y no de una situacion de dafio en el DNA, como se ha descrito
previamente (Tercero y col., 2003; Schleker y col., 2010).
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Figura R23. Actividad del checkpoint de la fase S en los mutantes yenIA y mus8lyenlA. Las células se
sincronizaron en la fase G1 y se liberaron en la fase S en ausencia y en presencia de MMS (0,033%). Durante 4 h, a
intervalos de 30 min, se tomaron muestras celulares para la extraccidn de proteinas, que se utilizaron en el andlisis del
estado de la fosforilacion de Rad53 por inmunoblot (panel superior) y de la actividad quinasa de Rad53 mediante
incorporacion in situ de y-ATP marcado radioactivamente (panel inferior). En el inmunoblot se sefialan mediante
flechas las formas fosforilada (Rad53-P) y no fosforilada (Rad53) de esta protefna. Como control de carga de cada
uno de los geles se muestra, teflida con Ponceau S, la zona de la membrana correspondiente a la migracion de Rad53.
(A) yenlA (cepa YIT161)y (B) mus81AyenlA (cepa YIT162).

Por tanto, el checkpoint de la fase S estd activo y es funcional en los mutantes
yenl A'y mus81AyenlA, y la acentuada pérdida de la viabilidad celular en este tltimo se
debe a la ausencia de las proteinas Yenl y Mus81 y no a un checkpoint defectivo.

2.13. Yenl no es necesaria para hacer frente al estrés replicativo en S.
cerevisiae

Como se ha mostrado en el apartado 2.3, Mus81 no es necesaria para el
restablecimiento de la replicacion tras el tratamiento de las células con HU en una dnica
fase S. Asimismo, el mutante mus8IA es muy poco sensible a la exposicidn crénica a
este compuesto, como se observa en los experimentos de crecimiento en placa, a
diferencia de lo que ocurre en S. pombe (Kai y col., 2005). Sin embargo, el doble
mutante mus8IAyenlI A manifiesta una importante sensibilidad al tratamiento
continuado con HU en medio sélido (Blanco y col., 2010; Ho y col., 2010). Esto sugiere
que las diferencias en la respuesta a la exposicion crénica a HU entre S. cerevisiae y S.
pombe podrian deberse a que no parece existir un ortélogo de YENI en esta ultima,
donde Mus81 podria ejercer la funcién de las dos proteinas. Teniendo en cuenta estos
datos de sensibilidad, quisimos estudiar el comportamiento del mutante mus81Ayenl A
tras el tratamiento con HU durante una unica fase S, de forma andloga a lo realizado en
el apartado 2.3. Asi, analizamos si la reanudacién de la replicacion se ve afectada en
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ausencia de ambas nucleasas después del bloqueo de las horquillas de replicacion, aun
cuando no lo estd en un mutante de mus81 en S. pombe (Kai y col., 2005) (Fig. R24).
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Figura R24. Analisis de la posible funcion de Yenl1 en la respuesta al estrés replicativo. Las células yenlA (cepa
YIT161) y mus81Ayenl A (cepa YIT162) se bloquearon en la fase G1 y se liberaron durante 90 min en un medio
fresco en presencia de HU (0,2 M). A continuacidn, se eliminé la hidroxiurea del medio y se dejé progresar a las
células en el ciclo celular durante 120 min. (A): Perfiles de citometria de flujo. (B): Viabilidad celular tras la
liberacion de las células del bloqueo en G1 y después de 90 min en presencia de HU en el medio. (C): Inmunoblots
de Rad53. Se identificaron las formas no fosforilada (Rad53) y fosforilada (Rad53-P). La region de la membrana
correspondiente a la migracion de la proteina, tefiida con Ponceau S, se muestra como control de carga. (D): Ensayos
de actividad quinasa in situ para Rad53. La autofosforilacion de esta proteina se midié mediante la incorporacién de
y-ATP marcado radioactivamente, empleando las mismas muestras proteicas analizadas mediante inmunoblot en (C).

Para llevar a cabo estos estudios, las células yenIA y mus81AyenlA fueron
liberadas en la fase S en presencia de HU tras su sincronizacion previa en la fase G1.
Transcurridos 90 min, la droga se eliminé del medio y las células se resuspendieron en
un medio fresco, analizdndose su progresion en el ciclo celular. Los perfiles de
citometria de flujo (Fig. R24A) indican que, una vez liberadas del bloqueo con HU,
ambas cepas son capaces de reanudar la replicacion y finalizar la fase S, sin que se
observen diferencias significativas entre ellas.

La viabilidad celular fue analizada también en el transcurso del experimento vy,
como se observa en la Fig. R24B, en el mutante yen/A se mantiene muy elevada tras el
tratamiento con HU (aproximadamente el 80%), cifra muy similar a la detectada en
estas condiciones en el caso de la cepa silvestre y del mutante mus8IA (Fig. R12B). En
el mutante mus81AyenlA, si bien la viabilidad celular es alta, decae ligeramente, hasta
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aproximadamente el 60% (Fig. R24B). Estos resultados indican por tanto que, en
ausencia de las endonucleasas Mus81 y Yenl, las horquillas de replicacion mantienen
de forma mayoritaria su integridad cuando son bloqueadas por la accién de la
hidroxiurea.

Para comprobar que la replicacion se reanuda de forma satisfactoria en estos
mutantes tras el tratamiento con HU, como sugiere la citometria de flujo, analizamos el
estado del checkpoint de la fase S en el transcurso de los experimentos. Para ello, se
examind la fosforilacion de Rad53 y su actividad quinasa. Como se ha explicado en el
Apdo. 2.7, un checkpoint activado indicaria la presencia de perturbaciones, es decir, de
horquillas bloqueadas. Como muestran los inmunoblots de la Fig. R24C, Rad53 aparece
hiperfosforilada en ambas cepas solamente en las muestras procedentes de células
tratadas con HU, cuando las horquillas de replicacién estdn bloqueadas. Tras la
liberacion del bloqueo causado por esta droga, Rad53 se defosforila, lo que indica que
la replicacion se ha restablecido y que el checkpoint se ha desactivado. Ademads, en los
ensayos de quinasa in situ solo se detecta incorporacion significativa de y-ATP marcado
radioactivamente en las muestras tratadas con HU (Fig. R24D), lo que demuestra que la
defosforilacion de Rad53 provoca su inactivacion. El tenue doblete que aparece en el
doble mutante tras la eliminacién de la HU no supone que Rad53 permanezca
parcialmente activada, ya que, como se ha explicado en el apartado anterior, en estas
muestras la proteina no tiene capacidad de autofosforilarse.

Los resultados de este apartado indican, por tanto, que las proteinas Yenl y
Mus81 no son necesarias para el mantenimiento de la estabilidad de las horquillas de
replicacién cuando son bloqueadas con HU ni para el reinicio de la replicacion tras el
tratamiento con este compuesto, incluso cuando ambas nucleasas estdn ausentes.
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Discusion

Con el trabajo realizado en esta tesis doctoral hemos intentado contribuir al
conocimiento de los mecanismos que las células eucariotas utilizan para preservar la
estabilidad del genoma, estudiando diferentes factores implicados en la respuesta celular
a la presencia de dafo en el DNA durante la replicacién cromosomica. En la primera
parte de la tesis hemos abordado el estudio de diversas rutas que hacen posible la
replicacion del genoma y el mantenimiento de la viabilidad celular cuando existen
lesiones en el material genético. En la segunda parte de la misma hemos analizado el
papel de la endonucleasa Mus81/Mms4 en este proceso. Para todo ello hemos utilizado
la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo eucaridtico de trabajo, y como
compuesto causante de lesiones en el DNA hemos empleado el agente alquilante metil
metanosulfonato, que se utiliza con frecuencia en los estudios sobre la respuesta celular
al dafio en el material genético.

1. MULTIPLES RUTAS COOPERAN PARA HACER POSIBLE LA REPLICACION
CROMOSOMICA EN PRESENCIA DE DANO EN EL MATERIAL GENETICO

Cuando las células se someten a la exposicion al MMS, que dafia el DNA, la
fase S es extremadamente larga, y ello es consecuencia de un proceso activo que en S.
cerevisiae depende de las proteinas quinasas del checkpoint Mec1 y Rad53 (Paulovich y
Hartwell, 1995). Esta ralentizacion de la fase S se debe a la inhibicion de la activacion
de los origenes de replicacion “tardios” por el checkpoint y a la progresion lenta de las
horquillas de replicacidn, es decir, a la presencia de un menor nimero de horquillas que
en una fase S normal, que ademds se desplazan lentamente a través de un DNA dafiado
(Tercero y Diffley, 2001). Como se ha explicado en la Introduccion, el checkpoint de la
fase S es necesario para mantener la integridad de las horquillas de replicacién en estas
condiciones, y esto es esencial para la estabilidad del genoma y la viabilidad celular
(Tercero y Diffley, 2001; Tercero y col., 2003). No obstante, a pesar de su papel en la
estabilizacion de las horquillas de replicacion, el desplazamiento lento de las mismas es
independiente de Mecl y Rad53. Esto es consecuencia probablemente de un
impedimento fisico para la progresiéon de las horquillas de replicacion, debido a las
metilaciones originadas por el MMS y/o a algunos intermediarios que puedan originarse
durante el procesamiento de las lesiones.

El movimiento lento de las horquillas a través de un DNA dafiado es en
cualquier caso un proceso eficiente desde el punto de vista de la finalizacién de la
replicacién y de la supervivencia de las células, y no habia sido analizado en detalle
cuando iniciamos este trabajo. Por esto, quisimos estudiar la contribucién que distintas
rutas implicadas en las respuesta celular al dafio en el DNA, y en concreto en la
resistencia al MMS, podrian tener en esta replicacion lenta pero eficaz para la viabilidad
celular. Para ello, construimos mutantes nulos de los genes que codifican las proteinas
involucradas en los primeros pasos de las rutas a estudiar y analizamos en los mismos la
progresion de las horquillas de replicacién a lo largo de un replicén del cromosoma VI
de S. cerevisiae, utilizando ensayos de sustitucion de isétopos de densidad.
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1.1. Las rutas BER, HR y DDT permiten la replicacion cromos6mica en
presencia de lesiones en el DNA originadas por el MMS

Los andlisis in vivo que hemos realizado han mostrado que las rutas de
reparacion por escision de bases (BER), recombinacion homdéloga (HR) y tolerancia al
dafio en el DNA (DDT) mediada por Rad6/Rad18 son esenciales para permitir el avance
de las horquillas de replicacion a través de un DNA dafiado por alquilacion, asi como
para el mantenimiento de la viabilidad celular durante este proceso. La ausencia de
cualquiera de estas rutas impide la correcta progresion de las horquillas de replicacién
bajo las condiciones de dafio en el material genético ensayadas y conduce a la muerte de
las células.

La reparacion continua de las bases metiladas por el MMS durante la fase S por
la ruta de reparacién por escision de bases (BER), iniciada por la 3 metil-adenina DNA
glicosilasa Mag1, se muestra como el principal requerimiento para la eliminacion de los
obstdculos que interfieren con el avance de las horquillas de replicacién en las células
tratadas con este compuesto alquilante. En ausencia de la glicosilasa Magl, y por tanto
de la actividad BER, las horquillas de replicacién se detienen y quedan bloqueadas, lo
cual va acompafado de una caida drdstica de la viabilidad celular. Creemos que la
parada de las horquillas de replicacion en ausencia de Magl sugiere firmemente que las
lesiones en el DNA ocasionadas por el MMS son las responsables del bloqueo en el
avance de las mismas. Si bien se sabfa que la N*-metiladenina, el producto de una de las
modificaciones provocadas por el MMS y principal responsable de la toxicidad de este,
inhibia la sintesis de DNA in vitro (Larson y col., 1985), pensamos que el bloqueo in
vivo de las horquillas de replicacion por las metilaciones del MMS no habia sido
mostrado previamente.

Los resultados obtenidos han indicado también que la recombinacién homoéloga
y la ruta Rad6/Rad18 de tolerancia al dafio en el DNA son necesarias para que las
horquillas de replicacion se desplacen a lo largo de un cromosoma dafiado por
metilacion. La recombinacion homdloga podria requerirse para promover el
restablecimiento y/o la reactivacion de las horquillas una vez que las lesiones primarias
hayan sido eliminadas por la ruta BER, dado que se ha propuesto un papel para esta ruta
en la recuperacion de horquillas bloqueadas o rotas (Lambert y col., 2007; Heyer y col.,
2010). A su vez, la recombinacion homoéloga podria ser necesaria para reparar posibles
lesiones secundarias e intermediarios que pudieran formarse al intentar replicar el DNA
metilado. Asimismo, las actividades de tolerancia al dafio podrian permitir evitar
algunas de las lesiones originadas por el MMS que no hayan podido ser reparadas por
BER. Esto no se deberia simplemente a un posible exceso de dafo en el DNA
consecuencia de las condiciones experimentales utilizadas, ya que experimentos
realizados en nuestro laboratorio y no incluidos en esta tesis han indicado que
concentraciones muy bajas de MMS, que no tienen efecto sobre células del tipo
silvestre, ocasionan una gran pérdida de viabilidad celular durante la fase S en ausencia
de Rad18, aun cuando las rutas de reparacién por escision de bases y de recombinacién
homologa estdn intactas. Tanto la recombinacién homéloga como la ruta de tolerancia
al dafio en el DNA podrian también contribuir a la reparacion post-replicativa de
algunas lesiones que muy posiblemente quedan por detrds de las horquillas de
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replicacion, como huecos de DNA de cadena sencilla o pequeiias roturas del DNA
(Branzei y Foiani, 2007b; Lambert y col., 2007).

Un aspecto a considerar es el balance entre las funciones de las rutas de
recombinacion y de tolerancia al dafio en las condiciones de replicacion cromosdmicas
analizadas. Los resultados obtenidos indican que ambas rutas son igualmente
importantes en el proceso estudiado. Ademds, los experimentos realizados con el doble
mutante rad52AradlSA, en el que las dos rutas estdn eliminadas, han mostrado un
efecto sinérgico, o al menos aditivo, con respecto a los mutantes simples. Esto sugiere
que ambas rutas contribuyen de forma independiente y se requieren conjuntamente,
ademds de BER, para que las horquillas de replicacién puedan progresar a través de un
DNA alquilado. No son, por tanto, meras alternativas empleadas por las células cuando
intentan replicar sus cromosomas al sufrir dafio en su DNA por el tratamiento con
MMS.

Los experimentos realizados en todos los mutantes analizados han mostrado
también de varias maneras que el checkpoint de la fase S estd activo en todos ellos
cuando las células se exponen al MMS. Por ello, el requerimiento de Magl, Rad52 y
Rad18 en las condiciones ensayadas, y por tanto de las rutas que ellas inician, puede ser
atribuido sin ambigiiedad a la ausencia de la ruta correspondiente, y no a una respuesta
defectuosa del checkpoint que daria resultados similares. De estos datos se deduce a su
vez que ninguna de estas rutas es necesaria para la activacion del checkpoint que se
produce como consecuencia de las lesiones en el DNA originadas por el MMS. Esta
activacion requiere necesariamente el establecimiento de las horquillas de replicacion
(Tercero y col., 2003) y la formacion de una estructura que provocaria la sefial de inicio
para la cascada del checkpoint, probablemente DNA de cadena sencilla recubierto de
RPA (Zou y Elledge, 2003), para la cual no se necesitaria la actuacién de ninguna de las
rutas estudiadas. Por ultimo, los resultados obtenidos indican que la ausencia de
cualquiera de las rutas analizadas en una fase S normal no es suficiente para provocar la
activacion del checkpoint, ya que esta solo tiene lugar cuando existe dafio exdgeno.

Las observaciones realizadas al microscopio han mostrado que tanto Magl como
Rad52 se acumulan en el nicleo durante la fase S en respuesta a la exposicion al MMS.
Como se ha explicado en los Resultados, no fue posible hacer este tipo de estudios con
Rad18. Es posible que la acumulacién observada refleje que estas proteinas estdn
formando focos de reparacion desde los que podrian ejercer su funcidn, si bien se
necesitarian posteriores estudios para confirmar esta posibilidad. La acumulacién de
ambas proteinas es independiente del checkpoint de la fase S, lo que sugiere que aunque
las proteinas Magl y Rad52 cooperan necesariamente con este para permitir la
replicacion cromosdmica en presencia de DNA alquilado, sin embargo no estdn
reguladas por el mismo, al menos en este proceso.
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1.2. Desplazamiento lento de las horquillas de replicacién a través de un DNA
dafado

Como se ha mencionado anteriormente, la larga duracion de la fase S en las
células expuestas al MMS es el resultado de la regulacion de la actividad de los origenes
de replicacion, dependiente del checkpoint de la fase S, y del desplazamiento lento de
las horquillas de replicacion, que es independiente del mismo (Tercero y Diffley, 2001).
Los datos obtenidos en esta tesis estarian de acuerdo con la idea de que la ralentizacion
de las horquillas de replicacion se debe a la suma de muiltiples paradas y bloqueos de las
mismas, y no a un modo alternativo de replicacion o a un enlentecimiento global del
movimiento de las horquillas en presencia de dafio en el DNA. Basdndonos en las
observaciones realizadas, proponemos que las horquillas de replicacion que se
desplazan a través de un DNA alquilado por el MMS colisionan de forma estocdstica
con las lesiones en el DNA (las bases metiladas), las cuales detienen o dificultan su
progresion normal. Las horquillas son estabilizadas entonces por las proteinas del
checkpoint de la fase S y pueden superar posteriormente los obstdculos que impiden su
movimiento gracias a la cooperacion de actividades de reparacion del DNA vy tolerancia
al dafio, asi como de reinicio y/o restablecimiento de las horquillas. Estos mecanismos
necesitan tiempo para funcionar y resolver los problemas, lo que ayudaria a explicar el
movimiento lento -pero finalmente eficiente- de las horquillas. Un dibujo esquemadtico
de este proceso se representa en la Figura D1.
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Figura D1. Miiltiples rutas cooperan para hacer posible la replicacion cromosémica en presencia de daiio en el
material genético.
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1.3. Reversibilidad de los efectos causados por el MMS durante la fase S en
células deficientes en BER, HR o DDT

Los defectos en la replicaciéon cromosomica encontrados en los diferentes
mutantes van acompanados de una pérdida muy significativa de la supervivencia celular
en todos los casos. Si bien se sabia que los mutantes estudiados eran sensibles a la
exposicion crénica al MMS en placas de cultivo, en este trabajo hemos mostrado la
elevada sensibilidad que muestran especificamente durante una dnica fase S, y podemos
asociar por tanto los problemas en la progresion de las horquillas de replicacion con la
pérdida de viabilidad celular. Un aspecto a estudiar fue si la elevada reduccién de la
viabilidad tras el tratamiento con MMS en ausencia de las proteinas analizadas podia
revertirse, para lo cual se indujo la expresiéon de cada proteina a estudio después de un
tiempo de exposicion al agente alquilante. Los experimentos llevados a cabo mostraron
que los problemas derivados de la ausencia de Magl tras la exposicion al MMS durante
la fase S pueden revertir con la nueva sintesis de dicha proteina. Los datos obtenidos
indicaron que, aunque las horquillas se detienen en presencia de MMS y en ausencia de
la reparacién por escision de bases, cuando la expresion de Magl se induce las células
pueden terminar la fase S gracias a la reanudacion de las horquillas bloqueadas, y esto
les permite recuperar la viabilidad perdida. Esto solamente es posible si las horquillas
detenidas se mantienen integras y funcionales, lo que requiere a su vez la actuacion de
las proteinas del checkpoint y de las rutas de recombinacion y tolerancia al dafio.

Los resultados de los estudios de reversibilidad de la viabilidad celular en los
mutantes rad52A y radl8A fueron distintos a los obtenidos en el caso del mutante
maglIA. En los primeros, aunque la eliminacion del MMS permite la progresiéon de un
nimero de horquillas suficientes como para detectar nueva sintesis de DNA por
citometria de flujo, no se produce una recuperacién de la viabilidad celular. A diferencia
de Magl, ademds, la expresion de la proteina Rad52 no contribuye a la progresion de
las horquillas de replicacion ni al incremento de la supervivencia celular. Esto sugiere
que un nimero muy importante de horquillas de replicacion quedan bloqueadas y
colapsan irreversiblemente cuando las células carecen de recombinacién homdloga y
son expuestas al MMS. Con respecto a Radl8, si esta proteina se induce tras el
tratamiento con MMS vy la eliminacion de la droga, su contribucidn a la recuperacion de
la viabilidad es muy modesta. Sin embargo, esta pequefia recuperacion podria ser
significativa, ya que es bastante repetitiva en diferentes experimentos. Ademds, un
trabajo reciente ha mostrado que la ruta de tolerancia al dafio puede desacoplarse de la
replicacién y que su induccidn al final de la fase S permite, al menos parcialmente, que
la replicacidn se lleve a cabo a pesar de los problemas derivados de su ausencia cuando
las células son danadas con MMS (Karras y Jentsch, 2010). No obstante, en estos
experimentos se tratd a las células con MMS tnicamente en la fase G1, y por menos
tiempo que en nuestros ensayos.
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1.4. Replicacion cromosdémica en presencia de otros agentes causantes de
daiio exdgeno en el DNA

Otros agentes que causan dafio en el DNA parecen afectar a la replicacion
cromosémica de forma distinta al MMS. Por ejemplo, se ha descrito que las radiaciones
ionizantes ralentizan la fase S debido a bloqueos transitorios de la activacién de los
origenes de replicacidn, pero no tienen un efecto aparente sobre el movimiento de las
horquillas (Merrick y col., 2004). Otro estudio ha mostrado que ni la recombinacién
homdloga ni la sintesis a través de lesiones, ausentes respectivamente en los mutantes
rad52A y radl8A, afectan a la progresion de las horquillas de replicacion en presencia
de dafio irreparable en el DNA ocasionado por la luz ultravioleta (Lopes y col., 2006).
No obstante, la replicacion estd claramente afectada en estos mutantes bajo estas
condiciones, puesto que el nimero de huecos de DNA sin replicar se incrementa
notablemente en los mismos. Sin duda, los diferentes requerimientos para la progresion
de las horquillas de replicacion a través de un DNA dafiado son esperables, ya que la
diversa naturaleza de las lesiones ocasiona probablemente diferentes tipos de bloqueos e
impedimentos para la replicacion y distintas estructuras e intermediarios en las
horquillas bloqueadas. A modo de ejemplo, a diferencia del dafio irreparable provocado
por la luz UV, el MMS no origina un incremento muy significativo del DNA de cadena
sencilla en las horquillas de replicacion (Lopes y col., 2006).

2. LA NUCLEASA Mus81-Mms4 PERMITE QUE LAS CELULAS COMPLETEN LA
REPLICACION CROMOSOMICA Y MANTENGAN LA ESTABILIDAD DEL GENOMA
CUANDO EL DNA ESTA DANADO

Como se ha explicado en la Introduccién, la nucleasa heterodimérica Mus81-
Mms4 estd implicada en el mantenimiento de la estabilidad del genoma cuando el DNA
estd dafado por agentes como el MMS o la luz ultravioleta. Los estudios realizados in
vitro por diferentes grupos han mostrado que tiene actividad nucleasa sobre estructuras
ramificadas que se asemejan a horquillas de replicacién, asi como sobre D-loops, 3’-
flaps, pseudo-uniones de Holliday y otros posibles intermediarios de recombinacién
(Kaliraman y col., 2001; Whitby y col., 2003; Fricke y col., 2005; Ehmsen y Heyer,
2008). Teniendo en cuenta estos datos, se han propuesto dos posibles papeles para este
complejo in vivo, que no son mutuamente excluyentes: Mus81-Mms4 estarfa implicada
en el procesamiento de intermediarios de recombinacion resultantes de la reparacion de
horquillas de reparacion dafiadas y/o en la rotura de horquillas de replicacion paradas o
bloqueadas para iniciar la recombinaciéon homdloga (Osman y Whitby, 2007; Ciccia y
col., 2008). A pesar de todo ello, no obstante, cuando se inicié este trabajo no se
conocian en detalle la funcion o funciones de Mus81-Mms4 in vivo ni los sustratos
fisiolégicos de esta endonucleasa durante un ciclo mitético.

2.1. Mus81-Mms4 es necesaria para mantener la viabilidad celular en
respuesta al dafo en el DNA durante la fase S

Para contribuir al conocimiento de la funcion celular de la nucleasa Mus81-
Mms4 de S. cerevisiae, nos planteamos analizar el papel de la misma durante la fase S,
en condiciones que perturban la replicacion cromosomica. Para ello, utilizamos
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mutantes de delecidn de los genes que codifican las subunidades catalitica y reguladora
del complejo, mus8IA y mms4A respectivamente, asi como un doble mutante
mus81Amms4A. Los estudios realizados indicaron que la ausencia de una o de ambas
subunidades de esta endonucleasa no ocasiona diferencias significativas apreciables con
respecto al tipo silvestre en cuanto a la progresion de las células en la fase S en
presencia de MMS en el medio. Sin embargo, si provoca una importante pérdida de
viabilidad celular en estas condiciones. Esto sugiere que, a pesar de que la fase S es
aparentemente normal en ausencia de esta nucleasa y que, por tanto, la mayor parte de
la replicacién del DNA se lleva a cabo, la replicacién cromosémica podria ser defectiva
o incompleta. Los resultados obtenidos indican también que la ausencia de cualquiera
de las dos subunidades del complejo, o de ambas, tiene las mismas consecuencias para
la células, de lo que se deduce que tanto la subunidad catalitica como la reguladora son
igualmente necesarias para la actividad nucleasa del complejo.

Los experimentos realizados han mostrado a su vez que el checkpoint de la fase
S se encuentra activo y funcional en ausencia de Mus81 en las condiciones
experimentales ensayadas en esta tesis. De ello puede deducirse que los efectos
observados son atribuibles a la ausencia de Mus81 y no a un checkpoint defectivo que
darfa un resultado similar y, ademds, que esta endonucleasa no es necesaria para generar
la sefial que activa el checkpoint. Asimismo, dado que Rad53 no se activa en el mutante
mus81A cuando no hay un agente exdgeno que cause dafio en el DNA, esto quiere decir
que la ausencia de la endonucleasa no crea problemas en una fase S normal que
requieran la actuacion del checkpoint de la fase S.

2.2. Mus81-Mms4 contribuye a hacer posible la replicacién cromosémica en
condiciones de dafio en el DNA

Los andlisis realizados en este trabajo han mostrado que, efectivamente, cuando
no estd presente la nucleasa Mus81-Mms4, la replicaciéon cromosdmica en condiciones
de dafio en el DNA es defectuosa y no se completa, lo que causaria la gran pérdida de
viabilidad encontrada. Los experimentos de electroforesis de geles bidimensionales han
indicado que las horquillas de replicacién se forman de manera similar en las células
mutantes musS81A y en las células del tipo silvestre, a pesar de la exposicion al MMS, y
que la replicacidn se inicia sin aparentes problemas en ambas. Sin embargo, los ensayos
de sustitucion de isétopos de densidad llevados a cabo, que permiten estimar
cuantitativamente la elongacion de la replicacién, han mostrado que, si bien las
horquillas inician la replicacién de forma similar tanto en ausencia como en presencia
de Mus81, la progresidn de las horquillas estd afectada en el mutante mus81A cuando el
DNA estd dafiado por el MMS, resultando una replicacion defectuosa del cromosoma
analizado con respecto a las células del tipo silvestre. Ademds, los experimentos de
electroforesis de campo pulsado han indicado que, en el conjunto del genoma, y de
acuerdo con los resultados obtenidos en un unico cromosoma mediante sustitucion de
isétopos de densidad, la replicacion de la mayoria de los cromosomas no se completa
cuando las células se dafian por accion del MMS en ausencia de Mus81-Mms4. Estos
dltimos resultados coinciden con un trabajo reciente (Ho y col., 2010), donde se muestra
un defecto del mutante mus8I/A en el restablecimiento de la replicacién tras un
tratamiento de las células con MMS. Todos estos datos en conjunto indican que la
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nucleasa Mus81-Mms4 de S. cerevisiae es necesaria para poder completar la replicacién
cromosémica cuando el DNA estd dafiado.

A diferencia de los resultados obtenidos tras el tratamiento de las células con
MMS, hemos encontrado que Mus81-Mms4 no tiene un papel en el restablecimiento de
la replicacion cuando las horquillas se bloquean como consecuencia de la disminucién
de los niveles de dNTPs por la accion de la hidroxiurea. Estos resultados estdn
aparentemente en contradiccion con lo propuesto para células de mamiferos, donde la
recuperacion de las horquillas paradas tras un tratamiento con hidroxiurea estd reducida
en células Mus81" ES de ratén (74% de recuperacioén en células silvestres frente a un
47% de recuperacion en células mutantes) (Hanada y col., 2007). Estos autores
proponen que Mus81 actuaria generando roturas de DNA de doble cadena (DSBs)
cuando las horquillas de replicacion estdn bloqueadas tras la exposicion a la
hidroxiurea, permitiendo asi el restablecimiento de la replicacién. No obstante, en el
mismo trabajo se muestran defectos en la replicacion en células deficientes en Mus81,
aun en ausencia de perturbaciones externas. Los diferentes resultados encontrados
indicarian que la respuesta celular a la parada o bloqueo de las horquillas de replicacién
debida al estrés replicativo es distinta en levaduras y en las células de mamifero
empleadas en el estudio citado. Esta diferente respuesta a las perturbaciones durante la
replicacion no resultaria extrafa, no obstante, dado que, por ejemplo, a diferencia de las
levaduras carentes de Mus81-Mms4, las células ES de raton deficientes en Mus81 no
son sensibles a la exposicién a la luz UV o al MMS (Hanada y col., 2007). En otro
estudio realizado con células humanas, se ha mostrado que Mus81 también genera
roturas de DNA de doble cadena necesarias para el restablecimiento de la replicacién
tras un tratamiento con HU, aun a expensas de la estabilidad del genoma (Franchitto y
col., 2008). Sin embargo, esta funcién unicamente tiene lugar en situaciones
patoldgicas, dado que estos autores solo la encontraron en células con sindrome de
Werner, deficientes en la enzima del tipo RecQ WRN (Franchitto y col., 2008).

2.3. Funcion de Mus81-Mms4

Las diferencias encontradas para Mus81-Mms4 de S. cerevisiae en cuanto a su
requerimiento para completar la replicacién cromosdmica en condiciones de dafio en el
DNA o en situaciones de estrés replicativo permiten proponer algunos aspectos sobre su
modo de accién in vivo. Asi, los resultados obtenidos sugieren que, al menos en S.
cerevisiae y en situaciones no patologicas, la nucleasa Mus81-Mms4 no se requiere para
realizar una rotura en las horquillas bloqueadas que permita el inicio de la
recombinacidn y el restablecimiento de la replicacion una vez solucionado el problema
que origina la parada de la horquilla —una de las dos opciones mencionadas al comienzo
de este apartado-. De ser asi, seria esperable su requerimiento para restablecer la
replicacién cromosdmica tanto cuando las células son expuestas al MMS como cuando
son tratadas con hidroxiurea, dado que en ambos casos las horquillas se bloquean, y sin
embargo Unicamente es necesaria en el primer caso. Asimismo, si en ausencia de
Mus81-Mms4 se produjera un defecto en el inicio de la recombinacién en las células
tratadas con MMS, seria esperable encontrar alglin problema en la formacién de los
intermediarios de recombinacion en los experimentos de geles bidimensionales, que no
hemos observado. Por el contrario, el requerimiento para completar la replicacion
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cromosdémica en presencia de lesiones en el DNA -y no en el caso del estrés replicativo-
si apoya fuertemente que Mus81-Mms4 sea necesaria para el procesamiento de
intermediarios de recombinacién o de otros que resulten de la reparacion del dafio en el
DNA, asi como de estructuras aberrantes que pudieran resultar de la colision de la
horquilla con una lesiéon. Un esquema ilustrando el requerimiento de Mus81-Mms4 en
el procesamiento de intermediarios para que la replicacion del genoma pueda finalizarse
se representa en la Fig. D2.
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Figura D2. La nucleasa Mus81-Mms4 permite que las células completen la replicacién cromosémica cuando el
DNA esta daiiado.

Los datos obtenidos en esta tesis indican que la recombinacién homdloga es
necesaria para que la replicacion cromosomica pueda llevarse a cabo en presencia de
lesiones en el material genético ocasionadas por el MMS, y los intermediarios
generados deberian ser resueltos para que la replicacion pueda completarse. En esta
resolucion intervendria Mus81. Asimismo, en la primera parte de la tesis se ha mostrado
también que los mecanismos de tolerancia al dafio en el DNA son importantes para la
respuesta al dafio en el DNA durante la fase S. Uno de estos mecanismos seria el
cambio de molde (template switching), que generaria intermediarios que deberian
resolverse, proceso en el que podria intervenir Mus81. Por el contrario, el
restablecimiento de la replicacion después del tratamiento con hidroxiurea, que no
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provoca dafio en el DNA per se, no necesita la recombinacién homdéloga, al menos en S.
cerevisiae (Diffley y col., 2000). Asimismo, experimentos realizados en nuestro
laboratorio han indicado que Rad18, y por tanto la ruta de tolerancia al dafio que esta
proteina inicia, no es necesaria tampoco para restablecer la replicacion en S. cerevisiae
después del bloqueo de las horquillas de replicacion con hidroxiurea. Por tanto, en una
situacion de estrés replicativo originada por la reduccién de los niveles de dNTPs no se
generarian intermediarios del mismo tipo que en el caso de la exposicion al MMS, al
menos en situaciones no patoldgicas, y la nucleasa Mus81-Mms4 no seria necesaria.

2.4. Reversibilidad de los efectos causados por el MMS en ausencia de Mus81-
Mms4 y posible regulacion de esta endonucleasa

Los resultados obtenidos han mostrado que las células pueden recuperar en gran
medida la viabilidad perdida tras la exposicién al MMS en ausencia de Mus81-Mms4 si
las dos subunidades son expresadas de nuevo antes de que las células sean sembradas en
placa. Por tanto, las consecuencias del tratamiento con MMS en células carentes de la
nucleasa, que impiden que la replicacion cromosémica se complete debido
probablemente a la presencia de intermediarios sin procesar, son reversibles por la
induccidén del complejo y no representan una situacion terminal para la célula.

En estos experimentos hemos encontrado a su vez que la recuperacién de la
viabilidad solo empieza a observarse cuando las células llegan al final de la fase S. Es
decir, esta se produce cuando la mayor parte de la replicacion del genoma ha tenido
lugar, a pesar de que la expresion de Mus81-Mms4 se haya realizado horas antes.
Ademds, si la expresion de este complejo se induce cuando las células ya estdn al final
de la fase S, la recuperacion de la viabilidad se produce de forma similar al caso
anterior. Estos resultados pueden tener importantes consecuencias para entender cémo
funciona Mus81-Mms4, ya que indican que, al menos en las condiciones
experimentales ensayadas, esta endonucleasa actia después de que la mayor parte de la
replicacion cromosomica se haya llevado a cabo. Estos datos sugieren que Mus81-
Mms4 podria funcionar de forma separada a la replicacion del genoma, resolviendo al
final de la fase S intermediarios generados durante la misma como consecuencia del
dafio en el DNA, y permitiendo asi que la replicacion del genoma se complete y las
células mantengan la viabilidad. De ser asi, el momento de actuaciéon de esta
endonucleasa seria tedricamente beneficioso para las células, ya que evitaria que
Mus81-Mms4 pudiese reconocer y procesar nucleoliticamente diferentes intermediarios
durante la fase S, incluyendo horquillas de replicacidn, situaciéon que podria provocar
reordenamientos cromosomicos e inestabilidad gendmica. Su actuacion quedaria
restringida al final de la misma, cuando eliminaria los intermediarios que no se
resolvieran por otras rutas durante el proceso de replicacion. Esto podria ser aplicable
tanto a situaciones de lesiones en el DNA originadas por dafio endégeno como a
situaciones provocadas por agentes exdgenos.

Un trabajo realizado en nuestro laboratorio ha mostrado que en un ciclo celular
normal, en ausencia de dafio exdgeno, la funcién nucleasa del complejo Mus81-Mms4
estd regulada por fosforilaciéon de la subunidad no catalitica Mms4. Los resultados
obtenidos indicaron que la activacion de Mus81-Mms4 por modificacién de Mms4 solo
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ocurre al final de la fase S, y depende de las quinasas Cdc28 (CDK) y Cdc5 (quinasa del
tipo Polo) (Gallo-Fernandez y col., 2012). Un trabajo reciente también ha mostrado que
la actividad nucleasa de Mus81-Mms4 estd controlada por fosforilacion de Mms4, tanto
en meiosis como en mitosis (Matos y col., 2011). Dado que la fosforilacion de la
subunidad no catalitica solo ocurre cuando las células han realizado la mayor parte de la
replicacion cromosdmica, al menos en ausencia de dafio en el DNA inducido por
agentes exdgenos, y la misma es necesaria para la actividad nucleasa del complejo, esta
regulacion podria explicar los resultados de recuperacion de la viabilidad tras el
tratamiento con MMS explicados anteriormente.

Con respecto a otros aspectos de la posible regulacion de Mus81-Mms4, los
experimentos realizados sugieren que la actividad del complejo podria estar modulada
mediante la unién de la subunidad reguladora Mms4 a la cromatina cuando existe dafio
en el DNA. Si bien se necesitan mds andlisis para validar estos resultados, el hecho de
que en nuestros ensayos la fraccién cromatinica esté tinicamente enriquecida en Mms4
cuando las células son tratadas con MMS, y no en una fase S normal, sugiere que esta
subunidad podria reconocer solamente el DNA dafado. Esta union de Mms4 a la
cromatina podria permitir la formacion y activacion del complejo Mus81-Mms4, que no
obstante, segin lo explicado anteriormente, seria Unicamente funcional al final de la
fase S. El andlisis de la estructura del complejo MUS8I-EME1 humano permitio
proponer a los autores un posible papel de EMEI1, la subunidad homoéloga a Mms4,
como plataforma estable para la interaccion de MUS81-EME1 y sus sustratos en el
DNA (Chang y col., 2008), y pensamos que esta idea podria también extenderse a
Mus81-Mms4 de S. cerevisiae.

El andlisis de Mus81 y Mms4 por inmunoblot no ha revelado modificaciones
detectables de estas subunidades en respuesta a la exposicion al MMS o a la hidroxiurea
durante la fase S. Si bien es posible que estas modificaciones existan y no hayamos
podido identificarlas, los resultados contrastan en principio con lo publicado por
Ehmsen y Heyer (2008), quienes han mostrado que Mus81 de S. cerevisiae estd
fosforilada cuando se purifica a partir de células tratadas con MMS. Aunque
necesitaremos andlisis adicionales, la concentracion de esta droga utilizada en sus
experimentos es tres veces mayor que en los nuestros y, ademds, el tratamiento con
MMS se realizé en cultivos asincrénicos, por lo que no son datos completamente
comparables. No obstante, con respecto a Mms4, como ya se ha mencionado
anteriormente, esta subunidad se fosforila en un ciclo normal solamente al final de la
fase S (Gallo-Ferndndez y col., 2012; Matos y col., 2011), y el tratamiento con MMS
realizado en nuestros experimentos podria impedir que las células llegaran al punto del
ciclo donde la proteina se modifica.

Por otra parte, en S. pombe, Mus81 se fosforila de forma dependiente de Cdsl
(proteina homdloga a Rad53) en células tratadas con HU (Boddy y col., 2000; Kai y
col., 2005), lo que tiene importantes consecuencias para su regulacion, ya que esta
modificacién provoca su desplazamiento de la cromatina. En S. pombe, Cdsl evita
tedricamente de esta manera que Mus81 pueda realizar cortes en las horquillas de
replicacién bloqueadas (Kai y col., 2005). Con respecto a Mus81 de S. cerevisiae, no
parece extrafio haber encontrado que no se encuentra fosforilada en células tratadas con
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HU, ya que en esta levadura Rad53 parece actuar tnicamente sobre la nucleasa Exol,
impidiendo su accién (Segurado y Diffley, 2008). En concordancia con esto, los
resultados que hemos obtenido sugieren que el checkpoint de la fase S no regula a
Mus81/Mms4 en S. cerevisiae.

2.5. Cooperacion de Mus81-Mms4 y de la resolvasa Yenl en la respuesta
celular al dafio en el DNA durante la fase S

En esta tesis hemos encontrado también que Mus81-Mms4 y la resolvasa Yenl
cooperan de algin modo para hacer frente al dafio en el DNA originado por el MMS
durante la fase S. Se ha mostrado recientemente que las células de S. cerevisiae carentes
de ambas nucleasas son mds sensibles al tratamiento en placa con este compuesto que
los mutantes individuales de las mismas (Blanco y col., 2010). De acuerdo con ello, los
experimentos que hemos realizado indican que este incremento de la sensibilidad al
MMS se manifiesta también de forma importante cuando se replica el material genético.

Como podia deducirse de los datos publicados sobre crecimiento crénico en
placa (Blanco y col., 2010), nuestros resultados indican que la células mutantes yenlA
no son practicamente sensibles al MMS cuando replican su DNA. Puesto que la
sensibilidad de los mutantes musS8IA a este compuesto durante la fase S se incrementa
sin embargo notablemente en ausencia de Yenl, todo ello sugiere que esta resolvasa
suple al menos algunas de las funciones de Mus81 cuando esta tltima no estd presente.
Este fenotipo puede sin duda sugerir que ambas proteinas tienen funciones redundantes
en la respuesta celular al dafio en el DNA durante la replicacion cromosémica, lo que
implicarfa en principio que ambas nucleasas serian capaces de procesar el mismo tipo
de sustratos. De hecho, en S. cerevisiae, la sobreexpresion de Yenl rescata parcialmente
la sensibilidad al MMS en placa de las células mus8IA (Blanco y col., 2010).
Asimismo, la expresion de la proteina GEN1 humana en S. pombe —organismo que
carece de ortélogos de GENI/YENI- rescata la hipersensibilidad de las células mus81A
a agentes causantes de dafio en el DNA como el MMS o la camptotecina (Lorenz y col.,
2010). No obstante, un articulo reciente ha indicado que Yenl y Mus81-Mms4 no
pueden intercambiar facilmente sus sustratos de accion, al menos durante la reparacién
de DSB mediante recombinacion entre cromdtidas hermanas, a no ser que estas
proteinas sean sobreexpresadas (Mufioz-Galvdn y col., 2012). Ademds, como comentan
Schwartz y Heyer (2011), no estd claro en cualquier caso si las dos nucleasas tienen
realmente los mismos sustratos in vivo —o al menos comparten algunos de ellos-, o si
Yenl rompe estructuras patologicas que se acumulan en los mutantes mus81 debido al
procesamiento del sustrato original de Mus81-Mms4. Como sefialan estos autores, la
falta de conocimiento preciso sobre los sustratos in vivo de Mus81-Mms4 complica ain
mads cualquier interpretacion sobre los potenciales sustratos in vivo de Yenl.

El andlisis que hemos realizado sobre las consecuencias del tratamiento con
hidroxiurea durante una tunica fase S en células carentes de Mus81-Mms4 y Yenl ha
indicado también que, a diferencia de cuando existe dafio en el DNA, la ausencia de
ambas nucleasas no tiene un efecto significativo sobre la capacidad de las células para
restablecer la replicacion en respuesta al estrés replicativo. A pesar de que la
sensibilidad de un doble mutante mus81AyenlA al tratamiento crénico de HU en placa
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es mayor que la de los mutantes individuales (Blanco y col., 2010), los cuales son muy
poco sensibles, nuestros experimentos muestran que estas células pueden continuar
replicando su DNA tras la exposicién a la hidroxiurea, sin que queden horquillas
bloqueadas y sin sufrir una pérdida significativa de viabilidad. Esto estd de acuerdo con
el hecho de que Mus81-Mms4 no sea necesaria para restablecer la actividad de las
horquillas de replicacion tras la disminucién de los niveles de dNTPs por la accion de la
hidroxiurea, puesto que Yenl no tendria ninguna funcién que suplir en este caso en
ausencia de Mus81.

3. CONSIDERACIONES FINALES

Ademds de las rutas y proteinas que hemos estudiado en esta tesis, otras
contribuyen a que la replicacion del genoma se complete de forma satisfactoria en cada
ciclo celular a pesar de la perturbaciones que puedan existir. Las células de distintos
organismos deficientes en algunos procesos muestran defectos en la progresion en la
fase S cuando tienen dafiado su DNA, y seria desde luego interesante analizar si las
proteinas correspondientes contribuyen a hacer posible la estabilidad y el
desplazamiento de las horquillas de replicacion bajo esas condiciones. A pesar de las
aportaciones de numerosos grupos, que han supuesto un gran avance en el campo de
trabajo, necesitamos todavia comprender cémo las rutas que cooperan para permitir que
las células repliquen un DNA dafiado estdn coordinadas entre ellas, con la maquinaria
de replicacién y con los componentes del checkpoint de la fase S, y como esta necesaria
coordinacion hace posible el mantenimiento de la estabilidad del genoma. Es importante
considerar que muchos farmacos utilizados en quimioterapia actian dafiando el DNA
y/o interfiriendo con la replicacion cromosOmica, y algunos agentes alquilantes se
encuentran entre las drogas antitumorales mds antiguas que todavia estdn en uso para el
tratamiento de algunos tipos de cdncer. Pensamos que el conocimiento de los procesos
implicados en la respuesta celular a las lesiones en el material genético durante la
replicacion de los cromosomas puede contribuir a la comprension de algunos aspectos
de la biologia de las células tumorales y a la futura evolucién y desarrollo de drogas
para uso en terapias contra el cdncer.
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1. Las rutas de reparacién por escision de bases (BER), recombinacion homologa (HR)
y tolerancia al dafio en el DNA (DDT) de S. cerevisiae son esenciales para que las
células lleven a cabo la replicacion cromosémica en presencia de lesiones en el material
genético originadas por el MMS. La ausencia de cualquiera de ellas impide la correcta
progresion de las horquillas de replicacidn bajo estas condiciones y ocasiona la muerte
celular.

2. El checkpoint de la fase S es funcional en células carentes de las rutas BER, HR y
DDT. Por lo tanto, los defectos en la progresion y estabilidad de las horquillas de
replicacién encontrados en los mutantes de las mismas cuando son tratados con MMS
no se deben a un checkpoint defectivo. De ello se deduce también que ninguna de estas
rutas es necesaria para originar la sefial que activa el checkpoint de la fase S. Asimismo,
la falta de estas rutas no provoca la activacion de este mecanismo de vigilancia, ya que
esta solo se produce en presencia de lesiones en el DNA.

3. Los efectos producidos por el MMS sobre la viabilidad celular en células que carecen
de la glicosilasa Magl, que inicia BER, son reversibles mediante la nueva sintesis de
esta proteina. Sin embargo, estos efectos son irreversibles en células carentes de
recombinacion homologa, a pesar de la nueva expresion de Rad52, y solo reversibles en
pequefia proporcion en el caso de la ausencia de DDT.

4. Las proteinas Magl y Rad52 se acumulan durante la fase S cuando las células se
exponen al MMS, formando posiblemente focos desde los que ejercerian su funcién.

5. La nucleasa Mus81-Mms4 de S. cerevisiae es necesaria para el mantenimiento de la
viabilidad celular cuando las células son expuestas al MMS durante la fase S, haciendo
posible que la replicacion cromosémica se complete bajo estas condiciones de dafio en
el DNA.

6. Las consecuencias del tratamiento con MMS para la viabilidad celular en ausencia de
Mus81-Mms4 son en gran parte reversibles mediante la nueva expresion de ambas
subunidades del complejo, por lo que no representan una situacion terminal para la
célula.

7. Mus81-Mms4 puede actuar después de que la mayor parte de la replicacion
cromosdémica haya tenido lugar y, si bien es necesaria para que esta se complete cuando
existe dafio en el DNA, puede funcionar por tanto desacoplada de la misma.

8. Mus81-Mms4 no se requiere para restablecer la replicacion cuando las horquillas se
bloquean como consecuencia del estrés replicativo provocado por la hidroxiurea. Sin
embargo, si es necesaria para completar la replicacion cromosomica en presencia de
dafio en el DNA originado por el MMS, que provoca también el bloqueo de las
horquillas. En conjunto, estos resultados sugieren que, al menos en S. cerevisiae,
Mus81-Mms4 se necesitaria para resolver los intermediarios generados durante la
reparacion de las lesiones, y no para realizar el corte en el DNA que facilitaria el inicio
de la recombinacion y el restablecimiento de la replicacion desde la horquilla
bloqueada, como habia sido sugerido.
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9. La actividad del complejo Mus81-Mms4 podria estar regulada por la unién de la
subunidad reguladora Mms4 a la cromatina cuando existen lesiones en el DNA.

10. Mus81-Mms4 y la resolvasa Yenl cooperan en la respuesta celular al dafio en el
DNA durante la fase S.
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