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RESUMEN

Durante la divisidn celular es fundamental asegurar el correcto reparto del material
genético entre las células hijas resultantes. Errores en este proceso pueden dar lugar a problemas
como la aneuploidia, una condicion en la que la célula adquiere un numero incorrecio de
cromosomas Y que esta estrechamente relacionada con los procesos tumorales. Para garantizar
laintegridad del genomayy el reparto equitativo del mismo durante mitosis, las células disponen de
diversos mecanismos de vigilancia conocidos como puntos de control o checkpoints. Asi, el punio
de control de dafio en el ADN (DDC) monitoriza la presencia de dafios en el genoma. Por otro
lado, el punto de control del ensamblaje del huso (SAC) se asegura de que cada cromosoma se
una al huso mitbtico de manera correcta. Algunas células, como las de la levadura de gemacién
Saccharomyces cerevisiae, han desarrollado también puntos de control especializados. Asi,
debido ala naturaleza asimétrica de su divisidn, el punto de control de posicionamiento del huso
(SPOC) evita que las células de S. cerevisiae salgan de mitosis hasta que el huso no se encuente
correctamente alineado con respecto al eje de citocinesis. De formainteresante, en S. cerevisiae,
todos los mecanismos de vigilancia anteriores promueven la inhibicién de la ruta MEN (delinglés,
miotic exit network), una cascada de sefializacion que permite la salida de mitosis. En concref, la
activacién de estos checkpoints, mantiene la actividad del complejo Bfa1-Bub2, un regulador
negativo de esta ruta. Bfal y Bub2 juegan, por tanto, un papel de gran relevancia en el
mantenimiento de la ploidia celular. A pesar de la existencia de numerosos estudios sobre los
mecanismos que controlanla actividad de Bfa1-Bub2, la regulacionde este complejo presentaain
muchos aspectos desconocidos. En consecuencia, en esta Tesis Doctoral nos planteamos
avanzar en nuestro conocimiento sobre el control de la actividad del complejo Bfa1-Bub2 durante
el ciclo celular y tras la activacion de los puntos de confrol mitéticos. Las investigaciones
desarrolladas durante esta Tesis Doctoral nos han permitido la identificacion de nuevas quinasas
que modulan el estado de fosforilacién de Bfal, uno de los mecanismos fundamentales de
regulacionde laactividad de este complejo. Adicionalmente, losresultadosrecogidosenesta Tesis
Doctoral establecen un nuevo vinculo entre el control de la salida de mitosis y la envoltura nuclear,
evidenciado a través de la interaccion entre el complejo Bfa1-Bub2 y componentes especificos del
poro nuclear. Esta nuevaconexién, ademas de ampliarlas funciones no canénicas de las proteinas
del poro nuclear, proporciona nueva informacion sobre los mecanismos de control de

posicionamiento del huso en etapas tempranas de la mitosis.
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1.1. Ciclo Celular.

1.1.1. Generalidades del ciclo celular.

El ciclo celular consiste en una sucesion ordenada de procesos que conducen a la
duplicacién y divisidn de una célula inicial, dando finalmente lugar a dos células hijas
genéticamente iguales. Originalmente, el ciclo celular se dividié en dos grandes fases: la interfase,
durante la que se duplicael material genético; y lamitosis, durante la que tiene lugar la segregacion
de los cromosomas y la division celular (Norbury & Nurse, 1992). Posteriormente, ambas fases se
subdividieron, a su vez, en diferentes etapas. En concreto, dentro de interfase, se identificaron las
fases G1, Sy G2. Asi, la fase S (o fase de sintesis), es la parte central de la interfase, y en ella
tiene lugar la duplicacion de la dotacion genética de la célula. Las fases G1 'y G2, por otro lado,
constituyen etapas de crecimiento celular, y, en ellas, las células se preparan para poder iniciar la
fase Sy la mitosis, respectivamente (Vermeulen, Van Bockstaele, & Bereman, 2003) (Figura I.1).
La fase G1 es de gran relevancia en el control del ciclo celular, ya que en esta etapa las células
deciden si continian el proceso que concluira con la duplicacidén de la célula original. Asi, en
condicionesde crecimiento desfavorables (falta de nutrientes, sefiales inhibidoras, etc.), las células
son capaces de pausar su fransito en la etapa G1 durante periodos prolongados, permaneciendo

enlo que se conoce como fase GO (Morgan, 2007) (Figura I.1).

En comparacién con la interfase, la mitosis es la etapa mas corta del ciclo celular y se
divide, a su vez, en varias etapas bien diferenciadas en funcion de la organizacion y
comportamiento de los cromosomasde las células. Enprimerlugar, durante la profase, se produce
la condensacion de los cromosomas y comienzan a nuclearse los microtubulos del huso mitotico.
Durante prometafase, los microtibulos comienzan a unirse a los cromosomas y la envoltura
nuclear se desintegra. La organizacion de los cromosomas en la zona central de las células
determina el comienzo de la metafase, que finaliza con la degradacion de las cohesinas, unas
proteinas que mantienen unidas a las crométidas hermanas (cada una de las dos copias del
cromosoma, una vez replicado). Durante anafase se produce la separacion de las cromatidas
hermanas de un mismo par hacia polos opuestos de la célula, y por tanto la distribucién equitativa
del genoma enfre las futuras células hija. A continuacion, en la telofase, tiene lugar la
descondensacionde loscromosomas, asicomo elensamblaje de las nuevas envolturas nucleares.

El dltimo paso del ciclo celular es la division citoplasmatica, conocida como citocinesis, que
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provoca la aparicion de dos células independientes que pueden iniciar otro ciclo celular (Walczak,
Cai, & Khodjakov, 2010) (Figura .1).

G0

Centrosoma

e

S =S €D

...... Mesg itosis
Telofase W e
., Anafase Profase ,
= Metafase Prometafase
\ - =
Huso
mitético

Figural. 1. Etapas del ciclo celular.

Los eventos claves del ciclo celular son la duplicacién del material genético, que fiene lugar en fase de sintesis 0 S, y
la segregacién cromosomica vy division nuclear (citocinesis), que forman la mitosis o fase M. Las fases G1 y G2
consfituyen fases de crecimiento celular, y en ellas las células se preparan para poder entrar en fase S y M
respectivamente. La mitosis se divide, a su vez, en diferentes etapas. En primer lugar, durante la profase tene lugar
la condensacion de los cromosomas. En prometafase, en la mayoria de los organismos eucariotas, fiene lugar la
desintegracion de la envoltura nuclear. Ademas, los centrosomas se siflian en polos opuestos de la célula y comienzan
anuclear microtibulos. Lametafase constituye la etapa del ciclo enla que los cromosomas forman la placa metafasica,
gracias a la unién de cada una de las cromatidas hermanas de un mismo cromosoma a microtlbulos que emanan de
polos opuestos del huso. Durante anafase, las cromatidas hermanas se separan y se distribuyen de forma equitativa
enfre las células resultantes. En telofase, se produce el ensamblaje de dos nuevas envolturas nucleares alrededor de
los cromosomas fras su segregacion y descondensacion. Por Ulimo, tiene lugar la citocinesis, que supone la division
citoplasmatica dando lugar a dos células hijas a partir de la célula madre original. Estas células pueden comenzar un
nuevo ciclo. Sin embargo, si no se retnen las condiciones dptimas, las células pueden entrar alternativamente en un
estado de quiescencia conocido como G0. Adaptada de (Morgan, 2007).

La levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular de la familia
de los ascomicetos que ha sido utilizado como organismo modelo en el estudio del ciclo celular,
debido a la enorme conservacion de los genes implicados en este proceso a lo largo de la
evolucién, a que su genoma esta completamente secuenciadoy a su gran versatilidad. Sin
embargo, el ciclo celular de este organismo presenta algunas particularidades. En primer lugar, la
division celularen S. cerevisiae es asimétrica, lo que implica que la célula hija difiere de la célula

madre en contenido, tamafio y edad replicativa, entre otros aspectos. La division asimétrica
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requiere el establecimiento de un eje de polaridad. En concreto, en S. cerevisiae, la polaridad
durante la division queda determinada tras el establecimiento del &pice de la gemacion (bud tip,
eninglés)afinales de lafase G1, que fija el sitio de division celular antes del ensamblaje del huso
mitotico (Neumuller & Knoblich, 2009). Una vez establecido el lugar donde ocurre la gemacion, se
produce un crecimiento progresivo de la gema desde G1/S hasta el momento de la citocinesis
(Juanes & Piatti, 2016) (Figura 1.2). En segundo lugar, en S. cerevisiae la mitosis es cerrada, de
manera que la envoltura nuclear no se desintegray todos los eventos mitéticos ocurren dento del
nucleo (Boettcher & Barral, 2013). A medida que avanza el ciclo, la morfologia del nicleo varia,
aumentando la superficie de su envoltura. Los cuerpos polares del huso de la levadura (spindle
pole bodies, SPBs), equivalentes a los centrosomas de los organismos eucariotas superiores,
permanecen insertos en la membrana nuclear y permiten la elongacion del nucleo a través del
cuello de la gema gracias a la nucleacién de los microtibulos que emanan de estas estructuras
(Winey & O'Toole, 2001). Porultimo, enlalevadura de gemacidn se observaunafase G1 de mayor
duraciénque enotros organismos eucariotas superiores, mientras que lafase G2 es practicamente
indistinguible entre las etapas S y M (Forsburg & Nurse, 1991). Ademas, y a diferencia de otros
organismos, el punto de control mas importante para la regulacion del ciclo celular se encuentra

en la transicion metafase-anafase, y no enla entrada en fase S (Morgan, 2007) (Figura I.2).

1.1.2.  Control de la progresion del ciclo celular en S. cerevisiae.

La transicion porlas distintas etapas del ciclo celular esta controlada por la actividad de
una familia de proteinas denominadas quinasas dependientes de ciclina o CDK (cyclin dependent
kinases) (Pines, 1995a). A lo largo del ciclo celular, la actividad y la especificidad de sustrato de
estas quinasas varian como consecuencia de su unién a distintas subunidades reguladoras
conocidas como ciclinas (Pines, 1995a, 1995b). La presencia en las células de los diferentes
complejos enzimaticos CDK-ciclina determina el paso de una etapa a otra del ciclo celular.
Mientras que los niveles de CDK se mantienen practicamente constantes en el tiempo, la
concentracion de las ciclinas varia alo largo de ciclo celular. Asi, los distintos patrones de sintesis
y degradacion que presentan estas subunidades reguladoras, permiten modular de manera
temporal la actividad de las quinasas con las que se asocian (Hartwell, Mortimer, Culotti, & Culott,
1973; Nurse, Thuriaux, & Nasmyth, 1976) (Figura I.3). La regulacién de la transcripcién y

degradaciénde las ciclinas es muy importante enla modulaciénde laactividad CDK en las distintas
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etapas delciclo. Ademas, el control de lalocalizacion de estas subunidadesreguladoras, asicomo
la accidn de inhibidores de los complejos CDK-ciclina también juegan un papel esencial en la

regulacion de la progresién del ciclo celular (Bloom & Cross, 2007).

Crecimiento celular

Citocinesis Duplicacion de los SPBs

Establecimiento del punto de gemacion

Segragacion nuclear

Replicacion del ADN
Separacion de los SPBs

&/

. Nucleo

\«  Microtubuos astrales (MTs)
" Huso mitético
@ Cuerpo polar (SPB)

Posicionamiento y elogacion
del huso mitotico

Migracion nuclear

Figural. 2. Ciclo celular de la levadura de gemacion S. cerevisiae.

La levadura de gemacién S. cerevisiae se divide de forma asimétrica. Su ciclo celular consta de cuatro fases: G1, S,
G2 y mitosis (M). La etapa G1 es una efapa larga, mientras que G2 suele tener una duracion muy corta siendo
indistinguible de las fases Sy M. Los cuerpos polares comienzan a duplicarse alfinal de la fase G1. Tras la aparicidn
de la gema, como consecuencia del crecimiento polarizado de la célula madre, se produce la replicacion del ADN en
fase S, y los SPBs duplicados terminan de ensamblarse y comienzan a separarse. En mefafase, se esfablecen las
uniones microtlbulo-cromosoma que forman la placa mefafasica. Ademas, en esta etapa fiene lugar el
posicionamiento nuclear, de manera que se produce la migracién del nlcleo hasta situarse de manera tangencial al
cuello de la gema. La elongacion del huso mitético en anafase permite la correcta segregacion de los cromosomas
entre las células resultantes de la division. Alfinal del ciclo celular, la separacion del citoplasma a través del cierre del
cuello de la gemacién (citocinesis) provoca la aparicion dos células de distinto tamafio y composicion. Adaptado de
(Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

Mientras que en organismos eucariotas superiores se han identificado varias CDKs que
modulan su actividad mediante la asociacién a diferentes ciclinas durante el ciclo celular, en S.
cerevisiae la unica representante de esta familia de quinasas es Cdc28, el equivalente a Cdk1 en
humanos. Cdc28 constituye la subunidad catalitica de un complejo heterodimérico con capacidad

de union a las nueve ciclinas que se expresan en lalevadura de gemacion (D. Beach, Durkacz, &
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Nurse, 1982). La asociacién de Cdc28 a las ciclinas de tipo N CIn1-3 (Ciclinas G1/S) promueve la
formacion de los complejos G1/S-CDK, que permiten el avance a través de G1. La degradacidn
de estas ciclinas fras superar el punto de control START al final de G1, permite la transicién a fase
S. La duplicacién del ADN necesita la union de Cdc28 a las ciclinas de tipo B y de expresion
temprana CIb5 y CIb6 (ciclinas de fase S), dando lugar a los complejos S-CDK. Por ultimo, las
ciclinas de tipo B Clb1-4 (ciclinas mitéticas) permitenla progresiénatravés de la fase M (complejos
M-CDK), regulando algunos procesos mitoticos como la morfogénesis del huso o la citocinesis. De
estos complejos, Cdc28-Clb2 es el mas activo durante la mitosis (Bloom & Cross, 2007) (Figura
.3). Aunque existe especificidad en cuanto a la actividad de las diferentes ciclinas en la regulacion
de los distintos eventos del ciclo celular que controlan, numerosos estudios han descrito que se
produce cierto solapamiento de funciones entre ellas. Asi, ante la ausencia de algunas de estas
subunidades reguladoras, las ciclinas de tipo B son suficientes para permitir la progresion a través
del ciclo (Bloom & Cross, 2007). Para la activacion completa de los complejos CDK-ciclina es
necesaria la fosforilaciéon de la subunidad catalitica, reaccion que llevan a cabo las quinasas
activadoras de CDK, denominadas de manerageneral como CAK (CDK- activating kinases). Estas
enzimas, codificadas porel gen CAK1en S. cerevisiae, se encuentran conservadas alo largo de

la evolucion (Morgan, 2007).

Ciclinas G1/S Ciclinas S Ciclinas Mitoticas Ciclinas G1/S
Cin1-3 Clb 5-6 Clb1-4 Cin1-3
Ciclina

CDK‘ k
(Cdc28)

| G1 | Metafase Anafase

EEEEE N EEE N EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEENEEEEEEEEEEENINEEEEN

CDK INACTIVA CDK ACTIVA CDK INACTIVA

Figural. 3. Regulacion del ciclo celular a través de los diferentes complejos CDK-Ciclina en S. cerevisiae.

El control del ciclo celular se lleva a cabo a fravés de las quinasas CDK, que son activadas en las diferentes etapas
del ciclo por la accién de las ciclinas, que actian como sus subunidades reguladoras. Cdc28 es la Unica CDK que
posee la levadura S. cerevisiae, y su asociacion con las diferentes ciclinas determina el avance a fravés del ciclo
celular. La unién de Cdc28 a las ciclinas tipo N (Cin1, CIn2, CIn3) al final de la etapa G1 (coincidiendo con el START)
permite la formacién de los complejos G1/S-CDK y el inicio de un nuevo ciclo celular. Estos complejos acfivan la
sintesis de las ciclinas de fase S (CIb5 y Clb6), que junto con Cdc28 forman los complejos S-CDK. Estos complejos
son los encargados de acfvar la duplicacién del ADN al principio de fase S. La degradacién de las ciclinas de fase S
tiene lugar en la transicion metafase-anafase. Clb1, CIb2, Clb3 y Clb4 son las ciclinas mitdticas y su expresion fiene
lugar al final de fase S. Estas ciclinas forman con Cdc28 los complejos M-CDK, que alcanzan su maxima actvidad en
mitosis, regulando, de esta manera, los diferentes procesos que suceden enesta fase. En S. cerevisiae la destruccién
de las ciclinas mitéticas ocurre en dos etapas: una primera efapa de degradacién en la fransicion metafase-anafase,
y una segunda durante telofase. Adaptado de (Morgan, 2007).
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El trénsito de una etapa a ofra del ciclo celular necesita, por otro lado, la protedlisis
controlada de algunos de los elementos reguladores del ciclo. Esta degradacion requiere el
marcaje previo de las proteinas diana conubiquitina para que seanreconocidas porel proteosoma.
La ubiquitinacién de estos elementos esta catalizada por el complejo SCF (nombrado asi por sus
componentes centrales Skp1, Cdc53 y F-Box), y el complejo promotor de anafase (APC/C,
anaphase promoting complex/ciclosome), que actlan en distintos momentos del ciclo, y sobre
diferentes sustratos (Castro, Bemis, Vigneron, Labbe, & Lorca, 2005) (Figura 1.4). Asi, en S.
cerevisiae, cuando las células alcanzan el punto de control START, el complejo SCF permite el
transito de G1a S, mediante la ubiquitinacion delinhibidordel complejo S-CDK (Cdc28-Clb5) Sic1,
asi como de las ciclinas CIn1-3, en las Ultimas etapas de G1 (Feldman, Correll, Kaplan, &
Deshaies, 1997; Skowyra, Craig, Tyers, Elledge, & Harper, 1997) (Figura |.4). Durante mitosis, el
complejo APC/Ces elencargado de marcara las diferentes proteinas para su degradacion (Castro
et al., 2005; Imiger, Piatti, Michaelis, & Nasmyth, 1995; King etal., 1995; Sudakin et al., 1995). La
actividad de este complejo estaregulada a través de su unién a dos subunidades: Cdc20y Cdht
(Jaspersen, Charles, & Morgan, 1999; Kramer, Gieffers, Holzl, Hengstschlager, & Peters, 1998).
Cuando las levaduras alcanzan la metafase, APC/C es fosforilado por la actividad M-CDK,
permitiendo su union a Cdc20. APC/CCde20 cataliza la ubiquitinacion de la securina Pds1, lo que
permite la separacion de las cromatidas hermanas y el comienzo de anafase. La degradacion de
las ciclinas mitéticas en eucariotas superiores esta catalizada porla activacion de APC/CCdc0en
la transicién metafase-anafase. Sin embargo, en S. cerevisiae esta degradacion ocurre en dos
etapas secuenciales. Asi, en este organismo se observa una caida inicial en los niveles de M-CDK
mediada por APC/CCdc20 durante el inicio de anafase, mientras que la union de Cdh1 al complejo
APC/C en telofase permite la degradacion total de las ciclinas mitdticas, facilitando asila salida de
mitosis y permitiendo la entrada a un nuevo ciclo celular. La actividad del complejo APC/CCd se
mantiene hasta alcanzar el punto de control START al final de la etapa G1 delnuevo ciclo (Kramer,
Scheuringer, Podtelejnikov, Mann, & Peters, 2000) (Figura 1.4).
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Figural. 4. Papel de los complejos SCFy APC/C en el control del ciclo celular.

Los complejos SCF y APC/C se encargan de ubiquitinar diferentes sustratos a lo largo del ciclo celular, promoviendo
su degradacion por el proteosoma y facilitando asi el paso de una etapa a ofra. El complejo SCF actia al final de G1
y cafaliza la ubiquitinacion del inhibidor del complejo S-CDK Sic1, asi como de las ciclinas de la fase G1-S. Por ofro
lado, el complejo APC/C es el encargado de marcar con ubiquitna diferentes sustratos a lo largo de la mitosis. La
actividad de este complejo esta regulada por su unién a dos subunidades reguladoras diferentes. Asi, en la ransicion
metafase-anafase la fosforilacion de APC/C mediada por el complejo M-CDK facilita su unién con Cdc20. APC/CCdc20
permite la degradacion de la securina Pds1 y la destruccién inicial de las ciclinas mitdticas. En telofase, la unién de
Cdh1 con APC/C promueve la degradacion fotal de las ciclinas mitéticas y la consiguiente finalizacién del ciclo celular.
La actvidad APC/CCdh! se mantiene hasta el siguiente ciclo (Morgan, 2007).

1.1.3. Papel de Cdc14 en el control de la progresion del ciclo celular en S. cerevisiae.

La finalizacién del ciclo celularprecisa, ademas de lacompletadegradacién de las ciclinas
mitoticas, de la desfosforilacién de todos aquellos sustratos que han sido modificados por los
complejos ciclina-CDK, entre los que se encuentran la subunidad reguladora de APC/C Cdh1, el
inhibidor de la actividad CDK Sic1 y el factor de transcripcion Swid (responsable de la expresion
de Sic1). Esta desfosforilacion es un proceso catalizado por la fosfatasa Cdc14, cuya actividad
estaregulada por su localizacion celular (R. Visintin etal., 1998). Asi, Cdc14 se localiza desde G1
hasta metafase en el nucléolo, donde permanece secuestrada a través de su interaccion consu
inhibidor Net1/Cfi1 (nombrado sélo como Net1 a partir de ahora) (R. Visintin, Hwang, & Amon,
1999). Una vez en metafase, se produce una liberacion secuencial de Cdc14 del nucléolo en dos
etapas. En primer lugar, durante la transicion metafase -anafase, se produce una liberacion de
Cdc14 del nucléolo al ntcleo, como consecuencia de una pérdida de afinidad de la fosfatasa por
su inhibidor (Azzam et al., 2004; Manzoni et al., 2010; Shou et al., 1999; Stegmeier, Visintin, &
Amon, 2002). En segundo lugar, durante las ultimas etapas de anafase, se produce laliberacion
total de esta proteina al citoplasma (Bardin, Visintin, & Amon, 2000; Mohl, Huddleston,
Collingwood, Annan, & Deshaies, 2009). Una vez finalizada la mitosis, Cdc14 vuelve a
secuestrarse en el nucléolo, permitiendo que las células vuelvan a empezar el ciclo celular (C.

Visintin etal., 2008). Estos cambios de localizacion de la fosfatasa desde el nucléolo al citoplasma
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estan regulados por dos cascadas de sefializacidn que controlan el proceso de salida de mitosis:
la ruta FEAR (Cdc-fourteen early anaphase release), que permite la liberacidn inicial de Cdc14 del
nucléolo al nicleo, y la ruta MEN (mitotic exit network), que promueve la liberacion final de la
fosfatasa portodala célula (Bardin & Amon, 2001; Stegmeier & Amon, 2004) (Figura 1.5).

La liberacion de Cdc14 al citoplasma por parte de la ruta MEN supone la activacion total
de la fosfatasa, que permite, entre otras funciones, la finalizacion del ciclo celular mediante la
desfosforilacion de los sustratos de los complejos M-CDK, la cual conduce a su inactivacién. Esto
hace que la ruta MEN sea esencial para la viabilidad celular. La liberacion inicial de Cdc14
dependiente de FEAR, por el contrario, no es un requisito para que finalmente se produzca la
salida de mitosis. No obstante, la ruta FEAR juega también un papelimportante en el control del
ciclo celular. La estabilizacidén y elongacién del huso mitotico, el posicionamiento del nucleo (Ross
& Cohen-Fix, 2004), la inhibicion de la transcripcion del ADN ribosémico (ADNr) asi como la
activacién de la ruta MEN, son procesos que necesitan de la liberacidn parcial de la fosfatasa
Cdc14 durante la fransicion metafase-anafase (Jaspersen & Morgan, 2000; Khmelinskii, Roostalu,
Roque, Antony, & Schiebel, 2009; Queralt & Uhimann, 2008; Roccuzzo, Visintin, Tili, & Visintin,
2015; Sanchez-Diaz, Nkosi, Murray, & Labib, 2012; Stegmeieretal., 2002) (Figura 1.5).

Ruta FEAR Ruta MEN

I }

Anafase

[ 6 Metafase

NGUICICEYES

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN EESEEEEEEESN SEEEEEEEEN
Cdc14 secuestrada Cdc14 totalmente Cdc14 secuestrada
(Nucléolo) liberada (Nicleo) (Nucléolo)
> Estabilizacion y elongacion > Activacion APC™™

del huso mitético
> Salida de Mitosis

> Activacion de MEN

> Citocinesis Nett
e

E.Nm:leo é SPB

> Transicion metafase-anfase
> Activacion de Sict | Cdcl4
> Condensacién ADNr @ P’ Grupo Fosfato

Figural. 5. Localizacion y actividad de Cdc14 en el ciclo celular.

La regulacion de la acvidad de la fosfatasa Cdc14 tiene lugar a fravés del control de su localizacion subcelular. Asi,
desde G1 hasta metafase, Cdc14 se encuentra secuestrada en el nucléolo gracias a su interaccion con Netl. Al final
de la metafase, la fosforilacion de Net! permite la liberacién de Cdc14 desde el nucléolo hasta el nucleoplasma. Esta
liberaciéon parcial de la fosfatasa esta regulada por la ruta de sefializacion FEAR, y permite la estabilizaciéon y
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elongacién del huso mitotico, la condensacion del ADNry la activacion de la ruta MEN, promoviendo, asi, la transicion
metafase-anafase. La ruta MEN es la encargada de catalizar la fosforilacion de Cdc14, que permite su liberacién final
al citoplasma. Esfa liberacion completa de la fosfatasa al final de anafase posibilita la acivacion de APCCdhy de Sict,
promoviendo la inactivacién de los complejos M-CDKy la salida de mitosis.

Aunque el papel que la retencion de Cdc14 juega en la regulacién del ciclo celularde S.
cerevisiae es un ejemplo de la importancia de las funciones desarrolladas por el nucléolo en la
célula, historicamente este organulo es conocido principalmente en relacion a su papel
fundamental en el proceso de biogénesis de los ribosomas. El nucléolo es un dominio subnuclear
que se forma alrededor del ADNr, una region del genoma compuesta por un conjunto de distintos
genes repetidos entandem. En S. cerevisiae estaregion del genoma se encuentra localizada en
el cromosoma Xl (Machin, Torres-Rosell, Jarmuz, & Aragon, 2005; Matos-Perdomo & Machin,
2019). De manera interesante, la segregacion de esta region del genoma esta sujeta a un estricio
control y, en la levadura de gemacion, este proceso no ocurre hasta que el resto del genoma ya
ha sido segregado (Torres-Rosell, Machin, Jarmuz, & Aragon, 2004). En concreto, lacondensacion
del ADNr, al contrario de lo que se observa para el resto del genomade S. cerevisiae, no tiene
lugar hasta la transicion metafase-anafase, cuando la fosfatasa Cdc14 bloquealatranscripcion del
ADNr mediada por la ADN polimerasa Poll, permitiendo, en ese momento, la carga de las
condensinas a esta region cromosomica (Clemente-Blanco et al., 2009; D'Amours, Stegmeier, &
Amon, 2004; Sullivan, Higuchi, Katis, & Uhlmann, 2004; Torres-Rosell et al., 2004). La expresién
del alelo termosensible cdc14-1, que impide la correcta inhibicion de la transcripcién del ADNr,
produce fallos en la condensacion y segregacion de esta region del genoma a temperaturas
restrictivas (Clemente-Blanco et al., 2009). De forma interesante, estudios realizados en nuestro
laboratorio de investigacion durante el desarrollo de esta tesis doctoral, llevados a cabo en
colaboracion con la Dra. Anabel de los Santos-Velazquezy el Dr. Javier Manzano-L6pez, nos han
permitido demostrar que la falta de expresion de Hit1 y Rsa1, dos factores de ensamblaje de
pequefias ribonucleoparticulas nucleolares (snoRNP, small nucleolar ribonucleoprotein)
necesarios para el procesamiento de los transcritos de Poll, provoca una hiper-condensacion
prematura del nucléolo. Este estado de condensacion esté ocasionado poruna mayor carga de
condensinas en esta region del genoma, que produce, ademas, un bloqueo en la transcripcion del
ADNr. Remarcablemente, el reclutamiento temprano de condensinas en las células que portan
deleciones enlos genes HIT10 RSA1 produce un retraso en la fransicion metafase-anafase y en
la salida de mitosis, debido a que la liberacién temprana mediada por FEAR de la fosfatasa Cdc14
se ve comprometida. Este defecto puede rescatarse mediante el uso de versiones mutantes de

condensinas en las células hit1A o rsa1A que permiten aliviar la hiper-condensacion del nucléolo,
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restableciendo de este modo la dinamica de liberacion de Cdc14 desde el nucléolo al nucleo (de
Los Santos-Velazquez, de Oya, Manzano-Lopez, & Monje-Casas, 2017) (Anexo 1). Nuestros datos
ponen de manifiesto, portanto, la necesidad de una estricta coordinacion entre la segregacion del
nucléolo y el control de la salida de mitosis, que es conseguida a través de la localizacion
diferencial de Cdc14. Asi, el fenotipo observado en las células hit1A o rsa1A nos permitié dar una
explicacién a las diferencias en las dinamicas de condensaciony segregacion del ADNr
observadas en S. cerevisiae respecto alade otras regiones del genoma, una cuestion que, hasta
el momento, seguia sin resolverse. La condensacion cromosémica es un paso esencial y previo a
la segregacion de las crométidas hermanas. Una condensacion prematura del nucléolo, impediria
la liberacion y activacion de Cdc14, produciendo un retraso enla progresion del ciclo celular. De
este modo, la compactacion de esta regidn cromosdmica debe ocurriruna vez Cdc14 haya sido
liberada del nucléolo, y antes de que la condensacion del ADNrtenga lugar, lo que concede a las
células una ventana temporal muy estrecha para que los procesos mitbticos se desarrollen. La
forma mas facil de resolver este problema es situando la condensacion del ADNr bajo el control
de Cdc14. De esta manera, sélo cuando la fosfatasa es liberada al nicleo en anafase temprana,
el nucléolo puede iniciar el proceso de condensacién del ADNr sin interferir con la liberacién de la
fosfatasa y la correcta progresion del ciclo celular (de Los Santos-Velazquez etal., 2017) (Figura
.6). La condensacién del nucléolo desempefia, por tanto, un papel muy importante en el control
de la division celular, pudiendo promover la retencion de diferentes factores en dicha estructura
en presenciade condiciones ambientales o fisiologicas adversas. Asi, porejemplo, encondiciones
de falta de nutrientes, ademas de producirse una hiper-condensacion del nucléolo (Tsang, Li, &
Zheng, 2007), nuestros resultados muestran una reduccién en la liberacion temprana de Cdc14
(de Los Santos-Velazquez et al., 2017). Por tanto, la modulaciéon de la compactacidn nucleolar
podria constituir un nuevo mecanismo de control del ciclo celular ante ciertas condiciones

fisiolégicas.

1.2. Control de la salida de mitosis.

La fosfatasa Cdc14 juega un papel crucial en el proceso de salida de mitosis y la
finalizacion del ciclo celular. Como se ha indicado anteriormente, esta proteina permanece

secuestrada en el nucléolo desde G1 hasta metafase, y su liberacion constituye un proceso
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secuencial que tiene lugar a lo largo de anafase y que esta controlado por las cascadas de
sefializacion FEAR y MEN.

ANAFASE ANAFASE
METAFASE TEMPRANA TARDIA
Liberacién
Cdc14
Segregacion EZ
cromosémica

Segregacion
ADNr

Transcritos ADNr

Condensinas -

&

ADNr Poll Nucléolo

Figural. 6. Coordinaciéon temporal de la liberacion de Cdc14 y la condensacion del ADNr en S. cerevisiae.
Cdc14 se encuentra secuestrada en el nucléolo desde G1 hasta metafase. La liberacidon de esta fosfatasa es un
mecanismo muy importante en el control dela salida de mitosis y ocurre de manera secuencial en dos efapas. Asi, en
la fransicion metafase-anafase Cdc14 es liberada del nucléolo al nicleo, y finalmente durante anafase se produce su
liberacién completa al citoplasma. Una de las funciones que Cdc14 desempefia en el nicleo es la inhibicion de la
transcripcion del ADNr dependiente de Poll, lo que facilita la carga de las condensinas a esta region del genoma. La
dindmica de condensacion y segregacion del ADNr en S. cerevisiae sigue un patron distinto a la del resto del genoma.
Asi, mientras la mayor parte del material genéfico comienza su segregacion en anafase temprana, noes hasta anafase
tardia cuando tene lugar la segregacion del nucléolo. Nuestro estudio revela que esta peculiaridad es esencial para
asegurar la correcta segregacion cromosomica sin afectar a la progresion del ciclo celular. Teniendo en cuenta que la
regulacion de la acvidad de Cdc14 depende fundamentalmente de su localizacion subcelular el confrol de su
liberacion desde el nucléolo es de vital importancia parala correcta coordinacion del ciclo celular. Por ofro lado, la
condensacion del ADN es un paso crucial en el proceso de segregacion cromosomica. Problemas en la liberacion
temprana de Cdc14 genera problemas en la condensacion del ADNr. De forma interesante nuestros datos demuestran
que la condensacion prematura de esta region del genoma bloquea la liberacion dependiente de FEAR de la fosfatasa.
La forma mas facil de evitar estas situaciones es situar la condensacion del nucléolo bajo el control de Cdc14. Asi,
Unicamente cuando la fosfatasa es liberada en anafase temprana, la condensacion del ADNr puede tener lugar. En
este sentdo, la condensacion y segregacion del ADNr controlada por Cdc14 permite la coordinaciéon entre la
segregacion cromosomica y el ciclo celular (de Los Santos-Velazquez et al., 2017).

1.21. Ruta FEAR.

La liberaciéntemprana de Cdc14 ocurre en la transicion metafase -anafase y supone la
liberacién de la fosfatasa del nucléolo al nucleo. Este proceso es iniciado mediante la activacion

de una cascada de sefalizaciéon conocida como la ruta FEAR. A su vez, esta ruta esta constituida
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por varias vias de sefalizacion que actuan de forma paralela con el objetivo de promover una
pérdidade afinidad entre Cdc14 y su inhibidor Net1, a través de la fosforilacion de este ultimo
(Rock & Amon, 2009).

Cada cromosoma mantiene ambas cromatidas hermanas unidas entre si desde fase S
hasta metafase gracias alas cohesinas. Estas proteinas tienen que ser destruidas para permitirla
segregacion de la dotacion genética durante anafase. Una destruccidn prematura o retrasada de
las cohesinas puede determinar problemas en el reparto del material genético y en la progresion
del ciclo celular (Cohen-Fix, 2001). El proceso de destruccidon de las cohesinas esta catalizado por
la separasa (Esp1 en S. cerevisiae), una proteasa que se mantiene inhibida hasta el final de
metafase mediante su union ala securina (Pds1en S. cerevisiae). Cuando todos los cromosomas
se encuentran bi-orientados en la placa metafasica, es decir, con ambas croméatidas unidas a
microtubulos que emanan desde polos opuestos de la célula, el complejo APC/CCde@ ybiquitina a
Pds1 promoviendo su degradacién, lo que determina la activacién de Esp1 y permite la
segregacion cromosdmica (Ciosk et al., 1998; Nasmyth, Peters, & Uhimann, 2000; H. Wang, Liu,
Wang, Qin, & Elledge, 2001) (Figura 1.7). Ademaés de inhibirla actividad de Esp1 hasta metafase,
Pds1tambiénes esencial para lalocalizacionde laseparasa. Asi, lafosforilaciénde Pds1mediada

por Cdc28-Clb2 permite su uniéna Esp1y su localizacion nuclear (Agarwal & Cohen-Fix, 2002).

Ademas de supapel proteolitico enladegradacionde las cohesinas, laactivacionde Esp1
promueve laformaciénde un complejo con Slk19, que se dirige alos cinetocoros y ala zonamedia
del huso (Sullivan & Uhimann, 2003). SIk19 es importante tanto parala liberacién de Cdc 14, como
para la estabilizaciondel huso mitético. Se hadescrito, ademas, que estaproteina retiene a Cdc14
en el nucleo hasta las Ultimas etapas de anafase, cuando es finalmente liberada al citoplasma
(Faust, Wong, Yates, Drubin, & Bares, 2013). EI complejo Esp1-Slk19, junto con las proteinas
Zds1y Zds2, inhiben a la fosfatasa PP2ACdc%5 (Figura I.7). Aunque el papel de Zds1y Zds2 en la
regulacionde laactividad de PP2A no esta deltodo definido, existenalguno s estudios que sefalan
que ambas proteinas regulan la localizacion de Cdc55, modulando, de esta manera, la actividad
de PP2A (Calabria, Baro, Rodriguez-Rodriguez, Russinol, & Queralt, 2012; Queralt & Uhimann,
2008; Rossio & Yoshida, 2011). La accién de PP2ACde55 sobre Net1 estabiliza su asociacion con
Cdc14 hasta metafase. La inhibicion de esta fosfatasa al comienzo de anafase permite la
fosforilacion de Net1 y la consiguiente pérdida de afinidad de esta proteina por Cdc14 (Queralt,
Lehane, Novak, & Uhimann, 2006; Tang & Wang, 2006) (Figura 1.7).
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La pérdida de unién de Cdc14 con su inhibidor Net1 esta catalizada por varias vias
paralelas. Por un lado, la inhibicién de PP2ACdc35 permite la fosforilacion de Netl a través de
Cdc28-Clb1/Clb2. Sin embargo, la fosforilacion de Net1 por CDK no es suficiente para mantener
la pérdida de unién con la fosfatasa y que esta pueda ser liberada desde el nucléolo al nicleo.
Para conseguir una disociacion prolongada, Cdc28-Clb1/Clb2 cataliza también la fosforilacion de
Spo12, que junto con Fob1, Tof2y Sir2 forman el complejo RENT (regulator of nucleolar silencing
and telophase) en el nucléolo. Spo12y Fob1 actiian como reguladores negativos de la ruta FEAR,
manteniendo la estabilidad de lainteraccion entre Cdc14 y Netl. La fosforilacién de Spo12 por los
complejos M-CDK durante la transicidn metafase-anafase promueve la desestabilizacion del
complejo, facilitando laliberacion de la fosfatasa (Tomson et al., 2009) (Figura I7). Es importante
destacar que el mantenimiento de Spo12 en un estado no fosforilado depende de la accion de
Cdc14 (Tomson et al., 2009). Por otro lado, la Polo quinasa Cdc5 también es un elemento
importante de laruta FEAR, ya que cataliza la fosforilaciondirectade Net1 al comienzo de anafase,
lo que contribuye a la liberacion de Cdc14 al nucleo (Liang, Jin, Liu, & Wang, 2009; R. Visintin,
Stegmeier, & Amon, 2003; Yoshida & Toh-e, 2002) (Figura .7).
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Figural. 7. Regulacion de la ruta FEAR.

En la fransicién metafase-anafase, el complejo APC/CCdc20 cataliza la degradacion de la securina Pds1, lo que permite
la activacion de la separasa Esp1. Ademés de cafalizar la degradacion de las cohesinas que mantenen unidas a las
cromafidas hermanas, la accién conjunta de Esp1, Sk19, Zds1y Zds2 promueve la inhibicion de PP2ACdcS5, La caida
de laactividad fosfatasa PP2ACdcS5, |a fosforilacion de Spo12 y la inhibicién de Fob1, asi como la aclividad del complejo
M-CDK y de la quinasa Cdcb, permiten la fosforilacion del inhibidor Net1, favoreciendo su pérdida de afinidad con
Cdc14 e induciendo, asi, la liberacién inicial de la fosfatasa desde el nucléolo al nicleo.
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1.2.2. Ruta MEN.

La ruta MEN es la responsable de la liberacién y el mantenimiento de Cdc14 en el
citoplasma, permitiendo asila finalizacién de la mitosis. Esta cascada de sefalizacion interviene,
ademas, en el control de otros procesos celulares de gran importancia en S. cerevisiae, como son
la orientacidén del huso mitético, la herencia asimétrica de los SPBs o el inicio de la citocinesis.
MEN es una ruta esencial para la levadura, y mutaciones en algunos de sus componentes
imposibilita la finalizacion del ciclo celular, dando lugar a células arrestadas en anafase tardia, con

gemas de gran tamafio, actividad CDK elevaday Cdc14 re-secuestrada en el nucléolo.

1.2.2.1. Cascada de seializacion de la ruta MEN.

La ruta MEN es iniciada por la GTPasa Tem1, que se mantiene en su forma inactiva
(Tem1-GDP) hasta anafase gracias a la accion de Bfa1-Bub2, un complejo inhibidor de dos
componentes que actla como una proteina activadora de GTPasa (GAP, por sus siglas eninglés
GTPase activatingprotein). En condiciones normales, cuando las células han alcanzado anafase
y el huso mitético esta correctamente posicionado, la fosforilacion de Bfa1 catalizada por la
quinasa Cdc5 provoca la inhibicion de complejo Bfa1-Bub2, lo cual permite la activacién de Tem1
(Figura 1.8). Para que la GTPasa adquiera su forma activa (Tem1-GTP), se requiere,
adicionalmente, la accion de Lte1 (Figura 1.8). Tem1-GTP promueve la activacion secuencia de
las quinasas Cdc15 y Dbf2. Asi, en primer lugar, Tem1 facilita la localizacion de Cdc15 en el SPB,
lo que constituye un paso esencial para la activacion de esta quinasa. A continuacion, Cdc15
cataliza a su vez la activacién de Dbf2 a través de dos vias paralelas. Por un lado, fosforila
directamente a Dbf2, y por otro cataliza la fosforilacion de una regién del SPB que favorece el
reclutamiento de la subunidad reguladora de Dbf2, Mob1 (Rock et al., 2013). El complejo Dbf2-
Mob1 es el efectorfinal de laruta MEN, y mediala liberaciénde Cdc14 al citoplasma a través de
la fosforilacion de una sefial de localizacion nuclear (NLS, nuclear localization signal) en dicha
proteina, impidiendo asila relocalizacién de la fosfatasa en el nicleo y garantizando su retencion
enelcitoplasmacelular (Mohl etal., 2009) (Figura 1.8). Porotro lado, estudios in vitrohan permitido
identificar a Net1 como sustrato de fosforilacion de Dbf2-Mob1, aunque hasta el momento no se
han podido verificar condatos in vivo (Mah et al., 2005) (Figura 1.8). Finalmente, en paralelo, es
importante destacar que Dbf2 fosforila algunos elementos importantes para el inicio de la

citocinesis (Meitinger, Palani, Hub, & Pereira, 2013).
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1.2.2.2. Regulacion de la ruta MEN.

La ruta MEN de S. cerevisiae esta sometida a un estricto control espacial y temporal,
mediado en parte por las modificaciones post-traduccionales que sufren las proteinas que la
conforman. Dichas modificaciones permiten cambios tanto en la actividad como en la localizacion
de los componentes de laruta (Baro, Queralt, & Monje-Casas, 2017). Un gran nimero de estos,
como Tem1, Bfa1-Bub2, Cdc15, Cdc5y Dbf2-Mob1, se localizan en algun momento en los SPBs,
a través de suinteraccion con la proteina Nud1, un elemento e structural de la cara citoplasmética

de los cuerpos polares (Gruneberg, Campbell, Simpson, Grindlay, & Schiebel, 2000) (Figura .8).

Como se haindicado, la accién del complejo Bfa1-Bub2 garantiza que Tem1 permanezca
inactiva hasta anafase. La actividad GAP del complejo reside en Bub2, mientras que Bfa1 se
encarga de mediar la interaccion entre Tem1 y Bub2, asi como de evitar la disociacion de los
nucledtidos de guanina (actividad GDI, guanine dissociation inhibitor) de la GTPasa (Geymonat,
Spanos, de Bettignies, & Sedgwick, 2009; Geymonat et al., 2002; Ro, Song, & Lee, 2002). Bfa1-
Bub2 y Tem1 se localizan en los SPBs. Esta localizacion es, ademas, asimétrica, ya que dichas
proteinas se asocian preferenciaimente al SPB que es heredado porlacélula hija (dSPB, daughter
SPB) durante anafase. La localizacion de Bfa1y Bub2 en estas estructuras es interdependiente,
mientras que es independiente de Tem1. Sinembargo, para que Tem1 se localice enlos SPBs es
imprescindible la presencia del complejo Bfa1-Bub2 en los mismos (Pereira, Hofken, Grindlay,
Manson, & Schiebel, 2000). La asociacion de Bfa1-Bub2 a los SPBs es mas estable que la
observada para Tem1 (Caydasi & Pereira, 2009; Monje-Casas & Amon, 2009). Por su parte, la
localizacion de Tem1 enlos SPBs es crucial para que las células sean capaces de activar la ruta

MEN vy finalizar la mitosis (Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011).

El patron asimétrico en la localizacion de Bfa1-Bub2 en los SPBs es esencial para la
modulacion de su actividad, y se han descrito numerosos factores que regulan la asociacion del
complejo GAP con estas esfructuras. La localizacién asimétrica de Bfa1-Bub2 en el dSPB esta
mediada por la interaccidn entre los microtibulos que emanan de este SPBy el cortex de la gema,
asicomo porcomponentes delpolarisoma (Caydasi & Pereira, 2009; Monje-Casas & Amon, 2009).
Porotro lado, la actividad de este complejo esta altamente regulada por la accion de dos proteinas
que se asocian al cortex celula: Lte1y Kin4. Lte1, que se localizaen el cortex de la gema, actua
como regulador positivo de la ruta MEN. Aunque inicialmente se habia propuesto que Lte1 era un

intercambiador de guaninas (GEF, guanine exchange factor) de Tem1, estudios mas recientes
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proponen que su papel consiste en bloquear la activacion de la GTPasa hasta anafase mediante
el control de la actividad y localizacion de Bfa1 y de la quinasa Kin4, una proteina que juega un
papel fundamental en la inhibicién de la salida de mitosis cuando existen problemas de
posicionamiento del huso (Bertazzi, Kurtulmus, & Pereira, 2011; Falk, Chan, & Amon, 2011;
Geymonat et al., 2009). Asi, la inhibiciony exclusion de Kin4 de la célula hija mediada por Lte1
permite la fosforilacién de Bfa1 por Cdc5 una vez que el SPB al que se encuentra asociado el
complejo GAP entraen lagema (Caydasi etal., 2017; Geymonatetal., 2009) (Figura .8). Estudios
recientes han demostrado que esta fosforilacion de Bfal es contrarrestada por la accién de la
fosfatasa PP2ACdeS5, Durante la transicion metafase-anafase, la liberacién temprana de Cdc14
promueve la inhibicion de PP2ACd%5 o que permite que Cdc5 puede ejercer su funcién inhibidora
sobre Bfa1 (Baro et al., 2013). Remarcablemente, la fosforilacion de Bfal por parte de Cdc5
durante anafase también contribuye a regular la localizacion asimétrica del complejo GAP (Hu et
al., 2001; Kim, Luo, Bahk, & Song, 2012; Pereira, Tanaka, Nasmyth, & Schiebel, 2001).
Finalmente, es importante sefialar que la Kin4, que se encuentra retenida mayoritariamente en el
cortex de la célulamadre, también se asocia de manera transitoria al SPB que permanece en este
compartimento (mSPB, mother SPB). Cuando las células no posicionan el huso mitotico
correctamente y los dos SPBs quedan retenidos en la célula madre, Kin4 fosforila a Bfat,
impidiendo que esta proteina pueda ser fosforilada por Cdc5. De esta manera, Kind actiia como
un regulador negativo de laruta MEN (D'Aquino et al., 2005; Maekawa, Priest, Lechner, Pereira,
& Schiebel, 2007; Pereira & Schiebel, 2005) (Figura 1.8). La separacion espacial de las proteinas
Lte1y Kind es, portanto, un mecanismo esencial en la activacién de la ruta de salida de mitosis,

una vez las células han alcanzado anafase.

Tras su activacion, Tem1 mediala carga de Cdc15a los SPBs (Figura 18). De hecho, un
aumento en el tiempo de residenciade Tem1 en los cuerpos polares provoca una localizacion
prematura de Cdc15 en estas estructuras (Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011). Ademas, la
POLO quinasa Cdc5, a través de la fosforilacién de Nud1, también favorece la carga de Cdc15en
los SPBs, unpunto esencial enel control de MEN. De forma interesante, estudios previos muestran
que la localizacién de Cdc15 en los SPBs es suficiente para promover la salida de mitosis en
mutantes de Tem1 0 Cdc5 (Rock & Amon, 2011). La activacion de Cdc15y su localizacion en los
SPBs permite la activacion de la quinasa Dbf2 a través de dos fosforilaciones secuenciales (Figura
.8). En primerlugar, Cdc15 fosforila a la proteina estructural de la cara citosélica del SPB Nud1,
lo que genera un sitio de unién que favorece el reclutamiento de Mob1, la subunidad reguladora

de Dbf2. Una vez que el complejo Dbf2-Mob1 se localiza en los SPBs, es fosforilado por Cdc15,

18



INTRODUCCION

lo que promueve su activacion (Rock et al., 2013). Las quinasas Cdc15 y Dbf2 también son
reguladas a través de la actividad CDK-ciclina (Figura 1.8). En el caso de Cdc15, la actividad de
los complejos M-CDK controla el reclutamiento de la quinasa alos SPBs. Asi, durante la transicion
metafase-anafase, la liberacion de Cdc14 dependiente de FEAR permite la desfosforilacion de
Cdc15, facilitando su activacion (Jaspersen & Morgan, 2000; Xu, Huang, Kaiser, Latterich, &
Hunter, 2000). De hecho, al comienzo de anafase, Cdc15 favorece el reclutamiento de Cdc28 al
mSPB. A continuacién, la actividad M-CDK promueve la exclusién de Cdc15 del mSPB (Konig,
Maekawa, & Schiebel, 2010). La fosforilacion de Mob1 porparte de Cdc28 tiene un efecto inhibidor
sobre la actividad del complejo Dbf2-Mob1. La regulacién de la actividad de Cdc14, PP2ACdc% y
Cdc28-Clb2 en distintos momentos del ciclo, permite un control estricto de la activacion e
inactivacion de la quinasa efectora de la ruta MEN Dbf2, mediante la regulacion de su fosforilacion
(Konig etal., 2010).
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Figural. 8. Regulacion de la ruta MEN.

La aclividad GAP de Bfa1-Bub2 regula negatvamente a la GTPasa Tem1 durante la mayor parte del ciclo celular.
Cdc5 fosforila e inhibe a Bfa1 en anafase, lo que permite la acivaciéon de la ruta MEN. Kin4 impide la fosforilacion
inhibidora de Cdc5 sobre Bfa1 cuando el huso mitdfico se encuentra incorrectamente posicionado. Durante un ciclo
celular normal, el activador Lte1 impide la localizacién de Kin4 en el dSPB, lo que favorece la activacion de la ruta
MEN en anafase. La mayoria de las proteinas dela ruta MEN se localizan en los SPBs gracias a la proteina de anclaje
Nud1. La acfivacion de la GTPasa Tem1 en los SPBs permite la localizacién y activacion de la quinasa Cdc15 en
esfas estructuras. Cdc5 coopera junto con Tem1 regulando la localizacién de Cdc15 en los SPBs en anafase. Una
vez activa, Cdc15 fosforila a la quinasa Dbf2-Mob1, responsable a su vez de la fosforilacién de la fosfatasa Cdc14 al
final de mitosis y su consiguiente liberacion al citoplasma. El complejo Cdc28-Clb2 inhibe la aclividad de las proteinas
Cdc15 y Mob1, lo que impide la activacién de la ruta MEN antes de anafase.
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1.2.2.3. Otras funciones de MEN.

El papel de laruta MEN en el control de la salida de mitosis ha sido ampliamente estudiado.
La activacién de esta cascada de sefalizacion esta coordinada con la progresion del ciclo celular,
de manera que las células se aseguran de que la finalizacion de la mitosis no tiene lugar si han
habido problemas en etapas previas del ciclo. Numerosos modelos proponen que la actividad de
MEN se restringe a las ultimas etapas de la mitosis, promoviendo la liberacién total de Cdc14 al
citoplasma en anafase tardia. Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que la actividad de

MEN es importante, también, en etapas tempranas de la mitosis (Hotz & Barral, 2014).

La division celular asiméfrica caracteristica de la levadura S. cerevisiae requiere el
establecimiento del plano de divisién y el posicionamiento del huso mitético de manera
perpendicular al mismo. Este proceso de posicionamiento del huso en la levadura de gemacion
esta vinculado, ademas, a una segregacion no aleatoria de los SPBs entre la célula madre y la
célula hija. Durante un ciclo celular normal, el SPB pre-existente es heredado porla célula hija,
mientras que la célula madre se queda con el SPB de nueva sintesis. Este patron asimétrico de
herencia requiere la accidn del factor de posicionamiento Kar9, que, durante metafase, se localiza
en el SPB pre-existente y permite la nucleacidonde los microtubulos astrales desde este SPB hasta
el cortex de la célula hija (D. L. Beach, Thibodeaux, Maddox, Yeh, & Bloom, 2000). Estudios
previos demuestran que la inactivacion de MEN durante metafase provoca alteraciones en la
localizacion de Kar9. En esta situacion, Kar9 se asocia porigual aambos SPBs, promoviendo una
aleatorizacion de la herencia de estas estructuras entre las células resultantes tras la division
celular. En concreto, se ha propuesto que la fosforilacién de Kar9 catalizada por Dbf2 cumple un
papelimportante en la regulaciéon de la asimetria de esta proteina en el SPB durante metafase
(Hotz, Leisner, etal., 2012; Hotz, Lengefeld, & Barral, 2012).

Ademas de esta funcidn en el control del posicionamiento del huso y la herencia de los
SPBs, enlos ultimos afios, se ha demostrado que Dbf2 juega un papel importante en la regulacién
de la entrada en mitosis a través de la fosforilacion de factores que controlan la exportacion del
ARN mensajero (ARNm) de Clb2 desde el nlcleo a citoplasma durante etapas tempranas de la
mitosis (Messier, Zenklusen, & Michnick, 2013). En concreto, Dbf2 fosforila a Hmt1, permitiendo
su entrada en el nucleo. Una vez dentro del nucleo, esta proteina estabiliza el ARNm de Clb2,
permitiendo su salida al citoplasmay la traduccion de la ciclina (Messier etal., 2013). Estos datos

indican la relevancia de Dbf2 como regulador clave para el desarrollo de la mitosis.
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La citocinesis es laUltima fase del ciclo celulary supone ladivisiéndel contenidode lacélula
original entre las dos células hijas. Distintos estudios sugieren que los componentes de la ruta
MEN también tienen un papelimportante en esta Ultima etapa de la mitosis en S. cerevisiae. Asi,
una vez Cdc14 esliberadaal citoplasmaal final de anafase, se localizaen el cuello de lagemacion
durante la citocinesis (Bembenek et al., 2005), donde cataliza la desfosfosforilacion de diversos
sustratos esenciales para la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Meitinger, Palani, &
Pereira, 2012). Porotro lado, lainhibicionde laactividad de los complejos M-CDK al final de mitosis
permite la localizaciénde las quinasas Cdc5, Cdc15 y Dbf2-Mob1 en el cuello de la gemacion
(Hwa Lim, Yeong, & Surana, 2003). Una vez asociadas a estas estructuras, Cdc5y Dbf2-Mob1
sonresponsables de la fosforilacion de la proteina Hof1, promoviendo su localizacion en el anillo
de actino-miosina, y la consiguiente constriccion del mismo durante la citocinesis (Meitinger etal.,
2011; Meitingeretal., 2013).

La actividad de elementos responsables del control de la salida de mitosis en etapas
tempranas del ciclo no es una caracteristica exclusiva de S. cerevisiae. Asi, en S. pombe, la ruta
SIN (septation initiation network), equivalente a MEN en la levadura de fisién, también cumple
funciones en etapas tempranas de la mitosis. Porun lado, esta actividad temprana es importante
para el control del ensamblaje del anillo contractil de actino-miosina esencial para la citocinesis
(Hachet & Simanis, 2008). Porotro, Sid2, el homologo de Dbf2 en este organismo, promueve la
entrada en mitosis de forma independiente al resto de componentes de la ruta SIN (Grallert,
Connolly, Smith, Simanis, & Hagan, 2012). En el hongo filamentoso Ashbya gossypii, que expresa
ortélogos de todos los componentes de laruta MEN de S. cerevisiae, la inactivacion de algunos
de estos elementos provoca problemas en la progresion de metafase (Finlayson, Helfer-
Hungerbuhler, & Philippsen, 2011). Por dltimo, en células de mamiferos también se ha observado
una actividad temprana de algunos componentes de ruta Hippo de salida de mitosis (ruta
homologa a MEN en estos organismos). Asi, existen estudios que describen funciones para los
homologos de Cdc15 y Dbf2 durante G2 en condiciones de dafio en el ADN, asi como en el
alineamiento correcto de los cromosomas durante metafase (Chiba, lkeda, Katsunuma, Ohashi, &
Mizuno, 2009; Chiyoda etal., 2012). Todas estas observaciones ponen de manifiesto que, aunque
la principal funcion de MEN (y de sus homdlogos en otros organismos) se desarrolle durante las
etapas finales de mitosis, algunos de sus componentes también desempefian funciones en fases

tempranas del ciclo. Esto determina que la regulacion de esta cascada de sefializacidn sea muy
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compleja, siendo necesarialaintegracionde distintas rutas para permitir el preciso control temporal

de la progresiony finalizacidn del ciclo celular (Hotz & Barral, 2014).

1.3. Checkpoints mitéticos y el control en la salida de mitosis.

La salida de mitosis constituye la finalizacion del ciclo celular. El estricto control y
coordinacidn de este proceso es crucial para asegurar que la division celular sélo tenga lugar si
los cromosomas se han replicado correctamente y han sido repartidos de manera equitativa entre
las células resultantes, evitando, de estamanera, la aparicionde células con cariotipos ab errantes.
Con el objetivo de paliar los problemas asociados a la progresién del ciclo celular, las células
eucariotas han desarrollado diferentes mecanismos de vigilancia conocidos como puntos de
control o checkpoints. Estos checkpoints retrasan o inhiben la progresion del ciclo celular, de
manera que conceden a las células el tiempo necesario para solventar los errores que hayan
podido suceder durante el mismo. En la levadura S. cerevisiae, los puntos de control mas
relevantes son el checkpoint de dafio en el ADN (DDC, DNA damage checkpoint), que se activa
cuando la integridad del genoma ha sido comprometida bloqueando la progresién del ciclo en la
transicion metafase-anafase (Ciccia & Elledge, 2010; Harrison & Haber, 2006; Ibrahim, 2015), el
checkpoint de ensamblaje del huso mitotico (SAC, spindle assemby checkpoint), que controla que
los cinetocoros de los cromosomas estén unidos a los microtibulos del huso y cuya activacion
impide laseparacionde las cromatidas hermanas, provocando, también, laparada del ciclo celular
enla transicidn metafase-anafase (Aravamudhan, Chen, Roy, Sim, & Joglekar, 2016; Lew & Burke,
2003; Musacchio & Salmon, 2007), y el checkpoint de posicionamiento del huso (SPOC, spindle
position checkpoint) que bloquea la progresidn del ciclo celular en anafase si el huso mitético no
se encuentra bien alineado con respecto al plano de divisién (Caydasi, lorahim, & Pereira, 2010;
Caydasi & Pereira, 2012; Lew & Burke, 2003). De forma interesante, a pesar de que estos puntos
de control se activan en respuesta a diferentes sefiales y en distintos momentos del ciclo celular,
todos ellos desencadenan rutas de sefalizacion que, en la levadura de gemacion, promueven la
inhibicionde laruta de salidade mitosis a través de la activaciéndel complejo Bfa1-Bub2 (Matellan
& Monje-Casas, 2020).

22



INTRODUCCION
1.3.1. Checkpoint de daiio en el ADN (DDC).

El mantenimiento de laintegridad del genoma es clave para asegurar la viabilidad celular.
Existen numerosos factores externos, como las radiaciones ionizantes o ultravioletas y distintos
agentes quimicos, que provocan cambios estructurales en la cadena de ADN que pueden originar
la aparicion de mutaciones. Ademas, el propio metabolismo celular también supone un factor de
riesgo para la integridad del genoma. La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o
procesos celulares como la replicacion o la transcripcion del ADN pueden provocar tanto
alteraciones en la secuencia de nucledtidos, como la aparicion de roturas de doble cadena (DSBs,
double-strand breaks). En presencia de dafio en el ADN se desencadenan diferentes mecanismos
que, de forma global, conforman lo que se conoce como larespuesta a dafio en el ADN (DDR,
DNA damage response), que trata de reparar tanto el estrés replicativo como el dafio en el ADN,
al mismo tiempo que coordinaunarespuesta integral de lacélulaconelfin de protegerlay aminorar
los efectos nocivos que puedan tener sobre el organismo (Barnum & O'Connell, 2014; Ciccia &
Elledge, 2010; Matellan & Monje-Casas, 2020).

1.3.1.1. Funcionamiento del DDC.

Uno de los mecanismos mas importantes en la respuesta DDR es el DDC, un checkpoint
que, como se ha comentado anteriormente, provoca una parada del ciclo celular como
consecuencia de la presencia de lesiones en el ADN. La aparicién de dafio en el ADN, de manera
general, promueve el bloqueo del ciclo celularen G2/M. Asi, en S. pombe y células humanas, la
activacion del DDC impide la entrada en mitosis, mientras que en S. cerevisiae la activacion del
DDC inhibe especificamente la transicién metafase-anafase, al mismo tiempo que produce la
inhibicion de la salida de mitosis (Harrison & Haber, 2006; Hu et al., 2001; Sanchez et al., 1999;
Valerio-Santiago, de Los Santos-Velazquez, & Monje-Casas, 2013; Y. Wang, Hu, & Elledge, 2000).
Este bloqueo puede extenderse porun periodo equivalente a varios ciclos, lo que normalmente

concede alas células el iempo suficiente para solucionar el dafio generado.

De manera resumida, los componentes del DDC se pueden agrupar en tres bloques:
proteinas que detectaneldafio generado (sensores), elementos adaptadores y proteinas efectoras

(McGowan & Russell, 2004). En S. cerevisiae, las quinasas Mec1y Tell (ATR y ATM en
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mamiferos, respectivamente) se activan en respuesta a una gran variedad de lesiones en el ADN
(Sanchez etal., 1996). Mientras que Tel1 se activa fundamentalmente ante la presencia de DSBs,
Mec1 responde adafios en los que se acumula ADN de cadena sencilla (ssDNA, single-stranded
DNA) (Ciccia & Elledge, 2010). La aparicién de ssDNA esta asociada a diferentes tipos de dafio
(entre los que se encuentran los DSBs), y es reconocida por el complejo RPA (Rfa1-Rfa2-Rfa3),
que permite el reclutamiento de la proteina sensora Mec1 a través de Ddc2 (Cortez, Guntuku, Qin,
& Elledge, 2001; Dubrana, van Attikum, Hediger, & Gasser, 2007; Paciotti, Clerici, Lucchini, &
Longhese, 2000; Zou & Elledge, 2003). Para la completaactivacionde Mec1 es necesarialaaccion
del complejo 9-1-1 (Ddc1-Rad17-Mec3) (Majka, Binz, Wold, & Burgers, 2006). La aparicion de
DSBs permite la accion coordinada de Tel1y Mec1. Asi, este tipo de lesiones son reconocidas por
el complejo MRX (Mre11-Rad50-Xrs2), permitiendo el reclutamiento de Tel1 a la zona dafiada.
Una vez alli, Tel1 activa la maquinaria de reparacion, que permite la recesidn de los Ultimos
nucleotidos de los extremos 5" de larotura, la posterior amplificacién de lazona recesionada, y la
aparicion de un fragmento de ssDNA que es reconocido por el complejo RPA, el cual facilita el
reclutamiento de Mec1 (Dubrana etal., 2007; Nakada, Matsumoto, & Sugimoto, 2003).

Una vez que las quinasas Tel1 y Mec1 se localizan en el lugar donde se ha producido el
dafio, fosforilan a la histona H2AX, permitiendo la asociacién de factores remodeladores de la
cromatina que facilitan el acceso de la maquinaria de reparacion al sitio dafiado (Clerici, Mantiero,
Lucchini, & Longhese, 2005; Mimitou & Symington, 2008). Esta modificacion de las histonas
promueve, a su vez, el reclutamiento de Rad9, que actia de adaptador entre las proteinas
sensoras y las proteinas efectoras. Asi, la fosforilacion catalizada por Rad9 permite la activacion
de las quinasas efectoras Chk1 y Rad53 mediante dos mecanismos diferentes (Sweeney et al.,,
2005; Zou, Cortez, & Elledge, 2002). Por un lado, Rad53 interacciona con Rad9 a través de los
dominios FHA, promoviendo de esta manera su autofosforilacion. Chk1, por su parte, carece de
estos dominios, y su interaccion con Rad9 depende del dominio N-terminal de esta proteina
(Blankley & Lydall, 2004; Schwartz et al., 2002; Sun, Hsiao, Fay, & Stern, 1998). Rad53 y Chk1
actuan activando rutas de sefalizacidn paralelas que determinan, en ultima instancia, el bloqueo

de la progresion del ciclo celular (Liang & Wang, 2007; Sanchez etal., 1999) (Figura 1.9).
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1.3.1.2. Control de la progresion del ciclo celular por el DDC.

Como se haindicado, Chk1y Rad53 inhibenla progresion del ciclocelularen S. cerevisiae
promoviendo un bloqueo de la transicion metafase -anafase. En presencia de dafio en el ADN,
Chk1 fosforila a la securina Pds1, evitando su ubiquitinacién por el complejo APC/CCde20, Al no ser
degradada por el proteosoma, la securina sigue inhibiendo a la separasa Esp1, responsable de la
protedlisis de las cohesinas al final de la metafase. Todo esto impide, porotro lado, la activacion
de laruta FEAR y laliberacion de Cdc14 del nucléolo, potenciando el bloqueo de la progresion del
ciclo celular (Agarwal, Tang, Yu, & Cohen-Fix, 2003; Cohen-Fix & Koshland, 1997) (Figura 1.9).
Por su parte, la activacion de Rad53 produce el bloqueo en mitosis a través de dos mecanismos.
Porun lado, evidencias previas sugieren un papel de Rad53 en la estabilizacion de Pds1 evitando
su interaccidn con APC/CCde20 y su ubiquitinacion (Agarwal et al., 2003) (Figura 1.9). Ademas, la
activacion de Rad53 afecta al proceso de elongacion del huso mitotico, un evento clave en la
consecucion de la anafase. En condiciones normales, las quinesinas Cin8 y Kip1 catalizan la
separacion de los SPBs y la elongacion del huso mitotico. La deposicion de estas proteinas es
posible gracias la fosforilacién secuencial catalizada por Cdc28 y Cdc5 sobre el cofactor Cdh1. La
forma fosforilada de Cdh1 permite la inactivacion del complejo APC/CCd!y |a inhibicion de la
ubiquitinacion de las quinesinas (Crasta, Lim, Giddings, Winey, & Surana, 2008). En condiciones
de activacion del DDC, Rad53 fosforilaa Cdcb, de manera que la mantiene en un estado inactivo.
Estainactivacién de Cdc5 impide la fosforilacion de Cdh1, lo que provoca errores en las dindmicas
de elongacion del huso mitotico y progresién del ciclo celular (Zhang, Nirantar, Lim, Sinha, &
Surana, 2009) (Figura 1.9). Por otro lado, se ha demostrado que la quinasa PKA (protein kinase
A), un complejo proteicoesencial enel control del crecimiento celulary enla respuestaa diferentes
tipos de estrés, interviene en el bloqueo del ciclo celular en la transicion metafase -anafase en
condiciones de activacién del DDC a través de la fosforilacion y estabilizacion de Pds1, actuando
de manera paralela a las rutas dependientes de Chk1y Rad53 (Searle, Schollaert, Wilkins, &
Sanchez, 2004) (Figura 1.9). Finalmente, analisis recientes situan a Dun1 (quinasa implicada en el
DDC que guarda una estrecha relacion estructural y funcional con Rad53) como una de las
quinasas efectoras de la estabilizacion de Pds1 en presencia de dafio en el ADN, a través de un
mecanismo mediado por Rad53 (Yam, Chia, Shi, Lim, & Surana, 2020) (Figura 1.9).

Al mismo tiempo que la activacion del DDC provoca un bloqueo de la progresion del ciclo
celular enla transicion metafase-anafase, la presenciade dafio enel ADNen S. cerevisiae también

produce lainhibicidn de la ruta MEN de salida de mitosis mediante la regulacidn de la actividad del
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complejo Bfa1-Bub2 a través de la accion de la quinasa Rad53 (Hu et al., 2001). En condiciones
normales, Cdc5 fosforila a Bfa1 durante anafase, provocando la inhibicion del complejo Bfa1-Bub2
y la salida de mitosis (Figura 1.8). Sin embargo, en presencia de dafio en el ADN, Bfal no es
fosforilada por Cdc5, manteniéndose en un estado hipo-fosforilado que impide su inactivacién. El
mantenimiento de la actividad de Bfa1 es una respuesta comun a diferentes tipos de dafio sobre
el ADN. Sin embargo, lainhibicién de MEN s6lo es esencial en presencia de telomeros dafiados
(Hu etal., 2001; Valerio-Santiago etal., 2013). A pesarde laexistenciade ciertacontroversia sobre
el mecanismo por el que Rad53 regula al complejo Bfa1-Bub2 (Hu et al., 2001; Liang & Wang,
2007), estudios recientes llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion han permitido
demostrar que, en presencia de dafios en el ADN telomérico, Rad53 inhibe la actividad de Cdc5
sobre Bfa1, lo que mantiene la actividad del complejo Bfa1-Bub2, bloqueando, asi, la salida de

mitosis (Valerio-Santiago etal., 2013).

Enresumen, portanto, elDDC en S. cerevisiae es capaz de parar el ciclo celular e impedir
la salida de mitosis a través de dos vias. Porun lado, |a estabilizacion de Pds1, gracias ala accion
de Chk1 (y Rad53), afecta a la separacion de las cromatidas hermanas y, de este modo, ala
liberacién temprana de Cdc14 dependiente de FEAR. Por otro lado, la inhibicién de Cdc5 mediada
por Rad53, ademas de impedir la elongacion del huso mitético, mantiene activo al complejo Bfa1-
Bub2, inhibiendo la sefializacion porla ruta MEN (Liang & Wang, 2007) (Figura 19).

1.3.2. Checkpoint de ensamblaje del huso mitético (SAC).

1.3.2.1. Deteccion de uniones incorrectas microtubulo-cinetocoro.

Para asegurar el reparto equitativo del material genético y evitar la aparicion de
aneuploidias, es esencial que se produzcalaunién correctade los cromosomas alos microtibulos
delhuso mitético, que emanan de los centros organizadoresde microtibulos (MTOCs, microtubule
organizing centers), situados en polos opuestos de las células. Los MTOCs se conocen como los
SPBs en las levaduras, mientras que en las células eucariotas superiores son los denominados
centrosomas. Launién de los microtubulos conlos cromosomasocurre através de los cinetocoros,
unas estructuras proteicas que se ensamblan alrededor de las regiones de ADN centromérico
(ADNc) (Cheeseman & Desai, 2008; London & Biggins, 2014). En los cinetocoros se distinguen
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dos regiones bien diferenciadas y altamente conservadas a lo largo de la evolucion: la regién
interna, que interacciona directamente con el ADNc, y una regién externa que interacciona con los
microttbulos (G. K. Chan, Liu, & Yen, 2005).
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Figural. 9. Regulacion del DDCy progresién del ciclo celular.

La presencia de dafio en el ADN promueve la activacion de Mec1 y Tel1, que actian como proteinas sensoras.
Mec1/Tell actvan a las quinasas efectoras Chk1 y Rad53 a través de la fosforilacion de Rad9. Chk1 inhibe la
degradacion de Pds1, lo que impide la activacion de la separasa Esp1 y la degradacién de las cohesinas que
mantienen unidas a las cromatidas hermanas. Esta situacion provoca un bloqueo de la transicién metafase-anafase,
asi como la inhibicion de la ruta FEAR. Ademas, el complejo PKA también participa en el mantenimiento de la
estabilidad de Pds1. Por su parte, Rad53 fosforila a Dun1 que, ademés de promover la expresion de genes inducibles
por dafio en el ADN, también contribuye a la estabilizacion de Pds1. Finalmente, la fosforilacion inhibidora de Rad53
sobre la quinasa Cdc5 tiene un doble efecto sobre la progresién del ciclo celular: por unlado, permite el mantenimien to
de la actividad APC/CCdn, lo que bloquea la elongacién del huso mitdtico; por otro, impide la inhibicion del complejo
Bfa1-Bub2, de forma que MEN permanece inacfivo, bloqueandose la salida de mitosis.

A la hora de establecerse las uniones microtibulo-cinetocoro, pueden presentarse varios
escenarios. De este modo, en las uniones anfitélicas, los cinetocoros de las cromatidas he rmanas

de un mismo cromosoma se unen a microtubulos que emanan desde polos opuestos del huso,
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permitiendo la bi-orientacion del cromosoma en cuestion. Por el contrario, las uniones monotélicas
y sintélicas generan la aparicion de cromosomas mono-orientados. Asi, mientras que las uniones
monotélicas se caracterizan por presentar un unico cinetocoro unido a microtubulos, en las
sintélicas ambas cromatidas se unen a microtubulos que emanan del mismo polo del huso. Por
ulimo, cuando una crométida se ancla simultaneamente a microtibulos generados por ambos
polos, aparecen las uniones merotélicas (London & Biggins, 2014). Aunque en la mayoria de
organismos los cinetocoros pueden unir varios microtubulos, en la levadura S. cerevisiae estas
estructuras sélo son capaces de capturar a un Unico microtubulo (Biggins, 2013; McAinsh, Tytell,

& Sorger, 2003). Portanto, enla levadura no se encuentran este ultimo tipo de uniones.

Las uniones anfitélicas son las Unicas que aseguran el reparto equitativo de los
cromosomas. Porofro lado, las uniones monotélicas, al dar lugar a la aparicién de cinetocoros
vacios, son capaces de activar el SAC. Finalmente, ante la presenciade cualquier ofro tipo de
uniones, las células cuentan con un mecanismo llamado “sistema de correccidn de errores”, que
permite la desestabilizacion de aquellas uniones microtubulo-cinetocoro que no conduzcan a la bi-
orientaciénde los cromosomas, generando un cinetocoro vacio que activaal SAC (Lara-Gonzalez,
Westhorpe, & Taylor, 2012; London & Biggins, 2014; Tanaka et al., 2005). Este sistema necesita
que la célula sea capaz de distinguir entre las uniones microtubulo-cinetocoro correctas de las
incorrectas. En concreto, las uniones correctas son estabilizadas gracias a la tension que se
genera en el centromero cuando los microtibulos tiran de las cromatidas hermanas de un
cromosoma bi-orientado, que se mantienen unidas entre si mediante las cohesinas, hacia polos
opuestos de la célula (Nicklas, 1997). En aquellas situaciones enla que no se generatension en
el huso en las células de S. cerevisiae, la quinasa Ipl1, homologo de Aurora B en metazoos, es
capaz de eliminar las uniones entre microtubulos y cinetocoros. Ipl1, junto con Sli15 (homélogo de
INCEP en levaduras), Birl y Nbl1 forman el Complejo Pasajero del Cromosoma (CPC). La
localizacion del CPC enla cara interna de los cinetocoros facilita su papel en la desestabilizacion
de las uniones incorrectas a los microtubulos. Asi, la falta de tension en el huso ocasionada en
estas situaciones mantiene a Ipl1 cerca de sus sustratos. La fosforilacién catalizada por Ipl1
permite la desestabilizacion de las uniones microtubulos-cinetocoros, conlaconsiguiente aparicion
de cinetocoros vacios que activan el SAC. De forma interesante, tanto la ausencia como el exceso
de actividad de esta quinasa determina problemas en la segregacidén cromosémica (Carmena,
Wheelock, Funabiki, & Eamnshaw, 2012; Munoz-Barrera, Aguilar, & Monje-Casas, 2015; Munoz-
Barrera & Monje-Casas, 2014).
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1.3.2.2. Activacion del SAC.

En presencia de un cinetocoro vacio, la maquinaria del SAC es reclutada a estas
estructuras, desde donde se activa una cascada de sefializacién que inhibe la accion de
APC/CCde20, bloqueando la transicion metafase-anafase al impedirla degradacién tanto de la
securina Pds1 (Yamamoto, Guacci, & Koshland, 1996) como de la ciclina B Clb2 (Glotzer, Murray,
& Kirschner, 1991). La activacion de este checkpoint precisala accion coordinada de varias
proteinas. En S. cerevisiae, las quinasas Mps1y Bub1 son los componentes enzimaticos del SAC,
mientras que Mad1, Mad2, Bub3 y Mad3 (homélogo de BUBR1 en humanos, que en levaduras
carece del dominio quinasa) constituyen las proteinas reguladoras del mismo (Foley & Kapoor,
2013; Suijkerbuijk et al., 2012). Mps1y Bub1 fosforilan elementos de la placa externa de los
cinetocoros vacios, permitiendo asiel reclutamiento delresto de los componentes del SACa estas
estructuras (London & Biggins, 2014; London, Ceto, Ranish, & Biggins, 2012). Este proceso tiene
como resultado la formacion del complejo inhibidor de Cdc20, también conocido como MCC
(mitotic checkpoint complex). Este complejoestaformado porMad2, Bub3, Mad3y el propio Cdc20
mediante el ensamblaje de dos subcomplejos: Mad2-Cdc20 y Bub3-Mad3 (Sudakin, Chan, & Yen,
2001) (Figura 1.10). Mientras el subcomplejo Bub3-Mad3 esta presente alo largo de todo el ciclo
celular, sin presentar grandes cambios en su concentracion, el heterodimero Mad2-Cdc20 se
forma so6lo en presencia de cinetocoros vacios (Lara-Gonzalez et al., 2012). El cambio
conformacional de Mad2 citos6lico desde su forma abierta e inactiva (O-Mad2), a su forma cerrada
y activa (C-Mad2) es un paso clave para el ensamblaje del MCC, y esta catalizado por el complejo
Mad1-C-Mad2 presente en los cinetocoros vacios (De Antoni et al., 2005) (Figura 1.10). C-Mad2
se une a las moléculas de Cdc20, y cataliza la formacion del MCC, impidiendo la activacion del
complejo APC/C que promueve la transicion metafase-anafase. El complejo C-Mad2-Cdc20
determinala conversion de nuevas moléculas de Mad2 desde su forma inactiva a su forma activa,
asi como el secuestro del exceso de proteina Cdc20. Esto genera una retroalimentacidn positiva
de la cascada de sefializacion que permite el mantenimiento del bloqueo de la progresion del ciclo
celular a través del arresto de Cdc20, asi como de la inactivacion del APC/C (Kulukian, Han, &
Cleveland, 2009; Nilsson, Yekezare, Minshull, & Pines, 2008; Simonetta etal., 2009).
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Figural. 10. Mecanismo de activaciéon SAC.

En presencia de cinetocoros vacios, las proteinas Mad1 y Mad2 forman un complejo estable en estas estructuras
(Mad1-C-Mad2). Este complejo es responsable de inducir el cambio de conformacion de moléculas de O-Mad2
(inactiva) que se encuentran en el citoplasma a C-Mad2 (activa). Las moléculas C-Mad2 secuestran a Cdc20 mediante
la formacién de dimeros Cdc20-C-Mad2. Estos dimeros, a su vez, se unen aMad3-Bub3, formando el complejo MCC.
La inhibicion de APC/CCdc20 como consecuencia del secuestro de Cdc20 mediado por este complejo impide la
degradacion de la securina Pds1, asi como la degradacion inicial de las ciclinas mitoticas, lo que supone un bloqueo
del ciclo celular en la transicion metafase-anafase.

1.3.2.3. Papel del SAC en laregulacion de la ruta MEN.

Aligual que ocurre con el DDC, la activacion del SAC promueve la inhibicion de la ruta
MEN, garantizando asi que se mantenga un bloqueo de la salida de mitosis en presencia de
uniones incorrectas de los cromosomas al huso mitético (Hu etal., 2001; Y. Wang etal., 2000). De
este modo, se hademostrado que la deleciénde BFAT o BUB2 impide que las células bloqueen

la progresion del ciclo celular a pesar de la existencia de cinetocoros no unidos a microtubulos, @l
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y como ocurre en ausencia de Mad2 u otros componentes del SAC (Alexandru, Zachariae,
Schleiffer, & Nasmyth, 1999). La inhibicion de MEN mediada por el SAC constituye, sin embargo,
una via independiente a la inhibicion de la actividad del complejo APC/CCdc20 que conduce al
bloqueo de la transicién metafase-anafase. De esta manera, en presencia de cinetocoros vacios,
la ausencia de Bfa1 o Bub2 no provoca la degradacion de Pds1, al contrario de lo observado en
células en las que MADZ ha sido delecionado (Alexandru etal., 1999). Aunque se desconoce en
detalle el mecanismo porel que MEN es regulada en condiciones de activacién del SAC, se ha
observado que Bfal se mantiene en un estado hipo-fosforilado que impide la accién inhibidora de
Cdc5. En estas circunstancias, el complejo Bfa1-Bub2 permanece activo, bloqueando el inicio de
la ruta de salidade mitosis (Huetal.,2001). Se ha propuesto que lainhibicionde MENen presencia
de cinetocoros vacios impide que las células puedan llevar a cabo procesos como la citocinesis 0
la re-duplicaciéndel ADN (Alexandru et al., 1999). Ademas, estudios recientes sugieren que la
inhibicion de MEN a consecuencia de la activacion del SAC provoca una aleatorizacion de la
distribucién asimétrica de Kar9 en los SPBs, que produce alteraciones en el patrén de herencia de
estos organulos en S. cerevisiae (Hotz, Lengefeld, etal., 2012). Todas estas evidencias ponen de
manifiesto la estrechacoordinacionque existe entre las distintas rutas que aseguranuna adecuada

progresion del ciclo celular.

1.3.3.  Checkpoint del posicionamiento del huso mitético (SPOC).

La division asimétrica de S. cerevisiae requiere el establecimiento de polaridad dento
de lacélula, quedando elplano de divisién determinado en base al sitio de gemacion (Casamayor
& Snyder, 2002; Pruyne & Bretscher, 2000; Segal & Bloom, 2001). Ademas, para asegurar la
correcta segregacion cromosomica, es esencial que el huso se posicione de manera paralela al
eje de polaridad y perpendicular al plano de citocinesis. Por ello, y para evitar la aparicién de
aneuploidias asociadas a errores en el reparto del material genético, la levadura de gemacion,
ademas de contar con un mecanismo que asegura el correcto posicionamiento del huso mitético
(Moore & Cooper, 2010; Siller & Doe, 2009), ha desarrollado unmecanismo de vigilancia, conocido
como SPOC, que evita la salida de mitosis en aquellas situaciones enlas que existen problemas
de alineamiento y posicionamiento del huso mitotico (Caydasi, lbrahim, et al., 2010; Caydasi &
Pereira, 2012).
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1.3.3.1. Mecanismos de posicionamiento del huso mitético.

El huso mitético es una estructura clave en el reparto del material genético durante la
mitosis. Como se ha comentado, el huso esta formado por microtubulos que emanan desde los
MTOCs (SPBs y centrosomas), situados en ambos polos de las células. El crecimiento de los
microtubulos ocurre de manera polarizada, de manera que el ensamblaje de las subunidades de
tubulina se da siempre desde el extremo (-), préximo alos MTOCs, hacia el extremo (+) (Huffaker,
Thomas, & Botstein, 1988). Existen tres clases de microtubulos formando el huso mitotico: los
cinetocoricos, que se unen a los centrosomas; los interpolares, que forman una red anti-paralela
entre los polos del huso; y los astrales que interaccionan con el cortex celular (Meunier & Vemos,
2012). En S. cerevisiae la envoltura nuclear no desaparece durante el ciclo celular, porlo que tiene
lugar una mitosis cerrada. Esto provoca que los microtubulos interpolares y cinetocéricos se
formen dentro del nucleo, mientras que los microtibulos astrales (aMTs, astral microtubules) sean
los Unicos de caracter citoplasmatico, jugando un papel esencial en el posicionamiento del huso y

los mecanismos de migracion nuclear (Meunier & Vernos, 2012).

Enla levadura de gemacion, el establecimiento del eje de polaridad es esencial tanto para
la determinacién dellugardesde donde comenzaraacrecerla gemacomo para permitir el correco
posicionamiento del huso. Con este fin, durante G1, es necesaria la activacion y localizacion en el
cortex celular de Cdc42, una GTPasa tipo Rho que marca el apice de la gemacion (bud tip)
(Richman, Sawyer, & Johnson, 2002). Una vez activa, Cdc42 se encarga de la polimerizacion de
los cables de actina, que se extienden desde este punto hacia la célula madre. Ademas, Cdc42
potenciala asociacionde las septinas enelsitio de gemacion, dando lugarala formacién del cuello
de lagema (Caviston, Longtine, Pringle, & Bi, 2003; Kadota, Yamamoto, Yoshiuchi, Bi, & Tanaka,
2004). Una vez establecida la polaridad celular, la levadura S. cerevisiae cuenta con dos
mecanismos parcialmente redundantes que aseguran la correcta orientacion del huso mitotico
(Pruyne & Bretscher, 2000).

1.3.3.1.1. Ruta temprana de posicionamiento del huso.

El primer paso en el posicionamiento del huso supone el transporte polarizado a través

del citoesqueleto de actinade los extremos (+) de los aMTs hacia la gema, de manera que un SPB
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es orientado hacia la célula hija, mientras que el otro permanece en la célula madre (Hwang,
Kusch, Barral, & Huffaker, 2003). La herenciade los SPBs en S. cerevisiae no sucede de manera
aleatoria, sino que sigue un patrén predeterminado: la célula hija hereda el SPB pre -existente,
mientras que el SPB de nueva sintesis permanece enla célula madre (Pereiraetal., 2001). Est
proceso de herencia asimétrica de los SPBs esta regulado por Kar9, el homdlogo en mamiferos
de la proteina APC (adenamatous polyposis coli). Kar9 se carga en los SPBs durante metafase
gracias a las proteinas Bim1, Stu2 y Bik1. Sin embargo, es excluidadel SPB de nueva sintesis
gracias ala acciénde Cdc28 junto con las ciclinas Clb4 y Clb5 (Liakopoulos, Kusch, Grava, Vogel,
& Barral, 2003) (Figura 1.11). La asociacion de Kar9 con Bim1 en el SPB pre-existente permite la
translocaciénde este complejoalos extremos (+)de los aMTs, donde Kar9interaccionacon Myo2,
una miosina de tipo V. Myo2 es un motor de microtibulos que se mueve alo largo de los cables
de actina haciala gema, arrastrando conellaa Kar9. Una vez enla célulahija, Kar9 facilita la unién
de los aMTs y los filamentos de actina a lamembrana de la gema (Korinek, Copeland, Chaudhur,
& Chant, 2000; Lansbergen & Akhmanova, 2006; L. Lee et al., 2000; Yin, Pruyne, Huffaker, &
Bretscher, 2000) (Figura 1.11). En células enlas que KAR9 ha sido delecionado, se observa una
aleatorizacionde la herencia de los SPBs, lo que pone de manifiesto el papeltan relevante de esta
proteina en el proceso. De forma interesante, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio
han permitido demostrar que lainversién de la localizacién de Kar9 enlos SPBs y la consiguiente
alteracion de la herencia de los cuerpos polares conduce a un envejecimiento celular prematuro,
lo que indica que este proceso es esencial para mantener el potencial replicativo de las células de

S. cerevisiae (Manzano-Lopez, Matellan, Alvarez-Llamas, Blanco-Mira, & Monje-Casas, 2019).

Después delalineamiento dependiente de actina, los aMTs se asocianal cortex de lagema
a fravés de Bub6, una proteina de union a actina y forminas, situada tanto en el apice de la
gemacion (bud tip) como enel cuello de la gema. Las proteinas Kip3 y Kar3, asociadas a Bud6,
catalizan la desestabilizacion de los aMTs, asegurando el correcto alineamiento del huso mitdfico
y el posicionamiento del nucleo en las etapas previas a anafase (Gupta, Carvalho, Roof, &
Pellman, 2006; Segal, Bloom, & Reed, 2000; Suetal., 2011; Yehet al., 2000).
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Figural. 11. Rutatemprana de posicionamiento del huso o ruta dependiente de Kar9.

La ruta temprana de posicionamiento del huso predetermina el destno de los SPBs. La proteina Kar9 se carga de
forma asimétrica en el SPB preexistente y es excluida del SPB de nueva sintesis por medio de la accion de Cdc28-
Clb4. En el dSPB, Kar9 interacciona con Bim1 para desplazarse hacia el extremo (+) de los aMTs que emanan de
este polo. Una vezalli, el complejo Kar9-Bim1 se une a Myo2, el cual se asocia a los cables de actina y viaja a lo largo
de ellos hacia la gema, empujando a Kar9, los aMTs asociados y el SPB preexistente hacia la célula hija, mientras
que el SPB de nueva sintesis se mantiene en la célula madre.

1.3.3.1.2. Ruta tardia de posicionamiento del huso.

Una vez que el huso mitético se encuentra correctamente alineado con respecto al plano
de divisidn y el nucleo esta posicionado en el cuello de la gema gracias ala accion de Kar9, la ruta
tardia de posicionamiento del huso dependiente de dineina permite la separacion de los SPBs, el
alargamiento del huso y la entrada de uno de los SPBs y del nucleo en la célula hija (Moore,
Stuchell-Brereton, & Cooper, 2009). La ruta de la dineina es iniciada cuando elinhibidorespe cifico
de la misma, She1 (sensitivity high expression-1), desaparece de los aMTS durante la transicion
metafase-anafase. Esta proteina actia previniendo el reclutamiento a los microtibulos de la
dinactina (un complejo multiproteico importante en la regulacion de la actividad y el anclaje al
cortex celular de la dineina (Moore, Li, & Cooper, 2008)), asi como inhibiendo la movilidad de la
dineina. La dineina es una proteina motora formada por4 subunidades: Dyn1 (cadena pesaday
subunidad principal de este complejo), Pac11 (cadena intermedia), Dyn3 (cadena ligera
intermedia) y Dyn2 (cadenaligera). En S. cerevisiae, la unica funcién descrita para este complejo
motor es el posicionamiento del huso mitotico, mientras que otros en organismos eucariotas

también tiene un papelimportante en el transporte molecularintracelular (Moore et al., 2009). Al
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final de metafase, ladineina se carga en los extremos (+) de los microtubulos que nacen del SPB
pre-existente a través de su interaccion con el complejo formado por la proteina Bik1 (Sheeman et
al., 2003) y la quinesina Kip2 (Carvalho, Gupta, Hoyt, & Pellman, 2004) (Figura 1.12). La dineina
es transportada hasta el cortex de la célula hija, al cual se ancla a través de suinteraccion conla
proteina de membrana Num1, que se reparte de manera homogéneatanto en la célula madre
como en la hija (Farkasovsky & Kuntzel, 1995, 2001) (Figura 1.12). Una vez anclada en el cortex,
ladineina es activadagracias a su asociacionconla dinactina (Moore etal., 2008). Esta activacion
permite la interaccion de la dineina con los aMTs, tirando de ellos y de uno de los SPBs hacia la
gema, lo que permite la elongacion del huso y el desplazamiento del nicleo. Un factorimportante
en la regulacion de la actividad de la dineina es su distribucion asimétrica. Asi, su localizacion
preferente desde G1 hasta anafase en la célula hija permite la entrada del nicleo enla gema, asi
como la elongacion del huso en esta direccion. Durante anafase, la distribucion de la dineina se
vuelve simétrica, lo que permite el anclaje de los aMTs que emanan del SPB de nueva sintesis al
cortex de la célula madre y una elongacion bidireccional del huso mitotico. Esta localizacion
asimétrica a lo largo del ciclo celular depende, parcialmente, de la actividad Cdc28-Clb2, que
impide laasociacionde ladineina con el SPB que quedaretenido enla célulamadre, favoreciendo
asi la asociacion al SPB pre-existente y a los aMTS que emanan de él (Grava, Schaerer, Faty,
Philippsen, & Barral, 2006).

Microtdbulos b Bik1
astrales (aMTs) . Num1

SPB viejo [V Kip2
Dineina

‘ Nucleo &‘ Anillo de septina
<
[ )
(@)

SPB nuevo

Figural. 12. Rutatardia de posicionamiento del huso o ruta dependiente de dineina.

La ruta tardia de posicionamiento del huso es la responsable de la elongacién del huso mitdtico y el nucleo durante
anafase. Una vez que el SPB pre-existente enta en la gema, las proteinas Bik1 y Kip2 permiten el fransporte de la
dineina por los aMTs hasta el cortex celular, donde se asocia con la proteina Num1. En el cortex, la dineina esactvada
y permite la elongacién bidireccional del huso mitético.

35



INTRODUCCION

1.3.3.2. Funcionamiento y regulacion del SPOC.

Las rutas de posicionamiento del huso son parcialmente redundantes. De esta manera,
mientras que la ausencia s6lo de Kar9 o de Dyn1 produce una acumulacién de entre un 10-20%
de células con husos mal posicionados, respectivamente, lainactivacién de ambas rutas es letal
para S. cerevisiae (Y. Y. Li, Yeh, Hays, & Bloom, 1993; Miller & Rose, 1998). El SPOC es un
mecanismo de vigilancia capaz de detectar la presencia de husos mal posicionados, € inhibir la
salida de mitosis hasta que se resuelva esta situacion (Caydasi, Ibrahim, etal., 2010; Pereira et
al., 2000; Y. Wang et al., 2000; Yeh, Skibbens, Cheng, Salmon, & Bloom, 1995). Problemas con
la funcionalidad del SPOC puedendar lugar a una salida prematura de mitosis a pesar de que
ambos nucleos permanezcan en la célula madre en anafase, dando lugar, de este modo, ala

generacion de una célula multinucleada y otra anucleada (sin dotacion genética) (Figura I.13A).

El principal efector del SPOC es la quinasa Kind, que, en condiciones de mal
posicionamiento del huso, impide la inhibicidbn mediada por Cdc5 del complejo Bfa1-Bub2,
manteniendo asi inactiva la ruta MEN (Figura 1.13B). En concreto, cuando el huso mitotico se
encuentra localizado exclusivamente en la célula madre o existen problemas con la polimerizacion
de los aMTs enanafase, Bfa1 es fosforilado porKin4, manteniéndose enunestado hipo-fosforilado
que bloqueala accion de Cdc5y permite que Tem1 continte inactivo. Aligual que se observa con
la delecidnde BFA1 o BUB2, la ausencia de Kind impide la inhibicién de MEN en respuesta a
problemas de orientacion del huso mitotico (D'Aquino et al., 2005; Pereira & Schiebel, 2005)
(Figura 113.B).

La localizacién de Kind es determinante para la regulacién de su actividad. En un ciclo
celular normal, Kin4 se asocia al cortex de la célulamadre y se acumula en el cuello de lagema
en anafase tardia, donde permanece hasta la citocinesis. Ademas, de manera transitoria durante
anafase, Kin4 también se localiza en el mSPB (D'Aquino et al., 2005; Pereira & Schiebel, 2005).
La localizacion de Kind en el mSPB permite la fosforilacion de Bfal y el mantenimiento de la
actividad del complejo GAP (Maekawa etal., 2007). La accion de Lte1 (y también parcialmente la
de Cdc28-Clb4 y Kar9) contribuye a la exclusion de Kin4 del dSPB durante un ciclo normal
(Bertazzi et al., 2011; L. Y. Chan & Amon, 2009; Falk et al., 2011) (Figura I.14A). Sin embargo, en
aquellas situaciones enlas que el huso no se encuentra correctamente posicionado y ambos polos
del huso permanecen en la célula madre, Kin4 se asocia alos dos SPBs (Figura |.14B). En estas
condiciones, ademas, la localizacion asimétrica del complejo Bfa1-Bub2y la GTPasa Tem1 hacia

el dSPB desaparece, y se observa una asociacidn similar de estas proteinas a ambos polos del
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huso. El cambio en la localizacién de Kind permite cierta proximidad de la quinasa con Bfa1,
facilitando su fosforilacion en al menos dos residuos (Maekawa et al., 2007). La fosforilacién de
Bfa1 mediada porKin4 provoca la aparicion de un sitio de union a la proteina 14-3-3 Bmh1, que
debilitala asociacion de Bfal alos SPBs, provocando un aumento de la dinamicidad del complejo
Bfa1-Bub2 en estas estructuras (Caydasi, Micoogullari, Kurtulmus, Palani, & Pereira, 2014; Monje -
Casas & Amon, 2009), lo que supone un incremento en la poblacion citoplasmética de las
proteinas del complejo GAPy Tem1. Por tanto, la accion conjunta de Kin4 y Bmh1 promueve la
interrupcion de la asociacion de Bfa1 a los SPBs, lo cual, a su vez, impide la accidn inhibidora de
Cdc5 sobre Bfa1 (Gryaznova, Koca Caydasi, Malengo, Sourjik, & Pereira, 2016) (Figura 1.13B,
.14B). La unién permanente y simétrica del complejo Bfa1-Bub2 a los SPBs impide la activacion
del SPOC, lo que pone de relevancialaimportanciade este comportamiento dinamico del complejo

en presencia de husos mal posicionados (Caydasi & Pereira, 2009; Monje-Casas & Amon, 2009).

El control de la actividad de Kin4 es clave para la funcionalidad del checkpoint. Se ha
descrito que las proteinas EIm1y Rst1 actuan como reguladores positivos de la actividad de esfa
quinasa (Figura 113.B). Asi, la localizacién de Kind en el cortex de la célula madre y en el SPB
depende de la desfosforilacion de esta quinasa gracias a la accion de la fosfatasa PP2A junto a
su subunidad reguladora Rst1 (PP2ARst!) (L. Y. Chan & Amon, 2009) (Figura I.13B). Por otro lado,
la quinasa EIm1 es necesaria para permitir la completaactivacionde Kin tras dispararse el SPOC
(Figura 1.13B). Al margen de su papel regulador sobre Kin4, EIm1 tiene papeles importantes enla
regulacion de la progresion del ciclo celular (Sreenivasan, Bishop, Shokat, & Kellogg, 2003;
Sreenivasan & Kellogg, 1999), la dinamica de las septinas y la citocinesis (Bouquin et al., 2000;
Gladfelter, Zyla, & Lew, 2004), asi como en el mantenimiento de la morfologia e integridad de la
gema (Edgington, Blacketer, Bierwagen, & Myers, 1999; Szkotnicki, Crutchley, Zyla, Bardes, &
Lew, 2008). La fosforilaciénde Kin4d mediadaporElm1 provocalaactivaciénde sudominio quinasa
(THoop), un mecanismo de regulacién muy comun entre estas enzimas (Caydasi, Kurtulmus, et
al., 2010; Moore & Cooper, 2010). La fosforilacion del dominio quinasa de Kin4 aumenta durante
la mitosis, y es un pre-requisito para su hiper-fosforilacion causada por la presencia de husos mal
posicionados (Caydasi, Ibrahim, et al., 2010). En cada ciclo celular, Kin4 es activado por EIm1
durante mitosis, independientemente de la orientacion del huso mitotico. Una vez activa, y gracias
a la accién de PP2ARS! Kin4 se localizaen el cortex y, de manera fransitoria, en el SPB de la
célula madre. Sin embargo, cuando el huso no se posiciona correctamente, Kind se asocia a
ambos SPBs (D'Aquino etal., 2005; Nelson & Cooper, 2007; Pereira & Schiebel, 2005).
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Figural. 13. Funcionamiento y activacién del SPOC.

(A) En condiciones normales, el correcto posicionamiento del huso mitdtico y la elongacion del mismo a fravés del
cuello de la gema permiten la separacion de las dos masas nucleares y su reparto enfre la célula hija y la célula madre,
la actvacion de MEN, y la consiguiente salida de mitosis. Sin embargo, cuando el huso mitdico no se posiciona
correctamente y ambas masas nucleares permanecen en el compartmento de la célula madre, tiene lugar la activacidn
del SPOC vy la inhibicion de MEN, produciéndose una parada en la progresion del ciclo celular. (B) Kin4 es la quinasa
efecora del SPOC vy su localizacion es esencial para la regulacién de su acividad. Dicha regulacién depende de la
accion de PP2ARst! y Eim1, que confrolan, respectvamente, la localizacién de la quinasa en el cortex de la célula
madre y su completa activacién. En condiciones de mal posicionamiento del huso mitdtico, Kin4 mantene a Bfal en
un estado hipo-fosforilado que bloquea la accion inhibidora de Cdcb. La fosforilacion mediada por Kind permite la
asociacion de Bfa1 y Bmh1, que favorece la deslocalizacion del complejo Bfa1-Bub2-Tem1 de los SPBs. De esta
manera, el complejo Bfa1-Bub2 permanece acfivo, inhibiendo a Tem1 y bloqueando la acfivacion de la ruta MEN.

Oftro factor implicado enla regulacion de la actividad de Kind es Lte1. La localizacién de
Lte1 es opuesta a la observada para Kin4, de manera que permanece en el cortex de la célula hia
desde la transicion G1-S hasta telofase, cuando difunde portodo el citoplasma celular (Bardin et
al., 2000; Hofken & Schiebel, 2002). Recientemente, se ha descrito que Lte1 interviene en el
mantenimiento de la distribucion asimétrica de Kin4 al compartimento celular de la madre. En
concreto, Lte1 interacciona directamente con Kind promoviendo su exclusién de lagema (Bertezzi
etal.,2011; Falketal.,2011) (Figura l.14A). Ateniendo ala distribucion opuestade ambos factores,
se ha propuesto un modelo zonal para la coordinacion de la salida de mitosis y el posicionamiento
del huso. De esta manera, el compartimento de la gema representa la zona activadora de MEN,
con Lte1 como regulador positivo de la actividad de Tem1 (Figura 1.14A), mientras que la célula
madre constituye la zona inhibidora de la salida de mitosis, con Kind regulando la actividad del
complejo Bfa1-Bub2 e inhibiendo, consecuentemente, la activacion de MEN (L. Y. Chan & Amon,

2010) (Figura 1.14B). Estudios recientes demuestran que el movimiento del dSPB (y de las
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proteinas asociadas que componen la ruta MEN) desde la zona inhibidora hasta la zona de
activacién, mediante su desplazamiento hacia la gema, es suficiente para activar MEN (L. Y. Chan
& Amon, 2010; Gryaznova etal., 2016).

HUSO POSICIONADO CORRECTAMENTE: B HUSO MAL POSICIONADO:
Activacion de MEN Activacion del SPOC

& Anillo de septina Lte (cdrtex)
' SPBs Kin4 (cortex)

Huso mitético O Kin4 (SPB)

© st @ Tem

O Bub2 . Cdcs

Figural. 14. Regulacion zonal del SPOC.

(A) En un ciclo celular normal, cuando el huso mitético estd correctamente posicionado, el complejo Bfa1-Bub2, Tem1
y Cdc5 se localizan en el dSPB que entra en la gema. En esta situacion, Cdcb fosforila a Bfa1, inhibiendo asi al
complejo GAP y permitendo la activacién de Tem1. Ademés, la localizacion asiméfrica de Lte1 en el cértex de la
célula hija facilita el contacto de este regulador posiivo de MEN con Tem1, lo que permite su completa activacion.
Ademds, Lte1 excluye aKin4 de la célula hija, manteniéndola en el comparimento dela célula madre, donde se asocia
al cortex y, de manera transitoria, al mSPB. (B) En condiciones de mal posicionamiento del huso mitético, ambos
SPBs permanecen en la célula madre. Kind, que se encuentra asociado al cortex de la célula madre, se carga de
manera simétrica en ambos SPBs, fosforilando a Bfa1. En este estado de fosforilaciéon, Bfa1 es reconocido por la
proteina Bmh1, lo que aumenta la dindmica de exclusion del complejo Bfa1-Bub2-Tem1 de los SPBs. Esta pérdida de
afinidad de Bfa1 por los SPBs impide la fosforilacion inhibidora de Cdc5, por lo que el complejo Bfa1-Bub2 permanece
activo y la ruta MEN no es activada.

1.4. Envoltura nuclear y nucleoporinas.

La compartimentalizacién subcelular mediante membranas es un punto evolutivo clave en
la aparicion de las células eucariotas y permite el aislamiento de diferentes funciones celulares en
organulos especializados. Un ejemplo es el nucleo celular, que alberga alos cromosomas y esta
delimitado por la envoltura nuclear (NE, nuclear envelope). La NE mantiene aislado el genoma del
resto de la célula, y estd formada por dos membranas distintas separadas por el espacio luminal
perinuclear: una membrana interna en contacto con el nucleoplasma, y una externa en contacto

con el citoplasmay que constituye una prolongacion del reticulo endoplasmatico (De Magistris &
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Antonin, 2018). La existencia del nicleo permite un estricto control de diferentes procesos muy
importantes para la célula. Sin embargo, también representa una limitacién, ya que la NE supone
una barrera al trafico de diferentes proteinas y ARNs entre el nlcleo y el citoplasma. Para permit
el fransito de estas moléculas existen los poros nucleares (NPC, nuclear pore complex), aperturas
circulares especializadas de lamembrana nuclear que conectan el espacio citoplasmético con el
nucleoplasma (Aitchison & Rout, 2012; Strambio-De-Castillia, Niepel, & Rout, 2010). Como
elemento que regula el transporte nucleo-citoplasmatico, estas estructuras permiten la difusion de
pequefias moléculas, previenen el tréfico de la mayor parte de las macromoléculas, y facilitan el
trasiego rapido bidireccional de algunas moléculas seleccionadas. Ademas, los NPCs también son
importantes para otras funciones, al actuar como elemento de anclaje de diferentes maquinarias
celulares directamente implicadas en el control de la expresidn genética o el procesamienio
transcripcional (Ahmed & Brickner, 2007; Hetzer & Wente, 2009).

La NE es, por tanto, un elemento dindmico y altamente regulado en las células. Es
importante destacar que, mientras que en la mayoria de los organismos eucariotas la NE se
desintegra durante las primeras etapas de la mitosis (Figura I.1), en S. cerevisiae se mantiene a
lo largo de todo el ciclo celular (Boettcher & Barral, 2013). Esto provoca que, durante anafase, con
la elongacidn del huso mitdtico que permite la separacion de las crométidas hermanas, se
produzca un aumento de la superficie de la NE (De Magistris & Antonin, 2018). En levaduras se
ha descrito que la regulacion del balance enla sintesis de lipidos es determinante para conseguir
la expansion de la NE durante la mitosis. Asi, en S. pombe, la actividad Cdk1 sobre la lipina (que
regula la homeostasis de los lipidos en levaduras), promueve la sintesis de lipidos de membranas

permitiendo el aumento de la superficie de la NE en anafase (Makarova et al., 2016).

1.4.1.  Composicion de los NPCs.

Los NPCs son uno de los complejos proteicos de mayor tamafio en la célula, y estén
compuestos por alrededor de unas 30 proteinas conocidas como nucleoporinas (Nups). De
manera general, los NPCs son estructuras que se encuentran altamente conservadas alo largo
de la evolucion, observandose escasas diferencias entre las levaduras y células de organismos
eucariotas superiores (DeGrasse et al., 2009). En los NPCs podemos diferenciar dos grandes

regiones funcionales: una region central que se encuentrainserta enla NE, y una region periférica

40



INTRODUCCION

que se extiende desde la zona central hacia el interior nuclear o hacia el citoplasma. Por un lado,
laregion central estaformada porel ensamblaje radial de 8 piezas que formanel canal que conecta
elnucleo conel citoplasma, y que sirve como unfiltro para eltransporte bidireccional de moléculas.
Por ofro lado, la regién periférica consiste en estructuras filamentosas que se localizan
asimétricamente desde la region central hacia el citoplasma o el interior nuclear. En la cara
citoplasmatica, las Nups regulan la salida de metabolitos hasta la maquinaria de sintesis proteica,
asi como la entrada de ciertos elementos al interior nuclear. La cesta nuclear, formada por los
flamentos que emanan hacia el nicleo, se encarga del control de diferentes procesos del
metabolismo nuclear, como la biogénesis del ARNm o el mantenimiento del genoma (Strambio-
De-Castillia etal., 2010) (Figura .15A).

Dentro de estas dos regiones funcionales, podemos diferenciar cuatro subestructuras,
constituidas a su vez por el ensamblaje de diferentes Nups. Asi, la region central esta formada por
el anillo ransmembrana, el anillo interno y el anillo externo, asi como por FG Nups simétricas,
mientras que la region periférica solo esta constituida por FG Nups asimétricas (Figura .15A y
.15B). El anillo transmembrana permite el anclaje del poro nuclearala NE. De forma interesante,
se ha identificado que Ndc1, una de las tres Nups que forman este anillo transmembrana en S.
cerevisiae, forma también parte de los SPBs (Alber, Dokudovskaya, Veenhoff, Zhang, Kipper,
Devos, Suprapto, Kami-Schmidt, Williams, Chait, Rout, etal., 2007; Onischenko, Stanton, Madrid,
Kieselbach, & Weis, 2009). Por otro lado, las Nups de los anillos intemnos y externos constituyen
el elemento estructural del canal de los NPCs, y determinan el tamafio del poro nuclear. Mientras
que el anillo interno esta completamente embebido enla NE y asociado al anillo transmembrana,
las Nups que forman los anillos externos se encuentran en contacto con las caras citosélicay
nuclear (Aitchison & Rout, 2012; Alber, Dokudovskaya, Veenhoff, Zhang, Kipper, Devos, Suprapb,
Kami-Schmidt, Williams, Chait, Rout, et al., 2007; Alber, Dokudovskaya, Veenhoff, Zhang, Kipper,
Devos, Suprapto, Kami-Schmidt, Williams, Chait, Sali, etal., 2007) (Figura I.15A). Por Gltimo, casi
un tercio de las proteinas que forman los NPCs se incluyen dentro de las FG Nups, caracterizadas
por presentar en su secuencia zonas ricas en fenilalanina y glicina (regiones FG). Estas regiones
FG provocan unafalta de plegamiento proteico, que dalugar a proteinas flexibles y de apariencia
flamentosa, con capacidad de union a diferentes moléculas. Ademas, las FG Nups presentan
diferentes dominios estructurales que facilitan el anclaje de estas proteinas al NPC (Alber,
Dokudovskaya, Veenhoff, Zhang, Kipper, Devos, Suprapto, Kari-Schmidt, Williams, Chait, Rout,
etal., 2007). Atendiendo a su localizacién en el NPC, distinguimos varios tipos de FG Nups. Asi,

las FG simétricas se encuentran asociadas alos anillos interno y externo y permiten el trénsito de
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las diferentes moléculas y metabolitos a través del canal. Por su parte, las FG asimétricas se
localizan enla cara citoplasmatica y la cara nuclear, constituyendo los filamentos citoplasmaticos
y la cesta nuclear, respectivamente. Por tltimo, las Nups de conexion permiten la asociacion de
las FG Nups a los distintos elementos del NPC (Figura .15A y 1.15B).

Filamentos
citoplasmaticos

Filamentos de la
cara interna del
poro nuclear
(Filamentos simétricos)

COMPONENTE DEL
PORO NUCLEAR

Anillo de membrana| Pom152, Pom34, Ndc1

Anillo Nup192, Nup188, Nup53
Membrana externa nillo intermo Nup170, Nup157, Nup59
. Nup133, Nup120, Nup145C
Anillo externo | nypg5 Nup84, Seh1, Sec13

Nucleoporinas Nic96, Nup82
de conexién '
Cesta nucleary
Filamentos NupeO. Nup1, Nup2

Membrana interna Mip1, Mip2
nucleares

NUCLEOPORINA

Nucleoporinas

de conexién Anillo interno

Citoplasma

Envoultura
nuclear

Niicleo
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Anillo externo Filamentos Nup159, Nup42
citoplasmaticos '
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Figural. 15. Composicion de los NPCs.

(A) Los NPCs son complejos muliproteicos que se encuentran insertos en la NE en aquellos puntos en los que la
membrana interna y externa se unen, permitiendo el fransporte selectvo de moléculas entre el nicleo y el citoplasma.
Las proteinas estructurales de los NPCs se llaman Nups, y se encuentran ensambladas en diferentes subcomplejos.
Asi, las Nups del anillo de membrana permiten el anclaje del NPC a la NE, las Nups de los anillos interno y externo
forman el canal del NPC, y las FG Nups constituyen tanto los flamentos simétricos de la cara interna del poro nuclear
como los elementos periféricos (filamentos citoplasmaticos y la cesta nuclear). Por dlimo, las Nups de conexion
permiten la asociacion de estas FG Nups con el resto de elementos que forman el NPC. (B) Composicidon de los NPCs
en S. cerevisiae. En la tabla se muestran las distintas Nups que forman cada uno de los subcomplejos del poro nuclear.

1.4.2.  Transporte nucleo-citoplasmatico a través de los NPCs.

La impermeabilidad de la NE provoca que eltransporte de metabolitos entre el nucleoy el
citoplasma se produzca exclusivamente a través de los NPCs. Asi, estas estructuras suponen una
barrera de alta permeabilidad al paso de pequefias moléculas e iones, mientras que actlan como
filtros eficientes y selectivos para moléculas de mayor tamafio (Strambio-De-Castillia etal., 2010).
En el Ultimo caso, el paso de estas moléculas (también conocidas como cargo) a fravés del NPC,
precisa la asistencia de diferentes proteinas, denominadas factores de transporte nuclear (NTF s,
nuclear transport factors), asi como la presencia de diferentes sefiales de localizacion nuclear.

Mayoritariamente, los NTFs son proteinas que pertenecen a la familia de la carioferinas (Kaps).
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En S. cerevisiae se han descrito 14 Kaps responsables del transporte de moléculas a través de
los NPCs. Aunque existe especificidad de unidn entre las diferentes Kaps con las moléculas con
las que se asocian, estas proteinas presentan cierta promiscuidad en lainteraccidn con los cargo
que transportan. Asi, no s6lo son capaces de reconocer sefiales de localizacion nuclear que son
estructuralmente similares, sino que tienen capacidad para reconocer sefiales distintas. Esfo
permite que una misma Kap sea capaz de mediar el fransporte de varias moléculas diferentes
(Aitchison & Rout, 2012; Hodges et al., 2005). Las sefiales de localizacion nuclear que son
reconocidas porlas Kaps puedenclasificarse endos grandes grupos: las NLS (nuclear localization
sequences), para la importacion desde el citoplasma al nucleo, y las NES (nuclear export
sequences), para la exportacionde moléculas desde el nicleoal citoplasma (Strambio-De-Castillia
etal., 2010).

De manera resumida, el fransporte de macromoléculas a través del NPC ocurre en tres
pasos. En primerlugar, se produce la union de los NTFs a las diferentes moléculas a través de las
sefiales de localizacion nuclear (NLS o NES). En funcion de estas sefiales, se diferencian dos tipos
de Kaps: las importinas, que se unen a las NLS, y las exportinas, que reconocenlas NES. En
segundo lugar, el complejo NTF-cargo se acopla al NPC a través de la union conlas FG Nups, lo
que permite su avance a través del poro nuclear. En concreto, en S. cerevisiae se han descrio
alrededor de 160 Nups asociadas al canal del NPC que median el transporte de las distintas
moléculas (Alber, Dokudovskaya, Veenhoff, Zhang, Kipper, Devos, Suprapto, Kami-Schmidt,
Williams, Chait, Sali, et al., 2007; Bayliss, Litlewood, & Stewart, 2000). En ultimo lugar, una vez
que el complejo NTF-cargo atraviesa el NPC y alcanza su compartimento de destino (ya sea el
nucleo o el citoplasma), se produce su disociacion, de manera que la molécula trasportada pueda
desempefiar su funcién y la Kap puedainiciar otro ciclo de transporte (Akey & Goldfarb, 1989).
Ademas de los NTFs y las sefales de localizacién nuclear, en el transporte nlcleo-citoplasmético
juegan un papel muy importante las GTPasas de tipo Ran, que se encargan de proporcionar el
aporte energético necesario para que el fransito de moléculas a través de los NPCs pueda te ner
lugar. Las Ran GTPasas existen en dos formas que se distribuyen de forma no aleatoria dento de
la célula. De esta manera, mientras que en el nlcleo se encuentran en su conformacion unida a
GTP (Ran-GTP), en el citoplasma su conformacion predominante es la unida a GDP (Ran-GDP).
Durante el proceso de importacién, las Kaps se unen a sus cargos en el citoplasma. Al alcanzar el
nucleo, la elevada concentracion de Ran-GTP induce la disociacion del complejo. Por el contrario,
la exportacion de las moléculas desde el nucleo al citoplasma necesita la formacion de un trimero
NTF-cargo-Ran-GTP. Una vez en el citoplasma, el GTP es hidrolizado y las subunidades del
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complejo de desensamblan. Esta distribucidn asimétrica entre las distintas conformaciones de las
Ran GTPasas es esencial para la direccionalidad del transporte de las diferentes moléculas
(Aitchison & Rout, 2012; Nachury & Weis, 1999).

1.4.3.  Otras funciones de los NPCs.

A pesar de que el transporte de macromoléculas entre el nicleo y el citoplasma es la
principal funcion de los NPCs, un nimero cada vez mayor de evidencias implican a estas
estructuras en una gran variedad de procesos celulares distintos. Su localizacién singular, asi
como la presencia de subestructuras que proyectan filamentos hacia el nicleo y el citoplasma,
determinan que los NPCs constituyan un punto ideal para la regulacién de diferentes procesos,
actuando fundamentalmente como plataforma de anclaje y uniéon de diferentes moléculas
(Aitchison & Rout, 2012; Strambio-De-Castillia etal., 2010).

Los filamentos que se proyectan desde la cara citoplasmatica de los NPCs interaccionan
con la maquinaria de sintesis de proteinas y el citoesqueleto. Las FG Nups que forman estos
filamentos citoplasmaticos (Nup159 y Nup42 en S. cerevisiae, homélogos de NUP214 y NUPL2
envertebrados, respectivamente) presentan varios dominios de unidn a distintos sustratos que les
vinculan conprocesos de exportaciénde diferentes moléculas. Enconcreto, enlevaduras, Nup 159
y Nup42 tienen un papel fundamental en las etapas finales del proceso de procesamiento del
ARNm, ya que interaccionan con Dbp5y Gle1, factores implicados en la disociacion de proteinas
unidas a moléculas de ARNm y en la exportacion del ARNm a través del NPC. Ambos procesos
son esenciales en el mecanismo de maduracion del ARNm y en el ensamblaje de estas moléculas
enlos ribosomas parainiciar el proceso de traduccion (Adams, Terry, & Wente, 2014; Noble etal,
2011; Schmitt etal., 1999; Weirich, Erzberger, Berger, & Weis, 2004). Ademas, estudios recientes
han demostrado que Dyn2, la cadena ligera del complejo motor de la dineina, forma parte de las
subestructuras que, junto con Nup159, componen los filamentos citoplasmaticos. En concref, se
ha descrito que lalocalizacion de Dyn2 en los NPCs favorece la dimerizacion y estabilizacion de
Nup 159 en los poros nucleares (Romes, Tripathy, & Slep, 2012; Stelter etal., 2007). De la misma
manera, se ha sugerido que la asociacion de Nup159 y Dyn2 es importante para mantener el
correcto posicionamiento del huso mitotico (Hayakawa, Babour, Sengmanivong, & Dargemont,
2012).
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En la otra cara de la NE se encuentran los filamentos que se proyectandesde el NPC
hacia el nucleoplasma, dando lugar a la cesta nuclear. Esta estructura, y las Nups que la
conforman, vinculan al NPC con muchos procesos que tienen lugaren el interior del nucleo. Entre
estos procesos destacan la regulacion de la expresion de diversos genes y mecanismos de
reparacion de dafio en el ADN o de control de la progresidn del ciclo celular (Aitchison & Rout,
2012; Strambio-De-Castillia et al., 2010).

Numerosos estudios apoyan la existenciade una estrecha relacion entre los NPCs y la
regulacionde la expresion génica. Enmuchos organismos eucariotas, entre los que se encuentran
las levaduras, la heterocromatina se asocia a la periferia nuclear (Cockell & Gasser, 1999). Estas
regiones de cromatina silenciada, como son las zonas teloméricas, se unen a la NE a través de
ciertas Nups que forman la cesta nuclear (en levaduras Nup60, Mip1y Mip2) (Dilworth et al., 2005;
Feuerbach et al., 2002; Galy et al., 2000). De forma interesante, diferentes experimentos han
permitido identificar Nups asociadas, no s6lo a zonas silenciadas de la cromatina, sino también a
genes activos (J. H. Brickner & Walter, 2004; Casolari etal., 2004; Taddei etal., 2006). De hecho,
este tipo de genes presenta un enriquecimiento de zonas de union al factor de transcripcion Rap1,
que promueve la asociacion de la maquinaria de transcripcion al NPC a través de Nup84 (una
nucleoporina que forma parte del anillo exterior) (Menon et al., 2005). Sorprendentemente, los
genes de alta expresion se reclutan a la periferia nuclear una vez que han sido activados, lo que
constituye un mecanismo de memoria transcripcional que puede perdurar varias divisiones
celulares. El mantenimiento de la asociacién de estos genes alos NPCs permite la incorporacion
de una variante de histonas enla cromatina que asegura una rapida reactivacién de la expresion.
Esto supone una ventaja para aquellas células que estan expuestas a cambios ambientales que
precisan un estricto control de la expresion de genes (J. H. Brickner & Walter, 2004; Casolari et
al., 2004; Taddei et al., 2006). Por ltimo, y ademas de su relevante papel enla regulacion de la
activaciény represion de la expresion de distintos genes, existen ciertas Nups cuya asociacion d
ADN impide la extension de las zonas de represion transcripcional. En S. cerevisiage, la asociacion
de Nup2 al ADN promueve la union de los cromosomas alos NPCs, lo que determina la aparicion
en la cromatina de zonas de transicién entre genes activados y genes reprimidos (D. G. Brickner
etal., 2007; Dilworth et al., 2005).

Por otro lado, la cesta nuclear también esta relacionada con el mantenimiento de la

integridad del genoma. En concreto, se han descrito varias interacciones fisicas y genéticas que
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demuestran la implicacion del NPC en mecanismos de mantenimiento de la longitud de los
telomeros y de reparacion de DSBs (Galy etal., 2000; Therizols et al., 2006; Zhao, Wu, & Blobel,
2004). En levaduras se ha observado que mutaciones enlas Nups de la cestanuclear Mip1y Mip2
provocan unincremento en la propension al dafio en el ADN, apareciendo problemas en el contol
de la longitud de los telémeros (Hediger, Dubrana, & Gasser, 2002). En concreto, la presencia
continuada de DSBs en el ADN promueve el anclaje de estas zonas dafiadas de los cromosomas
alos NPCs, donde se encuentrala maquinaria de reparaciénasociadaala cesta nuclear. Ademsas,
y de manera adicional, estudios realizados sobre telémeros de células senescentes de S.
cerevisiae demuestranque, tanto las zonas teloméricas como lamaquinaria de reparacionde dafio
en el ADN, son reclutadas a los NPCs. Todos estos datos sugieren que los NPCs establecen un
microambiente en la periferia nuclear dptimo para la concentracién tanto de las proteinas
implicadas en procesos de reparacién como de regiones cromosomicas susceptibles de ser
dafiadas (Khadaroo et al., 2009; Oza & Peterson, 2010).

Por dltimo, la cesta nuclear también juega un papelimportante en distintos eventos que
controlan el ciclo celular. En este caso, los NPCs actuan como estructuras de anclaje o retencion
de algunas proteinas que se encuentran temporalmente reguladas a lo largo del ciclo celular
(Aitchison & Rout, 2012; Strambio-De-Castillia etal., 2010). Asi, en S. cerevisiae, los NPCs juegan
un papel importante en la regulacion de la citocinesis a través del control del proceso de
sumoilaciénde las septinas del cuello de la gema. La sumoilacidn de las septinas es catalizada
por Siz1 en etapas previas a anafase, y la desumoilacion de estas proteinas se produce durante
la citocinesis gracias ala accionde Ulp1. La retencion de ambas proteinas en el nucleo durante la
mayor parte del ciclo celular esté regulada por distintos mecanismos. Por un lado, la fosforilacion
de Siz1 durante la mitosis permite el reconocimiento de una sefial NES por los NTFs y su
exportacional citoplasmadurante anafase. Por su parte, Ulp1 es secuestradaenlos NPCs durante
el ciclo celular, y no es liberada hasta las etapas finales de la mitosis (Johnson & Blobel, 1999;
Makhnevych, Ptak, Lusk, Aitchison, & Wozniak, 2007; Takahashi, Mizoi, Toh, & Kikuchi, 2000).

Otro proceso que utiliza el secuestro de proteinas mediado por los NPCs es la modulacidn
de la actividad del checkpoint SAC. En concreto, se ha observado que las proteinas efectoras del
SAC Mad1yMad2 se asociana diferentes estructuras del NPC y la cestanuclear. Este mecanismo
se encuentra altamente conservado en muchos organismos eucariotas, aunque aun no se conoce
en detalle el papel que juegaen el control de la progresion del ciclo celular. En S. cerevisiae, la

localizacion de Mad1y Mad2 en los poros nucleares se observa durante interfase, y es mediada
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por su interaccién con las nucleoporinas Nup53 y el subcomplejo Nup60/Mip1/MIp2 (Scott, Lusk,
Dilworth, Aitchison, & Wozniak, 2005). Mientras que Mad2 necesita la presencia de Mad1 para
asociarse a los NPCs, este Ultimo es capaz de localizarse en estas esfructuras en ausencia de
Mad2 (louk, Kerscher, Scott, Basrai, & Wozniak, 2002). Es interesante destacar que durante la
activacion del SAC Mad2 desaparece completamente de los NPCs. Sin embargo, una pequefia
proporciéon de Mad1 presenta una asociacion dinamica entre los cinetocoros vacios y los NPCs,
de manera que se detecta una poblacion residual de Mad1 asociada ala NE a lo largo de todo el
ciclo celular (S. H. Lee, Sterling, Burlingame, & McCormick, 2008; Scott et al., 2005). Se ha
observado, ademas, que la asociacion de Mad1 a las Nups durante la activacion del SAC
promueve una remodelacion del NPC. En concreto, cuando se activa este checkpoint, el
movimiento de Mad1 entre poro nuclear y los cinetocoros vacios promueve la exposicion de un
dominio especifico de union a Kaps en la nucleoporina Nup53 (Makhnevych, Lusk, Anderson,
Aitchison, & Wozniak, 2003). Este dominio permite el secuestro de Kap121, responsable del
transporte de numerosas moléculas a través del NPC, activando la ruta KTIP (Kap121p-transport
inhibitory pathway, ruta de inhibicién del transporte mediado por Kap121). Estos resultados ponen
en evidencia cémo el frafico nucleo-citoplasmatico puede ser modulado ante diferentes
condiciones ambientales o fisiolégicas (Cairo, Ptak, & Wozniak, 2013a, 2013b). Como ya se ha
mencionado anteriormente, la mitosis en levaduras es cerrada, por lo que la NE permanece
durante cada division celular. En metazoos, sin embargo, la NE desaparece, por lo que el
mecanismo KTIP de modulacion del transporte a través del NPC durante mitosis no tiene lugar. A
pesar de esto, en eucariotas superiores muchas Nups desempefian papeles importantes en el
ensamblaje del huso y la segregacion cromosémica, apareciendo asociados a diferentes
estructuras mitdticas como los cinetocoros o los centrosomas (Wozniak, Burke, & Doye, 2010).
Aunque no existen evidencias, es posible que la asociacion de Mad1 a la NE en metazoos durante
interfase facilite la asociacion entre Kaps y Nups, permitiendo la relocalizacidn de estas ultimas en

distintas estructuras celulares durante la mitosis (Clarke & Zhang, 2008; Dasso, 2013).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es avanzar en nuestro conocimiento sobre la
regulacion del proceso de salida de mitosis a traves del control de la actividad del complejo Bfa1-

Bub2. De este objetivo principal derivan dos objetivos secundarios:

1. Identificacién de nuevas quinasas implicadas en la regulacién de la actividad y/o

localizacion del complejo Bfa1-Bub2.

2. Andlisis y caracterizacion de la interaccién entre Bfa1-Bub2 y componentes del poro

nuclear, asi como de su posible papel durante el ciclo celular.
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3.1.  Busqueda de nuevos reguladores de Bfa1 y analisis de su papel en la inhibicion de
la salida de mitosis tras la generacion de dafos al ADN.

Bfa1, junto con Bub2, forman un complejo que actua como regulador negativo de la ruta
MEN, la cual determina la salida de mitosis en S. cerevisiae. En concreto, el complejo Bfa1-Bub2
inhibe la actividad de Tem1, una GTPasa que actla como iniciadora de dicha cascada de
sefializacion. Laactividad de los componentes delaruta MEN es reguladatanto porsulocalizacion
anivel celular como mediante diferentes modificaciones post-traduccionales, entre las que destaca
la fosforilacion. De esta manera, el balance entre los niveles de fosforilacién y desfosforilacion de
los distintos componentes de la ruta permite un correcto control temporal y espacial de la actividad

de los mismos y de laruta al completo (Baro etal., 2017).

La regulacion del complejo Bfa1-Bub2 es esencial para asegurar la correcta sefializacion
de laruta MEN. En el control de su actividad juega un papel fundamental la fosforilacion de Bfa1.
Asi, durante un ciclo normal, Bfal es fosforilado por la quinasa Cdc5 al alcanzar anafase
(Geymonat, Spanos, Walker, Johnston, & Sedgwick, 2003; Hu et al., 2001). Cuando Bfal se
encuentra en este estado hiper-fosforilado, se inhibe la actividad del complejo GAP, permitiendo
la activacién de Tem1 y la sefalizacion de MEN. Al final de mitosis, Bfa1 es desfosforilado por
Cdc14 (Pereira, Manson, Grindlay, & Schiebel, 2002), una fosfatasa que es la responsable de
desfosforilar todos aquellos sustratos que han sido previamente fosforilados por Cdk1/Cdc28 en
etapas previas, permitiendo asi el inicio de un nuevo ciclo celular (R. Visintin et al., 1998). Es
importante sefalar, porotro lado, que para una accion efectiva de Cdc5 sobre sus sustratos, se
ha descrito que en algunos casos es necesaria una fosforilacién previa por parte de Cdk1 (Asano
etal., 2005). De acuerdo conesto, se han identificado enla secuenciade Bfa1 seis sitios consenso
de fosforilacion por Cdk1 (Caydasi et al., 2017) (Figura R.1). En resumen, portanto, durante un
ciclo celular normal, Bfa1 es fosforilado por Cdc28 y Cdc5 de manera secuencial a medida que las

células progresan por la mitosis, hasta que es, finalmente, desfosforilado por la fosfatasa Cdc14.

En condiciones de activacion de los diferentes checkpoints que controlan la correcta
progresion delciclo celular (DDC, SAC o SPOC), se impide la inactivacion del complejo GAP por
parte de Cdc5 y Bfal se mantiene hipo-fosforilado para garantizar la inhibicion de la salida de
mitosis (Hu et al., 2001). Asi, cuando el huso mitético no se encuentra correctamente posicionado,

la activacion del SPOC permite que Kind fosforile a Bfa1, impidiendo la actividad de Cdc5 y
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evitando asi que Tem1 inicie la cascada de sefializacion de MEN (Caydasi & Pereira, 2009;
D'Aquino etal., 2005; Pereira & Schiebel, 2005). La activacion del SAC, también bloquea la salida
de mitosis impidiendo la fosforilacion de Bfa1 porparte de Cdc5. Sin embargo, en este caso los
mecanismos que regulan dicho proceso aln no se han descrito con detalle (Matellan & Monje-
Casas, 2020). Finalmente, la inhibicion de la fosforilacién de Bfa1 por Cdc5 también es importanie
para el correcto funcionamiento del DDC. El mantenimiento de la integridad del genoma es
esencial para asegurar la viabilidad celular. La presencia de dafio en el material genético activa
en las células el DDR, que les concede el iempo necesario para solventar los problemas
ocasionados en el ADN (Ciccia & Elledge, 2010; Lanz, Dibitetto, & Smolka, 2019; Matellan &
Monje-Casas, 2020). Mientras en la mayoria de organismos eucariotas la activacion del DDC
inhibe la entrada en el ciclo celular promoviendo un arresto de las células en G2-M, en la levadura
S. cerevisiae se produce tanto un bloqueo de la transicion metafase -anafase como una inhibicién
dela salidade mitosis. Es interesante destacar que, sibienlainhibicionde laruta MEN se produce
de forma general ante todas las condiciones que generan dafio en el ADN y que activan el DDC,
a pesarde lo previamente descrito (Hu et al., 2001), la inactivacidén de dicha ruta Unicamente es
imprescindible enrespuestaa la presencia de telémeros desprotegidos (Valerio-Santiago et al.,
2013). En concreto, estudios recientes de nuestro grupo de investigacién demuestran que el dafio
en el ADN asociado a problemas en la proteccion de los telémeros activa una ruta dependiente de
Rad53 que inhibe a Cdcb e impide lasalidade mitosis, manteniendo al complejoBfa1-Bub2activo.
Remarcablemente, en estas condiciones, Bfal se mantiene en un estado de fosforilacion
intermedio, no siendo ninguna de las quinasas previamente descritas (Cdc5, Cdc28 o Kind) las
responsables de esta modificacion. Esta fosforilacidn desaparece unicamente en ausencia de
Bub2, lo cual pone de manifiesto la necesidad de laintegridad del complejo para que se produzca

dicha modificacion (Valerio-Santiago etal., 2013).

Las evidencias anteriores sugieren la existencia de una o varias quinasas, aun no
descritas, que juegan un papel importante en la modificacién de Bfal durante el arresto en
metafase tras la activacién del DDC. Conociendo el importante papel que juega la fosforilacién en
la regulacion de la actividad y la localizacién de Bfa1, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral
nos planttamos como objetivo identificar la quinasa o quinasas responsables de dicha

modificacion, asi como describir su funcion en el control de la ruta MEN en estas condiciones.
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Cdc28-CIb2 (M-Cdk1)

Cdcd f' &/ Kind z::; I::sL::Br;)JoPoIar

P
P / B ' o P Grupo Fosfato

P
Progresion normal Activacion del
del ciclo celular SPOC

FiguraR. 1. Modelo esquematico de la regulacion de Bfa1 a través de su fosforilacion.

A la izquierda se muestra el papel inhibidor de la fosforilacion de Cdc5 (y Cdc28) en condiciones normales de
progresion del ciclo celular. A la derecha, en condiciones de activacién del SPOC, Kin4 fosforila a Bfa1 manteniéndola
en su estado acfivo y favoreciendo la exclusion del complejo Bfa-Bub2-Tem1 del SPB, bloqueando asi la salida de
mitosis.

3.1.1. Criterios de busqueda y seleccion de quinasas.

Las quinasas forman la familia de proteinas mas numerosadentro del proteomade cualquier
organismo eucariota, constituyendo aproximadamente el 2% del genomay formando parte de las
rutas de sefializacion que controlan todos los procesos celulares (Rubenstein & Schmidt, 2007).
Enlalevadura S. cerevisiae existen alrededor de unas 160 quinasas que se clasifican en distintas
subfamilias atendiendo a su relacién estructural, regulacién de la actividad catalitica o
especificidad de sustrato (Breitkreutz etal., 2010; Hunter & Plowman, 1997; Rubenstein & Schmidt
2007).

Conelobjeto de identificarqué quinasao quinasas sonlas responsablesde lafosforilacion
de Bfa1 asociada al dafio en el ADN, realizamos un primer filtro que nos permitiera establecer un
numero asumible de quinasas susceptibles de ser analizadas. Para ello, establecimos los

siguientes criterios de seleccion:

- Localizacién en los SPBs: La localizacion del complejo Bfa1-Bub2 en los SPBs es

importante para que pueda ejercer su funcion. De hecho, alteraciones en esta
localizacion provocan errores en el control de la ruta MEN (Fraschini, D'Ambrosio,
Venturetti, Lucchini, & Piatti, 2006; R. Li, 1999; Monje-Casas & Amon, 2009). De esta
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manera, se seleccionaron aquellas quinasas que se localizan de forma tempora o

permanente en estas estructuras.

Interaccion fisica o genética entre ambas proteinas: Las quinasas se asocian

fisicamente a los sustratos que fosforilan. Sin embargo, estas interacciones suelen
ocurrir de manera rapida y transitoria, de manera que no siempre es posible su
deteccion. Enbase a esto, seleccionamos aquellas quinasas para las que se hubiese

descrito algun tipo de interaccion con Bfa1, ya seafisica o genética.

Presencia en la secuencia de Bfa1 de sitios consenso de fosforilacion: se incluyeron

en nuestra seleccién aquellas quinasas o familias de quinasas con sitios 0 secuencias

consenso de fosforilacion presentes en la secuencia de aminoacidos de Bfat.

Funcion en el ciclo celular: las fosforilaciones constituyen un mecanismo esencial en

la ransmisién de sefiales durante el ciclo celular. Porello, incluimos distintas quinasas
para las que se hubiera descrito previamente un papel en el control de la progresion

del ciclo celulary que presentaran relacion con los procesos estudiados.

Para la seleccion de las distintas quinasas de interés atendiendo a los criterios anteriores

utilizamos fundamentalmente tres bases de datos:
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Saccharomyces Genome Database (SGD; https://www.yeastgenome.org/), que nos

permitié la busqueda de las quinasas en funcion de su localizacion enlos SPBs, asi

como la seleccion de aquellas quinasas relacionadas con el ciclo celular.

BioGrid (https://thebiogrid.org/), que muestra aquellas interacciones fisicas o

genéticas descritas entre distintas proteinas.

PhosphoGrid (https://phosphogrid.org/), que indica los sitios susceptibles de ser

fosforilados por diferentes quinasas en la secuencia de aminoacidos de la proteina de

interés.


https://www.yeastgenome.org/
https://thebiogrid.org/
https://phosphogrid.org/
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En base a los criterios previamente establecidos, finalmente seleccionamos un total de

siete quinasas, que quedan recogidas en la TablaR.1.

Ipl1 No Fisica ND Si
Dbf2 Si Genética ND Si
Mps1 Si Fisica ND Si

. Sitio de fosforilacién CK-l/CK-Il .

Hm25 S ND (17-20; 35-38; 44-47; 424-427) Si

Mck1 No ND Sitio de fosforilacion GSK-3 S
(54-58; 69-73)

Clad4 No Genética Si (5265) Si
Snf1 No ND Si (S266) Si

Tabla R. 1. Listado de las quinasas seleccionadas para el estudio de fosforilacion de Bfa1 tras la activacion
del DDC.

Para cada quinasa se indica si se localiza en los SPBs, el fipo de interaccién con Bfa1 descrita, la presencia 0 no en
la secuencia de Bfa1 de sios consenso de fosforilacién y su posible implicacién en la regulacion del ciclo celular. Se
ufiliza la abreviatura ND (No Descrita) para aquella informacién que no aparezca recogida en la bibliografia.

3.1.2. Anadlisis de la fosforilacion de Bfa1l en respuesta a dafos en los telémeros.

Para analizar el posible efecto de las proteinas seleccionadas en la fosforilacion
observada de Bfal en presencia de dafios en el ADN, empleamos estirpes de la levadura S.
cerevisiae que expresaban el alelo termosensible cdc13-1. Cdc13 es una proteina esencial que
protege alos telomeros de sudegradaciony regulala actividad de la telomerasa. Los telomeros
constituyen las regiones finales de los cromosomas, y su protecciéon es importante en el
mantenimiento de la estabilidad del genoma. Los telomeros son estructuralmente similares a las
DSBs, roturas de la cadena de ADN que aparecen en presencia de agentes externos (radiaciones
ionizantes o ultavioletas y agentes quimicos), 0 a consecuencia del propio metabolismo celular.
Mientras que los telémeros son esenciales y deben mantenerse, las DSBs se encuentran entre los
tipos de dafio més perjudiciales que pueden ocurrir en el genoma de la célula, y deben ser
reparadas para evitar la pérdida de informacion genética. Debido a esto, las células cuentan con

mecanismos que les permiten distinguir entre los extremos naturales de la molécula de ADN
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(regiones teloméricas), de aquellos extremos intemos (DSBs) que aparecen asociados al dafio en
la misma (Wellinger & Zakian, 2012). En S. cerevisiae, Cdc13, junto con Stn1 y Ten1 forman el
complejo CST, que se une alos telémeros durante su replicaciony los protege de la degradacion
regulando la actividad de la telomerasa (Harari & Kupiec, 2014). La expresion del alelo
termosensible cdc13-1ala temperatura restrictiva provoca la desproteccion de los telomeros y la
aparicion de DSBs en esta zona cromosémica. Ante esta situacion de inestabilidad gendmica se
activa el DDC, y se produce una acumulacion de células con una unica masa nuclear posicionada
préxima al cuello de gemacidn, un huso mitotico caracteristico de metafase y una célula hija de
gran tamafio (Nugent, Hughes, Lue, & Lundblad, 1996; Valerio-Santiago et al., 2013). En nuestro
caso, para permitir que este bloqueo del ciclo se produjese eficientemente, las estirpes empleadas
de S. cerevisiae W303 expresaban, adicionalmente, el alelo silvestre RADS, que codifica una
proteina importante en procesos de reparacion de ADNy que se encuentra mutado (rad5-535) en
el fondo genético W303. En algunos casos, las células portaban, ademas, alelos mutantes de la
quinasa Cdc15, cuya inactivacion permite la parada del ciclo celular en anafase. En concreto, las
células expresaban el alelo mutante cdc15-as1, que codifica una proteina mutada cuya actividad
quinasa puede serinactivada condicionalmente con el inhibidor NA-PP1; 0, en su defecto, el alelo
cdc15-2, que codifica una version termosensible de la quinasa Cdc15 (S. E. Lee etal., 2001; R.
Visintin & Amon, 2001).

La expresion enlas células cdc13-1 RADS (referidas a partir de ahora Unicamente como
cdc13-1) de una versidn etiquetada de Bfa1 con el epitopo 3HA (Hematoglutinina) en su extremo
N-terminal nos facilito el andlisis del patron de fosforilacion de esta proteina. Por otro lado, para
estudiar el posible papel de las distintas quinasas en el establecimiento de dicho patrdn, en las
estirpes utilizadas se deleciond el gen codificante de la quinasa de interés en aquellos casos en
los que la ausencia de esta proteina permitiera el crecimiento de la levadura. Alternativamente, en
los casos de aquellas quinasas que son esenciales para la viabilidad celular, se utilizaron estipes
de levadura que expresaban alelos mutantes que permitian una inactivacion condicional de la
quinasa de interés. Los niveles de fosforilacion de Bfa1 se analizaron en cultivos de células que,
tras serbloqueadas inicialmente en G1 con factor a, se dejaban progresar de forma sincrénica por
el ciclo celular, siguiendo el esquema experimental descrito en la Figura R.2 y detallado en la

seccion 7.4.2 de Métodos.
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23°C 23°C 34°C
ON DO=10,2 (+Inhibidores)

+ Factor a (5 pg/ml)

Muestras para analizar
(IF + WB): 0, 1h, 2h, 3h, 4h

Figura R. 2. Disefio experimental para el analisis del papel de las quinasas seleccionadas en la fosforilacién
de Bfa1 tras la activacion del DDC.
De manera general, se utlizaron células cdc13-1 3HA-BFA1. En cada caso, las células expresaban adicionalmente

alelos mutantes condicionales o deleciones de los genes codificantes de las distintas quinasas seleccionadas. De
forma general, las estirpes se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico YPAD libre de
feromona a temperatura restriciva (34°C o0 37°C), tomando muestras cada 60 minutos durante 4 horas para el analisis
de la morfologia del nicleo y el huso mitdico mediante inmunofiuorescencia (IF) de tubulina y para el estudio de la
fosforilacion de Bfa1 por ensayos Western (WB).

3.1.3. Papel de quinasas reguladoras del ciclo celular en la fosforilacion de Bfa1 tras la
activacion del DDC.

3.1.3.1. Lafosforilacién de Bfal no depende de la quinasa Dbf2.

Dbf2 es una proteina esencial en el control de la correcta progresion del ciclo celular. Esta
quinasa forma parte de laruta MEN de salida de mitosis. Como efector final de dicha cascada de
sefializacion, junto con su cofactor Mob1, fosforila a Cdc14, permitiendo asi su liberacién al
citoplasmay la consiguiente inactivacién de la actividad Cdk1. La actividad de Dbf2 esta regulada
a través de su fosforilacion por Cdc15, que media su carga en los SPBs en anafase tardia (Hotz &
Barral, 2014; S. E. Lee, Frenz, Wells, Johnson, & Johnston, 2001; R. Visintin & Amon, 2001). Por
su parte, Cdc14 desfosforila a Dbf2 para inactivarla en etapas finales de la mitosis (Baro et al.,
2013). Sin embargo, los nivelesde Dbf2 enla célula se mantienen constantes a lo largo del ciclo
celular, y se han descrito otros papeles para esta quinasa en etapas previas a anafase. Asi, la
fosforilacion de Kar9 por Dbf2 en metafase juega un papel fundamental en la localizacion de esta
proteina en el SPB pre-existente, permitiendo la herencia del mismo por la célula hija (Hotz,
Leisner, et al., 2012). Por otro lado, Dbf2 juega un papelindirecto en la expresiénde la ciclina

mitotica Clb2, garantizando la correcta transicién G2/M (Messieret al., 2013). De esta manera,
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Dbf2 jugaria un papel dual en el control de la mitosis, actuando simultineamente como promotor
e inhibidor de la actividad Cdk1 mitética (Hotz & Barral, 2014).

Teniendo en cuenta que la actividad de Dbf2 esta presente a lo largo de todo el ciclo
celular, cumpliendo papeles importantes no sélo al final de mitosis, sino también en la transicion
G2/M y en metafase, decidimos estudiar si esta quinasa podria estar regulando la fosforilacién y
actividad de Bfa1 durante el arresto en metafase mediado porla activacién del DDC. Para ello,
utilizamos estirpes que expresaban el alelo termosensible dbf2-2, que a la temperatura restrictiva
provoca un bloqueo de las células en telofase con dos masas nucleares separadas y el huso
mitotico elongado (Toyn & Johnston, 1994). Tras sincronizar las células en G1 con factor a, se
liberaron en medio libre de feromona a 37°C, consiguiendo asila deplecion simultdnea de Cdc13
y Dbf2. El analisis de las células mediante inmunofluorescencia demostraba que la progresion del
ciclo celular se detenia en metafase a partir de las 2 horas de incubacion a temperatura restrictiva
(Figura R.3A). A medida que las células progresaban por el ciclo, el estudio del patron de
fosforilacion de Bfal mediante ensayos Western mostraba una acumulacién de la banda
correspondiente a los niveles de fosforilacion intermedios de la proteina, sin encontrarse
diferencias entre la estirpe control cdc13-1 cdc15-as1 y la estirpe que expresaba adicionalmente
elalelo termosensible de DBF2(Figura R.3B). Nuestros resultados nos permiten concluirque Dbf2

no participa en la regulacion de la actividad de Bfa1 através de lafosforilacion de esta proteina.
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FiguraR. 3. Analisis del papel de Dbf2 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estrpes cdc13-1 cdc15-as1 3HA-BFAT (F1099) y cdc13-1 cdc15-as1 dbf2-2 3HA-BFA1 (F2737) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 37°C, tomando
muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A) Porcentaje de células en metafase esimado mediante el andlisis de
la morfologia del huso y el nucleo en cada punto de iempo y para cada estirpe estudiada. (B) La fosforilacién de 3HA-
Bfa1 se analizd en los puntos de fiempo indicados mediante ensayos Western. Los niveles de proteina Pgk1 se
ufilizaron como control de carga.
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3.1.3.2. Lafosforilacion de Bfa1 tras la activacion del DDC no esta regulada por elementos
esenciales en la regulacion del ensamblaje del huso.

La correcta segregacion del material genético entre las células resultantes de la division
celular precisala unién de los cinetocoros alos microtibulos que emanan de los polos del huso
mitotico. La presencia de un unico cinetocoro vacio activa el SAC, que bloquea la progresion del
ciclo celular en la transicion metafase-anafase (Aravamudhan et al., 2016; Lew & Burke, 2003;
Musacchio & Salmon, 2007). Para asegurar la fidelidad en el reparto del material genético es
necesario ademas que los cromosomas estén bi-orientados, lo que implica que el cinetocoro de
cada cromatida hermana de un mismo par se una a microtubulos que emanan desde los polos
opuestos del huso (London & Biggins, 2014). Para evitar las uniones incorrectas de los
cromosomas, las células cuentan con un sistema de correccién de errores que detecta,
desestabiliza y corrige las uniones incorrectas de los cinetocoros de las cromatidas hermanas a
los microtubulos del huso. Estos procesos estan estrechamente relacionados, pues la
desestabilizacion de las uniones microtibulo-cinetocoro en aquellos cromosomas que no se
encuentran bi-orientados, provoca la aparicién de un cinetocoro vacio que activa el SAC (Lara-
Gonzalez etal., 2012; London & Biggins, 2014; Tanaka etal., 2005). Tanto este checkpoint, como
el mecanismo de correccion de errores, constituyen rutas de sefalizacion muy importantes que
requieren la accidn coordinada de un gran nimero de proteinas, que en ocasiones cumplen otras
funciones adicionales durante mitosis. La activacion del SAC provoca el bloqueo de la progresion
del ciclo celular a través de dos mecanismos. Asi, ademas de secuestrar al regulador del complejo
APC/CCdc20 impidiendo que tenga lugar la transicion metafase -anafase, el SAC mantiene a Bfa1
enun estado hipo-fosforilado que permite la inhibicién de laruta MEN (Hu et al., 2001). En base a
esto, decidimos evaluar el papel que Ipl1y Mps1, quinasas esenciales en los procesos de contol
del ensamblaje del huso, tenian en la regulacion de la fosforilacion de Bfa1 en condiciones de

presencia de dafio en el ADN provocada por la desproteccién de los telémeros.

3.1.3.2.1. El papel de Ipl1 (Aurora quinasa B) no es relevante en la fosforilacion de Bfa1.

Ipl1 (el homélogo de Aurora quinasa B en la levadura de gemacién) juega un papel
esencial en la deteccidn de las uniones incorrectas microtubulo-cinetocoro. Ipl1 forma parte del
CPC, junto con Sli15, Bir1 y Nbl1. Este complejo se localiza en distintas regiones o estructuras

celulares para controlar eventos importantes durante del ciclo celular. Asi, el CPC se sitla en la
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cara interna de los cinetocoros para regular la union incorrecta de estos alos microtubulos. Estas
uniones incorrectas provocan una falta de tension que mantiene a Ipl1 cerca de sus sustratos,
promoviendo su fosforilacion y la desestabilizacidn de las uniones microtubulo -cinetocoros, lo que
determina la aparicion de cinetocoros vacios. Tanto la ausencia como el exceso de actividad de
esta quinasa genera problemas de segregacion cromosdmica (Carmena et al., 2012; Munoz-

Barrera et al., 2015; Munoz-Barrera & Monje-Casas, 2014).

ElI CPC juega un papel esencial tanto en la activacion del SAC como en el control de
distintos eventos del ciclo celular, entre los que destacan la condensacion de los cromosomas
mitoticos, el ensamblaje de la zona media del huso mitotico o la citocinesis (Carmenaetal., 2012).
En consecuencia, decidimos estudiar el papel que Ipl1 pudiera estar ejerciendo en la regulacion
de laactividad de Bfa1 en condiciones de dafio enlos telémeros. Para ello, utilizamos células que,
ademas de portar el alelo cdc13-1, expresaban el alelo termosensible ip/1-321, que codifica una
versién de Ipl1 que a temperatura restrictiva presenta una actividad 10 veces inferior en
comparacion ala proteina silvestre (Biggins & Murray, 2001). Las células se sincronizaron en G1
y se liberarona 37°C, de manera que, 2 horas después de laliberacion de G1, detenian el ciclo
celular en metafase como consecuencia de lainactivacion de Cdc13 (Figura R.4A). El analisis del
patrén de fosforilacion de Bfa1 en las estirpes ¢d13-1 cdc15-as1ipl1-321 con respecto a la estipe
utilizada como control (cdc13-1 cdc15-as1) no indicaba ninguna diferencia significativa una vez
que las células alcanzaban dicho bloqueo, apareciendo, en ambos casos, una acumulacion de la
banda correspondiente alos niveles de fosforilacion intermedios de dicha proteina (Figura R.4B).
En base a los resultados obtenidos, descartamos que la quinasa Ipl1 sea la responsable de la

fosforilacion de Bfa1 asociada al arresto en metafase tras la activacion del DDC.

3.1.3.2.2. La fosforilacion de Bfal no esta mediada por la actividad quinasa de Mps1.

La duplicacion de los SPBs, asi como la deteccionde las uniones incorrectas entre los
microtubulos y los cinetocoros son procesos esenciales que aseguran el reparto equitativo del
material genético entre la célulamadre y la célula hija tras la divisién celular. El papelde laquinasa
Mps1 es crucial en estos procesos (Maure, Kitamura, & Tanaka, 2007; Weiss & Winey, 1996).
Durante la transicion G1/S, los SPBs se duplican a través de un proceso altamente regulado que

controla el ensamblaje secuencial de los distintos componentes que forman parte de estas
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estructuras. La fosforilacién en distintas etapas del proceso de proteinas del SPB como Sfit,
Spc29, Spcd2y Kar1 porla quinasa Mps1 es importante para la correcta duplicacion y ensamblaje
del mismo (Castillo, Meehl, Morgan, Schutz-Geschwender, & Winey, 2002; Elserafy et al., 2014;
Jones etal., 2018; Schutz & Winey, 1998). Por otro lado, Mps1 se localizaen los cinetocoros y
tiene un papel esencial enla activacion del SAC. Tras la aparicion de cinetocoros vacios, Mps1
cataliza el reclutamiento y la fosforilacion de distintos efectores de la ruta de sefializacién del SAC,
activando de esta manera el checkpoint y bloqueando la entrada en anafase (Yamagishi, Yang,
Tanno, & Watanabe, 2012). Ademas, se han descrito otros papeles de Mps1 en distintos procesos
relacionados con la correcta unidn de los microtubulos a los cinetocoros, como son la estabilidad

del huso mitotico o la segregacion cromosdmica durante anafase (Jones etal., 2005).
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FiguraR. 4. Analisis del papel de Ipl1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estirpes cdc13-1 cdc15-as1 3HA-BFA1 (F1099) y cdc13-1 cdc15-as1 ipl1-321 3HA-BFA1 (F2733) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 37°C, tomando
muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A) Porcentaje de células en metafase estmado mediante el andlisis de
la morfologia del huso y el nicleo en cada punto de iempo para cada estirpe estudiada. (B) La fosforilacion de 3HA-
Bfa1 se analizd en los puntos de tempo indicados mediante ensayos Western. Los niveles de proteina Pgk1 se
utilizaron como control de carga.

Bfa1 se localiza en los SPBs, donde cumple su funcién inhibidora sobre Tem1. En
ausencia de Bub2, Bfa1 aparece deslocalizado y no es fosforilado de forma eficiente (Valerio-
Santiago et al., 2013). Mps1 cumple un papel esencial enla duplicacién de los SPBs, porlo que
decidimos analizar si esta quinasa podria estar regulando la carga de Bfa1 en estas estructuras.
Para ello utilizamos células cdc13-1 cdc15-as1 que expresaban adicionalmente el alelo mutante
mps1-as1, el cual codifica una proteina Mps1 mutada cuya actividad quinasa puede ser inactivada
con el inhibidor NM-PP1, un analogo no hidrolizable del ATP (Jones etal., 2005). La inhibicién de
la actividad quinasa de Mps1 provocaerrores enladuplicacionde los cuerpospolaresy problemas

en la activacion del SAC (Jones et al., 2005). Tras un bloqueo inicial de las células en G1, se
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liberaron posteriormente a temperatura restrictiva y en presencia de inhibidor NM-PP1 para
permitir que progresaran sincrénicamente en el ciclo con el DDC activo y en ausencia de actividad
quinasa de Mps1. El andlisis porinmunofluorescencia indicaba que, mientras que las células de la
estirpe control cdc13-1 cdc15-as1 se arrestaban de forma eficiente en metafase, en el caso de la
estirpe cdc13-1 cdc15-as1 mpsi1-as1 no se producia una acumulacion de células con huso
metafasico (Figura R.5A). Esto, sinembargo, es consistente con el hecho de que la ausencia de
la actividad quinasa de Mps1 impidala duplicacion de los SPBs, dando lugar a que las células
presentenproblemas de elongaciony polaridad del huso mitético. Asi, aunque la morfologiade los
microtubulos en la estirpe cdc13-1 cdc15-as1 mps1-as1 transcurridas 2 horas desde la liberacion
era similar a la observada durante G1/S (ver apartado 7.6.2 de Métodos), todas las células
analizadas mostraban caracteristicas adicionales de un bloqueo en metafase, presentando una
masa nuclear posicionada cerca del cuello de gemacion y una gema de gran tamafio. En base a
esto, decidimos establecer dos categorias adicionales que recogian las morfologias aberrantes de
los husos en estas células metafasicas, diferenciando entre aquellos microtibulos que
polimerizaban en una unica direccion (Figura R.5C; “MT unidireccionales”, categoria azul), de
aquellos que lo hacian en todas direcciones (Figura R.5C; “MT multidireccionales” categoria azul
rayada). El andlisis de la estirpe cdc13-1 cdc15-as1 mps1-as1 mostré que, a partir de las 2 horas
de arresto, todas las células analizadas presentaban alguna de estas dos morfologias aberranies
(Figura R.5D). El estudio de la fosforilacion de Bfa1 mediante ensayos Westemn, sin embargo, no
mostraba diferencias en el patron de modificacion de dicha proteina entre el mutante mps7-as1y
la estirpe control, acumulandose en los dos casos la banda previamente descrita asociada a la

fosforilacion de Bfa1 tras la activacion del DDC (Figura R.5B).

Para aseguramos de que el bloqueo en metafase tras la activacion del DDC se producia
de manera eficiente, decidimos repetir el experimento manteniendo la actividad quinasa de Mps1
el iempo suficiente para permitir la duplicacion de los cuerpos polares. La adicion de | inhibidor
NM-PP1 pasados 30 minutos desde laliberacion de G1 a temperatura restrictiva, permitia que las
células entraran en el ciclo con actividad quinasa Mps1, concediéndoles una ventana temporal
suficiente para que se produjerala duplicacién de los SPBs. El anélisis de la morfologia del huso
y el ntcleo porinmunofluorescencia demostré que las células de la estirpe control bloqueaban su
progresiona lo largo del ciclo celular en metafase de manera eficiente. Por otro lado, en estas

nuevas condiciones, mientras que lamitad de las células cdc13-1 mps1-as1 detenian la progresion
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FiguraR. 5. Analisis del papel de Mps1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-D) Las estirpes cdc13-1 cdc15-as1 3HA-BFA1 (F1099) y cdc13-1 cdc15-as1 mps1-as1 3HA-BFA1 (F2749) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 ug/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C y con 10 uM
de NM-PP1, tomando muestas cada 60 minutos durante 4 horas. (A) Porcentaje de células en metafase estmado
mediante el analisis de la morfologia del huso y el nicleo en cada punto de tiempo para cada estrpe estudiada. (B)
La fosforilacion de 3HA-Bfa1 se analizé en los puntos de tempo indicados mediante ensayos Western. Los niveles de
proteina Pgk1 se utlizaron como control de carga. (C-D) Analisis de la morfologia de los husos metafasicos aberrantes
en la estrpe F2749. (C) Imagenes representatvas de husos metafdsicos aberrantes con microtibulos (MT)
unidireccionales (categoria azul) y MT mulfidireccionales (categoria azul rayada). Se muestran imégenes de la
morfologia celular (contraste de fase, en gris), tubulina (en verde)y el nucleo (DAPI, en azul), asi como una imagen
combinada de todos los canales (Todos). (D) Porcentaje de células con las morfologias de husos meftafasicos
aberrantes establecidas en (C) para la estrpe F2749 en los puntos de fiempo indicados.

enel ciclo presentando una morfologia tipica de células en metafase, la otra mitad de la poblacion
estaba formada por células metafasicas con los husos aberrantes descritos en la Figura R.5C
(Figura R.6A). Con el fin de verificar la eficiencia del arresto de las células cdc13-1 mps1-as1 en
metafase y la ausencia de una acumulacion de células que no conseguian salirde G1, decidimos
evaluar, de manera adicional, la dindmica de sintesis y degradaciénde CIb2, una ciclina mitbtica
que es degradada al final de la mitosis (Wasch & Cross, 2002). El analisis de los niveles de Clb2
mediante ensayos Western confirmé que tanto las células control cdc13-1 como la estirpe cdc13-
1 mps1-as1 se encontraban bloqueadas en metafase al finalizar el experimento, si bien aquellas
que expresan la version mutante de Mps1 presentan un retraso en la entrada en mitosis,
produciéndose la acumulacion de Clb2 a partir de las 2 horas tras la liberacion (Figura R.6B). De
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acuerdo a nuestros resultados anteriores, el analisis del patrén de fosforilacion de Bfa1 no se veia
alterado al inhibir la actividad quinasa de Mps1, si bien, al igual que en el caso de Clb2, se
observaba un retraso en la aparicién y acumulacion de las formas fosforiladas de Bfa1 (Figura
R.6B). En base alos resultados obtenidos, concluimos que, en condiciones de activacion del DDC

pordafo en los teldémeros, Mps1 no interviene enlaregulacion de la actividad de Bfa1.
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FiguraR. 6. Analisis del papel de Mps1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estirpes cdc13-1 3HA-BFA1 (F1182) y cdc13-1 mps1-as1 3HA-BFA1 (F2757) se sincronizaron en G1 con
factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C, tomando muestras cada 60 minutos
durante 4 horas. A los 30 minutos de la liberacion, se afiadieron 10 uM de inhibidor NM-PP1 al medio de liberacion.
(A) Porcentaje de células en metafase estmado mediante el andlisis de la morfologia del huso y el nicleo en cada
punto de tempo para cada estrpe estudiada. (B) La fosforilacién de 3HA-Bfa1 se analizd en los puntos de tempo
indicados mediante ensayos Western. El andlisis de los niveles de proteina CIb2 se utlizd como marcador de la
progresion en el ciclo celular.

3.1.4. Las quinasas Hrr25 y Mck1 no modifican el estado de fosforilacion de Bfa1 tras la
activacion del DDC.

Hrr25 es una caseina quinasa (CK, casein kinase) importante en procesos como el trafico
vesicular, la autofagia, la segregacion cromosdmica, la regulacién de uniones microtubulo -
cinetocoro en las divisiones meioticas, la biogénesis de los ribosomas, o la reparacion de dafio en
el ADN. De manera interesante, Hrr25 fue inicialmente identificada como una quinasa cuya
actividad es esencial en los procesos de reparacidn en condiciones de rotura de doble cadena del
ADN (Hoekstra etal., 1991). Estudios posteriores han vinculado la actividad de esta quinasa con
la regulacion de la transcripcion de genes de respuesta a dafio en el genoma (Ho, Mason,
Kobayashi, Hoekstra, & Andrews, 1997; Winsor, Bartkowiak, Bennett, & Greenleaf, 2013). Sin
embargo, a pesar de las multiples evidencias que vinculan el papel de Hrr25 con procesos de
respuesta a situaciones de dafio en el material genético, el papel concreto de esta quinasa en

estos mecanismos de confrol aln no se conoce en detalle. Por otro lado, estudios recientes han
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demostrado que Hrr25 cumple unpapelimportante en la respuestacelulara estrés, concretamente
através delaregulacionde laexpresiondel factorde transcripcidn Haa1, esencial enla adaptacion

celular frente ala presenciade acidos organicos débiles (Collins, Black, & Liu, 2017).

La gran variedad de funciones que Hrr25 desempefia explica que su localizacion celular
no se restrinja a un Unico espacio celular, habiendosidoidentificadacomo parte de los precursores
de los ribosomas, el aparato de Golgi, el nucleo, la membrana plasmatica, los cinetocoros y los
SPBs. Esto, unido a la gran versatilidad de esta quinasa en el control de procesos celulares tan
dispares, y a la presencia en la secuencia de Bfal de regiones consenso susceptibles de ser
fosforiladas por CK-l y CK-Il, hacian de Hrr25 una candidata interesante en la busqueda de
quinasas que regulen a Bfa1. A pesar de suimplicacion en tantos procesos celulares distintos, se
ha descrito que Hrr25 no es una proteina esencial en todos los fondos genéticos de lalevadura S
cerevisiae. Este es el caso del fondo W303, empleado en los experimentos realizados en esta
Tesis Doctoral. Sin embargo, a pesar de no ser esencial en este fondo, la delecio n del gen que
codifica Hrr25 provoca que la viabilidad y el crecimiento de las células W303 estén bastante
comprometidos (Hoekstra et al., 1991). Es porello que para el estudio del efecto de Hrr25 sobre
la fosforilacion de Bfa1 utilizamos el alelo mutante hrr25-as1, que codifica una proteina mutada
cuya actividad quinasa puede ser inactivada condicionalmente con el inhibidor NM-PP1
(Petronczki etal., 2006). Para llevar a cabo este andlisis, las células se sincronizaron con factor a
y se liberaron posteriormente a temperatura restrictiva y en presencia del inhibidor NM-PP1. El
analisis de la progresion del ciclo celular nos permitid comprobar que tanto las células de la estipe
control cdc13-1 como aquellas que expresaban ademas el alelo mutante hrr25-as1 alcanzaban un
bloqueo eficiente en metafase transcurridas 2 horas tras la liberacion (Figura R.7A). El anélisis de
la fosforilaciénde Bfa1 no mostrabadiferencias en el patron de modificaciénde estaproteinaentre
ambas estirpes, acumulandose en los dos casos la banda correspondiente a la fosforilacion de
Bfa1 asociada a la activacion del DDC (Figura R.7B). Estos resultados nos permiten descartar a

Hrr25 como la quinasa responsable de la fosforilacién de Bfa1 en estas condiciones.

Mck1, porotro lado, pertenece ala familia de las quinasas GSK-3 (porsus siglas eninglés,
glycogen synthase kinase-3), altamente conservadas alo largo de la evolucion. Inicialmente, Mck1
fue identificada en levaduras por su papel en la regulacion de la estabilidad de los centrdmeros y
por su funcion en meiosis (Neigeborn & Mitchell, 1991; Shero & Hieter, 1991). Actualmente, se ha
descrito que Mck1 esta implicadaenmultitud de procesos celulares.Asi, se ha propuesto que esta

quinasa participa en la regulacién de distintas etapas del ciclo celular. Porunlado, Mck1 tiene un
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papel ensalida de mitosis relacionado con lainhibicién de la actividad de los complejos M-CDK,
mediante la fosforilacion de Cdc28 una vez que se ha producido ladivisiénnuclear (McQueen, van
Dyk, Young, Loewen, & Measday, 2012). Por otro lado, durante fase S, la fosforilacion de Cdc6
por Mck1 regula su degradacion, impidiendo que tenga lugar una re-replicacién del ADN (lkui,
Rossio, Schroeder, & Yoshida, 2012). Junto a este Ultimo punto, estudios recientes han
demostrado la participacion de Mck1 en el checkpoint de dafio al ADN, como una ruta paralelay
co-operativaa la ruta de reparacion dependiente de Dun1, confirmando un papelimportante de
Mck1 en la conservaciénde la integridad del genoma (X. Li et al., 2019; Sanvisens Delgado &
Toczyski, 2019).
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FiguraR. 7. Analisis del papel de Hrr25 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estirpes cdc13-1 HRR25::hrr25A 3HA-BFA1 (F3098) y cdc13-1 hrr25-as1::hrr25A 3HA-BFA1 (F3064) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C y con 10 uM
del inhibidor NM-PP1, tomando muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A) Porcentaje de células en metafase
esimado mediante el andlisis de la morfologia del huso y el nicleo en cada punto de fempo para cada esfirpe
estudiada. (B) La fosforilacion de 3HA-Bfa1 en los puntos de iempo indicados se analizd mediante ensayos Western.
El andlisis de los niveles de proteina Clb2 se utilizd como marcador de la progresion en el ciclo celular. Los niveles de
proteina Pgk1 se utlizaron como control de carga.

A pesar de ser una quinasa de amplio espectro, la funcién tan relevante de Mck1 en el
control del ciclo celular, su implicacién como nuevo efector del DDC vy la presencia de sitios
consenso de fosforilacion de la familia de quinasas GSK-3 en la secuencia de Bfa1, hacen que
Mck1 sea otro candidato idéneo para el estudio de la regulacion delinhibidor de MEN. Para poder
llevara cabo este analisis, y siendo Mck1 una proteina no esencial para la viabilidad de lalevadura
S. cerevisiae, utilizamos estirpes en las que el gen MCK1 habia sido delecionado. Las células
fueron sincronizadas con factor a y liberadas posteriormente en medio libre de feromona a 34°C.
Sinembargo, y mientras que las células de la estirpe control cdc13-1 bloqueaban la progresion del
ciclo en metafase, las células cdc13-1 mck1A no fueron capaces de mantener el arresto,

observandose a partir de las 3 horas una disminucion en la proporcion de células en metafase
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(Figura R.8A). De acuerdo con esto, el analisis Westemn de los niveles de Clb2 mostraba una
reduccion en los niveles de esta ciclina mitdtica en la estirpe cdc13-1 mck1A que comenzaba 3
horas despuésde la entrada de las células en G1. El estudio de la fosforilacién de Bfa1, porotro
lado, mostraba un aumento de la cantidad de proteina no fosforilada en aquellas células en las
que MCK1 habia sido delecionado (Figura R.8B). No obstante, debido a los problemas en el
mantenimiento del arresto del ciclo en metafase anteriormente detallados, no era posible
determinar si esta alteracion en el patron de fosforilacién de Bfal era consecuencia directade la

delecion de MCK1, o si estaba provocada por la incapacidad de mantener el bloqueo en metafase.
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FiguraR. 8. Analisis del papel de Mck1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estirpes cdc13-1 3HA-BFA1 (F1182) y cdc13-1 mck1A 3HA-BFA1 (F2894) se sincronizaron en G1 con factor
a (5 ug/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C, fomando muestras cada 60 minutos durante
4 horas. (A) Porcentaje de células en metafase estmado mediante el analisis de la morfologia del huso y el nicleo en
cada punto de iempo para cada esfrpe estudiada. (B) La fosforilacion de 3HA-Bfa1 en los puntos de fiempo indicados
se analizd mediante ensayos Western. El andlisis de los niveles de proteina Clb2 se ufilizd como marcador de la
progresion en el ciclo celular. Los niveles de proteina Pgk1 se uflizaron como control de carga.

Para poder verificar si la disminucién observada enlos niveles de fosforilacion de Bfa1
eran consecuencia de lareduccion del porcentaje de células arrestadas en metafase, decidimos
utilizar estirpes que adicionalmente expresaban el alelo mutante cdc15-as1. Asi, al afiadir el
inhibidor NA-PP1, las células que estuvieran escapando del arresto en metafase producido porla
expresion de cdc13-1, bloquearian su progresion en el ciclo en anafase. En estas condiciones, si
se mantuviera la banda correspondiente a la proteina Bfa1 sin fosforilar y no apareciese la hiper-
fosforilacion dependiente de Cdc5 tipica de anafase, podriamos verificar el papel de Mck1en la
regulacion del inhibidor de MEN. Repitiendo el esquema seguido en los experimentos anteriores,
las células se sincronizaron en G1 utilizando factor a y se liberaron posteriormente en medio rico
libre de feromona a 34°C, en presencia en este caso, ademas, del inhibidor NA-PP1. El analisis
de lamorfologia del huso mitético y el nucleo nos permiti6 comprobar que, en ausencia de Mck1,

y aunque las células detenian inicialmente su progresién en el ciclo celular en metafase, se
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producia un aumento en la poblacion de células en anafase transcurridas 2 horas de incubacién a
34°C (Figura R.9A y R.9B). Eneste caso, el andlisis de las modificaciones post-traduccionales de
Bfa1 indicaba que los patrones de fosforilacion de la estirpe control y la estirpe mck1A eran
distintos, observandose un aumento de la cantidad de Bfa1 hiper-fosforilado en ausencia de esta
quinasa (Figura R.9C). En ambos casos, ademas, se comprobaba que la proporcion de las formas
intermedias de fosforilacion de Bfa1 no se veian afectadas. Finalmente, la banda correspondiente
a la proteina sin fosforilar desaparecia en ambas estirpes transcurridas 2 horas fras la liberacion
de G1 (Figura R.9C). El patron de modificaciones post-traduccionales de Bfa1 enla estirpe cdc13
1 cdc15-as1 mck1A nos permite concluir, por tanto, que Mck1 no es la quinasa responsable de la

fosforilacion de Bfa1 asociada a la activacion del DDC en las condiciones analizadas.
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FiguraR. 9. Analisis del papel de Mck1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B-C) Las estirpes cdc13-1 cdc15-as1 3HA-BFAT (F1099) y cdc13-1 cdc15-as1 mck1A 3HA-BFA1 (F2892) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C y 10 uM NA-
PP1, tomando muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A-B) Estudio de la progresion del ciclo celular mediante el
analisis de la morfologia del huso y el nicleo. (A) Porcentaje de células en metafase en cada punto de tiempo para
cada esfrpe estudiada. (B) Porcentaje de células en anafase en cada punto de tiempo para cada estrpe estudiada.
(C) La fosforilacién de 3HA-Bfa1 en los puntos de tiempo indicados se analizé mediante ensayos Western. El anélisis
de los niveles de proteina Clb2 se ufilizd como marcador de la progresién en el ciclo celular. Los niveles de proteina
Pgk1 se utlizaron como control de carga.
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3.1.5. Cla4 regula la fosforilacion de Bfal mediada por Cdc5.

La citocinesis es el paso final del ciclo celular y supone la separacion fisica entre la célula
madre y la célula hija. En este proceso juegan un papel esencial las septinas, cuyo reclutamiento
y ensamblaje estad altamente regulado y estrechamente relacionado con la progresion del ciclo
celular (Oh & Bi, 2011). En S. cerevisiae, la transicion G2/M esta controlada por la correcta
formacion delanillo de septinaen el apice de la gemacion (bud tip), donde daralugar a la aparicion
del cuello de lagema. Cla4 es un factor de polaridad que juega un papel esencial en este proceso.
La fosforilacién de las septinas por esta quinasa es importante para el ensamblaje y maduracion
del anillo (Versele & Thomer, 2004). Ademas, su localizacion en el cuello de la gema también es
relevante en la regulaciénde la entrada en mitosis, donde, junto con otras quinasas, cataliza la
fosforilacion de Swe1 (inhibidor de los complejos M-CDK), promoviendo su degradacion (Asano et
al., 2005; Sakchaisri et al., 2004). De forma interesante, estudios previos vinculan el control de la
ruta MEN con distintos factores de polaridad, entre los que se encuentra Cla4. En concreto, se ha
descrito que lainhibicién de Kind mediada por Lte 1, asi como la localizacion de activador de MEN
enla gemadurante la divisidn celular, es dependiente de la accién de Cla4 (Bertazzi et al., 2011;
Hofken & Schiebel, 2002).

La estrecharelacidn entre Cla4 con el control de la progresion del ciclo celular, asi como
la descripcién de unsitio de fosforilacidén consenso para esta quinasa en la secuencia de Bfa1 (en
concreto en la S265 (Helbig et al., 2010)), convertian a Cla4 en un candidato interesante como
potencial regulador de Bfa1. Para poderllevaracabo el andlisis de esta posible funcion de Cla4,
utilizamos estirpes que portaban una delecion del gen CLA4. De acuerdo a lo descrito en la
bibliografia, las células cla4A de S. cerevisiae perdian su forma redondeada caracteristica, y
crecian con una morfologia similar a las hifas. En este caso, ademas del anélisis del efecto de
Cla4 sobre la fosforilacion de Bfa1 en metafase fras la expresion delalelo termosensible cdc13-1
a la temperatura restrictiva, incluimos estirpes que expresaban el alelo cdc15-2, que codifica una
versién termosensible de Cdc15 que, tras su inactivacidn, bloquea la progresion en el ciclo en
telofase, antes de que se produzca la citocinesis (S. E. Lee etal., 2001; R. Visintin & Amon, 2001).
Eluso del alelo cdc15-2, teniendo en cuenta el papel descrito para Cla4 en la formacién del anillo
de septinayenlaregulaciénde laruta MEN, nos permitia estudiar no solo el papelde estaquinasa
sobre Bfal durante metafase, sino también en las Ulimas etapas del ciclo. Las células se
sincronizaron en G1 con factor a, y se liberaron posteriormente en medio rico a 34°C. El analisis

de la morfologia del huso mitético y el nicleo nos permiti6 comprobar que las células cdc13-1
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cdc15-2, con independenciade si portaban o no la delecion de CLA4, detenian de nuevo el ciclo
celular en metafase de manera eficiente (Figura R.10A). No obstante, el analisis de la fosforilacion
de Bfa1 no indicaba diferencias en los patrones de modificacion de esta proteina entre las estipes
cdc13-1 cdc15-2y cdc13-1 cdc15-2 cla4/ (Figura R.10B). Porotro lado, el estudio de laprogresion
del ciclo enlas células que no portaban el alelo cdc13-1indicaba que, en este caso, de acuerdo a
lo esperado, se producia un bloqueo final en anafase tanto en las células control cdc15-2 como en
aquellas en las que adicionalmente se habia delecionado el gen CLA4 (Figura R.10C). Sin
embargo, sorprendentemente, el anélisis Westemn reveld que, mientras que las células cdc15-2
alcanzaban los maximos niveles de fosforilacion descritos para Bfal en anafase, la delecion
adicional de CLA4 provocaba una reduccién en la cantidad de Bfal hiper-fosforilada (Figura
R.10D). La fosforilacion de Bfal mediada por Cdc5 durante anafase determina la inhibicion del
complejo Bfa1-Bub2, y la consiguiente activacion de la ruta MEN. Nuestros datos permiten
concluir, portanto, que, sibienCla4 no es responsable delafosforilacionde Bfa1 tras la activacion
del checkpoint dafio en el ADN, esta quinasa afecta de manera directa o indirecta a la fosforilacion

de Bfa1 mediada por Cdc5 durante anafase.

3.1.6. Bfa1 es susceptible de ser sustrato de fosforilacion de la quinasa Snf1.

La familia de quinasas dependientes de AMP (AMPKs, AMP-activated protein kinases)
muestra un alto grado de conservacion en todos los organismos eucariotas, y juega un papel
importante en el control del consumo energético celular. En S. cerevisiae, esta familia de quinasas
estarepresentada por el complejo enzimatico SNF1, formado por una subunidad catalitica (Snf1),
una subunidad reguladora(Snf4), y una de las subunidades 3(Sip1, Sip2y Gal83), que determinan
la localizacion del complejo en los distintos compartimentos celulares donde cataliza la
fosforilacion de sus diferentes sustratos. Como se ha indicado, estas quinasas constituyen el
mayor sensor energético de las células (Coccetti, Nicastro, & Tripodi, 2018). La subunidad
catalitica Snf1 fue inicialmente descritacomo unaquinasa esencial enlaregulacionde laexpresion
de genes ante la falta de disponibilidad de nutrientes o frente a la presencia de diversos tipos de
estrés, permitiendo la adaptacion del crecimiento celular a las diferentes condiciones ambientales
(Hedbacker & Carlson, 2008). Un numero cada vez mayor de evidencias relaciona la actividad de
Snf1 con la regulacién de la progresion del ciclo celular. Por un lado, la quinasa Snf1 juega un

papelimportante en la transicion G1/S, mediando el reclutamiento de factores de transcripcion a

74



RESULTADOS

diferentes zonas promotoras de genes especificos de G1 (CLB5, CLN2...) y controlando de esta
manera su expresion (Busnelliet al., 2013; Pessina et al., 2010). Estudios recientes vinculan a
Snf1, ademas, con el control del posicionamiento del huso mitotico, participando en el correcio
alineamiento del mismo a ftravés de vias epistéticas a la ruta dependiente de Kar9 (Tripodi,
Fraschini, Zocchi, Reghellin, & Coccetti, 2018).
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FiguraR. 10. Analisis del papel de Cla4 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-D) Las estirpes cdc13-1 cdc15-2 3HA-BFA1 (F1488), cdc13-1 cdc15-2 cladA 3HA-BFA1 (F2536), cdc15-2 3HA-
BFA1 (F1492) y cdc15-2 cla4A 3HA-BFAT1 (F2535) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml) y se liberaron en
medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C, tomando muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A, C) Estudio de
la progresion del ciclo celular mediante el analisis de la morfologia del huso y el nlcleo. (A) Porcentaje de células en
metafase en cada punto de iempo para cada estirpe estudiada. (C) Porcentaje de células en anafase en cada punto
de fiempo para cada esfrpe estudiada. (B, D) La fosforilacion de 3HA-Bfal en los puntos de fiempo indicados se
analizé mediante ensayos Western.

Snf1 interviene, por tanto, en el control de distintas etapas del ciclo celular. Su papel en el
control del posicionamiento del huso mitético supone una conexion con la regulacion de la
actividad del complejo Bfa1-Bub2. Por otro lado, la S266 en la secuencia de Bfal es susceptible
de ser un residuo de fosforilacion por esta quinasa (Helbig et al., 2010). En base a estas
evidencias, decidimos estudiar el papel que Snfl pudiera estar jugando en la regulacion de la

actividad de Bfa1. Con este fin, utilizamos células enlas que se delecioné el gen SNF1. Siguiendo

75



RESULTADOS

el mismo esquema experimental que en los casos anteriores, las células se sincronizaron en G1
con factor a, y posteriormente se liberaron en medio rico sin feromona a 34°C. Tras la liberacion a
temperatura restrictiva, las células de la estirpe control cdc13-1 progresaban por el ciclo celular
hasta detenerse de nuevo en metafase. Sin embargo, las estirpes cdc13-1 snf1A presentaban
problemas a la hora de entrar en mitosis, de acuerdo a lo descrito previamente (Busnelli et al.,
2013; Pessina et al., 2010). Asi, aunque més de la mitad de la poblacién conseguia progresar
hasta metafase tras su liberacion, un elevado porcentaje de células permanecian arrestadas en
G1 al finalizar el experimento (Figuras R.11A y R.11B). En concordancia, el estudio de los niveles
de CbI2 mediante ensayos Western demostraba una acumulacion menor de esta ciclina mitbtica

enlas células cdc13-1 snf1A que enla estirpe cdc13-1 (Figura R.11C).

De forma interesante, el analisis de lafosforilacionde Bfa1 revelabauncambio enel patron
de modificacion de esta proteina en las estirpes analizadas. Asi, a diferencia de lo observado en
las células cdc13-1, durante el bloqueo en metafase la estirpe cdc13-1 snf1A no presentabala
forma intermedia de fosforilacion de Bfa1, mostrando niveles elevados de laforma no fosforilada
de estaproteina (Figura R.11C). De hecho, el patron de fosforilaciéon de Bfa1 enlas células cdc13
1 snf1A era muy similar al descrito en condiciones de ausenciade BUB2 (Valerio-Santiago etal.,
2013). Este cambio en los niveles y patron de fosforilacion de Bfa1 enlas células en las que SNF1
habia sido delecionado podria estar asociado, sinembargo, ala existencia de una poblaciéon de
células bloqueadas en G1 y a los problemas durante la progresiénen el ciclo celular descrios
anteriormente, y no a una accion directa de Snf1. Para verificarlo, decidimos intentar incrementar
el porcentaje de células cdc13-1 snf1A que conseguian iniciar con éxito el ciclo celular y se
detenian finalmente en metafase a la temperatura restrictiva. Con este fin, repetimos el
experimento anterior, pero incrementando el tiempo de incubacién de las células a 34°C hasta 8
horas tras la liberacién de G1. De nuevo, el andlisis de la progresion del ciclo enlas células cdc13-
1 snf1A indicaba un refraso en la entrada en mitosis y la permanencia de una poblacién celular
arrestada en G1 en todos los puntos de tiempo analizados, si bien en menor porcentaje que en el
caso anterior (Figura R.12A yR.12B). El andlisis del contenido de ADN por FACs tambiénindicaba
que las células snf1A mostraban un retraso en la duplicaciéndel contenido genético, manteniendo,
ademas, una poblacion basal que no conseguia entrar en fase S (Figura R.12C). No obstante, y a
pesarde que mas de la mitad de la poblacién de la estirpe cdc13-1 snf1A conseguia progresar en
el ciclo celular hasta metafase en estas nuevas condiciones, el patron de la fosforilacion de Bfa1
seguia viéndose modificado, observandose otra vez una acumulacion de la forma no fosforilada

de la proteina en todos los puntos de tiempo analizados (Figura R.12D).
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FiguraR. 11. Analisis del papel de Snf1en la fosforilacion de Bfa1.

(A-C) Las estirpes cdc13-1 3HA-BFA1 (F1182)y cdc13-1 snf1A 3HA-BFA1 (F3818) se sincronizaron en G1 con factor
a (5 ug/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C, fomando muestras cada 60 minutos durante
4 horas. (A, B) Estudio de la progresion del ciclo celular mediante el andlisis de la morfologia del huso y el nucleo. (A)
Porcentaje de células en metafase en cada punto de iempo para cada esfirpe estudiada (B) Porcentaje de células en
G1 en cada punto de tempo para cada estirpe estudiada. (C) La fosforilacion de 3HA-Bfa1 en los puntos de iempo
indicados se analizd mediante ensayos Western. El andlisis de los niveles de proteina Clb2 se ufllizé como marcador
de la progresion en el ciclo celular. Los niveles de Pgk1 se utlizaron como control de carga.

Nuestros experimentos sugieren que la fosforilacion de Bfa1 en condiciones de activacion
del DDC se ve comprometida en ausencia de Snfl. Sin embargo, Snfl es una quinasa de
respuesta a muchos tipos de estrés (Hedbacker & Carlson, 2008). Entre estas situaciones de
estrés se incluye laexposicionachoque térmico, como laque tiene lugarcuando las células cdc 13-
1 se cultivan a temperatura restrictiva para activar el DDC. En estas situaciones, las células que
carecen de la actividad Snf1 presentan un crecimiento celular comprometido. La activacion del
DDC en S. cerevisiae, porotro lado, implica el bloqueo de la mitosis en metafase, porlo que los

defectos en la fosforilacion de Bfal observados enlas células cdc13-1 snf14, aunque agravados
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por el efecto de la activacion del checkpoint de dafio en el ADN, podrian estar relacionados con

un papel general de la actividad de Snft en el control de la fosforilacion de Bfa1 durante metafase.
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FiguraR. 12. Analisis del papel de Snf1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-D) Las estirpes cdc13-1 3HA-BFA1 (F1182) y cdc13-1 snf1A 3HA-BFA1 (F3818) se sincronizaron en G1 con factor
a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona a 34°C, tomando muestras cada 60 minutos durante
8 horas. (A-B) Estudio de la progresion del ciclo celular mediante el andlisis de la morfologia del huso y el nicleo. (A)
Porcentaje de células en metafase en cada punto de iempo para cada estirpe estudiada. (B) Porcentaje de células
en G1 en cada punto de tiempo para cada estirpe estudiada. (C) Andlisis del contenido de ADN genémico mediante
citomefria de flujo (FACs) para cada estirpe estudiada. (D) La fosforilacion de 3HA-Bfa1 en los puntos de iempo
indicados se analizd mediante ensayos Western. El andlisis de los niveles de proteina Clb2 se uflizé como marcador
de la progresién en el ciclo celular. Los niveles de Pgk1 se ulizaron como control de carga.
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En base alo anterior, decidimos estudiar el efecto de esta quinasa sobre la regulacion de
Bfa1 en células no expuestas a ningun tipo de estrés. Este analisis se llevé acabo en células que
expresaban el alelo cdc15-as1. Las células se sincronizaron en G1 con factor g, y se liberaron en
medio rico libre de feromona y en presencia del inhibidor NA-PP1 a 26°C. El analisis de la
progresion en el ciclo celular mostraba un bloqueo en anafase muy eficiente transcurridas 2 horas
de la liberacion en medio coninhibidor tanto en las células cdc15-as1 como en la estirpe cdc15-
as1 snf14, consistente conla inactivacién de Cdc15 y, portanto, de la ruta MEN (figura R.13A).
De nuevo en este caso, si bien el cambio en el patron de fosforilacion de Bfal observadoenla
estirpe cdc13-1 snf1A no era tan evidente, el anélisis mediante ensayos Western demostraba que
la dinamica de modificacion post-traduccional de Bfa1 diferia entre las células de la estirpe contol
cdc15-as1y las que portaban adicionalmente la delecion de SNF1. Asi, mientras en las primeras
se alcanzaban los niveles de fosforilacion méaximos de Bfa1y desaparecia la forma no fosforilada
de la proteina; las células cdc15-as1 snf1A mantenian una cantidad significativa de proteina no
modificada durante todo el experimento (Figura R.13B). Nuestros resultados, en resumen, indican
que la actividad quinasade Snf1, ya seadirecta o indirectamente, modulael estado de fosforilacion

de Bfa1 durante el ciclo celular.
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FiguraR. 13. Analisis del papel de Snf1 en la fosforilacion de Bfa1.

(A-B) Las estirpes cdc15-as1 3HA-BFA1 (F1068)y cdc15-as1 snflA 3HA-BFA1 (F3820) se sincronizaron en G1 con
factor a (5 pg/ml) y se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona y en presencia de 10 uM NA-PP1 a 26°C,
tomando muestras cada 60 minutos durante 4 horas. (A) Porcentaje de células en anafase esimado mediante el
analisis de la morfologia del huso y el nlcleo en cada punto de iempo para cada estirpe estudiada. (B) La fosforilacién
de 3HA-Bfa1 en los puntos de tiempo indicados se analizé mediante ensayos Western.

79



RESULTADOS

3.2.  Una nueva conexion entre el control de la salida de mitosis y el poro nuclear a través
de la interaccion entre Bfa1 y la nucleoporina Nup159.

Garantizar la correcta segregacion de los cromosomas durante la division mitotica es de
vital importancia. Con el fin de evitar errores que impidan un reparto equitativo de la dotacion
genéticay originen la aparicion de aneuploidias, las células eucariotas han desarrollado distintos
mecanismos de vigilanciao puntos de control, también conocidoscomo checkpoints mitoticos, que
bloquean la progresion del ciclo celular, proporcionando a las células tiempo para corregir los
problemas que puedan poner en peligro la integridad genémica. Asi, mientras que el DDC
responde a la presencia de dafios en el ADN, el SAC controla que los cromosomas se unan
correctamente al huso mitético, y el SPOC evita la salida de mitosis sie mpre que el huso mitdfico
no esté bienalineado conrespecto al plano de divisidn celular. De formainteresante, en la levadura
de gemacidn S. cerevisiae, todos estos puntos de control, aunque actian en diferentes momenios
enel ciclo celular, comparten la habilidad de bloquear la salida de mitosis a través de la activacion
del complejo Bfa1-Bub2, que promueve lainhibicién de la ruta MEN (Hu etal., 2001). La ruta de
salida de mitosis o ruta MEN es una cascada de sefializacion iniciada porla GTPasa Tem1, que
permite, en Ultima instancia, la liberacion completa al citoplasma de la fosfatasa Cdc14 y, con ello,
la finalizacion de la mitosis. En condiciones normales, Tem1 se encuentra inhibida hasta anafase
por Bfa1-Bub2, momento en el que este complejo esinactivado porla quinasa Cdc5, permitiendo

la activacion de Tem1, la sefializacion porlaruta MENy la salida de mitosis.

El complejo Bfa1-Bub2 actuia, portanto, como un elemento esencial en el control de la
integridad delgenomay la segregacidn cromosomica. Paraasegurar el correcto desarrollo de esta
funcién, es fundamental una precisaregulacionde sulocalizaciony suactividad. Elcomplejo Bfa1-
Bub2 se localiza en la cara citoplasmética de los SPBs. A partir de metafase, esta localizacion es
asimétrica y el complejo se situa preferentemente en el SPB que sera heredado porla célula hija
(Geymonat etal., 2009; Monje-Casas & Amon, 2009). Por otro lado, la actividad del complejo alo
largo del ciclo celular es regulada también mediante la fosforilacion de Bfal. Asi, como se ha
indicado anteriormente, Bfa1 es fosforilado durante anafase porla quinasa Cdc5, lo que inhibe la
actividad del complejo Bfa1-Bub2y permite el inicio de la cascada de sefializacién de la ruta MEN
(Geymonatetal., 2003; Hu etal., 2001). Sin embargo, la activacion del SPOC cuando el huso esta
incorrectamente posicionado en anafase determina la fosforilacion de Bfal porKin4, que impide

la accion inhibidora de Cdc5. En esta situacidn, el complejo Bfa1-Bub2 se mantiene activo,
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bloqueandose la salida de mitosis (Caydasi & Pereira, 2009; D'Aquino et al., 2005; Pereira &
Schiebel, 2005).

Para conocer nuevos detalles sobre la regulacion de la actividad del complejo Bfa1-Bub2,
y de este modo entender mejor los mecanismos moleculares que controlan la salida del ciclo
celular, nuestro grupo de investigacion llevo a cabo un ensayo de doble hibrido destinado a
identificar nuevas proteinas que interaccionasen con Bfal. El ensayo de doble hibrido permite la
deteccion de interacciones fisicas entre proteinas a través de la expresionindependiente de dos
proteinas fusionadas a distintos dominios de un factor de transcripcion (Fields & Song, 1989). En
concreto, una de las proteinas de interés, que actlia como “cebo” (bait, en inglés), se fusiona al
dominio de unién al ADN del factor de transcripcion inducible por galactosa GAL4, mientras que la
otra, que constituye la “presa” (prey, en inglés), se fusiona a su dominio de activacion. De esta
manera, sélo cuando existe interaccidn entre las proteinas analizadas es posible la reconstitucion
de este factor de transcripcidn y la expresién de ciertos genes reporteros cuya transcripcion se
encuentra bajo el control del mismo (Fields & Song, 1989). En nuestro caso, el ensayo se realizd
utilizando una cepa que expresaba Bfa1 como cebo y que se transformé con una genoteca de
plasmidos que contenian secuencias del genoma completo de lalevadura fusionadas al dominio
de activacién de GAL4, que cumplian el papel de presa. La secuenciacion de aquellos candidaios
positivos que portaban plasmidos que expresaban proteinas que, en este fondo genético, eran
capaces de reconstituir el factor de transcripcién y dar lugar a la transcripcion de los genes
reporteros bajo su control, permitié la identificacion de proteinas que interaccionaban fisicamente
con Bfa1. Entre estas proteinas capaces de asociarse a Bfa1 se identificaron tanto a Bub2 como

a Cdc5, lo que ponia de manifiesto la validez del ensayo de doble hibrido.

De forma interesante, ademas de Bub2y Cdc5, en el ensayo de doble hibrido descrio
anteriormente también se identificaron Nup42 y Nup159 como proteinas con capacidad de
interaccionar con Bfal. Los NPCs, que constituyen los canales de comunicacién entre el
citoplasmay el nucleo celular, son estructuras compuestas por una gran multitud de proteinas
distintas conocidas como nucleoporinas (Nups) (Strambio-De-Castillia etal., 2010; Wozniak et al.,
2010). En concreto, en S. cerevisiae, Nup42 y Nup159 forman parte de las nucleoporinas
comunmente denominadas FG Nups, debido ala presencia en su secuencia de aminoacidos de
regiones ricas en repeticiones de fenilalanina-glicina (FG). Ambas nucleoporinas, ademas, se
localizan en la cara citoplasmatica del NPC, formando parte de los filamentos citoplasmaticos
(Aitchison & Rout, 2012). Como se haindicado anteriormente, en S. cerevisiae la NE se mantiene
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intacta a lo largo del ciclo celular, teniendo lugar lo que se conoce como una mitosis cerrada
(Boettcher & Barral, 2013). En este contexto, los resultados que vinculan a Bfal con las
nucleoporinas Nup42 y Nup159 resultan enormemente interesantes. Durante el ciclo celular,
distintas sefiales intranucleares modulan la actividad del complejoBfa1-Bub2, localizado enlacara
citoplasmatica de los SPBs. Las rutas moleculares porlas que estas sefiales son conducidas
desde nucleo hasta el complejo GAP son, en gran parte, alin desconocidas. Por tanto, el analisis
de la interaccion de Bfa1-Bub2 con proteinas del poro nuclear constituye un punto de partida
importante para poder arrojar luz sobre este aspecto de laregulacion del complejo inhibidor de la
salida de mitosis. En consecuencia, alo largo del desarrollo esta Tesis Doctoral, nos planteamos
elestudio y caracterizacion de lanaturaleza de lainteracciénde Bfal conlas nucleoporinas Nup42

y Nup159, asi como su posible funcidén en la regulacion del ciclo celular.

3.2.1. Bfa1l interacciona con la nucleoporina Nup159, pero no con Nup42.

El ensayo de doble hibrido es una técnica muy Util para la identificacion de interacciones
fisicas entre proteinas. Sin embargo, a pesar de su gran utilidad, también presenta ciertas
limitaciones. Asi, la expresion de quimeras puede producir uniones no especificas que provocan
la aparicion de falsos positivos (Koegl & Uetz, 2007). En consecuencia, de forma previa al estudio
de la posible funcion biologica de la interaccion detectada entre Bfa1 y las nucleoporinas Nup42 y
Nup159, decidimos comprobar si la asociacion entre estas proteinas tiene lugar en condiciones

fisiologicas en las células haciendo uso de ofras técnicas.

Conelfin de verificarlos datos obtenidos através del ensayo de doble hibrido, empleamos
en primer lugar un sistema de deteccion de interacciones in vivo denominado ensayo de
complementacién bi-molecular de fluorescencia (BiFC, del inglés, bimolecular fluorescence
complementation assay). Este andlisis permite la deteccidn de lainteraccion entre dos proteinas
mediante su fusion respectiva a los fragmentos correspondientes alos extremos N-terminal (VN)
y C-terminal (VC) de la proteina fluorescente Venus. La asociacion entre las proteinas de interés
permite la reconstitucion de la proteina Venus y, de este modo, la emision de una sefa
fluorescente que permite identificar el lugar donde esta teniendo lugar la interaccién (Sung & Huh,
2007) (Figura R.14A). Para comprobar la funcionalidad del sistema BiFC en nuestro fondo

genético, verificamos primero la asociacion entre Bfal y Bub2, que forman parte del mismo
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complejo. Confirmando la solidez del ensayo BiFC, ambas proteinas interaccionaban fuertemente
dando lugara una intensa sefial fluorescente que se localizaba en los SPBs de forma asimétrica,
detectandose siempre de forma mas intensa en el SPB que es heredado por la célula hija durante
anafase, de acuerdo alalocalizacién descrita previamente para el complejo Bfa1-Bub2 (Fraschini,
Formenti, Lucchini, & Piatti, 1999; Pereira et al., 2000) (Figura R.14B). Una vez confirmada la
fiabilidad del ensayo, estudiamos la asociacion de Bfa1 con las nucleoporinas. Este analisis no
nos permitié detectar sefial BiFC positiva para el caso de la interaccion entre Bfal y Nup42. Sin
embargo, y de acuerdo con los resultados del ensayo de doble hibrido, en el caso de Bfal y
Nup 159 las proteinas interaccionaban en el ensayo BiFC generando una sefial fluorescente débil
que, usando una version marcada con mCherry de Spc42, podia comprobarse que co-localizaba
conlos SPBs (Figura R.14C). Hay que indicar, no obstante, que sélo un pequefio porcentaje de la
poblacién analizada presentaba la sefial de fluorescencia BiFC (Figura R.14D). Por otro lado, se
encontraron también diferencias enfuncion delmomento del ciclo celularenel que se encontraban
las células. De este modo, la sefial de BiFC generada por la asociacion de Bfaly Nup 159 era mas
frecuente en el caso de las células que no habian gemado o que presentaban gemas grandes en

comparacion con aquellas que tenian gemas pequefias (Figura R.14D).

La ausencia de sefial BiFC positiva para el caso de la interaccion de Bfal y Nup42, asi
como labaja proporcidnde células que eran capaces de reconstituirla proteina fluorescente Venus
enel caso de Bfa1y Nup159, sugiere que lainteraccion entre ambas nucleoporinas y Bfa1 podria
estar ocurriendo de una manera muy débil o transitoria. Para dar solucion a estas limitaciones de
la técnica BiFC (Sung & Huh, 2007), decidimos realizar un ensayo de co-inmunoprecipitacion, una
técnica mas sensible ala hora de identificar interacciones proteina-proteina. Basandose en el uso
de anticuerpos especificos, esta técnica permite el aislamiento de una proteina y las que
interaccionan con ella a partir de extractos celulares (Rao, Srinivas, Sujini, & Kumar, 2014). En
nuestro caso, el ensayo de co-inmunopreipitacion (co-IP) se realiz6 usando extractos de cultivos
de células que expresaban la proteina Bfal marcada en su extremo N-terminal con el epitopo 3HA
y versiones de las nucleoporinas Nup42 o Nup159 etiquetadas en su extremo C-terminal con la

proteina fluorescente verde GFP (por sus siglas eninglés, Green Fluorescent Protein).
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FiguraR. 14. Analisis de la interaccion entre Bfa1 y Nup159 mediante la técnica de BiFC.

(A) Imagen esquematizada del funcionamiento del sistema BiFC. Adaptado de (Sung & Huh, 2007). (B-D) Cultvos de
esfrpes que expresaban SPC42-mCherry (como marcador del SPB) incubados durante foda la noche en YPAD a
26°C, se diluyeron a DOsoonm= 0,2 en medio fresco y se mantuvieron durante 6 horas a 26°C. (B) Imagen representativa
de la estrpe confrol (F2641), que adicionalmente expresa BFA1-VC BUB2-VN, en las se observan Spc42-mCherry
(enrojo) y la sefial fuorescente Venus (en verde). Se muestran ademas la morfologia celular (en gris, DIC) y nuclear
(en azul, DAPI). (C, D) Andlisis de la interaccion entre Bfal y Nup159 en la estrpe BFA1-VC NUP159-VN (F2639).
(C) Imagenes representativas de la estirpe F2639 con sefial BiFC positva en la que se muestran Spcd2-mCherry (en
rojo) y la sefial luorescente Venus (en verde). Se incluyen ademéas la morfologia celular (en gris, DIC)y nuclear (en
azul, DAPI). (D) Porcentaje de células con sefial BiFC positva para las distintas categorias de las células BFA1-VC
NUP159-VN, atendiendo al tamafio de la gema.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos BiFC, el analisis de co-
inmunoprecipitacion realizado en cultivos asincronicos de células que expresaban 3HA-Bfal y
Nup 159-GFP demostraba la capacidad de ambas proteinas de interaccionar in vivo (Figura R.15).
Asi, y si bien se observaba cierta union inespecifica de Bfa1l a las bolas magnéticas empleadas
para la inmunoprecipitacion que es importante considerar a la hora de evaluar los ensayos
realizados alo largo de esta Tesis Doctoral (Figura R.15, sefial débil en la estirpe 3HA-BFA1), la
cantidad de 3HA-Bfa1 purificada era significativamente mas abundante en el caso delextracto que
expresaba conjuntamente 3HA-Bfa1 junto a Nup159-GFP (Figura R.15).
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FiguraR. 15. Analisis de la interaccion de Bfa1-Nup159 mediante la técnica de co-inmunoprecipitacion.
Interaccion entre las proteinas Nup159 y Bfa1l mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en culivos
asincrénicos de células de la estirpe silvestre (F496)y células que expresan 3HA-BFAT (F505), NUP159-GFP (F2847)
0 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848) incubados en medio rico (YPAD) durante 6 horas a 26°C. Adicionalmente, se
muesta la cantdad fotal de proteina etiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una de las
muestras analizadas.

A diferencia de lo observado para Nup159, los ensayos de co-inmunoprecipitacion no
permitian detectar una asociacion entre Bfal y Nup42. Asi, la cantidad del inhibidor de MEN que
co-inmunoprecipitaba con la nucleoporina Nup42 era similar al nivel de union inespecifico de 3HA-
Bfal a las bolas magnéticas utilizadas en el ensayo, en claro contraste al enriquecimiento

observado en el caso de lainmunoprecipitacion con Nup159-GFP (Figura R.16).
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FiguraR. 16. Analisis de la interaccion de Bfa1-Nup42 mediante la técnica de co-inmunoprecipitacion.
Interaccion entre las proteinas Nup42 y Bfal mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién (co-IP) en culfvos
asincrénicos de células de la estirpe silvestre (F496), y de las estrpes que expresan 3HA-BFA1 (F505), NUP42-
YEGFP (F3237), 3HA-BFA1 NUP42-yEGFP (3238) incubados en medio rico (YPAD) durante 6 horas a 26°C. Se
afiadié al anélisis de co-inmunoprecipitacion la estrpe 3HA-BFA1 NUP159-yEGFP (F3294),como control positvo del
experimento. Adicionalmente, se muestra el total de proteina etiquetada 3HA-Bfa1, Nup42-yEGFP y Nup159-yEGFP
(INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utilizaron como control
de carga.

Enresumen, los resultados anteriores sugieren la existencia de una nueva conexién ente
el complejo regulador de la salida de mitosis Bfa1-Bub2y los poros nucleares, especificamente a

través de la interaccién entre Bfa1 y la nucleoporina Nup159.

85



RESULTADOS

3.2.2. Caracterizacion de la interaccion entre Bfal y la nucleoporina Nup159.

3.2.2.1. Bub2 es necesario para el mantenimiento de lainteraccion Bfa1-Nup159.

Una vez verificada la interaccion entre Bfal y la nucleoporina Nup159, decidimos
esclarecer sila asociacidn entre ambas proteinas esta sometida a algun tipo de regulacion. Como
se ha comentado anteriormente, el complejo GAP formado por la asociacién entre Bfal y Bub?2
inhibe la actividad de Tem1 en los SPBs, y por tanto la ruta MEN de salida de mitosis, hasta
anafase. La localizacion de Bfal y Bub2 en los SPBs es interdependiente (Pereiraet al., 2000;
Scarfone etal., 2015), y la ausencia de Bub2 evita que Bfa1 sea fosforilado durante el ciclo celular
(Valerio-Santiago et al., 2013). En consecuencia, decidimos analizar si Bub2 podria modular la
interaccion entre Bfal y Nup159. Los ensayos de co-inmunoprecipitacion a partir de extractos
proteicos procedentes de cultivos asincronicos de células que expresaban 3HA-Bfal y Nup159-
GFP enpresencia 0o en ausenciade Bub2, indicaban una pérdida de lainteraccion entre Bfal y la
nucleoporina en aquellas células en las que el gen BUB2 habia sido delecionado (Figura R.17).
Esto demuestra que la asociacion entre Bub2y Bfal es esencial para mantener la interaccion de
esta Ultima conla nucleoporina Nup159. Por ofro lado, este resultado sugiere que lalocalizacion
del complejo enlos SPBs podria jugar un papel importante en el mantenimiento de la asociacion
entre Bfa1 y Nup159.
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FiguraR. 17. Bub2 es necesaria para que se produzca la interaccién entre Bfaly Nup159.

Interaccion entre las proteinas Nup159 y Bfal mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién (co-IP) en culfvos
asincrénicos de células de la estirpe silvestre (F496)y de las estirpes que expresan 3HA-BFA1 (F505), NUP159-GFP
(F2847), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848) y 3HA-BFA1 NUP159-GFP bub2/A (F2831) incubados en medio rico
(YPAD) durante 6 horas a 26°C. Adicionalmente, se muestra el fotal de proteina etiquetada 3HA-Bfal y Nup159-GFP
(INPUT) presente en cada una de las muesfras analizadas.
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3.2.2.2. Lanucleoporina Nup159 interacciona con el complejo GAP al completo.

Atendiendo alainterdependencia en la localizacion de Bfal y Bub2 enlos SPBs (Pereira
et al., 2000) y al requerimiento de Bub2 para el mantenimiento de la interaccién entre Bfal y
Nup 159 demostrado anteriormente (Figura R.17), decidimos analizar si Nup159 interaccionaba
con ambos componentes del complejo GAP y, en consecuencia, podia observarse también una
asociacion fisica entre Bub2 y Nup159. Para ello, utilizamos células que expresaban Nup 159-GFP
junto con una versién de Bub2 etiquetada en el extremo C-terminal con el epitopo 3HA. Los
ensayos de co-inmunoprecipitacién a partir de extractos de células de cultivos asincrdnicos
demostraban la capacidad de asociacion de la nucleoporinatanto con Bfal como con Bub2, si
bienla co-inmunoprecipitacion parecia sermenos eficiente enel caso de Bub2 (FiguraR.18). Estos
resultados sugieren que la nucleoporina Nup159 no interacciona especificamente con Bfa1, sino

que la asociacidn se da con el complejo Bfa1-Bub2 al completo.
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100kDa —— 100KDa
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75kDa —— —
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35kDa
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180 kDa ——
a r— provapy S Nup159 245 kDa — - -
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o 180kDa —— -
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FiguraR. 18. Nup159interacciona con el complejo Bfa1-Bub2.

Interaccion entre las proteinas Nup159 y Bub2 mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién (co-IP) en cultvos
asincronicos de células de las estirpes BUB2-3HA (F25), NUP159-GFP (F2847) y BUB2-3HA NUP159-GFP (F3109)
incubados en medio rico (YPAD) durante 6 horas a 26°C. Las esfrpes 3HA-BFA1 (F505) y 3HA-BFA1 NUP159-GFP
(F2848) se usaron como confrol de unién basal a las bolas y como control posiivo del experimento, respecivamente.
Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada Bub2-3HA, 3HA-Bfa1l y Nup159-GFP (INPUT) presente en
cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utlizaron como control de carga.

3.2.2.3. Nup42 no es esencial para el mantenimiento de lainteraccion entre Bfal y Nup159.

Los NPCs son estructuras complejas formadas por alrededor de 30 Nups, las cuales se

organizan en subcomplejos que se ensamblan generando tre s subestructuras bien diferenciadas:

87



RESULTADOS

el canal de transporte (embebido en la membrana nuclear), la cesta nuclear y los filamentos
citoplasmaticos (Adams, Terry, & Wente, 2015, Bonnet & Palancade, 2014). Entre las
nucleoporinas, destacan las conocidas como FG-Nups, un grupo de 11 proteinas importantes
para generar permeabilidad en los NPCs (Terry & Wente, 2009). Estas FG Nups aparecen
distribuidas bien de manera simétrica en el canal de transporte o bien asimétricamente, tanto en
la cesta nuclear como en los filamentos citoplasmaticos (Terry & Wente, 2009). Las nucleoporinas
Nup42 y Nup159 se encuadran dentro las FG Nups localizadas en la cara citoplasmatica de los
NPCs, jugando un papel fundamental en el transporte y remodelacion de los ARNm (Adams etal,,
2014). A pesarde presentar funciones y localizacién comunes, Nup159 es una proteina esencial
para la viabilidad celular, mientras que las células son capaces de sobreviviren ausencia de la
nucleoporina Nup42, sin que la morfologia de los NPCs se vea alterada (Bonnet & Palancade,
2014).

Si bien nuestros analisis mediante las técnicas de co-inmunoprecipitacion y BiFC no nos
permitieron verificar la interaccion identificada inicialmente en el ensayo de doble hibrido ente
Bfa1 y Nup42, nos planteamos comprobar si la asociacion entre Bfal y Nup159 podria depender
de Nup42, enbase a la relacion estructural y funcional que presentan ambas nucleoporinas. Con
este fin, realizamos un ensayo de co-inmunoprecipitacién a partir de extractos proteicos
procedentes de cultivos asincronicos de células que expresan 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP tanto en
un fondo silvestre como en un fondo con una delecion del gen NUP42. Nuestros resultados
demostraban que la ausencia de Nup42 no modificaba la cantidad de Bfal que co-
inmunoprecipitaba junto a la nucleoporina Nup159 en relacién a la estirpe control (Figura R.19).
Estos andlisis nos permiten concluir, por tanto, que la interaccion entre Nup159 y Bfal no es

dependiente de Nup42.

3.2.2.4. Lainteraccion entre Bfal y Nup159 es dependiente de ciclo.

Bfa1 es un regulador central de la ruta MEN, y la modulacién de su actividad es esencial
para garantizar que la salida de mitosis ocurra Unicamente si se cumplen las condiciones
necesarias que asegurenlaintegridad y correcta distribuciéndel genoma (Huetal., 2001; Y. Wang
etal., 2000). Tanto la localizacién de esta proteina como sus modificaciones post-traduccionales
sufren cambios a medida que avanza el ciclo. En concreto, Bfa1 se localiza enlos SPBs de forma

asimétrica, asocidndose de forma preferente al SPB que seréd heredado por la célula hija (dSPB).
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Aunque esta asimetria se observa ya en metafase, alcanza su maximo nivel en anafase, cuando
la cantidad de Bfal que se localiza en el SPB heredado por la célula madre (mSPB) es
practicamente inapreciable (Monje-Casas & Amon, 2009). Ademas, Bfa1 es fosforilada de manera
secuencial a lo largo del ciclo celular, acumulandose sus niveles mas elevados de fosforilacion
durante anafase. Se ha demostrado que la fosforilacion de Bfa1 depende de Cdc5, Cdc28 y Kind.
No obstante, se ha propuesto que deben existir otras quinasas aun desconocidas que también

estan implicadas en el control de la actividad de Bfa1 (Valerio-Santiago etal., 2013).
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FiguraR. 19. La interaccion entre Bfaly Nup159 no depende de Nup42.

Andlisis de la interaccion entre las proteinas Nup159 y Bfal mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP)
en culivos asincronicos de células de la estrpe silvestre (F496)y estirpes que expresan 3HA-BFA1 (F505), NUP159-
GFP (F2847), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848) y 3HA-BFA1 NUP159-GFP nup42A (F3844) incubados en medio rico
(YPAD) durante 6 horas a 26°C. Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP
(INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utilizaron como control
de carga.

Teniendo en cuenta tanto la relevancia de la etapa del ciclo en la regulacion de la
localizacion y actividad de Bfa1 como el importante papel que esta proteina tiene en el control de
la mitosis, decidimosevaluarsilainteraccidn de Bfa1 conla nucleoporinaNup 159 se ve modificada
alolargo delciclo celular. Coneste fin, comparamos los niveles de asociacion entre Bfal y Nup 159
en cultivos de células en G1, células detenidas en metafase y células bloqueadas en anafase. Al
igual que en ensayos anteriores, se usaron estirpes que expresaban 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP.
Para la sincronizacion de las células en G1 se afiadio al cultivo la feromona factor a, mientras que
para causar el bloqueo de las células en metafase y anafase se usaron estirpes que expresaban,
respectivamente, junto a las versiones etiquetadas de Bfal y Nup159, los alelos termosensibles

cdc13-1 (que provoca el arresto en metafase como consecuencia de la activacion del checkpoint
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DDC (Nugent et al., 1996; Valerio-Santiago et al., 2013)) o cdc15-2 (que bloquea la salida de
mitosis, arrestando a las células en anafase (S. E. Lee et al., 2001; R. Visintin & Amon, 2001)).
Con el fin de conseguir una parada eficiente del ciclo celularen el caso de las estirpes con alelos
condicionales termosensibles, las células fueron previamente sincronizadas a 26°C en G1 con
factor a,y liberadas posteriormente enmediorico libre de feromonaa 34°C durante dos horas para
inactivar las proteinas Cdc13 o Cdc15. La eficiencia del bloqueo del ciclo celular se comprobd, en
cada caso, analizando la morfologia del nucleo y el huso mitético mediante microscopia de
inmunofluorescencia (Figura R.20A). El estudio de la interaccion entre Bfal y Nup159 me diant
ensayos de co-inmunoprecipitacion mostrd que, al igual que ocurria en cultivos asincronicos,
ambas proteinas eran eficientemente co-purificadas tanto en los exfractos de proteinas de las
células sincronizadas en G1 como en aquellas arrestadas en anafase (Figura R.20B). Sin
embargo, los niveles de Bfal asociados a la nucleoporina se veian notablemente reducidos
durante el arresto del ciclo celular en metafase (Figura R.20B). Estos resultados coinciden con los
datos obtenidos mediante la técnica de fluorescencia BiFC, que indicaban que el porcentaje mas
bajo de células que mostraban sefial como consecuencia de la interaccion entre Nup159 y Bfa1
se registraba en el caso de aquellas que presentaban gemas de pequefio tamafio (equivalente a
células en metafase) (Figura R.14D). Los andlisis anteriores nos permiten concluir que la
interaccion entre Bfa1 y la nucleoporina Nup 159 es dependiente del ciclo celular. Asi, mientras la
asociacion entre ambas proteinas se produce tanto en G1 como en anafase (siendo ligeramente

superior durante esta Ultima etapa), esta se ve drasticamente reducida durante metafase.

3.2.2.5. Laactivacion de los checkpoints no afecta a la interaccion entre Bfal y Nup159.

En un ciclo celular normal, la fosforilacion de Bfa1 por Cdc5 durante anafase permite la
inhibicion del complejo GAP y la consiguiente activacion de Tem1y laruta MEN (Geymonatetal.,
2002; Hu etal., 2001). Sin embargo, la activacion de los checkpoints que controlan la integridad
del genoma (DDC) o el correcto ensamblaje y orientacion del huso mitético (SAC y SPOC
respectivamente) impide que tenga lugar la salida de mitosis, inhibiendo la accion de Cdc5 sobre
Bfa1, lo que permite el mantenimiento de la actividad del complejo GAP y el bloqueo de la salida
de mitosis (Hu et al., 2001). En base ala importancia que juega Bfa1 en el control de la salida de

mitosis tras la activacion de los diferentes checkpoints mitéticos, decidimos analizar si estos
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mecanismos de vigilancia del ciclo celular afectaban a la regulacion de la interaccién entre Bfa1 y

el poro nuclear.
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FiguraR. 20. Analisis de la dependenciadel ciclo celular en la interaccién de Bfal y Nup159.

(A-B) Las células de las estirpes 3HA-BFA1 (F505), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848), cdc13-1 3HA-BFA1 (F2894),
cdc13-1 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2892), cdc15-2 3HA-BFA1 (F1492), cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2882)
se sincronizaron en G1 utlizando factor a (5 pg/ml). Para el arresto en metafase y anafase, las estrpes F2894, F2892,

F1492 y F2882 se liberaron de G1 en medio rico (YPAD) libre de feromona, y se incubaron durante 120 minutos a
34°C. Se usaron cultivos asincronicos de células que expresan 3HA-BFA1 (F505), NUP159-GFP (F2847)y 3HA-BFA1

91



RESULTADOS

NUP159-GFP (F2848) como confrol del experimento. (A) Porcentaje de células en G1, metafase y anafase estmado
mediante el andlisis de la morfologia del huso y el nicleo para cada esfrpe en el punto de tiempo indicado. (B)
Interaccion enfre las proteinas Nup159 y Bfa1 mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién (co-IP) en las células
de los culivos previamente indicados. Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada 3HA-Bfatl y Nup159-
GFP (INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utlizaron como
confrol de carga.

De forma interesante, la expresion del alelo cdc13-1 a temperatura restrictiva provoca una
reduccionen la cantidad de Bfal que interacciona con la nucleoporina Nup159 (Figura R.20B).
Para poder discernir sila reduccion en la asociacion entre Bfal y Nup159 se debia al arresto en
metafase o0 a la propia activacion del DDC, decidimos comparar la inte raccion de estas proteinas
en ambas condiciones mediante andlisis de co-inmunoprecipitacion usando extractos de cultivos
celulares de estirpes que expresaban 3HA-Bfal y Nup159-GFP. Para verificar la dependencia de
la activacion del DDC, las células adicionalmente expresaban el alelo termosensible cdc13-1. Por
ofro lado, y para comprobar si la reduccion en la asociacion entre Bfal y Nup159 podia deberse
al propio arresto en metafase, con independencia del dafio al ADN, utilizamos también estirpes
que expresaban un alelo condicional de CDC20 (subunidad activadora del complejo APC/C, que
permite la transicién metafase-anafase, promoviendo la degradacion de la securina Pds1y la
ciclina mitotica Clb2 (Kapanidou, Curtis, & Bolanos-Garcia, 2017)). En concreto, ademas de la
expresion del gen que codifica la E3 ligasa de plantas OsTIR? bajo el control de un promotor
constituivo (Morawska & Ulrich, 2013), en estas células se fusiond el extremo C-terminal del gen
CDC20 a un degréninducible por auxina (AID; auxin inducible degron). La adiciénde acido 3-
indolacético (IAA, auxina) a las células del fondo genético pADH1-OsTIR1 CDC20-AID
(denominado a partir de este momento de manera abreviada como CDC20-AID) hace que OsTIR1
promueva la ubiquitinacion de la fusion Cdc20-AID y permita su degradacién por el proteosoma
(Dharmasiri, Dharmasiri, & Estelle, 2005; Gray, Kepinski, Rouse, Leyser, & Estelle, 2001; Kepinski
& Leyser, 2005; Teale, Paponov, & Palme, 2006). Como control de la interaccion, incluimos en el
analisis una estirpe cdc15-2, que permite el bloqueo condicional del ciclo celular en anafase, la
etapa del ciclo celular donde lainteraccion entre Bfa1 y Nup159 es mas fuerte (Figura R.20B). Las
células se sincronizaron en G1 con factor a, y se liberaron posteriormente en medio sin feromona
para permitir su progresion en el ciclo celular. El analisis de la morfologia del nucleo y el huso
mitotico porinmunofluorescencia nos permitié verificar, en cada caso, el bloqueo de la progresion
del ciclo celular en metafase o anafase (Figura R.21A). Confirmando nuestros resultados
anteriores, el ensayo de co-inmunoprecipitacion mostraba una mayor capacidad de asociacion de

3HA-Bfa1 y Nup159-GFP enlas células bloqueadas en anafase que en aquellas que detenian su
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progresion en metafase tras la activacion del DDC (Figura R.21B). Sin embargo, esta menor
capacidad de co-inmunoprecipitacién de Bfa1 junto a la nucleoporinatambién se observabaen
aquellas células bloqueadas en metafase como consecuenciade ladegradacionde Cdc20 (Figura
R.21B). Estos resultados sugieren, por tanto, que la interaccidn entre Bfal y Nup159 se reduce de

manera significativa durante la metafase, con independencia de la activacion del DDC.
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FiguraR. 21. Analisis de la interaccion de Bfal y Nup159 en condiciones de activacion del DDC.

(A-B) Las células de las estirpes cdc15-2 3HA-BFA1 (F1492), cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2882), cdc13-1
3HA-BFA1 (F2894), cdc13-1 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2892), CDC20-AID 3HA-BFA1 (F2958)y CDC20-AID 3HA-
BFA1 NUP159-GFP (F2956) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml). Las estrpes F1492, F2882, F2894 y
F2892 se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona y se incubaron durante 120 minutos a 34°C, mientras que
las esfrpes F2956 y F2958 se liberaron en medio rico (YPAD) libre de feromona con 500 uM de IAA durante 120 min
a 26°C. (A) Porcentaje de células en G1, metafase y anafase esimado mediante el andlisis de la morfologia del huso
y el nicleo para cada estirpe en el punto de iempo indicado. (B) Andlisis de la interaccién entre las proteinas Nup159
y Bfa1l mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en las células de los culfvos previamente indicados.
Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada 3HA-Bfal y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una
de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utlizaron como confrol de carga.
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3.2.2.5.1. La activacion del SAC no afecta a la dinamica de interaccion de Bfa1 y Nup159.

Para conseguir el reparto equitativo del material genético entre las dos células resultantes
tras la division celular, es importante que durante la metafase los cinetocoros de los cromosomas
se unan a los microtubulos del huso mitético. Existen dos mecanismos, conservados a lo largo de
la evolucién, que se encargan de garantizar que ambos procesos tengan lugar de forma correcta.
De esta manera, la presenciade un unico cinetocoro vacio activa el SAC, que bloquea la
progresion del ciclo en metafase hasta que todos los cinetocoros estan unidos alos microtibulos
del huso. Ademas, las células cuentan con un mecanismo adicional, en el que participa la quinasa
Aurora By el resto de miembros del CPC, que es capaz de desestabilizar las uniones microtibulo-
cinetocoro que no conducen a la bi-orientacion de los cromosomas generando cinetocoros vacios,
que activan el SAC (Buvelot, Tatsutani, Vermaak, & Biggins, 2003; London & Biggins, 2014).
Ademas de la parada del ciclo celular en metafase, la activacion del SAC determina la inhibicion
de laruta MEN, que a su vez conduce a un bloqueo de la salida de mitosis. Se ha descrito que,
en estas condiciones, Bfal se mantiene en un estado hipo-fosforilado que permite el bloqueo de
la salida de mitosis (Hu etal., 2001; Kim, Jang, & Song, 2008; Y. Wang etal., 2000). Sin embargo,

los mecanismos moleculares que regulan este proceso aun no estan bien definidos.

Mad1y Mad2 son dos proteinas fundamentales del checkpoint de ensamblaje del huso.
Mad2 es un componente esencial del SAC, que formaparte del complejoinhibidorde Cdc20, MCC
(Sudakin et al., 2001). Mad1y Mad2 se localizan en los cinetocoros vacios durante la activacion
delSAC, e intervienenen la cascadade sefializacion que permite el secuestro de Cdc20 (Kulukian
etal., 2009). Sinembargo, de formainteresante, durante interfase estas proteinas se situan en los
poros nucleares a fravés de su interaccidn con las nucleoporinas de la cara interna Mipl y Mipll
(Cairo et al., 2013a; louk et al., 2002; Wozniak et al., 2010). Mientras que tras la activacién del
SAC Mad2 desaparece completamente de los poros nucleares para asociarse a los cinetocoros,
una pequefia proporcion de Mad1 aun mantiene esta localizacién en estas condiciones (Cairo et
al., 2013b).

Debido ala estrecha vinculacion que existe entre el SAC y sus componentes con Bfaly
la ruta MEN, asi como con algunos elementos del poro nuclear, decidimos analizar si la activacion
de este checkpoint podria estar jugando un papel enla modulacion de lainteraccion entre Bfal'y
la nucleoporina Nup159. Puesto que nuestros datos anteriores demuestran que durante el arresto

en metafase la interaccion entre Bfal y Nup159 se ve reducida (Figura R.20B y R.21B), y debido
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a que la activacion del SAC también bloquea la progresion del ciclo celular inhibiendo la transicion
metafase-anafase, decidimos en paralelo estudiar si existia alguna diferencia en la asociacion de
Bfa1 y Nup159 entre ambas condiciones. Con este fin, se sincronizaron en G1 con factor a tanto
células que expresaban 3HA-BFA1y NUP159-GFP como otras que adicionalmente portaban la
fusion CDC20-AID, y se liberaron posteriormente en medio sin feromona para que progresaran de
forma sincrénica por el ciclo celular. La adicion de IAA al medio de cultivo permitié el bloqueo en
metafase de las células que expresaban el degrén de Cdc20. Por ofro lado, para provocar la
activacién del SAC, afiadimos al medio nocodazol, un agente despolimerizador de microtibulos
(Musacchio & Salmon, 2007). La despolimerizacion de los microtubulos provoca la presencia de
cinetocoros vacios, dando lugar asi a la activacién del SAC. El andlisis de la progresion del ciclo
celular demostraba un bloqueo eficiente en metafase de las células CDC20-AID. Sin embargo, en
el caso de las células tratadas con nocodazol, la poblacién era mas heterogénea, observandose
junto a células en metafase (cony sin microtibulos) otras que parecian no haber sido capaces de
salir de G1 (Figura R. 22A). El andlisis de la interaccion entre Bfal y Nup159 mediante co-
inmunoprecipitacion indicaba una reduccion en la asociacion de ambas proteinas en comparacion
con células procedentes de un cultivo asincronico tanto en aquellas células bloqueadas en
metafase porla inhibicion condicional de Cdc20 como en las tratadas con nocodazol, siendo la
cantidad de Bfa1 co-inmunoprecipitadajunto a Nup 159 ligeramente superiorenlas condicionesde

activacion del checkpoint (Figura R. 22B).

A pesar de que nuestros resultados sugieren un posible papel del SAC en la regulacion
de la interaccion Bfa1-Nup159, la diferenciaen los niveles de asociacién entre ambas proteinas
podria deberse a la poblacion residual de células en G1 presente en los cultivos tratados con
nocodazol. De este modo, y para eliminar los problemas encontrados durante el desarrollo del
experimento previamente detallado, utilizamos alternativamente estirpes que expresaban, ademas
de 3HA-Bfal y Nup159-GFP, el alelo termosensible cdc20-3, que permite la inactivacion
condicional del cofactor del APC/C Cdc20 a temperatura restrictiva (Noton & Diffley, 2000). Por
ofro lado, paraestudiar laimportanciade la funcionalidad del SAC enla regulacidénde la asociacion
entre Bfal y Nup159, utilizamos células en las que, adicionalmente, se delecioné el gen MAD2.
Las estirpes cdc20-3 3HA-BFA1 NUP159-GFP y cdc20-3 mad2A 3HA-BFA1 NUP159-GFP se
sincronizaron en G1y se liberaron en medio libre de feromona a temperatura restrictiva, con el fin
de que enfrasen en el ciclo celular de manera sincronica y posteriormente detuviesen su

progresion del ciclo en metafase. Ademas, se afiadié nocodazol al medio de cultivo paralograrla
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FiguraR. 22. Analisis de la interaccion de Bfal y Nup159 en condiciones de activacion del SAC.

(A-B) Las células de las estrpes 3HA-BFA1 (F505), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848), CDC20-AID 3HA-BFA1
(F2958) y CDC20-AID 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2956) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml), se liberaron
en medio rico (YPAD) libre de feromona y se incubaron durante 90 minutos a 26°C. En el caso de las esfrpes F2956
y F2958, se afiadié al medio de liberacién 500 uM de IAA, mientras que para las estrpes F505 y F2848 se afiadié 15
Mg/ml de nocodazol (+NOC). Se incluyeron en el analisis células de culivos asincrénicos de las las estirpes 3HA-
BFA1 (F505), NUP159-GFP (F2847), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848) como control del experimento. (A) Porcentaje
de células en G1, metafase, anafase y sin microtibulos esimado mediante el analisis de la morfologia del huso vy el
nucleo para cada estirpe en el punto de iempo indicado. (B) Analisis de la interaccion enfre las proteinas Nup159 y
Bfa1 mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién (co-IP) en las células de los culfvos previamente indicados.
Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada 3HA-Bfal y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una
de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utiizaron como control de carga.

despolimerizacion de los microtibulos, la aparicion de cinetocoros vacios y la consiguiente
activacion del SAC. El andlisis porinmunofluorescencia permitié verificar que las células que no
habian sido tratadas con nocodazol bloqueaban su progresidn del ciclo en metafase, mientras que
el tratamiento con ladroga provocaba, adicionalmente, la acumulacion de células sin microtibulos
(Figura R.23A). El estudio de la interaccién entre Bfa1 y Nup159 confirmaba nuestros resultados

anteriores, demostrandose que la cantidad de 3HA-Bfa1 que co-inmunoprecipitaba con Nup159-
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GFP en las células cdc20-3 bloqueadas en metafase era inferior a la observada en células
procedentes de un cultivo asincrénico. Sin embargo, la activacién d el SAC no produjo diferencias
en la reduccion de laasociacion entre Nup159 y Bfa1 conrespecto a los niveles observados en
metafase. De igual modo, la delecién de MADZ2, tanto en presencia como en ausencia de
cinetocoros vacios, tampoco afectaba la asociacién de Nup159 y Bfa1, observandose los mismos

niveles de interaccion con independencia de la funcionalidad el SAC (Figura R.23B).
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FiguraR. 23. La actividad del SAC no regula la interaccién de Bfaly Nup159.

(A-B) Las células de las estirpes que expresan los alelos cdc20-3 3HA-BFA1 Nup159-GFP (F3612) y cdc20-3 mad2A
3HA-BFA1 NUP159-GFP (F3802) se sincronizaron en G1 con factor a (5 ug/ml), se liberaron en medio rico (YPAD)
libre de feromona en presencia de DMSO (+DMSO) o 15 pg/ml nocodazol (+NOC) e incubaron durante 120 minutos
a 34°C. Se incluyeron en el andlisis células de cultivos asincrénicos delas las estrpes 3HA-BFA1 (F505)y 3HA-BFA1
NUP159-GFP (F2848). (A) Porcentaje de células en G1, metafase, anafase y sin microttibulos estmado mediante el
analisis de la morfologia del huso y el nucleo para cada estirpe en el punto de iempo indicado. (B) Andlisis de la
interaccion enfre las proteinas Nup159 y Bfa1 mediante un ensayo de co inmunoprecipitacion (co-IP) en las células
de los culivos previamente indicados. Adicionalmente, se muestra el fotal de proteina efiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-
GFP (INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utlizaron como
control de carga.
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La presenciade un Unico cinetocoro vacio es suficiente para activar el SAC'y promover el
bloqueo de la salida de mitosis. Esta situacion no sélo se produce por errores en la polimerizacion
de los microtubulos que forman el huso mitotico. La integridad de los cinetocoros también es
esencial para que se produzca una unién correcta de los microtibulos a estas estructuras. Los
cinetocoros estan formados por varios subcomplejos proteicos ensamblados sobre las regiones
centroméricas del ADN. El ensamblaje completo de los cinetocoros nos permite diferenciar tres
regiones dentro de estas estructuras: una regidn en contacto directo con el ADN centromérico
(cinetocoro interno), una regién que permite la union de los microtubulos (cinetocoro extemo), y
una serie de elementos intermedios en contacto con ambas regiones (Biggins, 2013; McAinsh et
al., 2003). En S. cerevisiae, la regién intea esta formada por el subcomplejo proteico CBF3,
constituido porlas proteinas esenciales Cep3, Ctf13, Skp1y Ndc10. El ensamblaje del complejo
CBF3 es un proceso altamente regulado y previo a su localizacion centromérica. La carga de
Ndc10 constituye un paso limitante en la formacién del complejo (Biggins, 2013). Ademas, esfa
proteina no solo restringe su localizacidéna la cara interna de los cinetocoros, sino que ha sido
detectadaenlos extremos (+) de los microtubulos interpolares durante el desensamblaje del huso
mitotico, jugando un papelimportante en el control de la citocinesis y laestabilidad del huso (Bouck
& Bloom, 2005).

Para analizar si la integridad de los cinetocoros podria estar afectando a la interaccidn
entre Bfal y Nup159, decidimos hacer uso del alelo termosensible ndc10-1, que codifica una
version mutante de la proteina Ndc10 que, a temperatura restrictiva, provoca la aparicién de
cinetocoros no funcionales que conducen a errores en la segregacion cromosémica (Bouck &
Bloom, 2005). Especificamente, se sincronizaron células de las estirpes cdc20-3 3HA-BFA1
NUP159-GFP y c¢dc20-3 ndc10-1 3HA-BFA1 NUP159-GFP en G1 con factor a y se liberaron
posteriormente en medio libre de feromona a temperatura restrictiva, de forma que avanzaran de
forma sincronica por el ciclo celular hasta detenerse de nuevo en metafase. Ademas, con el in de
poder comparar las consecuencias de la inactivacion de ndc10-1 tanto frente a ofras condiciones
que también activen el SAC como fras el simple bloqueo de las células en metafase, las células
de la estirpe cdc20-3 3HA-BFA1 Nup159-GFP se trataron o no con nocodazol. El analisis de las
células porinmunofluorescencia indicaba que el cultivo a temperatura restrictiva determinaba un
bloqueo eficiente de la progresidn del ciclo en metafase, y que, adicionalmente, el tratamiento con
nocodazol provocaba la despolimerizacién de los microtibulos del huso (Figura R.24A). Como
consecuencia de la falta de integridad en los cinetocoros, las células que expresaban el alelo
termosensible ndc10-1 presentaban un elevado porcentaje de husos metafasicos aberrantes, de
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mayor longitud y con la zona intermedia debilitada, en comparacién con la morfologia de un huso
metafasico normal (Figura R.24B y R.24C). El andlisis de la interaccién entre Bfa1 y Nup159 en
estas condiciones mostraba que la activacion del SAC, con independencia de si era consecuencia
de la despolimerizacién de los microtibulos o de la desestabilizacion de los cinetocoros, daba
lugar una reduccién en la asociacion entre ambas proteinas similar a la observada en un bloqueo

en metafase en ausencia de la activacion del checkpoint (Figura R.24D).

En resumen, los resultados anteriores indican que la interaccidn entre Bfa1 y Nup159 es
independiente de la activacion del SAC, y que la reduccion observada en los niveles de asociacion
de ambas proteinas durante un bloqueo en metafase estd asociada ala e tapa del ciclo celular en
la que se detienen las células y no a la activacion de los checkpoints de dafio al ADN o de

ensamblaje del huso mitotico.

3.2.2.5.2. EI SPOC no es necesario en laregulacion de la asociacion entre Bfal y Nup159.

La levadura S. cerevisiae se divide de forma asimétrica. Las divisiones celulares
asimétricas se han descrito enmultiples organismos, desde bacterias hasta células de organismos
eucariotas superiores. A través de estos procesos, se originan dos células que difieren en tamario,
capacidad replicativa y/o componentes internos, entre otras caracteristicas. En la levadura de
gemacion, la division asimétrica requiere la coordinacion entre el establecimiento del plano de
divisién (que coincide con el cuello de lagema)y la orientacién de | huso mitotico. El alineamiento
del huso esté regulado porla accion conjunta y secuencial de dos rutas de sefializacidn: una ruta
temprana, dependiente de Kar9, y otra tardia, dependiente de la dineina. De manera resumida, la
ruta de Kar9 actia en primer lugar, antes de anafase, y es importante para el posicionamiento
inicial del nucleo en el cuello de la gema. La ruta de la dineina funciona durante anafase y se
encarga de la elongacion del huso alo largo del eje de division. La ausencia de sélo unade estas
dos rutas no tiene grandes efectos sobre la viabilidad celular, de forma que exclusivamente un
pequefo porcentaje de la poblacion presenta problemas en el posicionamiento del huso. Sin
embargo, lainactivacién conjunta de ambas rutas es letal en S. cerevisiae (Miller & Rose, 1998;
Pereira & Yamashita, 2011; Segal & Bloom, 2001; Yehetal., 1995).
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FiguraR. 24. La integridad de los cinetocoros no afectaa la asociacion de Bfa1 con la nucleoporina Nup159.
(A-D) Las células de las esfrpes que expresan los alelos cdc20-3 3HA-BFA1 Nup159-GFP (F3612)y cdc20-3 ndc10-
1 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F3814) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml), se liberaron en medio rico (YPAD)
libre de feromona en presencia de DMSO (+DMSO) o 15 pg/ml nocodazol (+NOC) e incubaron durante 120 minutos
a 34°C. Se incluyeron en el andlisis células de culfivos asincrénicos delas las estrpes 3HA-BFAT (F505) y 3HA-BFA1
NUP159-GFP (F2848) como control del experimento. (A) Porcentaje de células en G1, metafase, anafase y sin
microtibulos estmado mediante el analisis de la morfologia del huso y el nicleo para cada esfirpe en el punto de
tiempo indicado. (B, C) Andlisis de la morfologia de los husos metafasicos en las estirpes F3612y F3814. (B) Imagenes
representavas de husos mefafésicos (categoria blanca) y husos metafasicos aberrantes (categoria azul). Se
muestran imagenes de la morfologia celular (contraste de fase, en gris), ubulina (en verde)y el nucleo (DAPI, azul),
asi como una imagen combinada de todos los canales (Todos). (C) Porcentaje de células con las morfologias de
husos metafasicos establecidas en (B) paralas estirpes F3612 y F3814. (D) Interaccion enfre la proteina Nup159 con
la proteina Bfa1 mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en las células de los culfivos previamente

100



RESULTADOS

indicados. Adicionalmente, se muestra el total de proteina eiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP (INPUT) presente en
cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utiizaron como control de carga.

Errores en el correcto alineamiento del huso mitético producen problemas de segregacion
cromosomica, que pueden determinar la aparicién de aneuploidias. Para evitar estas situaciones,
S. cerevisiae cuenta con el SPOC, un mecanismo de vigilancia que bloquea la salida de mitosis si
el huso no ha sido correctamente posicionado. Los principales componentes de este checkpoint
son el complejo Bfa1-Bub2 y las quinasas Cdc5 y Kin4. Esta Ultima quinasa actlia como efector
de la cascada de sefializacidn iniciada tras la activacion del SPOC. Asi, en condiciones de mal
alineamiento y posicionamiento del huso, Kin4 mantie ne a Bfa1 en un estado de fosforilacién que
impide laaccioninhibidorade Cdc5 sobre el complejo Bfa1-Bub2 (Caydasi & Pereira, 2009, 2012).
Bfa1 constituye, portanto, un componente fundamental del SPOC y su regulaciénes esencial para
el correcto funcionamiento de este checkpoint. Nuestros datos, porotro lado, demuestran que Bfa1
y la nucleoporina Nup159 interaccionan durante anafase, alcanzando, ademas, sus maximos

niveles de asociacion en esta etapa del ciclo celular (Figura R.20B).

Enbase alo anterior, decidimos analizar sierrores enel posicionamiento del huso mitotico
podrian afectar la interaccién entre ambas proteinas, y si la funcionalidad del checkpoint
desempefia algun papel relevante en el control de la asociacion entre Bfal y Nup159. Para ello,
utilizamos estirpes que, ademas de las proteinas 3HA-Bfal y Nup159-GFP, expresaban tanto un
sistema que permitia la inactivacién condicional de las dos rutas de posicionamiento del huso,
como el alelo cdc15-2, que permite el bloqueo de la progresion del ciclo en anafase (S. E. Lee et
al., 2001; R. Visintin & Amon, 2001). Para conseguir la inactivacion condicional de ambas rutas de
posicionamiento del huso, se combin6 la delecion del gen DYNT, que codifica la cadena pesada
de ladineina, con una fusion del gen KAR9 al mismo sistema de degrén inducible por auxina (AID)
empleado parala deplecion de Cdc20. En ausencia de |AA, las células de la estirpe 3HA-BFA1
NUP159-GFP dyn1A KAR9-AID (donde KAR9-AID se refiere ala combinacion de pADH1-OsTIR1
y KAR9-AID) mantienen activa la ruta temprana de posicionamiento del huso dependiente de Kar9,
observandose un bajo porcentaje de células con el huso mitético mal alineado o posicionado
(“Activacion parcial del SPOC”, Figura R.25). Sin embargo, en presencia de IAA, ambas rutas de
posicionamiento se inactivan, de maneraque se produce unaumento enla acumulacion de células
con problemas en el posicionamiento del huso mitotico en anafase (“Activacion total del SPOC”,
Figura R.25). Por ultimo, con el fin de estudiar el posible papel del SPOC en la regulacion de la

interaccion de Nup159 y Bfa1, también incluimos en nuestro andlisis células en las que,
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adicionalmente, delecionamos el gen KIN4, de manera que no fueran capaces de activar el

checkpoint en presencia de husos mal posicionados (“SPOC inactivo”, Figura R.25).

Una vez generadas las estirpes, las células cdc15-2 dyn1A KAR9-AID 3HA-BFA1
NUP159-GFP y cdc15-2 dyn1A KAR9-AID kin4A 3HA-BFA1 NUP159-GFP se sincronizaronen G1
y se liberaronenmedio rico enpresenciao ausenciade IAA a temperatura restrictiva. La expresion
del alelo termosensible cdc15-2 facilitd un bloqueo eficiente de las células en anafase como
consecuencia de la inactivacion de la ruta MEN (Figura R. 25A). El estudio de la morfologia del
huso y del nucleo por inmunofluorescencia nos permiti6 comprobar, adicionalmente, las
consecuencias de la inactivacion condicional de las rutas de posicionamiento del huso mitético.
Asi, en ausencia de IAA, las células no presentaban problemas graves de posicionamiento del
huso, presentando la mayor parte de la poblacion analizada el huso mitético posicionado de
manera perpendicular al cuello de la gemay paralela al eje de division mad re-hija, con cada una
de las masas nucleares separadas en las dos células resultantes de la division celular (Figura
R.25B (categoria blanca, “Huso alineado”) y R.25C). En presencia de IAA, sin embargo, se
producia una acumulacién de células con problemas de posicionamiento del huso. En este caso,
las células presentaban las dos masas celulares en el compartimento de la célula madre, con el
huso mitdtico situado de manera paralela al eje de division (Figura R.25B (categoria lila, “Huso
alineado, mal posicionado”) y R.25C), o de forma paralela al cuello de lagema, y perpendicular al
eje de division (Figura R.25B (categoria morada, “Huso mal alineado”) y R.25C). El posterior
analisis de la asociacién entre Bfal y Nup159 mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion
demostro que la interaccion entre ambas proteinas durante anafase no se veia afectada tras la
activacién del SPOC como consecuencia de la acumulacién de husos incorrectamente
posicionados, observandose niveles similares de 3HA-Bfa1 purificada junto con Nup159-GFP en
todas las condiciones analizadas (Figura R.25D). Ademas, el analisis del papel del SPOC enla
modulacion de la interaccidn entre estas proteinas no indicaba cambios en la asociacion entre la
nucleoporinay el reguladorde laruta MEN enlas células enla que KIN4 habia sido delecionado
conrespecto aaquellas que expresaban la version silvestre de esta quinasa (Figura R.25D). Los
resultados obtenidos nos permiten concluir, portanto, que la interaccion observada entre Bfal y
Nup159 en anafase no esta regulada por los mecanismos que conftrolan el correcio

posicionamiento del huso mitotico.
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Figura R. 25. Analisis de la interaccion de Bfal y Nup159 en condiciones de activaciéon e inactivacion del
SPOC.

(A-D) Las células de las estirpes que expresan los alelos cdc15-2 3HA-BFA1 (F1492), cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-
GFP (F2882), cdc15-2 dyn1A KAR9-AID 3HA-BFA1 Nup159-GFP (F3826) y cdc15-2 kin4A dyn1A KAR9-AID 3HA-
BFA1 Nup159-GFP (F3982) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml), y se liberaron en medio rico (YPAD) libre
de feromona en ausencia (etanol, +etOH) o presencia de 2 mM auxina (+IAA), durante 120 minutos a 34°C. (A)
Porcentaje de células en G1, metafase y anafase estmado mediante el analisis de la morfologia del huso y el nicleo
para cada esfrpe en el punto de fiempo indicado. (B, C) Analisis del posicionamiento de los husos anafasicos. (B)
Imagenes representativas de husos alineados (categoria blanca), husos alineados, pero no posicionados (categoria
lila) y husos no alineados (categoria morada). Se muestran imagenes de la morfologia celular (contraste de fase, en
gris), tubulina (enverde)y el nicleo (DAPI, azul), asi como una imagen combinada de todos los canales (Todos). (C)
Porcentaje de células con las categorias descritas en (C) estmado mediante el andlisis de la morfologia del husoy el
nucleo paracada una delas estirpes y condiciones indicadas. (D) Interaccién entre la proteina Nup159 con la proteina
Bfa1l mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en las células de los culivos previamente indicados.
Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada 3HA-Bfal y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una
de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utlizaron como confrol de carga.
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3.2.2.6. Laasociacion de Bfa1 y Nup159 no depende de la actividad de Cdc5.

Las quinasas pertenecientes ala familia POLO (Plks, del inglés Polo-Like Kinases) se
encuentran conservadas desde levaduras hasta humanos, y cumplen un papel esencial en el
control de procesos fundamentales para asegurar el reparto equitativo del material genéfico
durante el ciclo celular. Asi, estas quinasas regulan, entre otros eventos, la entrada en mitosis, la
duplicaciény funcion de los centrosomas, el reparto del material genético, la salida de mitosisy la
citocinesis. En S. cerevisiae todos estos procesos son controlados porla quinasa Cdc5, la Unica
proteina de la familia POLO descrita en este organismo (K. S. Lee, Park, Asano, & Park, 2005).
Una de las funciones de Cdc5 en el ciclo celular es la activacién de la ruta MEN a través de la
fosforilaciony consiguiente inhibicionde Bfa1. Mutaciones en los sitios de fosforilacionde Bfa1 por
Cdc5, asi como lainactivacién de esta quinasa, provocan un bloqueo del ciclo celular en anafase
(Kim et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que los distintos checkpoints mitoticos
consiguen controlar la salida de mitosis induciendo la actividad del complejo Bfa1-Bub2 al impedir
la fosforilacion de Bfa1 por Cdc5 (Hu et al., 2001).

La fosforilacién de Bfa1 por Cdc5 tiene lugar durante anafase, la etapa del ciclo donde la
interaccion entre Bfa1 y Nup159, en base a nuestros resultados anteriores, es mas fuerte (Figura
R.20B y R.25D). Por ello, decidimos analizar si la actividad de Cdc5 sobre Bfa1 podria controlar
su asociacion con la nucleoporina Nup159 haciendo uso de estirpes que expresaban el alelo
termosensible cdcb-2, que, al igual que ocurria en el caso del alelo cdc 15-2, bloquea la progresion
del ciclo en anafase. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en las células cdc15-2, enlas que
la actividad de Cdc5 no esta alterada, la fosforilacién de Bfal en los mutantes cdcd-2 esta
comprometida (Kim et al., 2012). De este modo, se sincronizaron células de las estirpes cdc5-2
3HA-BFA1 NUP159-GFP y cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-GFP en G1 con factor a'y se liberaron
posteriormente a temperatura restrictiva en un medio libre de feromona. En ambos casos, las
células, tras su entrada sincronicaen el ciclo celular, fueron capaces de progresaren mitosis hasta
bloquearse de nuevo en anafase (Figura R.26A). El analisis de la proteina Bfal mediante ensayos
Westermn demostraba que, de acuerdo alo descrito anteriormente, las células que expresaban el
alelo cdc5-2 mostraban niveles elevados de Bfa1 en su forma no fosforilada durante el bloqueo en
anafase, a diferencia de lo observado en las células del fondo genético cdc15-2, enlas que Bfa1
alcanzaba sus niveles méaximos de fosforilacion a la temperatura restrictiva (Figura R.26B). Sin

embargo, la inactivacion de Cdc5 no afectaba a la cantidad de Bfal que co-inmunoprecipitaba
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junto a la nucleoporinaNup159 (Figura R.26B). De esta manera, podemos concluirque laactividad

de Cdc5 durante anafase no regulala interaccion entre Bfa1 y Nup159.
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FiguraR. 26. La inactivacion de Cdc5 no tiene efectos sobre la asociacion entre Bfal y Nup159.

(A-B) Las células de las estirpes que expresan los alelos cdc15-2 3HA-BFAT1 (F1492), cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-
GFP (F2882),y cdcb-2 3HA-BFA1 Nup159-GFP (F4463) se sincronizaron en G1 con factor a (5 pg/ml,) y se liberaron
en medio rico (YPAD) libre de feromona durante 120 minutos a 34°C. (A) Porcentaje de células en G1, metafase y
anafase estmado mediante el anlisis de la morfologia del huso y el nicleo para cada estirpe en el punto de tiempo
indicado. (B) Interaccién entre la proteina Nup159 con la proteina Bfa1 mediante unensayo de co-inmunoprecipitacion
(co-IP) en las células de los culfivos previamente indicados. Adicionalmente, se muestra el total de proteina efiquetada
3HA-Bfa1 y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1
se ufllizaron como control de carga.

3.2.2.7. Lacadena ligera de ladineina regula lainteraccién entre Bfal y Nup159.

La proteina principal del complejo motor de la dineina es Dyn1 (cadena pesada de la

dineina), si bien para que el complejo pueda alcanzar la actividad adecuada es necesario el
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ensamblaje de otras fres subunidades: Pac11 (cadena intermedia), Dyn3 (cadena ligera
intermedia) y Dyn2 (cadena ligera). Aunque en células de organismos eucariotas superiores el
complejo motor de la dineina, junto con los microtubulos, actian como vehiculo de transporte de
organulos y distintas moléculas, en S. cerevisiae la Unica funcion descrita para este complejo es
su papel en el posicionamiento del huso mitotico durante el ciclo celular (Moore et al., 2009).
Algunas interacciones observadas de las subunidades de este complejo sugieren, no obstante,
que estas podrian llevar a cabo funciones adicionales a las encontradas hasta el momento. En
concreto, laproteina Dyn2 forma también parte del complejoNUP82 que, junto a las nucleoporinas
Nup82, Nup159 y Nsp1, constituyen los filamentos citoplasmaticos de los NPCs (Stelter et al.,
2007). La interaccion de Dyn2 con este subcomplejo tiene lugara través de la proteina Nup159,
que presenta en su secuencia cinco dominios de interaccion con Dyn2 (DID, Dinein Interaction
Domains). Aunque no se trata de una interaccion esencial para la viabilidad celular, la asociacion
de Dyn2 con Nup159 ayuda al ensamblaje y estabilidad del subcomplejo NUP82 (Romes et al.,
2012; Stelter etal., 2007). Ademas, problemas en la ubiquitinacion de Nup 159 (importante para el
recambio de la nucleoporina) inhiben su asociacién con Dyn2, generando defectos en el

posicionamiento del huso mitético (Hayakawa et al., 2012).

Teniendo en cuenta los estudios que vinculan a Nup159 y Dyn2 como elementos
adicionales a las rutas candnicas descritas para el correcto alineamiento y posicionamiento del
husoen S. cerevisiae (Hayakawa etal., 2012), y elimportante papelde Bfa1 como parte del SPOC,
decidimos valorar si la cadena ligera del complejo motor de la dineina podria participar en la
regulacion de la interaccion entre Bfal y Nup159. Con este fin, analizamos la asociacién entre
ambas proteinas en ausenciade Dyn2. De forma interesante, el ensayo de co-inmunoprecipitacion
en células de cultivos asincronicos mostraba que la delecion del gen DYN2 afectaba a la
interaccion entre Bfal y Nup159, reduciéndose los niveles de co-inmunoprecipitacion de ambas
proteinas (Figura R.28). De esta manera, nuestros resultados sugieren que la asociacién entre

Bfa1 y Nup159 esta regulada, al menos de manera parcial, por la proteina Dyn2.
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FiguraR. 27. La ausencia de Dyn2 reduce la interaccidon entre Bfal y Nup159.

Interaccion entre las proteinas Nup159 y Bfal mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en culfvos
asincronicos de células de las estrpes 3HA-BFA1 (F505), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848), dyn2A 3HA-BFA1
(F4344), dyn2A NUP159-GFP (F4346)y dyn2A 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F4348) incubados en medio rico YPAD
durante 6 horas a 26°C. Adicionalmente, se muestra el total de proteina etiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP (INPUT)
presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de proteina Pgk1 se utiizaron como control de carga.

En base a estos resultados, decidimos analizar a continuacion el posible papel de la
conexion encontrada entre Bfa1, Nup159 y Dyn2. Para ello, realizamos en primer lugar un ensayo
de viabilidad en células que portaban deleciones de los genes BFATy DYN2 o que expresaban
nup159-1, un alelo condicional termosensible de NUP159 que codifica una proteina carente del
extremo C-terminal y altamente inestable a temperaturas restrictivas (Gorsch, Dockendorff, & Cole,
1995). Nuestros ensayos demostraban que, aln a temperaturas permisivas, la expresion del alelo
nup159-1 comprometia la viabilidad celular, y que este fenotipo de veia agravado con la delecion
adicional de DYNZ, pero no de BFA1. De manera sorprendente, la estirpe bfa1A dyn2A nup159-1
recuperabalos niveles de crecimiento observados para nup159-1, lo que sugiere que la ausencia
de Bfa1 mejora los problemas de viabilidad asociados ala falta de actividad conjunta de Dyn2 y
Nup 159 (Figura R.29A). La alteracion de la dinamica de microtubulos gracias al tratamiento con
benomilo a temperaturas permisivas originaba comportamientos contrarios a los observados por
el efecto de la temperatura. De esta manera, las células estirpes nup159-1y dyn2A nup159-1
presentan una mayor tolerancia a la despolimerizacion de microtibulos que el resto de estirpes
analizadas (Figura R.29B).
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FiguraR. 28. Interaccion genéticaentre Dyn2, Bfa1 y Nup159.

(A-B) Analisis de viabilidad celular mediante test de gotas de la esfrpe silvestre (F496)y los mutantes bfa1A (F1114),
nup159-1 (F4254), dyn2A (F4257), bfa1A nup159-1 (F4596), dyn2A bfa1A (F4502), dyn2A nup159-1 (F4504)y dyn2A
bfa1A nup159-1 (F4598). Todas las células se crecieron en placas a partr de diluciones seriadas 1/10 de un cultvo
liquido a una DOsoonm = 0,5, y fueron incubadas a la temperatura y los medios de culiivo indicados. (A) Efecto de la
temperatura sobre la viabilidad celular de las estirpes previamente descritas en medio rico (YPAD)y alas temperaturas
indicadas. (B) Efecto de la despolimerizacion de los microtibulos sobre la viabilidad celular de las estirpes previamente
descritas a las temperaturas indicadas en medio rico (YPAD) con DMSO o en presencia de diferentes concentraciones
de benomilo.
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3.2.3. Andlisis de la funcionalidad de lainteraccion entre Bfa1 y la nucleoporina Nup159.
3.2.3.1. Elextremo C-terminal de Nup159 no media lainteracciéon de Nup159 con Bfa1.

Una buena estrategia para el estudio de la funcionalidad de cualquier interaccién es la
disrupcidn de la asociacion entre las proteinas y el estudio de los fenotipos asociados, para lo que
es necesario conocerlos dominios implicados. En nuestro caso, sin embargo, al tratarse de una
interaccidn no descrita hasta el momento, desconociamos de qué manera Bfa1 y la nucleoporina

Nup159 establecen su interaccion.

Tanto Bfa1 como Nup159 cumplenfunciones muy importantes en las levaduras, porlo que
han sido ampliamente estudiadas. Bfa1, junto conBub2, actuan como reguladores de laruta de
salida de mitosis mediando la inhibicion de MEN. Se ha descrito que los Ultimos 184 aminoacidos
del extremo C-terminal de Bfa1 (BFA1-D8) son suficientes para localizacion de esta proteina en
los SPBs, asi como para el mantenimiento de su actividad en condiciones de activacion de los
distintos checkpoints de ciclo (Kim, Jeong, & Song, 2004). Ademas, se conocen los residuos que
son fosforilados en la secuencia de Bfaly que son esenciales parala modulacién de su actividad
(Kim et al., 2012; Maekawa et al., 2007). Por su parte, la nucleoporina Nup 159 presenta distintos
dominios bien diferenciados. Asi, en el extremo N-terminal existe una regiéon que forma una
estructura de hélices-f importantes para el transporte nicleo-citoplasmatico del ARNm (Weirich et
al., 2004), una zona central enriquecida por repeticiones F-G caracteristicas de las nucleoporinas,
(Kraemer, Strambio-de-Castillia, Blobel, & Rout, 1995), un dominio DID que concentra 5 sitios
consenso de union a Dyn2 (Stelter et al., 2007) y un extremo C-terminal que se organiza en una
estructura “coiled-coil” importante para elanclaje de la nucleoporinaal NPC (Belgarehetal., 1998).
Este ultimo dominio, que corresponde alos Ultimos 241 aminoacidos de la secuencia de Nup 199,
cumple también un papel importante en el transporte del mensajero, asi como en la estabilidad de
la proteina (Del Priore etal., 1997). Asi, el alelo termosensible nup159-1, con tan sélo la delecion
de los Ultimos 96 aminodcidos, presenta fenotipos aberrantes, y su expresion origina agregados
de estanucleoporina en la envoltura nuclear a temperatura permisivay una desaparicion total de
las proteinas tras una hora de incubacién ala temperatura restrictiva (Del Priore etal., 1997). Las
estructuras “coiled-coil’ presentes en esta region final de la secuencia de Nup159 son comunes
entre ofras proteinas, y cumplen funciones muy diversas actuando como espaciadores
moleculares, transmisores de cambios conformacionales, reguladores de la actividad enzimatica

o plataformas mediadoras de interacciones moleculares (Truebestein & Leonard, 2016).
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Teniendo en cuenta la importancia de esta regidn en la estabilidad de la nucleoporina
Nup159, asi como la amplia versatilidad de los dominios “coiled-coil’, decidimos analizar si la
region C-terminal de la secuencia de Nup 159 podria mediar la interaccion de la nucleoporina con
Bfa1, y si, concretamente, la delecidn de los ultimos 96 amino&cidos de Nup159 podria determinar
una pérdidade laasociacionentre ambas proteinas. La expresiondel alelo termosensible nup159-
1, que porta dicha delecion, genera problemas en la estabilidad de la nucleoporina incluso a
temperaturas permisivas que provocan defectos graves tanto en el mantenimiento de la viabilidad
celular como en la progresidéndel ciclo (Belgareh etal., 1998; Del Priore et al., 1997; Del Priore,
Snay, Bahr, & Cole, 1996; Gorschetal., 1995). El anlisis de la asociacion entre Bfal y Nup159
en células que expresaban el alelo termosensible nup159-1 demostraba que la interaccidn entre
ambas proteinas se mantenia a temperatura permisiva. Es mas, sorprendentemente, nuestros
datos mostraban que, en estas condiciones, la asociacion entre ambas proteinas parecia verse
reforzada, de manera que a pesar de inmunoprecipitar una menor cantidad de Nup159, se
observan niveles similares en la cantidad de Bfa1 que co-purificaba con esta nucleoporina (Figura
R.30D). Estos resultados sugieren que eldominio final de 96 amino&cidos del extremo C-terminal
de Nup159 no es el responsable de lainteraccion de la nucleoporina con Bfa1, sibien, y aunque
sea necesario realizar un andlisis mas exhaustivo, este dominio podria ser importante en la

regulacion de la asociacidn entre ambas proteinas.
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FiguraR. 29. Papel del extremo C-terminal de Nup159 en la interaccion de Bfa1 y la nucleoporina.

Interaccion entre las proteinas Nup159 y Bfa1l mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en culivos
asincrénicos de células de las estirpes 3HA-BFA1 (F505), 3HA-BFA1 NUP159-GFP (F2848) y 3HA-BFA1 nup159-1-
GFP (F4340) crecidos en medio rico durante 6 horas a 23°C. Adicionalmente, se muestra la canfidad total de proteina
efiquetada 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP (INPUT) presente en cada una de las muestras analizadas. Los niveles de
proteina Pgk1 se utlizaron como control de carga.
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3.2.3.2. Forzar la interaccion entre Bfal y Nup159 tiene efectos sobre el posicionamiento
del nucleo y el huso durante metafase.

Como se ha comentado previamente, al no conocer los dominios implicados en la
interaccion entre Bfal y Nup159, no pudimos estudiar las consecuencias de la pérdida de
asociacion entre ambas proteinas. Sin embargo, teniendo en cuenta que nuestros datos sugieren
que lainteraccion entre el regulador de MENy la nucleoporina no es estable a lo largo del ciclo, y
que se ve reducida durante metafase, decidimos analizar, alternativamente, el efecto de su
asociacion permanente forzando la interaccion de ambas proteinas. Para ello, utilizamos una
herramienta genéticabasadaeneluso de laproteina de uniona GFP (GBP, delinglés GFP binding
protein) (Rothbauer et al., 2008). Esta herramienta genética permite, ademas, la verificacion de la
funcionalidad del sistemamediante el analisis de la localizacionde las proteinas de interés gracias
al empleo de unepitopo fluorescente. Ennuestro caso, para la generacionde launién permanente
entre Bfal y Nup159, fusionamos el gen que codifica la proteina GBP al extremo C-terminal de
Nup159, a la vez que hicimos uso de una version de Bfal marcada con yEGFP en su extremo C-
terminal (Figura R.31A). En las células que expresaban simultineamente BFA1-yEGFPy NUP159-
GBP se observo que, aunque Bfa1 conservaba parcialmente su localizacién en los SPBs, también
aparecia localizado en la envoltura nuclear, dando lugar a una tincion verde fluorescente que
rodeaba al nicleo (Figura R.31B). Este resultado confirmaba que el sistema GFP-GBP fuerza la
union entre Bfa1 y Nup159, provocando una relocalizacion de Bfa1 hacia la envoltura nuclear, con

la consiguiente deslocalizacion (al menos parcial) de Bfa1 de los SPBs.

Una vez verificada la unién permanente entre Bfal y Nup159, decidimos analizar las
consecuencias delamisma. Puesto que lafalta de localizaciénde Bfa1 enlos SPBs puede generar
problemas en el correcto funcionamiento de los checkpoints mitéticos y la salida de mitosis,
evitamos esta posibilidad introduciendo en las células una copia adicional del gen silvestre BFAT.
En primerlugar, llevamos a cabo un ensayo de viabilidad mediante un testde gotas. Este analisis
indicaba que la expresion del sistema BFA1-yEGFP Nup159-GBP no producia defectos aparentes
sobre la viabilidad celular, observandose un crecimiento normal de las células a las distintas
temperaturas analizadas (Figura R.31C). Por ofro lado, el fratamiento con el agent
despolimerizador de microtubulos benomilo no generaba defectos en aquellas células enlas que
se establecia una interaccion constitutiva entre Bfal y Nup159. Estos resultados indican que la
asociacion permanente entre ambas proteinas no compromete la viabilidad celular, y que dicha
unién no parece afectarla capacidad de las células de responder a problemas con la dinamica de

polimerizacion de los microtubulos (Figura R.31D).
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FiguraR. 30. Analisis de la interaccion permanente entre Bfa1 y Nup159.

(A) Imagen esquematica del sisttma Bfa1-yEGFP y Nup159-GBP. (B) Imagen representativa de las células BFA1-
YEGFP y NUP159-GBP pRS306::BFA1. Se muestra la morfologia celular (en gris, DIC), Bfa1-yEGFP Nup159-GBP
(en verde), y la morfologia nuclear (en azul, DAPI), asi como la imagen combinada de todos los canales (Todos). (C-
D) Analisis de viabilidad celular mediante test de gotas de la estirpe silvestre (F496), BFA1-yEGFP NUP159-GBP
(F3899), bfa1A (F1114), BFA1-yEGFP pRS306::BFA1 (F4559), NUP159-GBP pRS306::BFA1 (F4560) BFA1-yEGFP
NUP159-GBP pRS306::BFA1 (F4561) y bfa1A pRS306::BFA1 (F4562). Todas las células se crecieron en placas a
partr de diluciones seriadas 1/10 de un culfivo liquido a una DOsoonm = 0,5, y fueron incubadas a las temperaturas y
medios de culfvo indicados. (C) Efecto de la temperatura sobre la viabilidad celular de las estrpes previamente
descritas en medio rico (YPAD) y a las temperaturas indicadas. (D) Efecto de problemas en la polimerizacion de
microtibulos sobre la viabilidad celular de las estrpes previamente descritas a las temperaturas indicadas en medio
rico (YPAD) con DMSO o en presencia de diferentes concenfraciones de benomilo.
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Como se hacomentado, uno de los papeles fundamentales de Bfa1 es laregulacion de la
salida de mitosis en condiciones de mal posicionamiento del huso, formando parte esencial del
SPOC. Por ofro lado, algunos componentes de la ruta MEN no sélo son importantes en la
regulacion de la salida de mitosis durante anafase tardia, sino que también juegan un papel
fundamental en metafase, promoviendo el posicionamiento del huso y el establecimiento de la
asimetria y la polaridad celular (Caydasi et al., 2017; Hotz, Leisner, et al., 2012). En concre,
estudios recientes han demostrado que la quinasa Dbf2 regula la carga correcta de Kar9 durante
metafase en el SPB que es posteriormente heredado por la célula hija y, por tanto, afecta al
posicionamiento del huso mitotico (Scarfone et al., 2015). En base a estos datos, decidimos
analizar sila unién permanente entre Bfa1 y Nup159 podria estar afectando a este proceso, para
lo cual llevamos a cabo un estudio de la dinamica de posicionamiento del huso en anafase tardia
en células procedentes de un cultivo asincronico. Errores en el posicionamiento del huso podrian
indicar un posible papel de lainteraccion de Bfa1y Nup159 en la regulacion de algunas de las dos
rutas implicadas en este proceso. De acuerdo a lo descrito previamente (Miller & Rose, 1998;
Paoletti & Bomens, 2003), la delecion de KAR9 provoca la acumulacion de entre un 15-20% de
células con errores en el posicionamiento del huso mitético, mientras que la delecion de BFAT no
genera problemas en el correcto alineamiento del mismo (Figura R.32). El andlisis de las células
que expresaban el sistema BFA1-yeGFP NUP159-GBP, con o sin la copia extra de Bfa1,
demostraba que, como ocurria en el caso de las células carentes de Bfa1, no se observaban
problemas en el posicionamiento del huso durante anafase tardia. Estos resultados ponen de
manifiesto que la asociacion constitutivaentre Bfa1 y Nup159 no altera el correcto posicionamiento

del huso en anafase (Figura R.32).

Si bien el estudio del posicionamiento del huso en células anafasicas procedentes de un
culivo asincrénico nos permite estudiar el impacto que la asociacion permanente de Bfal y
Nup 159 juega en este proceso, la aproximacion anterior Unicamente nos ofrece una imagen del
efecto final de un proceso dinamico. Este andlisis, por tanto, no aporta informacion sobre todos los
eventos previos importantes y esenciales para alcanzar un correcto posicionamiento del huso. Por
ello, decidimos analizar el efecto de la unién permanente de Bfal y Nup159 en células que
progresaban de forma sincronica por el ciclo celular. El andlisis de la morfologia del nucleo y el
huso mostraba que las células que expresaban el sistema BFA1-yEGFP NUP159-GBP pRS::306-
BFA1 presentaban un retraso de 15 minutos enla progresion del ciclo celular en comparacién a
las células pRS::306-BFA1 utilizadas como control. En concreto, este pequefio retraso se

observaba en el momento en el que se alcanzaba la mayor acumulacion de células en metafase
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(60 minutos en el caso de la estirpe controly 75 en el de las células BFA1-yEGFP NUP159-GBP
pRS::306-BFA1), y se mantenia posteriormente hasta anafase, produciéndose la salida de mitosis
y el desensamblaje del huso mitotico de unaforma mas lenta y gradual en el caso de las células

enlas que se forzaba lainteraccion entre Bfal y Nup159 (Figura R. 33A).
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FiguraR. 31. El posicionamiento del huso mitético durante anafase no esta alterado al forzar la interaccion
entre Bfa1ly Nup159.

Las células de los cultivos asincronicos de la estirpe silvestre (F496), y las estrpes kar9A (F957), bfa1A (F1114),
BFA1-yEGFP NUP159-GBP (F3899), pRS306::BFA1 (F4558), kar9A pRS316::BFA1 (F4563), bfa1A pRS306::BFA1
(F4562), BFA1-yEGFP NUP159-GBP pRS306::BFA1 (F4561) fueron incubadas a 26°C en medio rico (YPAD) durante
toda la noche. Los culfivos se diluyeron a DOsoonm = 0,2 y se incubaron durante 4 horas a la misma temperatura. En el
grafico se muestran los porcentajes de células que presentan husos alineados (en blanco); husos alineados, pero mal
posicionados (enlila) y husos no alineados (en morado), atendiendo a las categorias establecidas en la Figura R.25B,
para cada una de las estirpes previamente indicadas.

Como se ha indicado anteriormente, el proceso de posicionamiento del huso no sélo es
importante en las Ultimas etapas de la mitosis. Asi, la adecuada localizacién durante metafase de
Kar9 y Bfa1 (entre otros elementos de la ruta MEN) juega un papel crucial en el correcto desarrollo
de este proceso. El estudio de la progresién del ciclo celular en las células BFA1-yEGFP NUP159-
GBP pRS::306-BFA1 reflejaba un retraso en la entrada en anafase, lo que sugeria la existencia
de posibles problemas durante la transicién metafase-anafase en las células de esta estirpe. De
esta manera, decidimos analizar el posicionamiento del huso y del nucleo en esta etapa del ciclo
celulartras forzar la asociacion entre Bfa1 y Nup159. En condiciones normales, el nucleo se sitla
tangente al cuello de la gema, con el huso metafasico posicionado de manera perpendicular al
mismo y paralelo al eje de divisién madre-hija (Figura R.33B, en rojo rayado “Nucleo posicionado,
huso alineado”). Existensituaciones en la que puede observarse que,aunque elnucleo se localiza

de manera correcta, el huso metafasico no se encuentra bien alineado (Figura R.33B, en naranja
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rayado, “Nucleo posicionado, huso no alineado”). Por otro lado, también se producen situaciones
enla que se observan problemas en la migracion del nucleo, apareciendo alejado del cuello de la
gema, a pesar de que el huso se encuentra alineado con respecto al plano de division (Fig ura
R.33B, en naranja, “Nucleo no posicionado, huso alineado”). Por ultimo, es posible encontrarse
con células en las que tanto el posicionamiento del nicleo como el alineamiento del huso son
incorrectos (Figura R.33B, en rojo “Nucleo no posicionado, huso no alineado”). Nuestro anélisis
demostraba que durante las primeras etapas de la metafase, a pesar de no observarse problemas
de posicionamiento del nlcleo, en la estirpe pRS::306-BFA1 se acumulaban células en las que el
huso mitético no siempre aparecia alineado. Esta poblacion, sinembargo, se reducia a medida
que el ciclo celular avanzaba (Figura R.33C). Esto sugiere que el alineamiento del huso en las
etapas pre-anafésicas es un proceso dindmico. De forma interesante, en la estirpe en la que se
forzaba la interaccién entre Bfal y Nup159 se producia una mayor acumulacion de células
metafasicas que no eran capaces de posicionar el nicleo de manera correcta (Figura R.33C).
Ademas, las células con el nucleo correctamente posicionado, presentaban problemas con
respecto al alineamiento del huso mitético, que, al contrario de lo que ocurria en la estirpe control,

se mantenian a medida que avanzaba el ciclo celular (Figura R.33C).

El estudio del posicionamiento delhuso en anafase, porotro lado, indicaba que, tanto en
las células de la estirpe control como en aquellas en las que forzamos la interaccion entre Bfal y
Nup159, se producia una pequefia acumulacion de células con problemas en el proceso de
posicionamiento y alineamiento del huso mitético en los puntos iniciales de esta etapa del ciclo
celular (Figura R.33D). Sin embargo, al igual que ocurria en el andlisis de las células procedentes
los cultivos asincronicos (Figura R.32), en las etapas finales de la anafase, estas categorias
aberrantes desapareciany todas las células conseguian finalmente posicionarel huso de forma
correcta (Figura R.33D). Esimportante destacar que, tal y como habiamos observadoenelestudio
de la progresion del ciclo celular (Figura R.33A), se observo un retraso de 15 minutos en la
finalizacién de la anafase en aquellas células donde se forzé la asociacién permanente entre Bfat

y Nup 159 con respecto ala estirpe control (Figura R.33D).
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Figura R. 32. La interaccion permanente entre Bfa1 y Nup159 afecta al posicionamiento del niicleo y el huso
mitético durante la metafase.

(A-D) Las células de las pRS306::BFA1 (F4558) y BFA1-yEGFP NUP159-GBP pRS306::BFA1 (F4561) se
sincronizaron en G1 con factor a (5 ug/ml), y se liberaron en medio rico (YPAD) sin feromona durante 180 minutos a
26°C. (A) Estudio de la progresion del ciclo celular en las esirpes F4558 y F4561. En las graficas se muesfran el
porcentaje de células en mefafase y anafase estmado mediante el mediante el andlisis de la morfologia del husoy el
nucleo por inmunofluorescencia de tubulina para cada estirpe en cada punto de fiempo. El andlisis Western muestra
los niveles de las proteina Clb2 para cada punto de tempo. Los niveles de Pgk1 se utlizaron como control de carga.
(B-C) Analisis del posicionamiento del nicleo y el huso en metafase. (B) Imagenes representativas de células con el
nucleo posicionado, y huso alineado (categoria naranja rallado); nucleo posicionado, y huso no alineado (categoria
roja rallado); nicleo no posicionado v el huso alineado (categoria naranja) y ndcleo no posicionado y husos no alineado
(categoria roja), Se muestran imagenes de la morfologia celular (contraste de fase, en gris), tubulina (en verde) y el
nucleo (DAPI, azul), asi como una imagen combinada de todos los canales (Todos). (C) Porcentaje de células con las
categorias establecidas en (C) para las estirpes F4558 y F4561 en los puntos de tiempo indicados. (D) Porcentaje de
células anafasicas que presentan husos alineados (en blanco), husos alineados, pero mal posicionados (en lila) y

116



RESULTADOS

husos no alineados (en morado), atendiendo a las categorias establecidas en la FiguraR.25B, para las estrpes F4558
y F4561 en los puntos de iempo indicados.

Nuestros datos muestran que alteraciones en la dinamica de asociacion entre Bfal y
Nup159 afectan al proceso de posicionamiento del huso mitdtico en etapas tempranas del ciclo
celular. Sinembargo, la capacidad de las células de solventar estos problemas durante las Ultimas
etapas de la mitosis podriaindicar que se trata de un mecanismo redundante, que es compensado
por la presencia de ofras vias alternativas que compensan los defectos derivados de

modificaciones en la interaccidén permanente entre ambas proteinas.
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DISCUSION

La estricta regulacion del ciclo celular garantiza la coordinacion entre el crecimiento
celular, la duplicaciondel ADNYy la distribucién equitativa del genomaconelfinde evitar problemas
que puedan ser heredados por las células hijas tras la divisién de una célula madre original. En S
cerevisiae, la ruta MEN o ruta de salida de mitosis promueve la liberacion total de la fosfatasa
Cdc14 y la consiguiente inactivacion de los complejos M-CDK, permitiendo de este modo la
finalizacion de la mitosis (Stegmeier & Amon, 2004). Esta cascada de sefializacion es iniciada por
la GTPasa Tem1, que se encuentra inhibida hasta anafase porel complejo GAP formado por las
proteinas Bfa1-Bub2. En esta fase del ciclo celular, la fosforilacion inhibidora catalizada por la
quinasa Cdc5 sobre Bfal permite la inactivacion del complejo Bfa1-Bub2 y el inicio de la
sefializacion a través de la ruta MEN (Geymonat et al., 2003; C. J. Park et al., 2003).
Remarcablemente, en S. cerevisiae, la activaciénde los distintos checkpoints mitoticos (DDC, SAC
y SPOC) impide la inactivacion del complejo Bfa1-Bub2, manteniendo inhibida la ruta MEN vy, de
este modo, la salida de mitosis (Hu et al., 2001). Portanto, el control de la actividad del complejo
GAP es un punto clave en laregulacion del ciclo celular. Sibien distintos estudios han ayudado a
comprender como se modulala actividad de las proteinas del complejo Bfa1-Bub2, ain quedan
muchos aspectos de su regulacién por descubrir (Caydasi et al., 2014; Caydasi & Pereira, 2009;
Fraschini et al., 2006; Geymonat et al., 2009; Geymonat et al., 2002; Geymonat et al., 2003;
Gryaznovaetal., 2016; Hu et al., 2001; Kim et al., 2008; Kim etal., 2004; Kim et al., 2012; Kim &
Song, 2006; Monje-Casas & Amon, 2009; Pereira et al., 2002; Pereira & Schiebel, 2005; Pereira
et al., 2001; Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011; Y. Wang et al., 2000; Whalen, Sniffen,
Gartland, Vannini, & Seshan, 2018). En este sentido, los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral permiten avanzar en nuestro conocimiento sobre el papel del complejo GAP en el contol
del ciclo celular, proponiendo nuevos elementos en la modulacion de su actividad. Porun lado, y
teniendo en cuenta que la fosforilacion de Bfa1 a lo largo del ciclo celular regula la actividad de
este complejo, nuestros datos han permitido la identificacién de nuevas quinasas implicadas en la
modificacion post-traduccional de esta proteina. Por otro, la asociacion encontrada entre Bfal y
Nup 159 nos ha permitido proponer un nuevo vinculo entre el control de la salida de mitosis y

componentes de laNE.
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4.1. Identificacion de nuevas quinasas que modulan la actividad del complejo Bfa1-Bub2
a través de la fosforilacion de Bfa1.

Uno de los principales mecanismos a través de los que se regula la actividad del complejo
Bfa1-Bub2 es la fosforilacion de Bfa1. Asi, durante anafase, la fosforilacion catalizada por Cdcd
inhibe la actividad del complejo GAP, promoviendo de esta manera la funcion de la ruta MEN. En
condiciones de activacion de los distintos checkpoints que controlan la progresion del ciclo celular
(DDC, SAC o SPOC), se impide esta fosforilacion inhibidora de Cdc5, de manera que Bfa1
permanece en un estado de hipo-fosforilacion que mantiene al complejo Bfa1-Bub2 es un estado
activo. En estas situaciones, laruta MEN se mantiene inhibida, garantizandose asiun bloqueo de
la salida de mitosis hasta que se satisface el correspondiente checkpoint (Hu et al., 2001). Tras la
activaciondel SPOC en respuestaa problemas enel posicionamiento del huso mitotico, laquinasa
Kin4 es la responsable de fosforilar a Bfa1 e impedirasi la accién inhibidora de Cdc5 sobre el
complejo GAP (Caydasi & Pereira, 2009; D'Aquino et al., 2005; Pereira & Schiebel, 2005). Sin
embargo, los mecanismos que controlan la actividad de Bfa1-Bub2 en condiciones de activacion
del SACaun no se han descrito condetalle (Matellan & Monje-Casas, 2020). Finalmente, y aunque
frente atodas las situaciones que comprometenlaintegridad del ADN y activan el DDC se produce
una inhibicién de la ruta MEN (Hu et al., 2001), nuestro grupo de investigacion ha demostrado
recientemente que este bloqueo de la salida de mitosis Unicamente es esencial en presencia de
telomeros desprotegidos (Valerio-Santiago et al., 2013). En estas condiciones, la inhibicion de
Cdcb através de Rad53 permite el mantenimiento de la actividad del complejo Bfa1-Bub2 (Valerio-
Santiago et al., 2013). De forma interesante, observaciones previas de nuestro grupo indicaban
tambiénque, tras la activaciondel DDC, Bfa1 se mantiene enun estado de fosforilacionintermedio,
no siendo ninguna de las quinasas previamente identificadas (Cdc5, Kind o Cdc28) las
responsables de esta modificacién. De hecho, esta forma fosforilada de Bfa1 Unicamente
desaparece en ausencia de Bub2, lo que pone de manifiesto la necesidad del mantenimiento de
la integridad del complejo GAP para alcanzar dicho estado y sugiere que, probablemente, dicha
fosforilacion tenga lugar en los SPBs (Valerio-Santiago etal., 2013). Teniendo en cuenta el papel
que la fosforilacion juega en la regulacion de la actividad de Bfa1, alo largo de esta Tesis Doctoral
nos planteamos la identificacién de la quinasa o quinasas responsables de dicha modificacion, asi

como describir su funcion en el control de la ruta MEN en estas condiciones.

Para dar respuesta a la pregunta anterior, y con el objetivo de establecer un nimero

asumible de quinasas susceptibles de serevaluadas, realizamos en primerlugar una busqueda
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bibliografica que nos permitié seleccionar un total de siete quinasas candidatas atendiendo a su
localizaciénsubcelular, al hecho de que presentase interacciones previamente descritas con Bfa1,
ala presenciaenla secuenciade Bfa1 de secuencias especificas de fosforilacidn porla quinasa
oasuimplicacionenlaregulaciénde eventosespecificos del ciclocelular(TablaR.1). Los estudios
realizados nos han permitido descartar a las quinasas Dbf2, Ipl1, Mps1y Hr25 como las
responsables de la fosforilacion de Bfa1 observada en condiciones de dafio en los teldémeros. Por
otro lado, y sibienestaforma de fosforilacionintermediade Bfa1 no era eliminadatras la activacion
del DDC en ausenciade Mck1, en el caso de esta quinasa si que se producia una acumulacion
de la forma no fosforilada de la proteina, al mismo tiempo que se observaba unareducciénenla
proporcién de células que eran capaces de bloquearla progresion del ciclo celular en metafase
tras la activacidndel checkpoint. Sin embargo, estudios adicionalesnos permitieron demostrar que
las alteraciones observadas en el patrén de fosforilacion del regulador de MEN estaban de hecho
asociadas alos problemas en el mantenimiento de la parada del ciclo celular en metafase, y no a
un posible papel regulador de Mck1 sobre Bfa1l. Mck1, homologo de las quinasas GSK-3 en
levaduras, es una enzimaimplicada en una gran cantidad de procesos celulares relevantes para
la célula. Estudios recientes han identificado a Mck1 como una de las quinasas responsables de
la regulacion de distintos procesos celulares tras la activacion del DDC (lkui et al., 2012; X. Li et
al., 2019; Searle, Wood, Kaur, Tobin, & Sanchez, 2011; Yam et al., 2020). Asi, por un lado, la
fosforilacion conjunta de Mck1y Cdc28 juega un papel importante en el control de la degradacion
de Cdc6y la inhibicion de la re-duplicacion del ADN ante la presencia de dafio en el genoma (Al
Zain, Schroeder, Sheglov, & lkui, 2015; Ikui et al., 2012). Por otro lado, Mck1 controla los niveles
de dNTPs presentes en la célula de manera independiente a Dun1, gracias a la fosforilacién
mediada por Rad53 en presencia de dafio enel ADN (X. Li etal., 2019). Ademas, se hadescrio
que Mck1 es relevante en la regulacion de la actividad de la quinasa PKA tras la activacidn del
DDC, lo que permite la inhibicion del complejo APC/CCdc20y e| consiguiente bloqueo tanto de la
transicion metafase-anafase como de lasalidade mitosis (Searle etal., 2011). Este papelde Mck1
enla regulacion del ciclo celular tras la activacion del DDC permite explicar el comportamiento de

las células mck1A observado en nuestros experimentos.

La quinasa Cla4, homélogo enlevaduras de lafamilia de quinasas tipo PAK (porsus siglas
en inglés, p21-activated kinases), desempefia multiples funciones en S. cerevisiae, entre las que
se encuentran el control de la polaridad y la polimerizacion del citoesqueleto de actina, el
ensamblaje del anillo de septinas, la citocinesis, o la herencia de las vacuolas (Bartholomew &
Hardy, 2009; Benton, Tinkelenberg, Gonzalez, & Cross, 1997; Caviston et al., 2003; Versele &
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Thorner, 2004). De forma interesante, nuestros datos nos han permitido demostrar que, aunque
Cla4 no afecta a los niveles intermedios de fosforilacién de Bfa1 asociados al arresto en me tafase
a consecuencia de la presencia de dafio en los teldmeros, esta quinasa es relevante en la
regulacion de la fosforilacién de Bfa1 mediada por Cdc5 en anafase. Ademas de las funciones
anteriormente descritas, Cla4 también desempefia papeles enla regulacién del ciclo celular que
han sido ampliamente estudiados. Asi, distintas evidencias demuestran que Cla4 participa en el
control de la entrada en mitosis a través de la fosforilacion de Swe1 enfase S, lo que, gracias a la
accion coordinada de varias quinasas, permite la inactivacion de esta proteina (Asano etal., 2005;
Sakchaisri et al., 2004). Por otro lado, la actividad de Cla4 también es relevante durante la salida
de mitosis (Chiroli etal., 2003). En concreto, se ha descrito que Cla4 regula lalocalizacion de Lie1
en el cortex de la célula hija (Seshan, Bardin, & Amon, 2002). Errores en la localizacion de Lte1
enlagema comprometen su capacidad de inhibir a Kin4, lo que genera problemas en la activacién
delSPOC (Falk etal., 2011). Se ha observado,ademas, quelaactividad de Kin4, aunque es mayor
cuando el checkpoint esta activo, se mantiene alo largo de todo el ciclo celular (Caydasi, Ibrahim,
etal., 2010; D'Aquino etal., 2005). La interaccién entre Kin4 y Lte1, que también es continua a lo
largo del ciclo, determina la inhibicion de su actividad quinasa. Esta interaccion se pierde en
ausencia de Cla4, debido a la deslocalizacion de Lte1 (Falk et al., 2011). Estos estudios
establecen, ademas, que en ausencia de Lte1 la localizacién de Bfa1l en los SPBs se vuelve
simétrica (Geymonat et al., 2009), al mismo tiempo que se altera su patron de fosforilacion. En
estas condiciones, la fosforilacion de Bfal dependiente de Cdc5 desaparece y se observa una
acumulacién de la forma de Bfa1 fosforilada por Kind, con independencia de la activacion del
SPOC (Falk et al., 2011). En base a estas evidencias, y si bien no podemos establecer que Cla4
searesponsable directa de la fosforilacion de Bfa1 en anafase, nuestros datos sugieren que esta
quinasa podria desempefiar un papel indirecto en el control de la actividad del complejo Bfa1-
Bub2. En las células que carecen de Cla4, tanto la localizaciéon de Lte1 en el cortex de la célula
hija como su interaccion con Kind estan comprometidas. En estas condiciones, Lte1 pierde la
capacidad de inhibicionde Kin4. De este modo, el mantenimiento de la actividad de Kind permitiria
que esta quinasa fosforilase a Bfa1, bloqueando asi la fosforilacion inhibidora dependiente de
Cdc5. En el futuro, para comprobar esta hipotesis, seria interesante llevar a cabo estudios
especificos que nos permitan comprobar el papel de Lte1 en este proceso. Asi, ademés de
comprobar que tanto la localizacion de Lte1 como la interaccidn de esta proteina con Kind se
encuentran comprometidas en ausencia de Cla4, sera imprescindible estudiar si los patrones de
fosforilacion de Bfa1 en células Ite1A y cla4/ son similares, y si la delecién conjunta de Cla4 y

Kind es capaz de recuperarlos niveles maximos de fosforilacion descritos para Bfa1.
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Finalmente, los experimentos realizados durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral nos
han permitido identificar a Snfl como una nueva quinasa responsable de fosforilar a Bfa1. Snf1 es
la subunidad cataliica del complejo SNF1, el homologo en levaduras de las quinasas
dependientes de AMP ciclico (AMPc) conocidas como AMPK (por sus siglas en inglés, AMP-
activating protein kinases) (Herzig & Shaw, 2018). Las AMPKs sonun grupo de quinasas que se
encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucion, y constituyen el mayor sensor de
energia de la célula. Su funcion principal es la integracion de sefiales en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes, asi como a la presencia de diferentes tipos de estrés, asegurando la
adaptacidn a estas condiciones y la supervivencia celular, fundamentalmente a través de la
regulacion de la expresion de diversos genes (Coccetti etal., 2018). En S. cerevisiae, un nimero
cada vez mayor de estudios vinculan a Snf1 con el control del ciclo celular (Coccetti et al., 2018).
Asi, por un lado, se ha descrito que esta quinasa promueve la entrada en fase S a través del
control de la transcripcion de las ciclinas CIn2 y Clb5. De acuerdo con esto, la ausencia de Snf1
produce un retraso en la duplicacion del material genético (Busnelli et al., 2013; Pessina et al.,
2010). Por ofro lado, estudios recientes han demostrado que la actividad catalitica de Snf1 es
también importante para la correcta orientacion del huso mitdtico. Aunque aun no esta claro qué
papel desempeiia Snf1 en este proceso, se haobservado que esta quinasa actua en paralelo a
Dyn1, y conjuntamente con Kar9, para promover el alineamiento del huso a lo largo del eje que
determinan la célula madre y la célula hija, y perpendicular al eje de citocinesis (Tripodi et al.,
2018). De hecho, estos estudios han demostrado que tanto la fosforilacion de Snf1 (que promueve
su actividad quinasa) como su localizacion en el cuello de la gema dependen de Kar9, y que la
hiper-activacién de esta quinasa es capaz de aliviar los defectos asociados a la delecion de KARY.
Sin embargo, y aunque se ha propuesto un papel de Snf en la regulacion de la ruta temprana de
posicionamiento del huso mediante la fosforilacion de alguno de sus componentes, actuaimente
se desconoce el mecanismo a través del cual esta quinasa modula la orientacién del huso mitéfico
(Coccettiet al., 2018; Tripodietal., 2018).

Nuestros datos podrian permitir arrojar nueva luz sobre la funcion de Snft en el control del
posicionamiento del huso, ya que la ausencia de esta quinasa altera el patrén de fosforilacion del
complejo Bfa1-Bub2, lo que podria comprometer su funcionalidad. De forma interesante, la
delecidn conjunta de BUB2 (que impide lainhibicién de Tem1 y la activacion del SPOC) y SNF1
genera una reduccion de la viabilidad celular cuando existen problemas asociados a la
polimerizacion de los microtubulos (Tripodi et al., 2018). Todos estos datos sugieren que Snf

podria estar desempefiando un papel dual en los mecanismos que controlan el posicionamiento
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del huso mitdtico. De esta manera, ademas de participarjunto con Kar9 en las etapas tempranas
de orientacion de dicha estructura, Snf1 podria desempefiar un papel en la fransmision de la
informacion posicional del huso al complejo Bfa1-Bub2. Reforzando esta hipétesis, estudios
previos han permitido identificar una interaccién fisica de Snf1 con el componente estructural de
los SPBs Cnm67 (Fasolo etal., 2011), lo que situaria a esta quinasa en una posicion ideal para el
desarrollo de su funcidn en el control del posicionamiento del huso. Ademas, diferentes analisis
realizados enrelacion a la conexion de las rutas de sefalizacion celular mediadas por quinasas
han identificado la existencia de una interacciéon genética negativa entre el reguladordel SPOC
Kind y Snf1 (Fiedler etal., 2009). El papel de las quinasas AMPK en el control del posicionamiento
del huso se ha demostrado en eucariotas superiores, como Drosophilay células de mamiferos. En
concreto, se ha observadoque lalocalizaciénde lasubunidad catalitica AMPK enlos centrosomas
y enla zonamediade las células es dinamica e importante para la correcta orientacién del huso
mitotico en células humanas cancerosas (Vazquez-Martin, Lopez-Bonet, et al., 2009; Vazquez-
Martin, Oliveras-Ferraros, & Menendez, 2009). De forma especifica, estos estudios describen que
una subunidad reguladora de la miosina (MRLC, myosin regulatory light chain) necesita ser
fosforilada por AMPK en los centrosomas para permitir tanto la correcta orientacion de estos
organulos, como lanucleacionde los microtibulos astrales al cortex celular (Thaiparambil, Eggers,
& Marcus, 2012; Vazquez-Martin, Cufi, Oliveras-Ferraros, & Menendez, 2012).

Todos estos datos ponen de manifiesto el interés de profundizar en la funcion que Snft
tiene en el posicionamiento del huso enlevaduras. En base al papel de Snf1 enla transicién G1/S,
asi como larelevanciade estaquinasa enlarespuestaa estrés, sera necesario llevaracabo ests
experimentos utilizando levaduras que expresen un alelo condicional de SNF1. En este sentido,
seria Util generaruna fusion del gen SNF1 al sistema de degroninducible porauxina (AID), que
nos permitiria la inactivacion de Snf1 en diferentes fases del ciclo celular, facilitando asi, no solo
que las células entren en fase S conla actividad quinasa intacta, sino también el analisis de los
efectos que lainactivacion de Snf1 tiene en las etapas més relevantes del ciclo celular. Ademas,
sera interesante valorar si el papel que esta quinasa desempefia en el control de la ruta MEN es
importante Unicamente en condiciones de activacién del DDC en respuesta a dafios en los
telomeros, o si también es necesario durante la progresion normal del ciclo celular. Por ultimo,
serainformativo analizar si la localizacion del complejo Bfa1-Bub2 en el SPB se ve comprometida
en ausencia de Snf1, ya que el patron de fosforilacion de las células snf1A en condiciones de

activaciéndel DDC es muy similar al obtenido enausenciade Bub2 (Valerio-Santiago etal., 2013).
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4.2.  Nueva conexion entre la envoltura nuclear y el control de la salida de mitosis.

El control de lalocalizaciondel complejo Bfa1-Bub2 es esencial parala correctaregulacion
de su actividad. EI complejo GAP se localiza en la cara citoplasmética de los SPBs. Tras su
duplicacion, Bfal y Bub2 se cargan en ambos SPBs, aunque durante la transicion metafase -
anafase su distribucion se vuelve asimétrica, concentrandose finalmente de forma exclusiva en el
SPBque es heredado porlagema (Gruneberg etal., 2000; Kim etal., 2012; Maekawa et al., 2007).
Los SPBs se encuentran insertos en la NE, que en S. cerevisiae, a diferencia de lo descrito en
ofros organismos eucariotas, no se desensambla durante pro-metafase y se mantiene durante
todo el ciclo celular, teniendo lugarlo que se conoce como unamitosis cerrada (Boettcher & Barral,
2013). Es importante destacar que, a pesar de su localizacion citoplasmatica, la actividad de Bfa1-
Bub2 es modulada por ciertas sefiales intranucleares que, de alguna manera, tienen que ser
transportadas hasta el citoplasma, donde controlan la actividad de las proteinas de este complejo
GAP (Hu etal., 2001; Y. Wang et al., 2000). De forma interesante, la busqueda de reguladores de
la actividad de Bfa1 a través de un ensayo de doble hibrido llevada a cabo en nuestro laboratorio,
nos permiti6 identificar a la nucleoporina Nup159 como una proteina que se asocia a Bfa1. Las
nucleoporinas son elementos estructurales de los NPCs, aperturas circulares especializadas que
atraviesan la doble membranade laNE conectando el espacio citoplasmatico conelnucleoplasma
(Aitchison & Rout, 2012; Strambio-De-Castillia et al., 2010). Los NPCs se encargan de regular el
trasiego de moléculas a través de la NE, permitiendo la libre difusion de pequefias moléculas,
impidiendo el paso de la mayoria de las macromoléculas y facilitando el transporte bidirecciona
entre el nucleo y el citoplasma de moléculas seleccionadas. Aunque la principal funcién de las
nucleoporinas es el control del fransporte nucleo-citoplasmatico, numerosos estudios demuestran
que el papel de estas proteinas se extiende a una gran variedad de procesos celulares (Aitchison
& Rout, 2012; Strambio-De-Castillia et al., 2010). La asociacion entre Bfal y Nup159 descrita en
esta Tesis Doctoral, al mismo tiempo que nos permite proponerun nuevo mecanismo de transporte
de sefiales que modula la actividad del complejo GAP, amplia el repertorio de funciones
alternativas descritas para los NPCs, al establecer un nuevo vinculo entre las nucleoporinas y el

complejo regulador de laruta MEN de salida de mitosis.

Nup159 es una de las nucleoporinas del complejo NUP82, situado en la cara
citoplasmatica de los NPCs (Aitchison & Rout, 2012). Concretamente, Nup159 pertenece al
subgrupo de 11 nucleoporinas denominadas FG Nups, que se caracterizan por presentar en su

secuencia regiones FGricas en los aminoacidos fenilalanina y glicina. Estas regiones tienen una

127



DISCUSION

gran capacidad de union a distintas moléculas, porlo que las FG Nups juegan un papel esencial
en el establecimiento de labarrera de permeabilidad de los NPCs (Aitchison & Rout, 2012; Rout
et al., 2000). Nup159 forma parte de los filamentos que se proyectan desde la NE hacia el
citoplasma, y, junto con Nup42, estd implicada en el procesamiento de los ARNm que son
exportados desde el nicleo (Adams et al., 2014). Mientras que Nup159 es esencial para la
viabilidad (Del Priore etal., 1997; Gorschetal., 1995), la ausenciade Nup42 permite el crecimiento
celular, aunque este se ve comprometido a altas temperaturas a consecuencia de errores
asociados con el procesamiento de los ARNm (Adams et al., 2014). Si bientanto Nup42 como
Nup 159 fueron inicialmente identificadas en el ensayo de doble hibrido realizado en nuestro
laboratorio de investigacion, los andlisis de co-inmunoprecipitacion y de microscopia de
fluorescencia por BiFC posteriores Unicamente nos han permitido verificar la asociacion in vivo
entre Bfa1 y Nup159. La interaccidn entre ambas proteinas, ademas, tampoco se ve afectada por
la delecion de NUP42. Estos resultados indican que la interaccion entre Bfal y Nup159 es
especifica de esta nucleoporina, y no un aspecto general de los filamentos citoplasmaticos del
NPC. El mantenimiento de la asociacion entre ambas proteinas en ausencia de Nup42, que esta
funcionalmente relacionada con Nup159, podria sugerir que la interaccion entre Bfal y Nup159
desempena un papel independiente a los descritos hasta el momento para las nucle oporinas
Nup 159 y Nup42 en el contexto del NPC.

El complejo Bfa1-Bub2 actlia como regulador negativo de la ruta MEN en el que cada una
de las proteinas del complejo cumple funciones especificas. Asi, mientras que la actividad GAP
reside en Bub2, Bfal se encarga de mediar lainteraccion entre Tem1 y Bub2, asi como de evitar
la disociacion de los nucledtidos de guanina (Geymonatetal., 2009; Geymonatetal., 2002; Ro et
al., 2002). No obstante, la localizacién de ambos componentes en el SPB es interdependiente
(Pereiraetal., 2000). De acuerdo a la estrecha relacidn funcional que presentan ambas proteinas,
nuestros resultados muestran que la asociacionentre Bfal y Nup 159 se extiende al complejo GAP
al completo, verificindose también la interaccion de la nucleoporina con Bub2 mediante ensayos
de co-inmunoprecipitacién. Teniendo en cuenta la interdependencia en la localizacion de las
proteinas Bfa1 y Bub2 en el SPB, nuestros resultados sugieren también que la carga del complejo
GAP en estas estructuras juegaun papelimportante en el mantenimiento de la asociacion entre

la nucleoporinay el complejo reguladorde MEN.

La caracterizacién de la interaccion entre Nup159 y el complejo Bfa1-Bub2 nos ha

permitido demostrar que la asociacion de estas proteinas es dependiente del ciclo celular,
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viéndose reducida durante metafase. De forma interesante, la dindmicade asociaciéndel complejo
GAP a los SPBs también varia a lo largo del ciclo celular, siendo de hecho durante metafase
cuando se observa una mayor dinamicidad en la carga de Bfa1-Bub2 en estas estructuras (Monje-
Casas & Amon, 2009). La presencia de Bfa1 enlos SPBs podria ser un requisito esencial para el
mantenimiento de su asociacién con Nup 159, porlo que la reduccién en los niveles de interaccion
entre ambas proteinas en metafase podria deberse, en principio, a una disminucion en la cantidad
de Bfa1 localizada en los polos del huso. Sin embargo, aunque es cierto que en un ciclo celular
normal se observa una elevada disociacion del complejo Bfal-Bub2 de los SPBs durante
metafase, la activacién del SPOC en presencia de husos mal posicionados constituye la situacion
celularen la que se produce una mayor dinamicidad del complejo GAP en estas estructuras. Asi,
se ha descrito que la fosforilacion de Kind sobre Bfa1 favorece la exclusion activa del complejo
inhibidor de Tem1 de los SPBs (Caydasi et al., 2014; Caydasi & Pereira, 2009; D'Aquino et al.,
2005; Kim et al., 2008; Maekawa et al., 2007; Monje-Casas & Amon, 2009; Pereira & Schiebel,
2005). Sin embargo, nuestros resultados reflejan que errores en el posicionamiento del huso
mitotico no determinan cambios en la interaccidn entre Bfa1-Bub2 y Nup159 en comparacion con
un ciclo celular sin alteraciones. Estos resultados permiten afirmar que la reduccion en la
asociacion entre Nup159y Bfa1-Bub2 observada en metafase responde a un control especifico, y

es independiente de la cantidad del complejo GAP que se encuentra asociado a los SPBs.

Tanto la actividad como la localizacion del complejo Bfa1-Bub2 son reguladas a través de
diferentes modificaciones post-traduccionales, entre las que se encuentra la fosforilacién (Baro et
al., 2017). De este modo, como se haindicado anteriormente, la actividad de Cdc5 cond uce ala
hiper-fosforilacién de Bfa1 y la inactivacion del complejo GAP durante anafase (Geymonat etal.,
2003; Gruneberg etal., 2000; Gryaznova et al., 2016; Hu etal., 2001). Sin embargo, aunque se ha
demostrado que durante esta fase del ciclo la interaccién entre Nup159 y Bfal alcanza sus
maximos niveles, nuestros resultados indican que la actividad de Cdc5 no es necesaria para la
regulacion de la asociacion entre estas proteinas. En este sentido, es importante sefialar que
durante G1, cuando la actividad de Cdc5 es minima, también se produce una elevada asociacion
entre Bfal y Nup139, lo que refuerza nuestras observaciones descartando un papel de esta
quinasa en la regulacién de la interaccién entre ambas proteinas. Como también se ha indicado,
ofra quinasa que regula a Bfa1 es Kin4. En condiciones de posicionamiento incorrecto del huso,
este efector del SPOC impide la fosforilacion inhibidora de Cdc5 sobre Bfa1, manteniendo inactiva
la ruta MEN (D'Aquino et al., 2005; Kim et al., 2008; Pereira & Schiebel, 2005). Al igual que con
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Cdc5, nuestros resultados indican, no obstante, que Kind tampoco interviene enla regulacion de

la interaccion entre Bfa1 y Nup159 en presencia de husos mitéticos mal posicionados.

Junto a las quinasas Cdc5 y Kin4, la subunidad catalitica de las quinasas CDKs, Cdc28,
es la tercera quinasa que se sabe que juega un papel importante en la regulacion de Bfa1,
promoviendo su fosforilacion. De acuerdo con esto, se han identificado en la secuencia de Bfa1
seis sitios consenso de fosforilacion por Cdk1, siendo cuatro de ellos clave para la funcién del
complejo GAP durante la activacién del SPOC (Caydasi etal., 2017). En mitosis, la asociacion de
Cdc28 a las diferentes ciclinas mitéticas (Clb1-4) permite la formacion de los complejos M-CDK,
que se encargan de controlardiferentes procesosatravés de la fosforilacién de distintos sustratos,
siendo el complejo Cdc28-Clb2 el mas activo durante mitosis. Los complejos M-CDK alcanzan su
maxima actividad durante metafase. En S. cerevisiae, posteriormente, la degradacion de las
ciclinas mitoticas se produce de forma secuencial en dos etapas: una primera etapa de
degradacién en la transicién metafase-anafase, y una segunda durante telofase. De manera
interesante, nuestros resultados muestran que la actividad de los complejos M-CDK y los niveles
de asociacion entre Bfal y Nup159 a lo largo del ciclo celular presentan dindmicas opuestas. De
hecho, en condiciones de activacion del DDC o el SAC, situaciones enlas que la actividad de los
complejos M-CDK es elevada, la interaccion entre Bfal y la nucleoporina también se ve
comprometida. Este hecho podria sugerir que, durante metafase, la asociacion entre Bfal y
Nup 159 esta siendo impedida gracias a la accion de los complejos M-CDK. En este sentido,
estudios recientes han identificado diferentes dianas de fosforilacién de la quinasa Cdc28 en la
secuencia de Nup159 (en concreto en las serinas S735 y S845), aunque se desconoce el papel
de estas modificaciones post-traduccionales (Holtet al., 2009). Ademas, andlisis centrados enla
busqueda de nuevos vinculos entre rutas de sefializacion implicadas en distintos procesos
celulares han revelado la existencia de diferentes interacciones de esta nucleoporina con las
ciclinas mitoticas Clb2 y Clb3, asi como conla subunidad reguladora del complejo APC/C Cdc20
(Costanzo et al., 2016). A pesarde que los vinculos descritos para Nup159 y Cdc28 constituyen
evidencias previas, en el futuro sera necesario realizar un estudio detallado del papel que la
actividad M-CDK podriatener enla regulacion de la interaccion de la nucleoporinay el complejo
Bfa1-Bub2. De esta manera, el uso de versiones mutadas de las distintas subunidades de los
complejosM-CDK, asi como laconstruccion de fosfomutantes para las secuencias dianade Cdc28
de las proteinas Nup199 y Bfa1, nos permitiran verificar si esta quinasa es responsable de la
reduccion enla interaccion del complejo GAP y la nucleoporina en metafase, y la funcién que la

interaccion de estas proteinas estaria jugando en las diferentes etapas del ciclo celular.
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Una de las funciones mas importantes del complejo Bfa1-Bub2 es detenerla progresion
del ciclo celulartras la activacion del SPOC. De esta manera, las células se aseguran de que la
salida de mitosis s6lo tiene lugar cuando uno de los SPBs ha conseguido entrar en la célula hija,
mientras que el otro quedaretenido enla célula madre, asegurando asi el reparto equitativo del
genoma entre las dos células resultantes de la division celular (D'Aquino et al., 2005; Pereira &
Schiebel, 2005). Para ello, es primordial que el huso mitotico se posicione correctamente de
manera paralela al eje de polaridad y perpendicular al plano de citocinesis. En la levadura S.
cerevisiae existen dos rutas encargadas del posicionamiento del huso mitético: la ruta temprana
dependiente de Kar9y laruta tardia dependiente de dineina. Aunque la ausencia de una de estas
rutas de posicionamiento se compensa con la presencia de la ofra, su inhibicion conjunta
determina la letalidad celular (Caydasi, Ibrahim, etal., 2010; Y. Y. Li et al., 1993; Miller & Rose,
1998). Mientras en otros organismos eucariotas el complejo motor de la dineina estaimplicado en
procesos de transporte de diferentes moléculas, en S. cerevisiae Unicamente se ha descrito su
papel en el posicionamiento del huso mitético. Este complejo esta formado por 4 subunidades: la
cadena pesada (Dyn1), las cadenas intermedias (Pac11y Dyn3) y la cadena ligera (Dyn2) (Moore
etal., 2009). Como se ha comentado, la cadenaligera Dyn2 es también uno de los componentes
del complejo NUP82 del NPC, del que forma parte Nup159. De hecho, se ha observado que,
aproximadamente, una cuarta parte de la cantidad total de Dyn2 enlas células aparece asociada
a los NPCs, y que esta localizacion no es compartida por el resto de subunidades del complejo
motor de la dineina (Romes et al., 2012; Stelter et al., 2007). La asociacion de Dyn2 conel NPC
tiene lugar especificamente através de suinteraccion con Nup159, que presenta en su secuencia
cinco dominios de interaccién con esta proteina (DID) (Romes etal., 2012). Se ha sugerido que la
interaccién de Dyn2 con Nup 159 podria estar jugando un papel importante en el posicionamiento
del huso mitotico. Apoyando esta idea, el alelo mutante en el sitio de ubiquitinacién de la
nucleoporina nup159K897R, ademas de perder su capacidad de uniéon a Dyn2, da lugar a
problemas de migracién nuclear y posicionamiento del huso. De forma interesante, se ha
observado que la expresion del alelo nup159K897R en estirpes donde KAR9 ha sido delecionado
compromete la viabilidad celular (Hayakawa et al., 2012). Teniendo en cuenta que nuestros
resultados muestran una ligera reduccidn en los niveles de interaccion entre el complejo GAP y
Nup 159 en ausencia de Dyn2, el papel de la nueva asociacion descrita entre la nucleoporinay
Bfa1-Bub2 podria ampliar la relevancia de Nup159 en el proceso de posicionamiento del nlcleo y
del huso. En este sentido, Nup159 podria estar actuando como un factor que ofrece informacion
posicional al complejo GAP facilitando la inhibicién de la salida de mitosis en respuesta a la

presencia de husos mal posicionados. Para verificar esta hipdtesis, el uso de los alelos mutantes
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nup159K897R y nup1594PID que codifican versiones mutadas de Nup 159 sin capacidad de unién
aDyn2 y sindominios DID, respectivamente (Hayakawa etal., 2012; Stelter etal., 2007), asi como
el uso de levaduras que expresen el alelo mutante de DYN2 sin capacidad de asociacién al NPC,
dyn2H58K, (Stelter et al., 2007), nos permitiria estudiar el efecto que el bloqueo de la interaccion
entre Nup159 y Dyn2 tiene en el establecimiento y mantenimiento de la asociacién del complejo

Bfa1-Bub2 conla nucleoporina, asi como su papel en el posicionamiento del nicleo y el huso.

De acuerdo al papel propuesto de la interaccidn entre el complejo GAPy Nup159 en la
regulacion del posicionamiento del huso mitotico, la asociacidn constitutiva entre estas proteinas
dalugar a un refraso en la progresion del ciclo celular que afecta, especificamente, a la fransicion
metafase-anafase. La asociacion permanente entre el complejo Bfa1-Bub2y la nucleoporina, por
otro lado, determina problemas en la orientacion del huso y el nucleo durante metafase. De forma
interesante, es en esta etapa del ciclo en la que, en condiciones normales, se observa una may or
reduccion en la interaccion entre el complejo GAP y Nup159. En eucariotas superiores se ha
descrito que la asociacion del complejo dineina/dinactina a los NPCs durante las primeras fases
de la mitosis es importante para los mecanismos de orientacidn del huso mitdtico y el
posicionamiento del nucleo en la célula (Bolhy et al., 2011; Splinter et al., 2010). En células
humanas Hela, estaasociacionestareguladapor, al menos, dos viaalternativas e independientes
(Bolhy et al., 2011). Por un lado, la interaccion de las proteinas CENP-F y NudE/EL con la
nucleoporinaNup 133, perteneciente al subcomplejoNUP107-160 que se extiende desde el nlcleo
hasta el citoplasma, facilita el anclaje del complejo dineina/dinactina a la NE durante profase,
facilitando la orientacién correcta de los centrosomas (Bolhy et al., 2011). Por ofro, el complejo
adaptador de las proteinas motoras BICD2 interacciona con la nucleoporina de la cara citosélica
Nup358/RanBP2, permitiendo la asociacién de la dineina y la quinesina a la NE durante G2/M,
regulando el posicionamiento de los centrosomas y el nucleo (Splinter et al., 2010). En ambos
casos, el anclaje de los centrosomas a la NE gracias a la asociacion de la dineina a los NPCs
juegaun papelimportante en las etapas iniciales del mecanismo de bi-orientacién del huso mitdico
(Bolhy et al., 2011; Splinter et al., 2010). De acuerdo con estas observaciones, nuestros datos
muestran que el establecimiento de una asociacion constitutiva entre Bfal y Nup159 en S.
cerevisiae, tal y como ocurre en el caso de la asociacion entre la nucleoporina Nup133 v el
complejo dineina-dinactina, produce errores en las etapas iniciales del ensamblaje y
posicionamiento del huso mitético. Sin embargo, estos defectos se solucionan finalmente en las
ulimas etapas de la mitosis (Bolhy et al., 2011). Esto sugiere que, en ambos casos, y dada la

importancia que el correcto posicionamiento y orientacion del huso mitotico tienen en el reparbo

132



DISCUSION

equitativo del material genético, las células cuentan con vias alternativas que son capaces de
compensar los errores asociados a alteraciones en los patrones de interaccion entre estas

esfructuras.

A pesarde que la principal funcion descrita para las nucleoporinas es la regulacion del
transporte nucleo-citoplasmatico, cada vez existen mas evidencias de que estas proteinas estan
también implicadas en el control de otros multiples procesos importantes para las células
(Aitchison & Rout, 2012; Wozniak et al., 2010). Asi, junto a su papel en el control de la expresidn
génica y en el mantenimiento de la arquitectura del genoma, en los ultimos afios numerosos
estudios han desvelado que las nucleoporinas son importantes reguladores de procesos mitéticos
como la condensacion y cohesion de los cromosomas, la unién de los cinetocoros a los
microtubulos, o la formacion del huso mitético (Chatel & Fahrenkrog, 2011). De hecho, la
interaccion entre el complejo Bfa1-Bub2 y Nup159 encontrada en esta Tesis Doctoral no es el
primer vinculo descrito entre los NPCs y la ruta MEN de salida de mitosis en S. cerevisiae. Asi,
nud1-G585E, un alelo mutante del gen NUD1, fue identificado en un screening de genes que
mostraban letalidad sintética con la delecion de NUP1, una FG Nup que se localiza de manera
asimétrica en la cesta nuclear del NPC (Harper, Al-Greene, Basrai, & Belanger, 2008). La proteina
Nud1 es un componente del SPBy forma parte de la ruta MEN, donde actiia como proteina de
andamiaje del resto de componentes que forman dicha cascada de sefalizacion. Las células que
expresan el alelo nud1-G585E no presentaban problemas en el transporte nicleo-citoplasmatico,
ni alteraciones en la envoltura nuclear. Sin embargo, de manera interesante, y al igual que ocurre
con el alelo mutante de NUD1, las levaduras que combinan la deleciénde NUP1 conla delecion
de alguno de los componentes del complejo Bfa1-Bub2 (bfa1A nup1A y bub2A nup1A) no son
viables. Esta letalidad sintética no se observa con reguladores positivos de la ruta MEN (lte14) o
con elementos que actian una vez que Tem1 ha sido activado (dbf24). Es importante destacar
que las mutaciones en el gen NUP1 no solo afectan a los mecanismos de trasporte nicleo-
citoplasmatico, sino que también provocan alteraciones en la organizacion de los microtibulos y
la orientacion del huso mitdtico, asi como problemas en la herencia nuclear (Bogerd, Hoffman,
Amberg, Fink, & Davis, 1994). Todos estos datos sugieren un vinculo entre los NPCs y los
mecanismos de control de la mitosis a través de lainteraccién funcional de NUP1 con laruta MEN
enlas etapas tempranas de estacascadade sefalizacionde salidade mitosis (Harperetal., 2008).
Estos datos, al igual que nuestros resultados, ponen de manifiesto que el nexo del NPC con el
SPBYy la ruta MEN se restringe a ciertos componentes especificos de cada sistema. No obstante,

la separacion espacial existente entre Nup1 (situada en la cara nuclear del NPC) y el complejo
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Bfa1-Bub2 (que se localiza en la cara citosolica del SPB) hace poco probable que exista una
interaccidn fisica entre dichas proteinas. Es por ello que deben existir otros elementos implicados
en la regulacion de dicha interaccién. Sorprendentemente, se ha encontrado que, al igual que
ocurre con NUD1, mutaciones del gen NUP82 determinan letalidad sintética junto a la delecion de
NUP1 (Harper etal., 2008). Nup82 es uno de los componentes del subcomplejo NUP82 del NPC,
del que también forma parte la nucleoporina Nup159. En base a estas evidencias, la asociacion
entre el complejo Bfa1-Bub2 y la nucleoporina Nup159 descrita en esta Tesis Doctoral, ademas
de aportar nuevos datos sobre la conexion entre el NPC y la regulacion de la salida de mitosis,

ofrece una posible explicacion funcional al sentido de la misma.

El papel de las nucleoporinas en el control de la salida de mitosis no s6lo ha sido descrito
en S. cerevisiae, sino que se frata de una caracteristica conservada también en eucariotas
superiores. Concretamente, la nucleoporina Nup214, el homélogo en humanos de Nup159,
ademas de jugar un papel en la importacion de proteinas nucleares y la exportacion de ARNm,
tiene gran relevancia en la correcta regulacion del ciclo celular (Hashizume, Nakano, Yoshida, &
Wong, 2010). De hecho, Nup214 es un proto-oncogén cuya expresion aparece desregulada en
varios tipos de cancer. Aunque aun no esta bien definida la funcién de esta nucleoporinaen el
control de la progresion del ciclo celular, se ha descrito que Nup214 se asocia a los centrosomas
y al huso mitético durante mitosis (Chatel & Fahrenkrog, 2011; Hashizume et al., 2010). Asi, se ha
observado que alteraciones en los niveles de Nup88 en células HelLa (nucleoporina de unién que
ha sido identificada también como un proto-oncogén) producen variaciones en la cantidad de
Nup214 que se asocia alos centrosomas y al huso mitotico, lo que provoca la aparicion de células
con husos multipolares y da lugar a errores en la segregacién de los cromosomas (Hashizume et
al., 2010). En lamisma linea, la nucleoporina Nup214 es una de las dianas de miR-133b, un micro
ARN cuyos niveles estan alterados en una gran variedad de tipos de cancer. Asi, la expresion
ectopica de miR-133b en células HCT116, ademas de reducir los niveles de Nup214, genera
problemas en la progresion del ciclo celular, retrasando las etapas tempranas de la mitosis,
produciendo problemas en la segregacion cromosémicay, en algunos casos, conduciendoa la
muerte celular (Bhattacharjya et al., 2015). Estudios recientes hanidentificado que el bloqueo de
la acciéon de miR-133b mediante el ARN no codificante de cadena larga (long non-coding RNA)
LINC00114 permite un aumento de la expresion de Nup214 en células de cancer colorectal, lo que
reduce los problemas en la regulacion del ciclo celular, convirtiendo a esta molécula de ARN en
una buena diana terapéutica en el diagnéstico y tratamiento de este tipo de tumores (Lv et al,,
2019).
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Nuestros resultados aportan nuevas evidencias que pueden serimportantes ala hora de
esclarecer el papel que las nucleoporinas desempefian en la regulacion de la progresion del ciclo
celular. En concreto, nuestros datos sugieren que lamodulacidonde lainteraccion entre el complejo
Bfa1-Bub2 y Nup159 es relevante durante metafase, participando, de manera especifica, en la
regulacionde las etapas iniciales del posicionamiento del huso mitotico. Apesarde que las células
deben contar con mecanismos adicionales que permitan que alteraciones enla asociacion entre
estas proteinas no tengan un defecto grave en el posicionamiento del huso en las etapas finales
de la mitosis, es importante conocerqué papelespecifico desempefaestainteraccionen el control
de la progresion delciclo celulary enlos mecanismos de orientacién del huso mitético. Los datos
obtenidos alo largo de esta Tesis Doctoral, si bien sera necesario complementarlos con estudios
adicionales que nos ayuden concretar la funcién que la asociacidn de estas proteinas cumple
durante laregulacionde las etapas tempranas de posicionamiento del huso y la migraciénnuclear,
nos permiten plantear tres escenarios que podrian explicar la relevancia de la interaccion entre el

complejo GAP y la nucleoporina Nup159 en estos procesos:

(1) En primer lugar, la asociacion entre Bfa1-Bub2 y Nup159 podria estar actuando como
elemento sensorde los mecanismos de posicionamiento del huso. El papel del complejo GAP en
el control de la salida de mitosis en presencia de husos mal posicionados ha sido ampliamente
estudiado. En concreto, la fosforilaciéon de Bfa1 catalizada por Kin4 durante anafase permite el
mantenimiento de la actividad del complejo GAP en estas situaciones, de manera que inhibe la
ruta MEN (D'Aquino et al., 2005; Maekawa et al., 2007; Pereira & Schiebel, 2005). Nuestros
resultados muestran que la activacion del SPOC no modifica las dinamicas de asociacion entre
Bfa1 y Nup159 durante anafase. Sin embargo, el papel del complejo GAP en el control del
posicionamiento del huso mitdtico durante metafase es, hasta el momento, desconocido. De esta
manera, la reduccién enlos niveles de asociacién entre Bfa1-Bub2 y Nup159 en esta fase del ciclo
podria constituir una sefial inicial en los mecanismos que regulan este proceso. Para poder validar
esta hipdtesis, seria necesario estudiar como afecta la presencia de husos mal posicionados en
metafase a la asociacion entre Bfal-Bub2 y Nup159. El andlisis mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion en cultivos de células que, ademas de expresar 3HA-Bfa1 y Nup159-GFP,
porten el alelo termosensible cdc20-3y una delecién del gen KAR9, nos permitira evaluar si en
estas situaciones se producen cambios en la dindmica de asociacion entre el complejo GAP y la

nucleoporina.
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(2) En segundo lugar, la interaccién entre Bfa1-Bub2 y Nup159 podria desempefiarun
papel directo en el proceso de posicionamiento del huso y de migracion nuclear. De esta manera,
la asociacion entre estas proteinas constituiria en si misma un mecanismo independiente a los ya
descritos, siendo relevante la modulacién de la union entre Bfal y Nup159 durante las fases
iniciales de este proceso. Sin embargo, nuestros datos también demuestran que deben existr
mecanismos adicionales que compensen problemas en el posicionamiento del huso asociados a
alteraciones en la dinamica de asociacion de estas proteinas en metafase durante etapas
posteriores del ciclo. La relevancia de la nucleoporina en el posicionamiento del huso ha sido ya,
de hecho, sugerida previamente. Asi, errores en la ubiquitinacion de Nup159 que generan
alteraciones en su asociacion con Dyn2 provocan la aparicion de husos mal posicionados que
conducen a defectos en la segregacion cromosdmica (Hayakawa et al., 2012). Aunque en este
caso se propone que Nup159 actua enla misma ruta que la dineina (Hayakawa et al., 2012),
nuestros datos podrian ofrecer un papel adicional de esta nucleoporina en el control de los
mecanismos de posicionamiento del huso a fravés de su interaccion con el complejo GAP. Para
poder evaluar esta hipdtesis, seria interesante conseguir bloquear la union entre Nup159 y Bfa1-
Bub2, y analizar los efectos que la interrupcidn de su asociacion tiene en el posicionamiento del
huso. Nuestros datos demuestran que el extremo C-terminal de Nup159 no es el responsable de
la unién de la nucleoporina con el complejo GAP. Sinembargo, no conocemos el papel que otos
dominios de esta proteina desempefian en su interaccion con Bfa1-Bub2. De esta manera, el uso
de alelos mutantes de NUP159, de cuyas secuencias se hayan delecionado dominios especificos
que no comprometan la viabilidad celular ni alteren la morfologia nuclear (Del Priore et al., 1997),
nos permitira establecer qué regiones son esenciales en el mantenimiento de la asociacion entre
el complejo GAP y la nucleoporina, asi como su papel especifico en los mecanismos de

posicionamiento del huso.

(3) Por Ultimo, la interaccion entre Bfa1-Bub2 y Nup159 podria tener un papel indirecio
sobre el control de la orientacion del huso mitético, a través de la modulacion de la actividad de
alguno de los factores que forman parte de los mecanismos de posicionamiento ya establecidos.
Un posible candidato podria ser Kar9, cuya carga en el SPB pre-existente es importante para
garantizar la herencia asimétrica de estos organulos entre las células hijas (D. L. Beach et al,,
2000; Liakopoulos etal., 2003; Miller & Rose, 1998; Paoletti & Bornens, 2003). La actividad y la
localizacion de Kar9 estéan sujetas a un estricto control. De esta manera, la localizacion de Kar9
enel SPB antiguo, junto a su exclusion del SPB de nueva sintesis gracias alas accién de Cdc28-

Clb4, son cruciales para asegurar el reparto no aleatorio de los SPBs (Liakopoulos etal., 2003;
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Moore & Miller, 2007; Paoletti & Bornens, 2003). Por otro lado, se ha observadoque lalocalizacidn
subcelular de esta proteina también juega un papel importante en la modulacién de su actividad.
En concreto, se ha descrito que, ademas de su localizacién citoplasmatica en el dSPB y los aMTs,
Kar9 también es capaz de asociarse a los cinetocoros de los cromosomas, lo que pone de
manifiesto la existencia de un transporte activo de esta proteina entre el nucleo y el citoplasma.
Estos estudios sugieren que esta localizacion nuclear es determinante para catalizar la interaccién
con la maquinaria de ubiquitinacion STUbL, que permite la degradacién de la proteina
(Schweiggert, Stevermann, Panigada, Kammerer, & Liakopoulos, 2016). De esta manera,
alteraciones en el fransporte de Kar9 al nucleo generan problemas en el posicionamiento del huso
(Schweiggertetal., 2016). Estos datos ponen de manifiesto laimportancia de la regulacion de los
niveles y la localizacion de este factor en el correcto posicionamiento del huso, aunque se
desconocen los mecanismos que regulan el transporte de Kar9 entre nicleo y citoplasma. En este
sentido, lainteraccion entre el complejo Bfa1-Bub2 y Nup159 podria funcionar como un elemento
regulador en los mecanismos de localizacion y transporte de Kar9. La pérdida de union entre el
complejo GAP yla nucleoporina durante metafase podria actuar como una sefial que permita que,
una vez que Kar9 se localizaen el dSPB, pueda ser transportado al nicleo. El hecho de que la
interaccion constitutiva entre Bfal y Nup159 provoque errores en las etapas tempranas de
posicionamiento del huso apoya esta hipdtesis. El estudio de la localizacion y las modificaciones
posttraduccionales de Kar9 en estas situaciones, nos permitiria confirmar si la asociacion entre

Bfa1 y Nup159 actia como un nuevo elemento regulador de la orientacion del huso mitético.

Los resultados recogidos en esta Tesis Doctoral, en resumen, revelan un nuevo vinculo
entre los mecanismos de regulacidn de salida de mitosis y los NPCs, que se establece a través de
la interaccién del complejo Bfa1-Bub2 con la nucleoporina Nup159. Los resultados obtenidos
sugieren que esta interaccion sucede en el contexto del SPB. Esto podria ocurrir por interaccion
directa entre el SPB y el NPC, o bien porla asociacidén de poblaciones aisladas (independientes
del SPB en el caso de Bfa1-Bub2 o del NPC en el caso de Nup 159) del complejo GAP con el NPC
o de la nucleoporina con el SPB. Este comportamiento se ha observado en células de eucariotas
superiores, donde la localizacién de las nucleoporinas en diferentes estructuras mitticas es
importante para el papel de estas proteinas en el control del ciclo celular (Bolhy et al., 2011;
Hashizume etal., 2010; Vishnoietal., 2020). Los datos presentados demuestran que la interaccion
entre Bfa1-Bub2 y Nup159 es relevante en el control del posicionamiento del huso mitético. De
forma interesante, alteraciones en las dindmicas de asociacién entre estas proteinas generan

problemas enlas etapas tempranas de este proceso, aunque se desconoce el papel especiico

137



DISCUSION

que desempefiadichaunion. En este sentido, seranecesario realizarestudios adicionales que nos
permitan discemir si la nueva interaccion entre el complejo GAP y la nucleoporina constituye un
nuevo mecanismo de posicionamiento del huso no descrito hasta el momento, o si el papel de
estas proteinas en el control de estos procesos esindirecto, ya sea a través de la modulacion de
ciertas sefiales o de la regulacion de la actividad de distintos factores. Cada vez existen mas
evidencias que sitlian a las nucleoporinas como elementos importantes en una gran variedad de
procesos celulares, al margen del transporte nucleo-citoplasmatico (Chatel & Fahrenkrog, 2011;
Strambio-De-Castillia etal., 2010; Wente & Rout, 2010). Nuestros datos, ayudan a ampliar el papel
que los NPCs (y los componentes que lo forman) cumplen en la regulacion del ciclo celular.
Conocerlos mecanismos que regulan la unién entre el complejo Bfa-Bub2 y Nup159, asi como
describiren profundidad su papel en el control de los mecanismos de posicionamiento del huso
mitotico y la salidade mitosis, puede ayudaraentenderde qué forma alteraciones enlas funciones
no candnicas de las nucleoporinas puedenserlacausade laaparicién de enfermedades humanas,
como es el caso del cancer.
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1. La fosforilacion de Bfal asociada a la activacion del checkpoint de dafio en el ADN a
consecuencia de la presencia de telomeros desprotegidos no depende de las quinasas
Ipl1, Dbf2, Mps1, Mck1y Hrr25.

2. La quinasa Cla4 modulala capacidad de Bfa1 de ser fosforilada e inhibida por Cdc5 en
anafase. Esta accién podria ser directa o indirecta (por ejemplo, a través del control de la

localizacionde Lte1en el cortex de lagema, desde donde promueve lainhibicidnde Kin4).

3. Snf1, homologo enlevaduras de las AMPKs, fosforila al complejo Bfa1-Bub2, lo cual, unido
al papel recientemente descrito para esta quinasa durante las etapas tempranas de
posicionamiento del huso mitdtico encolaboraciénconKar9, sugiere que Snf1 podriajugar
un papel dual en este proceso, actuando como un mecanismo de transmision de la

informacién posicional del huso mitético al complejo inhibidor de MEN.

4 Los datos recogidosenesta Tesis demuestranla asociaciénespecificadel complejo Bfa1-
Bub2 con la nucleoporina Nup139, que supone la evidenciade un nuevo vinculo entre

componentes de laruta de salida de mitosis y los NPCs.
5. La nucleoporina Nup159 se asocia tanto a Bfal como a Bub2, lo que indica que la
interaccion entre estas proteinas requiere la integridad del complejo GAP y sugiere que

también precisa su localizacién en los SPBs.

6. La unién entre Nup159 y el complejo Bfa1-Bub2 es dependiente del ciclo celular,

reduciéndose su interaccién en metafase.

7. La activacion de los distintos checkpoints mitéticos (DDC, SAC y SPOC) no afecta a la

dinamica de asociacion entre Nup159y el complejo Bfa1-Bub2.

8. La interaccidnentre la nucleoporinaNup 159 y elcomplejo Bfa1-Bub2es independiente de

la actividad de las quinasas Cdc5y Kind.
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La cadenaligerade la dineina Dyn2 es importante en el mantenimiento de la interaccion
entre Bfal y la nucleoporina Nup159, observandose una reduccion en los niveles de

asociacion entre estas proteinas en ausencia de la misma.

La unién permanente entre Bfal y Nup159 determina errores en el posicionamiento del
huso que conducen a alteraciones en la progresion del ciclo celular durante etapas
tempranas de la mitosis, lo que sugiere que la asociacion entre estas proteinas podria
tener un papelimportante en los mecanismos que controlan el correcto alineamiento del

huso mitdtico en metafase.
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6.1. Organismos modelo.

6.1.1.  Estirpes de Saccharomyces cerevisiae.

Las estirpes de levaduras que se han empleado para el desarrollo de esta Tesis Doctora
derivan del fondo genético de S. cerevisiae W303 (ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1

ura3-1). Todas las estirpes empleadas quedan recogidas en la Tabla M.1.

6.1.2.  Escherichia coli.

Las cepas bacterianas utilizadas para el mantenimiento y propagacionde plasmidosderivan
de E. coli DH5-a (f-endA1 gyrA96 hsdR17 AlacU169 f80lacZAM15 recA1 relA1 supE44 thit).

6.2. Plasmidos.

Los plasmidos utilizados en esta Tesis Doctoral quedan recogidos enla Tabla M.2. La
amplificacionde los fragmentos de ADN para el etiquetado o deleciénde genes porrecombinacion
homologa se realiz6 utilizando los plasmidos descritos en (Longtine et al., 1998; Sheff & Thom,
2004). Las estirpes utilizadas en los ensayos de BiFC fueron construidas a partir de los plasmidos
descritos en (Sung & Huh, 2007). Para la insercion de la copia adicional de BFAT en las estirpes

de levaduras, se utilizé un plasmido de la serie pRS, descrita en (Sikorski & Hieter, 1989).

6.3. Reactivos quimicos.
6.3.1.  Antibiéticos.

- Ampicilina(Sigma): antibiético B-lactdmico que impide lasintesis y reparacionde la pared
celular de las bacterias durante la division celular. Se utilizo a una concentraciénde 100
Mg/ml para seleccionar las bacterias portadoras de los plasmidos de interés con

resistencia a este antibiético.
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Geneticina (G418, Phytotechnology laboratories): antibiético aminoglicosidico inhibidor
de la sintesis de proteinas. Se utilizd a 250 pg/ml para la seleccion de estirpes de

levaduras resistentes a este antibiotico.

Nourseotricina (clonNAT, Werner Bioagents): antibiético aminoglicosidico producido por
Streptomyces noursei, que inhibe la sintesis de proteinas. Se utilizé a 100 pg/ml para la

seleccion de estirpes de levaduras resistentes a este antibiético.

Drogas e inhibidores.

1-NA-PP1 (Santa Cruz Biotech): analogo del ATP que se une a los sitios activos de
quinasas de tirosina y serina, actuando como un inhibidor reversible de su actividad. Se
us6 a una concentracion de 10 uM en medio liquido a partir de un stock preparado a 10
mM en DMSO (Sigma).

1-NM-PP1 (Cayman Chemicals): analogo del ATP que se une a los sitios activos de
quinasas de tirosina y serina, actuando como un inhibidor reversible de su actividad. Se
us6 a distintas concentraciones dependiendo de la quinasa empleada en cada

experimento, a partirde un stock preparado a 10 mM en DMSO.

Benomilo (Sigma): Droga desestabilizadora de microtubulos. Se usé en medio solido a

concentracion variable a partir de un stock preparado a 10 mg/ml en DMSO.

Coctel completo de inhibidores de proteasas (Complete EDTA free protease inhibitor
cocktail, Roche): mezcla de inhibidores de proteasas de serina, cisteina y un amplio rango
de metaloproteasas. Para su uso, las pastillas se disolvian en 1 ml de agua MiliQ

previamente enfriada.

Ditiotreitol (DTT, Sigma): compuesto reductor de puentes disulfuro de proteinas que
poseen grupos sulfhidricos libres. Se us6 a concentracion 1 mM a partir de una solucion

stock preparadaa 1 M en DMSO.
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6.3.3.

6.4.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma): inhibidor de proteasas de serina y
cisteina. La soluciénstock se preparé auna concentraciénde 10 mg/mlen etanol absoluto

(Emsure).

Nocodazol (Sigma): Droga desestabilizadora de microtibulos, que se usa en medio
liquido a 15 ug/ml a partir de un stock preparado a 15 mg/ml en DMSO.

Reactivos para el estudio del ciclo celular.

Acido 3-indol-acético (IAA, Sigma): auxina natural. Se us6 a una concentracion variable
para ladepleciénde las proteinas fusionadas en su extremo C-terminal al degron AID. En
concreto, se utilizé a 500 uM para la deplecion de Cdc20y a2 mM enel caso de Kar9, a

partir de una solucién stock preparada a 50 mg/ml en etanol absoluto.

Factor a (Sigma; Proteogenix): feromona secretada por las estirpes de levaduras de sexo
MATa esencial para la conjugacion sexual. Se uso para el bloqueo en G1 de las estirpes
MATa a una concentracion final de 5 pug/ml (a partir de una solucion stock preparada en
DMSO a 5 mg/ml).

Enzimas.

ARNasa A (Roche): endorribonucleasa de ARN de cadena sencilla especifica de

pirimidina extraida de pancreas bovino.

Enzimas de restriccion (Takara/New England Biolab): endonucleasas de ADN

bicatenario especificas de secuencia.

Glusulasa (PerkinElmer): mezcla de enzimas de Helix pomatia con capacidad de digerir

la pared celularde S. cerevisiae.
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- Polimerasas termoestables de ADN:

o GoTaq (Promega): ADN polimerasa usada para realizar PCRs de comprobacion.

o Extaq (Takara): ADN polimerasa de alta fidelidad y procesividad, capaz de
amplificar fragmentos de hasta 20 kb, y que se empled para la amplificacion de

fragmentos lineales de ADN utilizados en la fransformacion de levaduras.

o Velocity (Bioline): ADN polimerasa de amplificacion rapida, alta fidelidad y
procesividad, capaz de amplificar fragmentos de hasta 5 kb. Se us6 para la
amplificacion de fragmentos lineales de ADN empleados en la transformacion de
levaduras, asi como la amplificacién de zonas del genoma de gran tamafio en

PCRs de comprobacion.

- Zimoliasa 100T y 20T (US Biological): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con
capacidad para digerir la pared celular de S. cerevisiae. La zimoliasa 20T tiene una
actividad litica de 20 U/mg y la zimoliasa 100T de 100 U/mg. Ambas se prepararon en

sorbitol 1M a una concentracion de 10 mg/ml.

Tampones y soluciones.

- Tampén TE (10X): Tris-HCI 50 mM (pH=7,5), EDTA 1 mM (pH=8).

- Tampon de extraccion de ADN: Triton 2% (v/v), SDS 1% (p/v), NaCl 0,1 M, Tris-HCI 10
mM (pH=8), EDTA 1 mM (pH=8).

- Tampon TAE (50X): Tris 40 mM, acido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM (pH=8).

- Solucidon de transformacion: Poli-etilenglicol 33% (PEG), acetato de litio 0,17 M, ADN

monocatenario de esperma de salmon (ssssDNA, salmon sperm single-stranded DNA) 10

Mg/l
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Tampoén Kz2HPO4 (Merck): para 11, 174,18 g de K2HPO4, enrasar hasta 1 | de agua MiliQ.

Tampoén KH2PO4 (VWR): para 11, 136,09 g de KH2PO4, enrasar hasta 1 | de agua MiliQ.

Tampon fosfato potasico (KPi):

o Tampén KPi 0.1 M (pH=6,4): para 11, 27,08 ml de K2HPO4 1 M, 72,2 ml de
KH2PQg4, enrasar hasta 1 | de agua MiliQ.

o Tamp6n KPi0.1 M (pH=6,6): para 11, 38,1 ml de K2HPO4 1M, 61,9 mide KH2PO4

enrasar hasta 1 | de agua MiliQ.

o Tampén KPi 0.1 M (pH=7,4): para 1 |, 80,02 ml de K2HPO4 1 M, 19,8 ml de
KH2PQ4, enrasar hasta 1 | de agua MiliQ.

Sorbitol-citrato 1,2 M: para 11, 17,42 g de K2HPO41 M, 7 g de &cido citrico, 218,64 g de
KH2PO4 enrasar hasta 1| de agua MiliQ.

Solucion PBS-BSA: KoHPO4 0,04 M NaCl 0,15 M, 1% BSA, acida sédica 0,1 %.
Medio de montaje con DAPI (DAPI mount): para 100 ml, 100 mg p-fenildiamina, 400
de K2HPO4 1M, 100 pl de KH2POs, 1,5 ml de NaCl 1M, 90 ml glicerol, 500 ul de DAPI (10

Mg/ml). Se ajusto el pH= 8, y se enrasd con agua MiliQ.

PBS 1X: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2POs (pH=7,4) 2 mM. Preparado

a partir de una solucion stock 10X.

PBS-T: PBS 1X suplementado con Tween-20 (Sigma) al 0.1%.

TBS 1X: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Tris Base (pH=7,4) 25 mM. Preparado a partir de

una solucién stock 10X.

TBS-T: TBS 1X suplementado con Tween-20 al 0.1%.
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Tampon de extraccion de proteinas: en 1 ml de TE 1X, 2.75 yl de DTT 1M, 11 pl de
PMSF 100 mMy 20 pl del coctel de inhibidores de proteasas.

Tampoén Laemli 3X: para 50 ml, 18,75 ml de Tris-HCl 0,5 M (pH=6.8), 15 ml de glicerol,
4,5 g de SDS, 0,025 g azul de bromofenol, agua MiliQ hasta los 50 ml.

Tampoén SDS 3X: Laemli buffer 3X suplementado con f-mercaptoetanol (Sigma) al 6%.

Tampén SDS 2X: Laemli buffer 2X suplementado con f-mercaptoetanol al 2%.

Tampoén de electroforesis de proteinas 5X: Tris base 15 g/l, glicina 72 g/, SDS 0,5%
(VIv).

Tampén de transferencia de proteinas 5X: Tris base 15 g/l, glicina 72 g/, SDS 0,1%
(viv).

Tampén de transferencia de proteinas 1X: A partir del tampdn de transferencia 5X,

preparada con metanol (VWR Chemicals) al 20% (v/v).

Solucion Ponceau S: Ponceau S (Sigma) 4,7 g/l, TCA 30 g/l, acido acético 1% (v/v).

Tampon de cuantificacion proteica: Tris 50 mM, NaCl 0.3 M.

Solucion de deshibridacion: Glicina 1,876 g/I, SDS 1% (v/v). Se afiadié HCI hasta ajustar
el pH=2.

Tampon de lisis de COIP: Tris-HCI (pH=7,5) 50 mM, NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA-
Na (pH=8) 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, c6ctel de inhibidores de proteasas (50 veces

diluido de la solucidn stock).

Tampon de solubilizacién 5% TX100: Tris-HCl (pH=7,5) 50 mM, NaCl 250 mM, glicerol
10%, EDTA-Na (pH=8) 10 mM, Triton X-100 5%.
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- Tampon de solubilizacion 0,5% TX100: Tris-HCl (pH=7,5) 50 mM, NaCl 250 mM, glicerol
10%, EDTA-Na (pH=8) 10 mM, Triton X-100 0,5% (a partir del Tampon de solubilizacidn
5% TX100).

- Soluciones de Miniprep.

o Solucién I: Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 25 mM, glucosa 50 mM, EDTA
10 mM (pH=8).

o Solucion ll: NaOH 200 mM, SDS 1% p/v.

o Solucion llI: Acetato potésico 25% p/v. Ajustara pH=4.8.

6.6. Medios de cultivo.

Todos los medios de cultivo se prepararon en agua MiliQ y fueron autoclavados antes de su uso.

Para los medios sélidos se afiadio, ademas, un 2% de agar.

6.6.1.  Medios de cultivo para bacterias.

- Medio rico LB (Luria-Bertani): extracto de levadura 0,5%, bacto-triptona 1%, NaCl 1%.
Para la seleccion de bacterias portadoras de plasmidos, se suplementé el medio con 100

mg/ml de ampicilina.

6.6.2.  Medios de cultivo para levaduras.

- Medio de lavado YP: extracto de lavadura 1%, peptona bacteriologica 2%.

- Mediorico YPA: extracto de levadura 1%, peptona bacterioldgica 2%, adenina 20 mg/ml.

- Medio rico YPAD: Medio YPA con glucosa 2%.
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- Medio rico YPA*D: Medio YPA con glucosa 2% y adenina 300 mg/ml.
- Medio rico YPA-Raf: Medio YPA con rafinosa 2%.
- Medio rico YPA-Raf/Gal: Medio YPA-Raf con galactosa 2%.

- Mezcla de requerimientos (Drop-out): mezcla de requerimientos y potenciadores de
crecimiento sélidos enlas siguientes proporciones: adenina 0.25X, alanina 1X, arginina
1X, asparragina 1X, acido aspartico 1X; cisteina 1X, fenilalanina 1X; glicina 1X, glutamina
1X, &cido glutdmico 1X, inositol 1X; isoleucina 1X, lisina 1X, prolina 1X, serina 1X, tirosina

1X, treonina 1X'y valina 1X.

- Medio minimo SC: YNB 0,17% (Base nitrogenada de levadura, eninglés yeast nitrogen
base), sulfato aménico 0,5%, mezclade requerimientos 0,13% y glucosa 2%. En funcién
de las necesidades, el medio fue suplementado con todos o algunos de los siguientes
requerimientos: histidina 0,002%, leucina 0,012%, metionina 0,002%, triptofano 0,002%,
uracilo 0,002%.

- Medio minimo SD: YNB 0,17%, sulfato aménico 0,5%, glucosa 2%.

- Medio de esporulaciéon SPO: acetato potasico 1%, extracto de levadura 0,1%, glucosa
0,05%, suplementado con mezcla de requerimientos 0,03% y afiadiendo, ademas,
histidina (0,0005%), leucina (0,003%), metionina (0,0005%), triptdfano (0,0005%) y uracilo
(0,0005%).

6.7. Tablas.

Tabla M. 1. Estirpes de levadura empleadas.

F25 MATa BUB2-3HA
F496 MATa (Estirpe silvestre)
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F505 MATa 3HA-BFA1

F957 MATa kar9::HIS5

F1068 | MATa cdc15-as1(L99G)::URA3 3HA-BFA1 RAD5+

F1099 | MATa cdc13-1:: TRP1 cdc15-as1(L99G):: URA3 3HA-BFA1 RAD5+

F1114 | MATa bfat::KanMX6

F1182 | MATa cdc13-1::TRP1 3HA-BFA1 RAD5+

F1329 | MATa nup159::HIS3 YCPLac111::LEU2::nup159-1

F1488 | MATa cdc13-1::TRP1 cdc15-2 3HA-BFA1 RAD5+

F1492 | MATa cdc15-2 3HA-BFA1 RAD5+

F2535 | MATa cdc15-2 clad::HISMX6 3HA-BFA1 RAD5+

F2536 | MATa cdc13-1::TRP1 cdc15-2 clad::HISMX6 3HA-BFA1 RAD5+

F2639 | MATa SPC42-mCherry::KanMX6 BFA1-VC::KanMX6 NUP159-VN::HISMX6

F2641 | MATa SPC42-mCherry::KanMX6 BFA1-VC::KanMX6 BUB2-VN::HISMX6

F2733 | MATa cdc13-1:: TRP1 cdc15-as1(L99G)::URA3 ipl1-321 3HA-BFA1 RAD5+

F2737 | MATa cdc13-1:: TRP1 cdc15-as1(L99G):: URA3 dbf2-2 3HA-BFA1 RADS5+

F2749 | MATacdc13-1::TRP1 cdc15-as1(L99G)::URA3 mps1-as1::-TRP1 3HA-BFA1 RAD5+

F2757 | MATa cdc13-1::TRP1 mps1-as1::TRP1 3HA-BFA1 RAD5+

F2847 | MATa NUP159-GFP::TRP1

F2848 | MATa 3HA-BFA1 NUP159-GFP::TRP1

F2881 | MATa bub2::HIS3MX6 3HA-BFA1 NUP159-GFP::TRP1

F2882 | MATa cdc15-2 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F2892 | MATa cdc13-1 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F2894 | MATa cdc13-1 3HA-BFA1

F2956 MATa ura3-1::ADH1-OsTIR1-9Myc(URA3) CDC20-AID-9MYC::KanMX6 3HA-BFA1
NUP159-GFP::TRP1

F2958 | MATa wra3-1::ADH1-OsTIR1-9Myc(URA3) CDC20-AID-9MYC::KanMX6 3HA-BFAT

F2962 | MATa cdc13-1:: TRP1 cdc15-as1(L99G):: URA3 mck1::HIS3 3HA-BFA1 RAD5+

F2964 | MATa cdc13-1::TRP1 mck1::HIS3 SHA-BFA1 RAD5+

F3064 | MATa cdc13-1::TRP1 hrr25-as1::HIS3::hrr25::KanMX4 3HA-BFA1 RAD5+

F3098 MATa cdc13-1::TRP1 HRR25::HIS3::hrr25::KanMX4 3HA-BFA1 RADS+

F3109 | MATa BUB2-3HA NUP159-GFP::TRP1

F3237 | MATa NUP42-yEGFP::SphHIS5

F3238 | \ATa 3HA-BFA1 NUP42-yEGFP::SphHIS5
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F3294 | MATa 3HA-BFA1 NUP159-yEGFP::SphHIS5

F3612 | MATa cdc20-3 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F3802 | MATa cdc20-3 mad2::KanMX6 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F3814 | MATa cdc20-3 ndc10-1 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F3818 | MATa cdc13-1::TRP1 snf1::HISMX6 3HA-BFA1 RAD5+

F3820 | MATa cdc15-as1(L99G)::URA3 snf1::HISMX6 3HA-BFA1 RAD5+

Fagog | MATa cdc15-2 dyn1::URA3  ura3-1::ADH1-OsTIR1-9Myc(URA3) ~ KAR9-AID-
IMYC::KanMX6 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F3844 | MATa nup42:: TRP1 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F3899 | MATa BFA1-yEGFP::KanMX6 NUP159-GBP::KanMX6

F3082 | MATa cdc15-2 kin4:KanMX6 dyn1::URA3 ura3-1::ADH1-OsTIR1-9Myc(URA3)
KAR9-AID-9MYC::KanMX6 3HA-BFA1 NUP159-GFP::TRP1

F4254 | MATa nup159-1-GFP::HISMX6

F4256 MATa nup159-1-13MYC::KanMX6

F4257 | MATa dyn2::HISMX6

F4340 | MATa 3HA-BFAT nup159-1-GFP::HISMX6

F4344 | MATa dyn2::HISMX6 3HA-BFAT

F4346 | MATa dyn2::HISMX6 NUP159-GFP:: TRP1

F4348 | MATa dyn2::HISMX6 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F4463 | MATa cdc5-2 3HA-BFA1 NUP159-GFP:: TRP1

F4473 | MATa NUP159-GFP::-TRP1 PDS1-3HA::HISMX6

F4475 | MATa nup159-1-GFP::HISMX6 PDST-3HA::HISMX6

F4502 | MATa dyn2::HISMX6 bfa1::KanMX6

F4504 | MATa dyn2::HISMX6 nup159-1-GFP::HISMX6

F4558 | MATa ura3::pRS306::BFA1::URA3

F4559 | MATa ura3::pRS306::BFAT::URA3 BFAT-yEGFP::KanMX6 NUP159-GBP::KanMX6

F4560 | MATa ura3::pRS306::BFAT::URA3 NUP159-GBP::KanMX6

F4561 | MATa ura3::pRS306::BFA1::URA3 BFA1-yEGFP::KanMX6 NUP159-GBP::KanMX6

F4562 MATa ura3::.pRS306::BFA1::URA3 bfa1::KanMX6

F4563 | MATa ura3::prs306::BFA1::URA3 kar9::HIS5

F4596 | MATa bfal::KanMX6 nup159-1-GFP::HISMX6

F4598 | MATa dyn2::HISMX6 bfa1::KanMX6 nup159-1-GFP::HISMX6

F4645 | MATa cdc20-3 pGAL-3MYC-CDC5::URA3 3HA-BFA1 NUP159-GFP::TRP1
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Tabla M. 2. Plasmidos empleados.

pF16 | HIS3MX6 pFA6a (

pF45 | yEGFP-SpHIS5 |pFAG6a (

pF187 | BFA1 pRS306 | (

pF249 | GBP-KanMX6 |pFA6a (Bertazziet al., 2011)
(
(

Longtine et al., 1998)
Sheff & Thorn, 2004)

Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011)

pF270 | VN-His3MX6 pFA6Ga Sung & Huh, 2007)
pF273 | VC-KanMX6 pFA6Ga Sung & Huh, 2007)

Tabla M. 3. Anticuerpos para Inmunofluorescencia.

Anticuerpo | Tampén Dilucion Anticuerpo Tampon Dilucion

Anti- Anti-rata FITC
Tubulina PBS-BSA 1:250 (Jackson PBS-BSA 1:250
(Abcam) InmunoResearch)

Tubulina

Tabla M. 4. Anticuerpos para Western Blot.

Anticuerpo Tampén | Dilucién | Anticuerpo | Tampén | Dilucién
PBS-T 5% PBS-T 1% anti-raton- | PBS-T 1%
HA leche HA.11 (Covance)| leche 1:2000 HRP (GH leche 1:5000
1%BSA Healthcare) | 1%BSA
Grp | TBSTS%| JL8liing | TBSTS% | . . Z”;;gjtgg TBSTS% | oo
leche | Colors(Clontech)| leche leche
Healthcare)
PBS-T 5% Myc9E10 PBS-T 1% anti-ratén- | PBS-T 1%
13-Myc leche monoclonal leche 1:5000 HRP (GH leche 1:10000
(Covance) 1%BSA Healthcare) | 1%BSA
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PBS-T 1% anti-raton- | PBS-T 1%
T59 i-

Pgki PETSC;SA’ (f:]”Vti'trzgz:}) leche | 1:10000 | HRP(GH | leche | 1:10000

9 1%BSA Healthcare) | 1%BSA

TR . T R anti-rabbit- T RO
Clb2 TBS-T 5% | Anti-Clb2 (Santa | TBS-T 5% 12000 HRP (GH TBS-T 5% 110000

leche Cruz) leche leche
Healthcare)
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71. Conservacion de estirpes.
7.1.1. Saccharomyces cerevisiae.

Para su conservacion, las estirpes de levaduras se dejaron crecer en medio solido durante
12-24 horas a temperatura permisiva. La biomasa obtenida se resuspendié en glicerol al 20% y se

conservo a-80°C.

7.1.2. Escherichia coli.

Para su conservacion, las cepas bacterianas se dejaron crecer toda la noche en LB liquido
con antibidtico. Al dia siguiente se congelaron enviales de glicerol al 20% y se almacenaron a -
80°C.

7.2. Técnicas de Biologia Molecular.
7.21. Extraccion de acidos nucleicos.
7.21.1. Extracciéon de ADN plasmidico de E. coli (miniprep).

Para la extraccion de ADN plasmidico de bacterias se us6 un método basado enla lisis
alcalina. En concreto, se inoculé una colonia de E. coli en5 ml de medio LB con ampicilina y se
dejé crecer toda la noche a 37°C en agitacién. A la mafiana siguiente, la biomasa se recogio
mediante centrifugacion y el pellet obtenido se resuspendié en 100 pl de Solucion | fria. Para
eliminar la presencia de ARN de la muestrade ADN plasmidico, se afiadié ARNasa A (200 ug/ml)
a la Solucién | de miniprep. A continuacién, se afiadieron 200 pl de Solucién I, preparadaen el
momento, invirtiendo el tubo varias veces para facilitar la lisis celular. Se incubé la muestra en
hielo durante 5 minutos y, pasado ese tiempo, se afiadieron 150 pl de Solucion lll. Después de
invertirse el tubo varias veces, lamezclase dejoreposarenhielo hasta 15 minutos. A continuacion,
la muestra se centrifugd a 11000 g ya 4°C, y el sobrenadante se traspas6 a1 mlde etanol absolubo

frio. La mezcla se dejo precipitar durante 2 horas a -20°C, tras lo cual se centrifugd a 11000 gy a
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4°C. Una vez retirado el sobrenadante, se dejo secarel pelletenla campana de extraccion para

eliminar los restos de etanol. El pellet seco se resuspendié en agua MiliQ.

7.21.2. Extraccion de ADN gendmico de S. cerevisiae.

Para la extraccién de ADN gendmico de S. cerevisiae parimos de células que habian
crecido en medio sélido. Se resuspendié biomasa en 500 pl de TE 1X, para eliminar los posibles
restos de medio de cultivo, y se recogieron las células por centrifugacion. Se afiadieron al pellet
250 pl de fenol-cloroformo (Sigma), 250 pl de tampdn de extraccion de ADN y aproximadamente
elmismo volumende bolas de vidrio (Sigma). Lamuestra se agit en un vortex a maxima velocidad
durante 15 minutos, y posteriormente se centrifugd a méaxima velocidad durante otros 15 minutos.
Esta centrifugacion permitia la separacion de la muestra en dos fases: la acuosa, que contiene el
material genémico; y la fenolica, con el resto de componentes celulares. La fase acuosa se
transfirid a un tubo con 1 ml de etanol absoluto, y se dejé precipitar durante 2 horas a -20°C.
Pasado este tiempo, lamuestra se centrifugd a 11000 g y a 4°C durante 15 minutos. Retirado el
sobrenadante, lamuestra se dejo secarcompletamente enlacampana de extraccion para eliminar

los retos de etanol. Finalmente, el pellet se resuspendi6 en agua MiliQ para aimacenarse a -20°C.

7.2.2. Electroforesis de ADN.

Esta técnica permite la separacién de fragmentos de ADN en funcién de su tamafio. De
forma general, se usaron geles de agarosaal 1 % en tampon TAE 1X con 0,5 pg/mlde bromuro
de efidio (Sigma). La electroforesis se llevd a cabo entampdn TAE 1X a una velocidad constanie
de 5 V/cm de longitud del gel. Para la comprobacién de los alelos RAD5 / rad5-535 se utilizaron
geles de agarosa al 3%. Para la comparacidén del tamafio de los fragmentos de ADN se us6 el
patrdn 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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7.2.3. Generacion de estirpes de S. cerevisiae.
7.2.3.1. Generacion de estirpes mediante cruces genéticos.

Para la generacion de estirpes mediante cruces genéticos se co-cultivaron las estirpes
parentales de sexo opuesto en placas de medio sélido que permitieran su crecimiento. La mezcla
de levaduras se dejo crecertoda la noche, para su posterior siembraen zig-zag en los medios
adecuados parala seleccion de diploides. Esta siembra en zig-zag permitia el crecimiento de los
diploides en forma de colonias aisladas, desde las que podian inocularse células que
posteriormente se sembraban en forma de parche en un medio rico que permitiera su crecimiento.
Tras 24 horas de crecimiento a temperatura permisiva, los parches se replicaronennuevas placas
conmedio de esporulacion SPOy se incubaron a 26°C durante, al menos, 48 horas. Pasado ese
tiempo, se comprobaba al microscopio 6ptico si los candidatos diploides habian esporulado,
analizando la presencia de tétradas en la muestra. Los diploides esporulados se trataron con 20
I de una dilucién 1:20 de zimoliasa 20T a 1 mg/ml durante 7 minutos, para conseguir la digestion
del asca que mantiene unidas las esporas. Para detenerla reaccion de digestion se afiadieron a
la mezcla 400 pl de agua MiliQ. Las tétradas se diseccionaron utilizando un micromanipulador
(Singer SMS system 200; Singer SMS system Spore Play). El genotipo de las esporas se
comprob6 mediante el crecimiento en placas con distintos medios selectivos, y el sexo se
determind por su capacidad de formar diploides con los “mating tester’ (cepas MATay MATa con

las mutaciones complementarias al fondo genético W303).

7.2.3.1.1. Deteccion de alelos no seleccionables.

En el caso de los alelos que no poseian un marcador especifico para ser seleccionado, el
genotipo se comprob6 de forma general mediante PCRs de comprobacién y, en caso de ser
necesario, la posterior digestién de los fragmentos generados. Para la comprobacion de estos
alelos, se eligieron cebadores especificos con homologia a las regiones que flanqueaban la regién
del epitopo en el gen. De esta manera, se pudo diferenciar la presencia o ausencia del gen
marcado segun el tamafio generado enla reaccién de PCR. Para la identificacion de los alelos
RADS (silvestre) y rad5-535 (mutante) se realiz6 una amplificacion de la regién de interés y una
posterior digestion del fragmento. Concretamente, en el alelo rad5-535 aparece un sitio adiciona

de restriccion de la enzima Mnll (New England Biolabs, NEB), que no se encuentra en el gen
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RADA. Asi, los fragmentos generados tras la amplificacién por PCR se digirieron durante 1 hora a
37°C conMnll y se separaronenun gelde agarosaal 3%, lo que permitié diferenciarentre aquellas
estirpes que habian incorporado la version silvestre de RADS, con dos bandas de digestion (de
182 y 155 pb de tamario), de aquellas que tenian el alelo mutante rad5-535, con tres bandas (de
155 pb, 120 pb y 62 pb de tamafio).

7.2.3.2. Generacion de estirpes por transformacion.

Para la transformacion de levaduras con plasmidos o fragmentos lineales de ADN, nos
basamos en el protocolo descrito en (Gietz & Woods, 2002). En resumen, partimos de 50 ml de
cultivo en fase exponencial (con una DOsoonm = 0,8, aproximadamente). Las células se recogieron
por centrifugacién a 3000 g durante 5 minutos. Para eliminar los restos de medio, se lavé el pellet
con el mismo volumen de agua MiliQ. El pelletobtenido tras la centrifugacion se resuspendio en
acetato de litio 0,1 My se centrifugd de nuevo durante 2 minutos a 3000 g. Las células obte nidas
se resuspendieron con vortex en 360 ul de solucion de transformacion preparada en el momen.
A continuacion, se afiadié a la mezclael ADN de interés y se incubé a 30°C durante 30 minutos
con rotacion. Pasado este tiempo, la muestra se sometié a un choque térmico a 42°C durante 15
minutos. Por ltimo, las células se centrifugaron durante 2 minutos a 3000 g, y se sembraronen
los medios selectivos correspondientes. En aquellas transformaciones en las que las levaduras
adquirian alguna resistencia a antibioticos o drogas, las células se sembraron en medio no

selectivo, y al dia siguiente se replicaron en el medio selectivo pertinente.

7.2.3.2.1. Delecion y etiquetado de genes.

La deleciony el etiquetado de genes se llevo a cabo siguiendo las estrategias descritas
en (Longtine et al., 1998; Sheff & Thorn, 2004). Estos métodos se basan en la amplificacién de un
fragmento de ADN que contiene el epitopo especifico y/o marcador de seleccion al que se afiaden
extremos de homologia al gen de interés, de manera que se permite la integracion del fragmento
amplificado de manera dirigida en el genoma de la levadura mediante recombinacion homéloga.

La comprobacion del etiquetado y delecion de genes se realizé mediante PCR convencio nal,
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utilizando cebadores que flanquean la zona delecionada o etiquetada. Adicionalmente, el marcaje
de los genes con epitopos se comprobd mediante técnicas de Western Blot y/o mediant

visualizacion directa por microscopia.

7.3. Ensayos de viabilidad celular en S. cereviasiae.

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron mediante los denominados “test de gotas”.
Estos analisis se llevaron a cabo a partir de células crecidas en medio no selectivo, en agitacion y
a temperatura permisiva durante toda la noche. Las células se diluyeron a DOgoonm= 0,2 y se
dejaron crecer hasta fase exponencial (DOsoonm= 0,8-1, aproximadamente). A continuacion, se
realizaron 5 diluciones seriadas 1/10 en un volumen total de 500 pl partiendo de un cultivo original
con DOgoonm= 0,5. Por ultimo, se sembraron 5 pl de cada diluciéon enlos medios de interés y, una
vez secas, se incubaron a las temperaturas correspondientes. Para asegurar la esterilidad del

ensayo, las diluciones y siembra se realizaron en una campana de flujo laminar.

7.4. Sincronizacion de cultivos de levadura.
7.4.1. Sincronizacion en G1 con factor a.

Para la sincronizacion de cultivos de levaduras en G1 utilizamos cepas MATa. Las células
se inocularon en el medio de cultivo correspondiente y se dejaron crecer a temperatura permisiva
en agitacion durante toda la noche. A la mafiana siguiente, los cultivos se diluyeron a DO eoonm=
0,2 y se afiadi6 la feromona factor a (Sigma o Proteogenix) a una concentracion final de 5 pug/mi.
Pasados 90 min, se volvié a afiadir la feromona, pero esta vez reduciendo la concentraciona 2,5
Mg/ml. Una vez transcurridos 150 minutos desde la adicion inicial de factor a, comprobamos que
las células estuvieran bloqueadas en G1. Para ello, tomamos 1 ml de culivo que sonicamos
durante 3 segundos auna amplitud del 10% (Branson Digital Sonifier) (evitando asi que las células
se aglutinaran), y verificamos al microscopio dptico que las células no estuvieran gemadas y que
presentaran una protuberancia caracteristica en la membrana celular denominada “shmoo”.
Cuando al menos el 90% de la poblacién mostraba esta morfologia, se procedia a la liberacion de

las células porfiltracion. Para ello, se utilizé un sistema de vacio formado por un kitasato acoplado
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a un filtro sobre el que se colocaron unas membranas de nitrocelulosa con un tamafio de poro de
0,8 um (Pall Corporation). Al pasar el cultivo por este sistema, las células quedaban retenidas en
estas membranas, permitiendo el paso del medio de cultivo. Posteriormente las células se lavaron
con 10 volumenes de medio de lavado, con el fin de eliminar los restos de factor a. Por Ultimo, las
membranas con las células se introducian en matraces con medio de cultivo sinferomona que se
incubaban a la temperatura de interés, permitiendo la progresion en el ciclo celular del cultivo de

manera sincronica.

7.4.2. Sincronizacion en metafase para los analisis de fosforilacion.

Para la sincronizacionde las células enmetafase, se utilizaroncepas MATaque expresaban
el alelo termosensible cdc13-1y el alelo silvestre RADS. Para conseguir el arresto en metafase,
se realizé una primera sincronizacion en G1 como se describe en el apartado anterior. Las células
se liberaron posteriormente en medio de cultivo libre de feromona a 34°C, lo que permitio su
entrada sincronica en el ciclo celular y el posterior bloqueo del mismo en metafase, como
consecuencia de la inactivacién de la proteina Cdc13. Adicionalmente, si el experimento en
concreto lo requeria, se afiadia al medio de cultivo el inhibidor especifico de la quinasa objet de
andlisis (NA-PP1, NM-PP1...).

1.5. Técnicas de microscopia.
7.5.1. Anadlisis de proteinas fluorescentes en S. cerevisiae.

La preparacién de células que expresan proteinas etiquetadas con los epitopos
fluorescentes GFP (y sus derivados yEGFP), mCherry o Venus, asi como la visualizacion de la
morfologia nuclear gracias a la tincion con DAPI, se realizé siguiendo el protocolo descrito en (de
Los Santos-Velazquezetal., 2017). De manera resumida, las células contenidas en 1 ml de cultivo
se centrifugaron a 3000 g, y se resuspendieron en formaldehido al 2,5% en Tampdn KPi 0,1 M
(pH=6,4), incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
se centrifugaron a la misma velocidad y se lavaron 2 veces en tampon KPi 0,1 M (pH=6,6). Por

ultimo, el pellet celular se resuspendié en tamp6n KPi 0,1 M (pH=7,4). Para la tincién nuclear, las
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células se centrifugaron a 3000 g y se resuspendieronen 1 ml de etanol al 80%. La mezcla se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, las células se centrifugaron
de nuevo para eliminar los restos de etanol, y el pelletse resuspendio en 70 ul de DAPI (10 ug/mi).
Las muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia DM6000 (Leica) equipado con
objetivos de inmersion 100x/1.40, filtros A4, L5 y TX2 y una camara digital DF350 CDD (Leica).

Las imagenes de microscopia se procesaron usando el programa LAS AF (Leica).

7.5.2. Inmunofluorescencia.

Para la inmunodeteccion de proteinas en S. cerevisiae se siguio el protocolo descrito en
(Munoz-Barrera & Monje-Casas, 2017), y explicado en detalle en el apartado 7.5.2.2. En el caso
de que el anticuerpo empleado no reconociese proteinas endégenas de la levadura (anti-rata-
FITC), se realizé la pre-absorcion de los mismos empleando esferoplastos de levadura, para asi
conseguir eliminar uniones inespecificas y mejorar la calidad de la sefial de lainmunofluoresencia,

tal y como se explicaen el apartado 7.5.2.1.

7.5.2.1. Preparacion de anticuerpos para inmunofluorescencia.
7.5.2.1.1. Preparacion de esferoplastos.

Se centrifugaron 50 ml de cultivo de la cepasilvestre de levaduraenfase exponencial (con
una a DOgoonm= 0,8 aproximadamente) a 3000 g. Las células se resuspendieron en el mismo
volumen de formaldehido al 3,7% en tamp6n KPi 0,1 M (pH=6,4) y se incubaron a 4°C en rotacién
toda la noche. Tras esta incubacidn, las células se lavaron 3 veces con 50 ml de tampén KPi 0,1
M (pH=6,4), y se trataron con 100 pl de zimoliasa 100T y 1 ml de glusulasaen 10 ml de sorbitol-
citrato 1,2 M durante 60 minutos a 30°C. Pasado ese tiempo, y para conseguir detener la digestion
de la pared celular, las células se lavaron con 50 ml de sorbitol-citrato 1,2 M y se centrifugaron
durante 5 minutos a 780 g. Finalmente, las células, ya sin pared celular (esferoplastos), se

resuspendieron en 5 ml se sorbitol-citrato 1,2 M y se conservaron en alicuotas a -20°C.
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7.5.2.1.2. Pre-absorcion de anticuerpos.

Para la pre-absorcion de los anticuerpos se mezclaron 200 pl del anticuerpo de interés
con 200 pl de esferoplastos de levaduras, y se incub6 esta mezcla en agitacion y a temperatura
ambiente durante 20 minutos. A continuacion, la mezcla se centrifugé durante 5 minutos a 780 g,
y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo que contenia otros 200 pl de esferoplastos. Tras
repetirestos pasos 5veces, recogimos el sobrenadante tras la dltima centrifugacion, consiguiendo
un anticuerpo pre-absorbido a una dilucién 1/6 con respecto a la concentracion original. El

anticuerpo pre-absorbido se conservo en alicuotas a -20°C.

7.5.2.2. Inmunofluorescencia para la visualizacion de tubulina en S. cerevisiae.

Para la inmunolocalizacion de proteinas en levaduras se siguio el protocolo descrito en
(Munoz-Barrera & Monje-Casas, 2017). En concreto, se centrifugd 1 ml de cultivo durante 1 minuto
a 11000 g, y el pelletse resuspendié en formaldehido 3,7% en tampén KPi 0,1 M (pH=6,4). En el
caso de la visualizacion la tubulina, las muestras se fijaron durante toda la noche a 4°C, o
alternativamente, durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacién, las células se
centrifugaron durante 1 minuto a 11000 g, y se lavaron dos veces en tampdn KPi 0,1 M (pH=6,4).
Una vez se eliminaron los restos de formaldehido, las muestras se resuspendieronen 1 ml de
sorbitol-citrato 1,2 M (las células en este momento podian ser almacenadas a -20°C). A
continuacion, las muestras se centrifugaron y se resuspendieronen 222 ul de soluciénde digeston
(200 ulI de sorbitol-citrato 1,2 M, 20 ul de glusulasay 2 ul de zimoliasa 100T) preparada en el
momento, y se incubaron a 30°C en agitacion suave y constante. En el caso de la visualizacion de
tubulina, se realiz6 una digestién de 15 minutos. Pasado el tiempo de digestidén necesario, las
muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 780 g, y se lavaron con sorbitol-citrato 1,2 M.
Finalmente, las células se resuspendieron en un volumen adecuado de sorbitol-citrato 1,2 M (en
funcion del tamario del pelletoriginado tras la centrifugacion), de manera que todas las muestras
tuvieran la misma turbidez. Posteriormente, se afiadieron 5 pl de estas células porpocillo enun
portaobjetos previamente tratado con poli-lisina (Sigma) al 0,1%, y se incubaron en una superficie
plana durante 10 minutos. A continuacion, se retird el exceso de células de los pocillos mediante
succidn con bomba de vacio. El portaobjetos con las células se incubd durante 3 minutos en

metanol frio y, acto seguido, durante 10 segundos en acetona (Emsure) fria. Posteriormente, se
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afadieron a cada pocillo 5 pl de anticuerpo primario preparado en PBS-BSA a la concentracion de
interés (Tabla M.3), y el portaobjetos se incubd en camara humeda durante 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad. Tras la incubacion, los pocillos se lavaron 5 veces con PBS-BSA. Una
vez realizados los lavados, se afiadieron a cada pocillo 5 ul de anticuerpo secundario preparado
en PBS-BSA a la concentracion de interés (Tabla M.3), y el portaobjetos se incub6 de nuevo en
camara humeda durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. De nuevo, los pocillos
se lavaron 5 veces conPBS-BSA. Porultimo, se afiadié medio de montaje con DAPI (DAPI mount)

alos pocillos, se colocé el cubreobjetos y se sellé la preparacion con laca de ufias.

7.6. Andlisis de la progresion del ciclo celular en S. cerevisiae.
7.6.1. Anadlisis del contenido genémico por citometria de flujo (FACS).

Para analizar el contenido de ADN en S. cerevisiae recogimos las células contenidas en 1
ml de cultivo y se fijaron en 1 ml de etanol al 70% durante toda la noche a 4°C. A continuacion, se
centrifugaron las muestras y se lavaron tres veces con PBS 1X, para finalmente incubarlas con
ARNasa A (1 pg/ml) en 100 pl de PBS 1X a 37°C durante toda la noche. Pasado ese tiempo,
neutralizamos la reacciéon de la ARNasa afiadiendo 1 ml de PBS 1X'y centrifugamos las células a
11000 g durante 1 minuto. Las células se trataron entonces conioduro de propidio (5 pg/ml) en 1
ml de PBS 1X durante al menos 1 hora a temperatura ambiente y oscuridad. Antes de ser
analizadas, las células fueron sonicadas durante 3 segundos a una amplitud del 10% (Branson
Digital Sonifier), para evitar la aparicion de agregados celulares. El estudio del contenido de ADN
de las células se realiz6 utilizando el sistema FACScalibur, y los datos fueron procesados a través
del software CellQuestPro.

7.6.2. Analisis de la morfologia del huso mitético y del nicleo en S. cerevisiae.

El estudio del ciclo celularde S. cerevisiae mediante el analisis de la morfologia del huso
mitético y el nucleo se realiz6 utilizando la técnica de inmunofluorescencia de tubulina, explicada
endetalle enelapartado 7.5.2.2. A lo largo del ciclo celular, tanto el nucleo como el huso mitéfico

en S. cerevisiae cambian de morfologia y localizacion, lo que permite la diferenciacion de las
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distintas etapas del ciclo (Munoz-Barrera & Monje-Casas, 2017). De esta manera, durante G1, las
células presentan un unico SPB, del que emanan uno o varios microtubulos (formando una
morfologia que recuerda a una estrella). La duplicacion de los SPBs se produce al final de G1,y
no es hasta final de fase S cuando los microtibulos comienzan a polimerizar permitiendo la
separacion de los polos del huso. De esta manera, en fase S se pueden visualizarlos SPBsy la
tubulina como un punto intenso. Las células entran entonces en mitosis, alcanzando la metafase,
que se caracteriza por la presenciade un huso mitético de una longitud de 1,5 a 2 ym, con el
nucleo situado cerca del cuello de la gema. Durante la anafase tiene lugar la segregacién
cromosomica, y se diferencian dos etapas. Una primera, conocida como anafase A en la que en
nucleo se alarga entrando en la célula hija y el huso mitético alcanza una longitud de hasta 6 pum;
y una segunda, llamada anafase B, en la que la separacién cromosdmica se completa, pueden
visualizarse dos masas nuclearesy el huso mitético alcanza su longitud maxima, llegando a medir
hasta 11 um. Finalmente, en telofase, el huso mitético se desmonta, de manera que las células,
que aun no han sufrido citocinesis, presentan dos masas nucleares y una disposicion de los

microtubulos similar a la observada en G1 (Figura M.1).

Contraste . Contraste .
de fase Tubulina DAPI Todos e fase Tubulina DAPI Todos

“

Figura M. 1. Anélisis del ciclo celular mediante el estudio de la morfologia del huso mitético y el nucleo por
inmunofluorescenciade tubulina.

Imagenes representativas de células en las distintas etapas del ciclo celular atendiendo a la morfologia del huso y el
nucleo. Las células en G1 presentan un Unico SPB del que emanan los microtibulos adoptando una morfologia similar
ala de una estrella. En fase S, las células presentan una gema de pequefio tamafio y los SPBs yase han duplicado,
pero aun no han empezado a separarse. En metafase, el nucleo se sitia de manera tangencial al cuello de la gema,
y el huso mitdtico (de una longitud menor a 2 um) comienza a posicionarse de manera paralela al eje de divisién y
perpendicular al cuello de la gema. En anafase, se diferencian dos etapas. Asi, en anafase A se observa una Unica
masa nuclear alargada que se extiende desde la célula madre hasta la gema y los SPBs se sitian en los polos del
nucleo, alcanzando el huso mitdtico una longitud de hasta 6 um. En anafase B, se completa la segregacion
cromosomica, observandose dos masas nucleares separadas y un huso mitdtico que alcanza su méxima longitud
(hasta 11 um). Por ulimo, en telofase, el huso se desmonta, pero la citocinesis ain no ftiene lugar, de manera que
puede visualizarse una célula con dos masas nucleares y una disposicion de los microtibulos similar a la observado
en G1. Las imagenes muestan la morfologia celular (contraste de fase, en gris), la tubulina (en verde) y el nicleo
(DAPI, azul). Se incluye también una imagen combinada de todos los canales (Todos).
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1.7. Extraccion de proteinas de S. cerevisiae.

7.7.1. Extraccion de proteinas con acido tricloroacético (TCA).

La extraccion de proteinas se realizd segun el protocolo descrito por (Cepeda-Garcia,
2017). En resumen, las células contenidas en 10-15 ml de cultivo se centrifugaron durante 5
minutos a 3000 g, y el pelletse resuspendié en el mismo volumen de TCA al 5% (p/v). Después
de una incubaciénde 10 minutos a 4°C, la muestra se centrifugd de nuevo a 11000 g durante 5
minutos a 4°C. Una vez retirado el sobrenadante, las muestras se resuspendieron con vortex en 1
ml de acetona y se centrifugaron durante 7 minutos a 11000 g. Tras refirar el sobrenadante, las
muestras se dejaron secar durante, al menos, 90 minutos en una campana de extraccion para
eliminar cualquier resto de acetona. Una vez nos aseguramos que los pellets estaban secos, se
resuspendieronen 125 ul de tampon de extraccidnde proteinas y se afiadio a la muestra el mismo
volumen de bolas de vidrio. La muestra se agité en un multivortex durante 45 minutos a 4°C a
méxima velocidad. Pasado ese tiempo, se afiadieron a la mezcla 62,5 pl de tampon SDS 3X. En
caso necesasario, se afiadieron adicionalmente 20 pl de tampén Tris-HCl (pH=8) para restaurar
el pH de aquellas muestras que se habian acidificado (al afiadir el tampdn cambiaba su color de
azul a amarillo). A continuacion, las muestras se desnaturalizaron en un termobloque a 95°C
durante 5 minutos, y, posteriormente, se centrifugaron 5 minutos a 11000 g y a 4°C. El
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo, para eliminar los restos celulares y las bolas de vidrio.

Finalmente, las muestras se congelaron a -20°C hasta su uso.

7.7.2. Extraccién de proteinas por lisis alcalina.

El método de extraccién de proteinas de levaduras con sosa (NaOH) esta adaptado del
protocolo descrito en (Horvath & Riezman, 1994). De manera resumida, se recogieron 3 unidades
de DOsoonm de un cultivo liquido de levaduras en fase exponencial mediante centrifugacion a 3000
g durante 5 minutos. A continuacién, las células se resuspendieron en 400 ul de NaOH 0,15 M, y
se incubaron enhielo durante 5 minutos. Pasado ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 6000
gy a 4°C durante 3 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet se resuspendio en tampon SDS
2X'y se desnaturalizé en un termobloque durante 5 minutos a 95°C. A continuacidn, la muestra se
centrifugd durante 5 minutos a 11000 g. El sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo, para

eliminar los restos celulares y, finalmente, se almacené a -20°C hasta su uso.
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7.8. Andlisis de proteinas mediante Western blot.

Los extractos proteicos obtenidos se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante
en condiciones reductoras, separando las proteinas en geles de SDS-poliacrilamida. El porcentgje
de poliacrilamida en los geles variaba en cada caso en funcién del tamafio de las proteinas de
interés. De manera general, la electroforesis se llevd a cabo en el sistema Mini-protean (BioRad),
corriendo las muestras a 200V y 35 mA en tampdn de electroforesis de proteinas 1X (a partir de
un stock 5X). En el caso de la deteccion de las bandas de fosforilacion de Bfa1, fue necesario el
uso de geles del 6% de acrilamiday el sistema de electroforesis SE600 de Hoefer, corriendo las
muestras durante, al menos, 4 horas a 200V y 400 mA. Como marcador de peso molecular de las
proteinas, se utilizé un patrén de tamafios pretefiido (bioBLU prestained ladder, gTPbio). Una vez
finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Amershan™ Protran™ Premium 0,45 M NC, GE Healthcare Life Sciences) mediante un sistema
de transferencia himeda (BioRad; Amersham BioSciences TE62). Elproceso se realizé entampon
de transferencia de proteinas 1X, ajustando las condiciones al sistema de transferencia utilizado
(400 mA y 90 V durante 90 min para el sistema de BioRad; 400 mA y 300 V durante 150 minutos
para el sistema Amersham BioSciences). La eficiencia de la transferencia se comprobo tifiendo
las membranas con solucion Ponceau S. Posteriormente, se procedié al bloqueo de las
membranas durante al menos 60 minutos a temperatura ambiente y en agitacién con solucion de
bloqueo al 5% de leche en polvo en PBS-T o TBS-T, en funcién de anticuerpo empleado (Tabla
M.4). Pasado este tiempo, las membranas se incubaron en agitacion con el anticuerpo primario
durante toda la noche a 4°C. Para eliminar el exceso de anticuerpo primario, las membranas se
lavaron 3 veces con PBS-T o TBS-T durante 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. A
continuacion, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla M.4) durante, al
menos, dos horas a temperatura ambiente y en agitacion. Por Ultimo, se repitié el proceso de
lavado delexcesode anticuerpo. Ladeteccionde las proteinas se llevdacabo utilizando el sistema
de quimioluminiscencia Western Bright ECL System (Advansta), revelando la sefial
quimioluminiscente de las membranas en el sistema analizador ChemiDoc Image System. Enlos
casos en que la sefal obtenida era muy débil, se utilizé el sistema de quimioluminiscencia
Supersignal West Femto Trial Kit (Thermo Scientific). La cuantificacién de la sefial se realizd con
el software ImageLab (BioRad). Las condiciones especificas de bloqueoy concentracion usadas

enfuncién del anticuerpo empleado para el analisis de cada proteina se recogen enla Tabla M.4.
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7.9. Deshibridacion de las membranas de Western blot.

La deshibridaciéon de las membranas de Westemn blot (o “stripping”), permite la
visualizacion secuencial de varias proteinas sobre una misma membrana. En nuestro caso,
utilizamos un método basado en un tratamiento acido de las membranas para conseguir la
desestabilizacidn de las uniones antigeno — anticuerpo. En resumen, las membranas fueron
lavadas 3 veces con PBS-T o TBS-T durante 15 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.
A continuacion, las membranas se incubaron durante 30 minutos con solucién de deshibridacién
a temperatura ambiente y en agitaciéon constante. Pasado este tiempo, las membranas fueron
nuevamente lavadas 3 veces con PBS-To TBS-T durante 15 minutos a temperatura ambiente y

en agitacion.

7.10. Determinacion de la concentracién de proteinas.

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion (explicados en detalle en el apartado 7.11),
fue necesaria la determinacion de la concentracidn de los extractos proteicos obtenidos tras el
proceso de solubilizacién con detergente siguiendo el método descrito en (Bradford, 1976). Para
ello, se afiadieron 3 pl de las muestras de proteinas solubilizadas (previamente diluidas a una
proporcion 1/3 en el tampdn de cuantificacion proteica) en 1 ml de una dilucion 1/5 de re activo
Bradford (BioRad) en agua MiliQ. La mezcla se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, se midié la DO de las muestras a una longitud de onda de 595 nm utilizando
un espectrofotometro (Biophotometer, Eppendorf). En cada anélisis, la determinacion de la
concentracion de las muestras se realiz6 utilizando como patron una curva estandar con

seroalbumina bovina (BSA, Sigma).

7.11.  Co-inmunoprecipitacion de proteinas en S. cerevisiae.

Para los estudios bioquimicos de interaccion de proteinas empleamos el protocolo de co-
inmunoprecipitacidn (Co-IP) en condiciones nativas. Las células contenidas en 50 ml de un cultivo
liquido con una DOsoonm= 0,8 se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a 3000 g. A continuacion,

los pellets se resuspendieronen 1 ml de agua MiliQ fria y se ftransfirieron a tubos nuevos,
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especiales parala posterior rotura celular. Las muestras se centrifugaron a 11000 g y a 4°C. Para
eliminar los restos de medio de cultivo, las células se lavaron agua MiliQ fria hasta que el
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion era fransparente. Las células, en este punto, podian
procesarse, 0 almacenarse a -80°C hasta su uso. Para realizar la rotura celular, los pellefs se
resuspendieron en 500 pl de tampdn de lisis de Co-IP y se afadieron bolas de vidrio hasta
completar el volumen. A continuacién, los tubos se introdujeron en una unidad homogenizadora
Multi-beads Shocker (Yasui Kikai), previamente enfriada a 4°C, en la que se realiz6 lalisis celular
durante 40 minutos, alternando pulsos de 60 segundos a una velocidad de 2500 g con paradas de
60 segundos. El lisado se transfirié a tubos siliconizados Ultra Clear (Axygen). Para recuperar los
restos que hubieran quedado pegados alas bolas de vidrio, se afiadieron adicionalmente 500
de tampdn de lisis de Co-IP (de manera que se recuperaban unos 800 pl de volumen). Se
centrifugé el lisado a 4°C durante 5 minutos y a 500 g, y el sobrenadante se traspasé a un tubo
nuevo, repitiéndose el proceso hasta eliminar los restos celulares que aparecian fras las
centrifugaciones. Posteriormente, con el fin de solubilizar las proteinas, se afiadi6 a la mezcla el
volumen necesario de tampdn de solubilizacion 5% TX100 para que el detergente Triton X-100
quedara al 0.5% en la solucion, y se incubaron los tubos en rotacién suave y constante a 4°C
durante 90 minutos. Pasado este tiempo, las muestras solubilizadas se centrifugarona 11000 g y
4°C durante 15 minutos, y los sobrenadantes se transfirieron a un tubo nuevo. A continuacién, se
realizo la cuantificacion de la concentracion de proteinas mediante el método Bradford (explicado
enelapartado 7.10). Posteriormente, se tomd el volumen necesario de las muestras para continuar
con lamayor cantidad de proteina posible, y siempre la misma para todas las muestras analizadas
en cada ensayo. El volumen total de cada muestra se ajusté con tampon de solubilizacion TX100
0,5% hasta 1 ml. A continuacidn, se afiadieron 50 pl de bolas magnéticas anti-GFP del kitcomercial
MMACs®, y se incubaron durante 30 minutos a 4°C sin agitacion. Pasado el tiempo de incubacion
con las bolas magnéticas conjugadas, y siguiendo las indicaciones del kit comercial UMACs®, las
muestras se pasaron por unas columnas preparadas con imanes magnéticos, previamente
equilibradas con 200 ul de buffer de lisis UMACs® (NaCl 150mM, Triton X-100 al 1%, Tris-HCl
(pH=8) 50 mM). Posteriormente, las columnas se lavaron 4 veces con tampon de solubilizacion
TX100 0,5%, y finalmente con 100 pl de un tampén de lavado uMACs® (Tris-HCl (pH=7,5) 20
mM). Para la desnaturalizacién de las uniones de las proteinas y las bolas magnéticas, incubamos
las columnas con 20 pl tamp6n de elucion UMACs® (Tris-HCI (pH=6,8) 50 mM, DTT 50 mM, SDS
al 1%, EDTA 1 mM, Azul de bromofenol al 0,005%, glicerol al 10%), previame nte hervido, durante
5 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se re-afiadieron otros 50 pl del mismo

tampdn, y se recogio el inmunoprecipitado en un tubo nuevo, que se aimaceno a -80°C hasta su
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uso. Adicionalmente, se prepar6 un control de carga con 100 ug del total de proteina solubilizada
(INPUT) de cada muestra, ajustando el volumen con tampdn de solubilizacion TX100 0,5% para
que el volumen final de todas las muestras fuera el mismo. La mezcla final de los INPUTs se
desnaturaliz6 a 95°C durante 5 minutos tras afiadirle el mismo volumen de tamp6n de carga SDS

3X. Una vez desnaturalizadas, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

173






8. BIBLIOGRAFIA







BIBLIOGRAFIA

Adams,R.L., Terry,L. J., & Wente, S. R. (2014). Nucleoporin FG domains facilitate mRNP remodeling at
the cytoplasmic face of the nuclear pore complex. Genetics, 197(4), 1213-1224.
doi:10.1534/genetics.114.164012

Adams,R. L., Terry, L. J., & Wente, S. R. (2015). A Novel Saccharomyces cerevisiae FG Nucleoporin
Mutant Collection for Use in Nuclear Pore Complex Functional Experiments. G3 (Bethesda), 6(1), 51-58.
doi:10.1534/93.115.023002

Agarwal, R., & Cohen-Fix, 0. (2002). Phosphoryation of the mitotic regulator Pds1/securin by Cdc28 is
required for efficient nuclear localization of Esp1/separase. Genes Dev, 16(11), 1371-1382.
doi:10.1101/gad.971402

Agarwal, R., Tang, Z., Yu, H., & Cohen-Fix, 0. (2003). Two distinct pathways for inhibiting pds1
ubiquitination in response to DNA damage. J Biol Chem, 278(45), 45027-45033.
doi:10.1074/jbc.M306783200

Ahmed, S., & Brickner, J. H. (2007). Regulation and epigenetic control of transcription at the nuclear
periphery. Trends Genet, 23(8), 396-402.doi:10.1016/j.tig.2007.05.009

Aitchison,J.D., & Rout,M. P.(2012). T he yeast nuclear pore complex and transportthrough it. Genetics,
190(3), 855-883. doi:190/3/855 [pii] 10.1534/genetics.111.127803

Akey, C. W., & Goldfarb, D. S. (1989). Protein import through the nuclear pore complex is a multistep
process. J Cell Biol, 109(3),971-982.d0i:10.1083/jcb.109.3.971

Al-Zain,A., Schroeder, L., Sheglov,A., & Ikui, A. E. (2015). Cdc6 degradation requires phosphodegron
created by GSK-3 and Cdk1 for SCFCdc4 recognition in Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell, 26(14),
2609-2619.doi:10.1091/mbc.E14-07-1213

Alber, F., Dokudovskaya, S., Veenhoff, L. M., Zhang, W, Kipper, J., Devos, D., . .. Sali, A. (2007).
Determining the architectures of macromolecular assemblies. Nature, 450(7170), 683-6%4.
doi:10.1038/nature06404

Alber,F.,Dokudovskaya, S.,Veenhoff, L. M., Zhang, W., Kipper, J.,Devos, D., .. . Rout,M.P. (2007).
The molecular architecture of the nuclear pore complex. Nature, 450(7170), 695-701.
doi:10.1038/nature06405

Alexandru, G., Zachariae, W., Schleiffer, A., & Nasmyth, K. (1999). Sister chromatid separation and
chromosome re-duplication are regulated by different mechanismsin response to spindle damage. EMBO
J, 18(10),2707-2721.d0i:10.1093/emboj/18.10.2707

Aravamudhan, P.,Chen, R., Roy, B., Sim, J., & Joglekar, A. P. (2016). Dual mechanisms regulate the
recruitmentof spindle assemblycheckpoint proteins to the budding yeast kinetochore. Mol Biol Cell, 27(22),
3405-3417.doi:10.1091/mbc.E16-01-0007

Asano, S., Park, J. E., Sakchaisri, K., Yu,L.R,, Song, S., Supavilai,P.,... Lee,K.S. (2005). Concerkd
mechanism of Swe1/Wee1 regulation by multiple kinases in budding yeast. EMBO J, 24(12), 2194-2204.
doi:10.1038/sj.emboj.7600683

Azzam,R., Chen,S. L., Shou,W., Mah,A. S., Alexandru,G., Nasmyth,K., . .. Deshaies,R.J. (2004).
Phosphorylation by cyclin B-Cdk underlies release of mitotic exit activator Cdc14 from the nucleolus.
Science, 305(5683),516-519.doi:10.1126/science.1099402

Bardin,A. J., & Amon,A. (2001). Men and sin: what's the difference? Nat Rev Mol Cell Biol, 2(11), 815-
826. doi:10.1038/35099020

Bardin,A. J., Visintin,R., & Amon, A. (2000). A mechanismfor coupling exitfrom mitosis to partitioning
of the nucleus. Cell, 102(1), 21-31. d0i:S0092-8674(00)00007-6 [pii]

Barnum, K. J., & O'Connell, M. J. (2014). Cell cycle regulation by checkpoints. Methods Mol Biol, 1170,
29-40.d0i:10.1007/978-1-4939-0888-2_2

Baro,B., Queralt, E., & Monje-Casas, F. (2017). Regulation of Mitotic Exitin Saccharomyces cerevisiae.
Methods Mol Biol, 1505,3-17.doi:10.1007/978-1-4939-6502-1_1

177



BIBLIOGRAFIA

Baro, B., Rodriguez-Rodriguez, J. A., Calabria, |., Hernaez, M. L., Gil, C., & Queralt, E. (2013). Dual
Regulation ofthe mitotic exit network (MEN) by PP2A-Cdc55 phosphatase. PLoS Genet, 9(12), e1003966.
doi:10.1371/journal.pgen.1003966

Bartholomew, C. R., & Hardy, C. F. (2009). p21-activated kinases Cla4 and Ste20 regulate vacuole
inheritance in Saccharomyces cerevisiae. Eukaryot Cell, 8(4), 560-572.doi:10.1128/EC.00111-08

Bayliss, R., Littlewood, T., & Stewart, M. (2000). Structural basis for the interaction between FxFG
nucleoporin repeats and importin-beta in nuclear trafficking. Cell, 102(1), 99-108. doi:10.1016/s0092-
8674(00)00014-3

Beach,D., Durkacz,B., & Nurse, P. (1982). Functionallyhomologous cell cycle control genes in budding
and fission yeast. Nature, 300(5894),706-709.doi:10.1038/300706a0

Beach,D. L., Thibodeaux,J.,Maddox,P., Yeh,E., & Bloom,K.(2000). T he role ofthe proteins Kar9 and
Myo2 in orienting the mitotic spindle of budding yeast. Curr Biol, 10(23), 1497-1506. doi:10.1016/s0960-
9822(00)00837-x

Belgareh, N., Snay-Hodge, C., Pasteau, F., Dagher, S., Cole, C. N., & Doye, V. (1998). Functional
characterization of a Nup159p-containing nuclear pore subcomplex. Mol Biol Cell, 9(12), 3475-3492.
d0i:10.1091/mbc.9.12.3475

Bembenek, J., Kang, J., Kurischko, C., Li, B., Raab, J. R., Belanger,K.D., .. . Yu, H. (2005). Crm1-
mediated nuclearexportof Cdc 14 is required for the completion of cytokinesisin budding yeast. Cell Cycle,
4(7),961-971.doi:10.4161/cc.4.7.1798

Benton,B.K., Tinkelenberg,A.,Gonzalez,l.,& Cross,F.R. (1997). Cladp,a Saccharomyces cerevisiae
Cdc42p-activated kinase involved in cytokinesis, is activated at mitosis. Mol Cell Biol, 17(9), 5067-5076.
doi:10.1128/mcb.17.9.5067

Bertazzi, D. T., Kurtulmus, B., & Pereira, G. (2011). The cortical protein Lte1 promotes mitotic exit by
inhibiting the spindle positioncheckpointkinase Kind. J Cell Biol, 193(6), 1033-1048. doi:jcb.201101056 [pii]
10.1083/jcb.201101056

Bhattacharjya, S., Roy, K. S., Ganguly, A., Sarkar, S., Panda, C. K., Bhattacharyya, D., . . .

Roychoudhury, S. (2015). Inhibition of nucleoporin member Nup214 expression by miR-133b perturbs
mitotic iming and leads to cell death. Mol Cancer, 14,42. doi:10.1186/s12943-015-0299-z

Biggins, S.(2013). The composition, functions, and regulation ofthe budding yeast kinetochore. Genetics,
194(4),817-846.doi:10.1534/genetics.112.145276

Biggins,S., & Murray, A. W. (2001). T he budding yeast protein kinase Ipl1/Aurora allows the absence of
tension to activate the spindle checkpoint. Genes Dev, 15(23), 3118-3129.doi:10.1101/gad.934301

Blankley,R.T.,&Lydall,D.(2004). Adomain of Rad9 specificallyrequired for activation of Chk1in budding
yeast. J Cell Sci, 117(Pt4), 601-608.doi:10.1242/jcs.00907

Bloom,J., & Cross, F.R. (2007). Multiple levels of cyclin specificityin cell-cycle control. Nat Rev Mol Cell
Biol, 8(2), 149-160.d0i:10.1038/nrm2105

Boettcher, B., & Barral, Y. (2013). The cell biology of open and closed mitosis. Nucleus, 4(3), 160-165.
doi:10.4161/nucl.24676

Bogerd, A. M., Hoffman, J. A., Amberg, D. C., Fink, G. R., & Davis, L. . (1994). nup1 mutants exhibit
pleiotropic defectsin nuclear pore complex function. J Cell Biol, 127(2),319-332.d0i:10.1083/jcb.127.2.319
Bolhy, S., Bouhlel, I., Dultz, E., Nayak, T., Zuccolo, M., Gatti, X., . . . Doye, V. (2011). A Nup133-

dependent NPC-anchored network tethers centrosomes to the nuclear envelope in prophase. J Cell Biol,
192(5),855-871.d0i:10.1083/jcb.201007118

Bonnet, A., & Palancade, B. (2014). Regulation of mRNA trafficking by nuclear pore complexes. Genes
(Basel), 5(3), 767-791.d0i:10.3390/genes5030767

Botchkarev, V. V., Jr., Rossio, V., & Yoshida, S. (2014). The budding yeast Polo-like kinase Cdc5 is
released from the nucleus during anaphase for timely mitotic exit. Cell Cycle, 13(20), 3260-3270.
doi:10.4161/15384101.2014.953882

178



BIBLIOGRAFIA

Bouck,D. C., & Bloom,K. S. (2005). T he kinetochore protein Ndc 10p is required for spindle stability and
cytokinesis in yeast. Proc Natl Acad Sci U S A, 102(15), 5408-5413. doi:0405925102 [pii]
10.1073/pnas.0405925102

Bouquin, N., Barral, Y., Courbeyrette, R., Blondel, M., Snyder, M., & Mann, C. (2000). Regulation of
cytokinesis by the Elm1 protein kinase in Saccharomyces cerevisiae. J Cell Sci, 113 ( Pt 8), 1435-1445.
Retrieved from https:/www.ncbi.nlm.nih.govipubmed/10725226

Bradford, M. M.(1976). Arapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 72, 248-254.d0i:10.1006/abio.1976.9999

Breitkreutz, A., Choi, H., Sharom, J. R., Boucher, L., Neduva, V., Larsen, B.,. .. Tyers, M. (2010). A
global protein kinase and phosphatase interaction network in yeast. Science, 328(5981), 1043-1046.
doi:10.1126/science. 1176495

Brickner,D.G., Cajigas, |., Fondufe-Mittendorf,Y., Ahmed,S., Lee, P. C., Widom, J., & Brickner, J. H.
(2007). H2A.Z-mediated localization of genes at the nuclear periphery confers epigenetic memory of
previous transcriptional state. PLoS Biol, 5(4), e81. doi:10.1371/journal.pbio.0050081

Brickner,J.H., & Walter, P.(2004). Gene recruitmentofthe activated INO1 locus to the nuclear membrane.
PLoS Biol, 2(11),e342. doi:10.1371/journal.pbio.0020342

Busnelli, S., Tripodi, F., Nicastro, R., Cirulli, C., Tedeschi, G., Pagliarin,R.,. . . Coccetti, P. (2013).
Snf1/AMPK promotes SBF and MBF-dependent transcription in budding yeast. Biochim Biophys Acta,
1833(12), 3254-3264.d0i:10.1016/.bbamcr.2013.09.014

Buvelot, S., Tatsutani, S. Y., Vermaak, D., & Biggins, S. (2003). The budding yeast Ipl1/Aurora protein
kinase regulates mitotic spindle disassembly. J Cell Biol, 160(3), 329-339.doi:10.1083/jcb.200209018

Cairo, L.V, Ptak, C., & Wozniak,R. W. (2013a). Dual personalityof Mad1:regulation ofnuclearimportby
a spindle assemblycheckpointprotein. Nucleus, 4(5), 367-373.doi:10.4161/nucl.26573

Cairo, L. V., Ptak, C., & Wozniak, R. W. (2013b). Mitosis-specific regulation of nuclear transport by the
spindle assemblycheckpointprotein Mad1p. Mol Cell, 49(1), 109-120. doi:10.1016/.molcel.2012.10.017

Calabria, I, Baro, B., Rodriguez-Rodriguez, J. A., Russinol, N., & Queralt, E. (2012). Zds1 regulates
PP2A(Cdc55) activity and Cdc 14 activation during mitotic exit through its Zds_C motif. J Cell Sci, 125(Pt
12),2875-2884.d0i:10.1242/jcs.097865

Carmena, M., Wheelock, M., Funabiki, H., & Earnshaw, W. C. (2012). The chromosomal passenger
complex (CPC): from easy rider to the godfather of mitosis. Nat Rev Mol Cell Biol, 13(12), 789-803.
doi:10.1038/nrm3474

Carvalho,P., Gupta,M. L., Jr., Hoyt, M. A,, & Pellman, D. (2004). Cell cycle control of kinesin-mediated
transport of Bik1 (CLIP-170) regulates microtubule stability and dynein activation. Dev Cell, 6(6), 815-829.
doi:10.1016/j.devcel.2004.05.001

Casamayor, A., & Snyder, M. (2002). Bud-site selection and cell polarity in budding yeast. Curr Opin
Microbiol, 5(2), 179-186.doi:10.1016/s1369-5274(02)00300-4

Casolari,J.M., Brown, C. R., Komili,S.,West, J., Hieronymus, H., & Silver,P. A. (2004). Genome-wide
localization ofthe nucleartransportmachinerycouples transcriptional status and nuclear organization. Cell,
117(4),427-439.d0i:10.1016/s0092-8674(04)00448-9

Castillo,A.R.,Meehl,J.B.,Morgan, G.,Schutz-Geschwender, A., & Winey, M. (2002). The yeast protein
kinase Mps1p is required for assembly of the integral spindle pole body component Spc42p. J Cell Biol,
156(3),453-465.d0i:10.1083/jcb.200111025

Castro,A., Bernis,C., Vigneron, S.,Labbe, J.C., & Lorca, T.(2005). T he anaphase-promoting complex:
a key factor inthe regulation of cell cycle. Oncogene, 24(3), 314-325.d0i:10.1038/sj.onc.1207973

Caviston, J. P., Longtine, M., Pringle, J. R., & Bi, E. (2003). The role of Cdc42p GT Pase-activating
proteinsin assemblyof the septinring in yeast. Mol Biol Cell, 14(10),4051-4066.d0i:10.1091/mbc.e03-04-
0247

179


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10725226

BIBLIOGRAFIA

Caydasi, A. K., Ibrahim, B., & Pereira, G. (2010). Monitoring spindle orientation: Spindle position
checkpointin charge. Cell Div, 5, 28. doi:10.1186/1747-1028-5-28

Caydasi, A. K., Khmelinskii, A., Duenas-Sanchez, R., Kurtulmus, B., Knop, M., & Pereira, G. (2017).
Temporal and compartment-specific signals coordinate mitotic exit with spindle position. Nat Commun, 8,
14129.d0i:10.1038/ncomms 14129

Caydasi,A.K., Kurtulmus,B.,Orrico,M.l.,Hofmann, A, Ibrahim,B., & Pereira, G.(2010). EIm1 kinase
activates the spindle position checkpoint kinase Kind. J Cell Biol, 190(6), 975-989.
doi:10.1083/jcb.201006151

Caydasi,A.K.,Micoogullari,Y.,Kurtulmus, B., Palani,S., & Pereira, G.(2014). T he 14-3-3 protein Bmh1
functions in the spindle position checkpoint by breaking Bfa1 asymmetry at yeast centrosomes. Mol Biol
Cell, 25(14),2143-2151.d0i:10.1091/mbc.E14-04-0890

Caydasi, A. K., & Pereira, G. (2009). Spindle alignment regulates the dynamic association of checkpoint
proteins with yeast spindle pole bodies. Dev Cell, 16(1), 146-156. doi:S1534-5807(08)00440-1
[pii]10.1016/j.devcel.2008.10.013

Caydasi, A. K., & Pereira, G. (2012). SPOC alert--when chromosomes get the wrong direction. Exp Cell
Res, 318(12),1421-1427.d0i:10.1016/j.yexcr.2012.03.031

Cepeda-Garcia, C. (2017). Determination of Cell Cycle Stage and Mitotic Exit Through the Quantification
of the Protein Levels of Known Mitotic Regulators. Methods Mol Biol, 1505,45-57.doi:10.1007/978-1-4939-
6502-1_4

Chan,G.K, Liu,S. T., & Yen, T. J. (2005). Kinetochore structure and function. Trends Cell Biol, 15(11),
589-598.d0i:10.1016/j.tcb.2005.09.010

Chan,L. Y., & Amon, A. (2009). T he protein phosphatase 2A functionsin the spindle position checkpoint
by regulating the checkpoint kinase Kin4. Genes Dev, 23(14), 1639-1649. doi:23/14/1639 [pii]
10.1101/gad.1804609

Chan, L. Y., & Amon, A. (2010). Spindle position is coordinated with cell-cycle progression through

establishment of mitotic exit-activating and -inhibitory zones. Mol Cell, 39(3), 444-4%4.
doi:10.1016/j.molcel.2010.07.032

Chatel, G., & Fahrenkrog, B. (2011). Nucleoporins: leaving the nuclear pore complex for a successiul
mitosis. Cell Signal, 23(10), 1555-1562.doi:10.1016/j.cellsig.2011.05.023

Cheeseman,|.M., & Desai,A. (2008). Molecular architecture ofthe kinetochore-microtubule interface. Nat
Rev Mol Cell Biol, 9(1), 33-46. d0i:10.1038/nrm2310

Chiba, S., lkeda, M., Katsunuma, K., Ohashi, K., & Mizuno, K. (2009). MST2-and Furry-mediated
activation of NDR1 kinase is critical for precise alignment of mitotic chromosomes. Curr Biol, 19(8), 675-
681. doi:10.1016/.cub.2009.02.054

Chiroli, E., Fraschini, R., Beretta, A., Tonelli, M., Lucchini, G., & Piatti, S. (2003). Budding yeast PAK
kinases regulate mitotic exit by two different mechanisms. J Cell Biol, 160(6), 857-874.
doi:10.1083/jcb.200209097

Chiyoda, T.,Sugiyama,N., Shimizu, T.,Naoe,H., Kobayashi, Y., Ishizawa, J., .. . Kuninaka, S. (2012).
LAT S1/WART S phosphorylates MYPT 1 to counteract PLK1 and regulate mammalian mitotic progression. J
Cell Biol, 197(5),625-641.d0i:10.1083/jcb.201110110

Ciccia,A., &Elledge, S.J. (2010). The DNAdamage response: making it safe to play with knives. Mol Cell,
40(2), 179-204.d0i:S1097-2765(10)00747-1 [pii]10.1016/j.molcel.2010.09.019

Ciosk, R., Zachariae, W., Michaelis, C., Shevchenko, A., Mann, M., & Nasmyth, K. (1998). An
ESP1/PDS1 complexregulatesloss of sister chromatid cohesion atthe metaphase to anaphase transition
in yeast. Cell, 93(6),1067-1076.doi:10.1016/s0092-8674(00)81211-8

Clarke,P. R., & Zhang, C. (2008). Spatial and temporal coordination of mitosis by Ran GTPase. Nat Rev
Mol Cell Biol, 9(6), 464-477.d0i:10.1038/nrm2410

180



BIBLIOGRAFIA

Clemente-Blanco, A., Mayan-Santos, M., Schneider,D. A., Machin,F.,Jarmuz,A., Tschochner,H., &
Aragon, L.(2009). Cdc14 inhibits transcription by RNA polymerase | during anaphase. Nature, 458(7235),
219-222.d0i:10.1038/nature07652

Clerici,M.,Mantiero,D., Lucchini,G., & Longhese,M.P. (2005). T he Saccharomyces cerevisiae Sae2
protein promotes resection and bridging of double strand break ends. J Biol Chem, 280(46), 38631-38638.
doi:10.1074/jbc.M508339200

Coccetti, P, Nicastro, R., & Tripodi, F.(2018). Conventional and emerging roles of the energy sensor
Snf1/AMPK in Saccharomyces cerevisiae. Microb Cell, 5(11), 482-494.doi:10.15698/mic2018.11.655

Cockell,M.M., & Gasser, S. M. (1999). The nucleolus: nucleolar space for RENT. Curr Biol, 9(15), R575-
576.doi:10.1016/s0960-9822(99)80359-5

Cohen-Fix, 0. (2001). The making and breaking of sister chromatid cohesion. Cell, 106(2), 137-140.
doi:10.1016/s0092-8674(01)00439-1

Cohen-Fix, 0., & Koshland, D. (1997). The anaphase inhibitor of Saccharomyces cerevisiae Pds1p is a
target of the DNA damage checkpoint pathway. Proc Natl Acad Sci U S A, 94(26), 14361-14366.
doi:10.1073/pnas.94.26.14361

Collins, M. E., Black, J. J., & Liu, Z. (2017). Casein Kinase | Isoform Hrr25 Is a Negative Regulator of
Haa1in the Weak Acid Stress Response Pathway in Saccharomyces cerevisiae. Appl Environ Microbiol,
83(13).doi:10.1128/AEM.00672-17

Cortez,D., Guntuku,S.,Qin,J., & Elledge, S.J.(2001). ATR and AT RIP: partners in checkpoint signaling.
Science, 294(5547),1713-1716.doi:10.1126/science.1065521

Costanzo,M.,VanderSluis, B.,Koch, E. N., Baryshnikova,A.,Pons,C., Tan,G.,. .. Boone,C.(2016).
A global genetic interaction network maps a wiring diagram of cellular function. Science, 353(6306).
doi:10.1126/science.aaf1420

Crasta, K., Lim, H. H., Giddings, T. H., Jr., Winey, M., & Surana, U. (2008). Inactivation of Cdh1 by
synergistic action of Cdk1 and polo kinase is necessaryfor properassemblyof the mitotic spindle. Nat Cell
Biol, 10(6), 665-675.d0i:10.1038/ncb1729

D'Amours,D.,Stegmeier,F.,& Amon, A.(2004). Cdc14 and condensin control the dissolution of cohesin-
independent chromosome linkages at repeated DNA. Cell, 117(4), 455-469. doi:10.1016/s0092-
8674(04)00413-1

D'Aquino,K.E., Monje-Casas, F.,Paulson, J.,Reiser, V., Charles,G.M., Lai, L.,... Amon,A. (2005).
The protein kinase Kin4 inhibits exit from mitosis in response to spindle position defects. Mol Cell, 19(2),
223-234.d0i:S1097-2765(05)01380-8 [pii] 10.1016/j.molcel.2005.06.005

Dasso, M. (2013). A Mad that wears two hats: Mad1's control of nuclear trafficking. Dev Cell, 24(2), 121-
122.d0i:10.1016/j.devcel.2013.01.003

De Antoni,A., Pearson,C. G., Cimini,D.,Canman,J. C,, Sala, V., Nezi,L., ... Musacchio,A. (2005).
The Mad1/Mad2 complexasa template for Mad2 activation in the spindle assemblycheckpoint. Curr Biol,
15(3), 214-225.d0i:10.1016/.cub.2005.01.038

de Los Santos-Velazquez,A.l.,de Oya,l.G., Manzano-Lopez, J.,& Monje-Casas, F.(2017). Late rDNA
Condensation Ensures Timely Cdc14 Release and Coordination of Mitotic Exit Signaling with Nucleolar
Segregation. CurrBiol, 27(21), 3248-3263 €3245.d0i:10.1016/j.cub.2017.09.028

De Magistris, P., & Antonin, W. (2018). The Dynamic Nature of the Nuclear Envelope. Curr Biol, 28(8),
R487-R497.d0i:10.1016/j.cub.2018.01.073

DeGrasse, J. A., DuBois, K. N., Devos, D., Siegel, T. N., Sali, A., Field, M. C.,. . . Chait, B. T. (2009).
Evidence fora shared nuclear pore complex architecture thatis conserved from the lastcommon eukaryofic
ancestor. Mol Cell Proteomics, 8(9), 2119-2130.doi:10.1074/mcp.M900038-MCP200

Del Priore, V., Heath, C., Snay, C., MacMillan, A., Gorsch, L., Dagher, S., & Cole, C. (1997). A
structure/function analysis of Rat7p/Nup159p, an essentialnucleoporinof Saccharomyces cerevisiae. J Cell
Sci, 110 ( Pt 23), 2987-2999. Retrieved from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9359887

181


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9359887

BIBLIOGRAFIA

Del Priore, V., Snay, C. A, Bahr,A., & Cole,C. N. (1996). T he productof the Saccharomyces cerevisiae
RSS1 gene, identified as a high-copy suppressor of the rat7-1 temperature-sensitive allele of the
RAT7/NUP159 nucleoporin, is required for efficient mRNA export. Mol Biol Cell, 7(10), 1601-1621.
doi:10.1091/mbc.7.10.1601

Dharmasiri,N.,Dharmasiri, S., & Estelle, M. (2005). T he F-box protein TIR1 is an auxin receptor. Nature,
435(7041),441-445.d0i:10.1038/nature03543

Dickson,R.P., Singer,B. H., Newstead, M. W., Falkowski,N.R., Erb-Downward, J. R., Standiford, T.
J., & Huffnagle, G.B. (2016). Enrichmentofthe lung microbiome with gutbacteriain sepsisand the acute
respiratory distress syndrome. Nat Microbiol, 1(10),16113.doi:10.1038/nmicrobiol.2016.113

Dilworth,D. J., Tackett,A. J., Rogers,R. S., Yi, E. C., Christmas,R. H., Smith,J. J., . . . Aitchison, J.
D. (2005). The mobile nucleoporin Nup2p and chromatin-bound Prp20p function in endogenous NPC-
mediated transcriptional control. J Cell Biol, 171(6), 955-965. doi:10.1083/jcb.20050906 1

Dubrana, K., van Attikum, H., Hediger, F., & Gasser, S. M. (2007). The processing of double-strand
breaks and binding of single-strand-binding proteins RPAand Rad51 modulate the formation of AT R-kinase
fociin yeast. J Cell Sci, 120(Pt 23), 4209-4220.d0i:10.1242/jcs.018366

Edgington,N. P., Blacketer,M.J., Bierwagen, T.A., & Myers,A. M. (1999). Control of Saccharomyces
cerevisiae filamentous growth by cyclin-dependent kinase Cdc28. Mol Cell Biol, 19(2), 1369-1380.
doi:10.1128/mcb.19.2.1369

Elserafy,M.,Saric, M.,Neuner,A.,Lin,T.C.,Zhang,W., Seybold,C.,.. . Schiebel, E.(2014). Molecular
mechanisms thatrestrictyeast centrosome duplication to one event per cell cycle. Curr Biol, 24(13), 1456-
1466.d0i:10.1016/j.cub.2014.05.032

Falk,J.E., Chan,L.Y., & Amon,A. (2011). Lte1 promotes mitotic exitby controlling the localization ofthe
spindle position checkpoint kinase Kin4. Proc Natl Acad Sci U S A, 108(31), 12584-12590.
doi:10.1073/pnas.1107784108

Farkasovsky,M.,& Kuntzel, H. (1995). Yeast Num1p associates with the mother cell cortex during S/G2
phase and affects microtubular functions. J Cell Biol, 131(4),1003-1014.doi:10.1083/jcb.131.4.1003

Farkasovsky, M., & Kuntzel, H. (2001). Cortical Num1p interacts with the dynein intermediate chain
Pac11p and cytoplasmic microtubules in budding yeast. J Cell Biol, 152(2), 251-262.
doi:10.1083/jcb.152.2.251

Fasolo,J.,Sboner,A., Sun,M. G,, Yu, H., Chen,R., Sharon,D., ... Snyder,M. (2011). Diverse protein
kinase interactions identified by protein microarrays reveal novel connections between cellular processes.
GenesDev, 25(7), 767-778.doi:10.1101/gad.1998811

Faust,A.M.,Wong,C. C,, Yates, J. R, 3rd,Drubin,D.G., & Barnes, G.(2013). The FEAR protein SIk19
restricts Cdc14 phosphatase to the nucleus until the end of anaphase, regulating its participation in mitofic
exitin Saccharomyces cerevisiae. PLoS One, 8(9), €73194.d0i:10.1371/journal.pone.0073194

Feldman,R.M,, Correll,C.C., Kaplan,K.B., & Deshaies,R.J. (1997). A complex of Cdc4p, Skp1p, and
Cdc53plcullin catalyzes ubiquitination of the phosphorylated CDK inhibitor Sic1p. Cell, 91(2), 221-230.
doi:10.1016/s0092-8674(00)80404-3

Feuerbach, F., Galy, V., Trelles-Sticken, E., Fromont-Racine, M., Jacquier, A., Gilson, E., . . .
Nehrbass, U. (2002). Nuclear architecture and spatial positioning help establish transcriptional states of
telomeresin yeast. Nat Cell Biol, 4(3), 214-221.doi:10.1038/ncb 756

Fiedler,D., Braberg,H., Mehta, M., Chechik, G., Cagney, G., Mukherjee, P., ... Krogan,N. J. (2009).
Functional organization of the S. cerevisiae phosphorylation network. Cell, 136(5), 952-963.
doi:10.1016/j.cell.2008.12.039

Fields, S., & Song, O. (1989). A novel genetic system to detect protein-protein interactions. Nature,
340(6230),245-246.d0i:10.1038/340245a0

Finlayson,M.R., Helfer-Hungerbuhler, A.K., & Philippsen, P.(2011). Regulation of exit from mitosisin
multinucleate Ashbya gossypii cellsrelies on a minimal network ofgenes. Mol Biol Cell, 22(17),3081-3093.
doi:10.1091/mbc.E10-12-1006

182



BIBLIOGRAFIA

Finn,K.,Lowndes,N.F.,& Grenon, M. (2012). Eukaryotic DNAdamage checkpointactivation in response
to double-strand breaks. Cell Mol Life Sci, 69(9), 1447-1473.d0i:10.1007/s00018-011-0875-3

Foley,E. A., & Kapoor,T.M. (2013). Microtubule attachmentand spindle assemblycheckpointsignalling
atthe kinetochore. NatRev Mol Cell Biol, 14(1), 25-37.doi:10.1038/nrm 3494

Forsburg, S. L., & Nurse, P. (1991). Cell cycle regulation in the yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Schizosaccharomyces pombe. Annu Rev Cell Biol, 7, 227-256. doi:10.1146/annurev.cb.07.110191.001303

Fraschini, R., D'Ambrosio, C., Venturetti, M., Lucchini, G., & Piatti, S. (2006). Disappearance of the
budding yeast Bub2-Bfa1 complex from the mother-bound spindle pole contributes to mitotic exit. J Cell Biol,
172(3),335-346.d0i:10.1083/jcb.200507162

Fraschini,R., Formenti,E., Lucchini,G., & Piatti, S. (1999). Budding yeast Bub2 is localized at spindle
pole bodies and activates the mitotic checkpointvia a different pathway from Mad2. J Cell Biol, 145(5),979-
991. doi:10.1083/jcb.145.5.97

Galy, V., Olivo-Marin,J.C., Scherthan,H.,Doye, V., Rascalou, N.,& Nehrbass, U.(2000). Nuclear pore
complexesin the organization of silenttelomeric chromatin. Nature, 403(6765), 108-112.doi:10.1038/47528

Geymonat, M., Spanos, A., de Bettignies, G., & Sedgwick, S. G. (2009). Lte1 contributes to Bfa1
localization rather than stimulating nucleotide exchange by Tem1. J Cell Biol, 187(4), 497-511.
doi:10.1083/jcb.200905114

Geymonat, M., Spanos, A., Smith, S. J., Wheatley, E., Rittinger, K., Johnston, L. H., & Sedgwick, S.
G. (2002). Control of mitotic exitin budding yeast. In vitro regulation of Tem1 GTPase byBub2 and Bfa1. J
Biol Chem, 277(32),28439-28445.d0i:10.1074/jbc.M202540200

Geymonat,M.,Spanos, A., Walker,P. A, Johnston,L.H., & Sedgwick, S. G. (2003). In vitro regulation
of budding yeast Bfa1/Bub2 GAP activity by Cdc5. J Biol Chem, 278(17), 14591-145%.
doi:10.1074/jbc.C300059200 C300059200 [pii]

Gietz, R. D., & Woods, R. A. (2002). Transformation of yeast by lithium acetate/single-stranded carmier
DNA/polyethylene glycol method. Methods Enzymol, 350, 87-96.d0i:10.1016/s0076-6879(02)50957-5

Gladfelter, A. S., Zyla, T. R,, & Lew, D. J. (2004). Genetic interactions among regulators of septin
organization. Eukaryot Cell, 3(4), 847-854.d0i:10.1128/EC.3.4.847-854.2004

Glotzer,M.,Murray,A.W., & Kirschner,M.W.(1991). Cyclinis degraded bythe ubiquitinpathway. Nature,
349(6305),132-138.d0i:10.1038/349132a0

Gorsch,L.C.,Dockendorff,T.C., & Cole, C. N. (1995). A conditional allele ofthe novel repeat-containing
yeast nucleoporin RAT 7/NUP159 causes both rapid cessation of mRNA export and reversible clustering of
nuclearpore complexes. J Cell Biol, 129(4),939-955.doi:10.1083/jcb.129.4.939

Grallert, A., Connolly, Y., Smith, D. L., Simanis, V., & Hagan, I. M. (2012). The S. pombe cytokinesis
NDR kinase Sid2 activates Fin1 NIMAkinase to control mitotic commitmentthrough Pom1/Wee1. Nat Cell
Biol, 14(7), 738-745.d0i:10.1038/ncb2514

Grava, S., Schaerer,F., Faty, M., Philippsen,P., & Barral,Y. (2006). Asymmetric recruitmentof dynein
to spindle poles and microtubules promotes proper spindle orientation in yeast. Dev Cell, 10(4), 425-439.
doi:10.1016/j.devcel.2006.02.018

Gray, W. M., Kepinski, S., Rouse, D., Leyser, O., & Estelle, M. (2001). Auxin regulates SCF(TIR1)-
dependentdegradation of AUX/IAA proteins. Nature, 414(6861),271-276.d0i:10.1038/35104500
Gruneberg, U., Campbell, K., Simpson, C., Grindlay, J., & Schiebel, E. (2000). Nud1p links astral
microtubule organization and the control of exit from mitosis. EMBO J, 19(23), 6475-6488.
doi:10.1093/emb0j/19.23.6475

Gryaznova, Y., Koca Caydasi,A., Malengo, G., Sourjik, V., & Pereira,G. (2016). A FRET -based study
reveals site-specific regulation of spindle position checkpoint proteins at yeast centrosomes. Elife, 5.
doi:10.7554/eLife.14029

183



BIBLIOGRAFIA

Gupta,M.L.,Jr., Carvalho,P.,Roof,D.M., & Pellman, D.(2006). Plus end-specific depolymerase activity
of Kip3, a kinesin-8 protein, explainsits role in positioning the yeast mitotic spindle. Nat Cell Biol, §(9), 913-
923.d0i:10.1038/ncb1457

Hachet,O., & Simanis, V. (2008). Mid1p/anillin and the septation initiation network orchestrate contractie
ring assembly for cytokinesis. Genes Dev, 22(22), 3205-3216.d0i:10.1101/gad.1697208

Harari, Y., & Kupiec, M. (2014). Genome-wide studies of telomere biology in budding yeast. Microb Cell,
1(3), 70-80. doi:10.15698/mic2014.01.132

Harper,N. C., Al-Greene,N.T., Basrai,M.A., & Belanger, K. D. (2008). Mutations affecting spindle pole
body and mitotic exit network function are synthetically lethal with a deletion of the nucleoporin NUP1in S.
cerevisiae. Curr Genet, 53(2), 95-105.d0i:10.1007/s00294-007-0168-4

Harrison, J. C., & Haber, J. E. (2006). Surviving the breakup: the DNA damage checkpoint. Annu Rev
Genet, 40, 209-235.doi:10.1146/annurev.genet40.051206.105231

Hartwell,L.H., Mortimer,R.K., Culotti,J.,& Culotti,M.(1973). Genetic Control of the Cell Division Cycle
in Yeast: V. Genetic Analysis of cdc Mutants. Genetics, 74(2), 267-286. Retrieved from
https://www.ncbi.nIm.nih.govipubmed/17248617

Hashizume, C.,Nakano,H.,Yoshida,K.,& Wong,R. W. (2010). Characterization of the role of the tumor
marker Nup88 in mitosis. Mol Cancer, 9, 119. doi:10.1186/1476-4598-9-119

Hayakawa,A.,Babour, A.,Sengmanivong, L., & Dargemont, C.(2012). Ubiquitylation ofthe nuclear pore
complex controls nuclear migration during mitosis in S. cerevisiae. J Cell Biol, 196(1), 19-27.
doi:10.1083/jcb.201108124

Hedbacker, K., & Carlson, M. (2008). SNF1/AMPK pathways in yeast. Front Biosci, 13, 2408-2420.
doi:10.2741/2854

Hediger,F.,Dubrana, K., & Gasser, S. M. (2002). Myosin-like proteins 1 and 2 are notrequiredfor silencing
or telomere anchoring, butactin the Tel1 pathwayoftelomere length control. J Struct Biol, 140(1-3),79-91.
doi:10.1016/s1047-8477(02)00533-6

Helbig, A. O., Rosati, S., Pijnappel, P. W., van Breukelen, B., Timmers, M. H., Mohammed, S., ...
Heck, A. J. (2010). Perturbation of the yeast N-acetyitransferase NatB induces elevation of protein
phosphorylation levels. BMC Genomics, 11,685. doi:10.1186/1471-2164-11-685

Herzig,S., & Shaw, R. J. (2018). AMPK: guardian of metabolism and mitochondrial homeostasis. NatRev
Mol Cell Biol, 19(2),121-135.d0i:10.1038/nrm.2017.95

Hetzer, M. W., & Wente, S. R. (2009). Border control at the nucleus: biogenesis and organization of the
nuclearmembrane and pore complexes. Dev Cell, 17(5), 606-616. doi:10.1016/j.devcel.2009.10.007

Ho,Y.,Mason,S.,Kobayashi,R.,Hoekstra, M., & Andrews, B.(1997). Role ofthe casein kinase lisofom,
Hrr25,and the cell cycle-regulatorytranscription factor, SBF, in the transcriptional response to DNAdamage
in Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci U S A, 94(2), 581-586.d0i:10.1073/pnas.94.2.581

Hodges,J.L., Leslie,J.H., Mosammaparast,N., Guo, Y., Shabanowitz,J., Hunt,D. F., & Pemberton,
L. F. (2005). Nuclear import of TFIIB is mediated by Kap114p, a karyopherin with multiple cargo-binding
domains. Mol Biol Cell, 16(7), 3200-3210.doi:10.1091/mbc.e04-11-0990

Hoekstra, M.F., Liskay,R. M., Ou,A. C., DeMaggio,A.J., Burbee,D.G., & Heffron,F.(1991). HRR25,
a putative protein kinase from budding yeast: association with repair ofdamaged DNA. Science, 253(5023),
1031-1034.d0i:10.1126/science.1887218

Hofken, T., & Schiebel, E. (2002). A role for cell polarity proteins in mitotic exit. EMBO J, 21(18), 4851-
4862. Retrieved from
http://lwww.ncbi.nlm.nih.govientreziquery.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list uids=12234
925

Holt,L. J., Tuch,B. B., Villen,J., Johnson,A.D., Gygi,S. P., & Morgan,D. O. (2009). Global analysis
of Cdk1 substrate phosphorylation sites provides insights into evolution. Science, 325(5948), 1682-1686.
doi:10.1126/science.1172867

184


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17248617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=12234925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=12234925

BIBLIOGRAFIA

Horvath, A., & Riezman, H. (1994). Rapid protein extraction from Saccharomyces cerevisiae. Yeast,
10(10),1305-1310.doi:10.1002/yea.320101007

Hotz, M., & Barral, Y. (2014). T he Mitotic ExitNetwork: new turns on old pathways. Trends Cell Biol, 24(3),
145-152.d0i:10.1016/}.tcb.2013.09.010

Hotz, M., Leisner,C.,Chen,D., Manatschal,C., Wegleiter, T.,Ouellet,J., .. . Barral, Y. (2012). Spindle
pole bodies exploit the mitotic exit network in metaphase to drive their age-dependent segregation. Cel,
148(5),958-972.d0i:S0092-8674(12)00151-1 [pii]10.1016/j.cell.2012.01.04

Hotz, M., Lengefeld, J., & Barral, Y. (2012). The MEN mediates the effects of the spindle assembly
checkpoint on Kar9-dependent spindle pole bodyinheritance in budding yeast. Cell Cycle, 11(16), 3109-
3116.d0i:10.4161/cc.21504

Hu,F.,Wang,Y., Liu,D,, Li,Y.,Qin,J.,& Elledge, S.J.(2001). Regulation of the Bub2/Bfa1 GAP complex
by Cdc5and cell cycle checkpoints. Cell, 107(5),655-665. doi:S0092-8674(01)00580-3 [pii]

Huffaker, T. C., Thomas, J. H., & Botstein, D. (1988). Diverse effects of beta-tubulin mutations on
microtubule formation and function. J Cell Biol, 106(6),1997-2010.doi:10.1083/jcb.106.6.1997

Hunter, T., & Plowman, G. D. (1997). T he protein kinases of budding yeast: six score and more. Trends
Biochem Sci, 22(1),18-22. doi:10.1016/s0968-0004(96)10068-2

Hwa Lim, H., Yeong, F. M., & Surana, U. (2003). Inactivation of mitotic kinase triggers translocation of
MEN components to mother-daughter neck in yeast. Mol Biol Cell, 14(11), 4734-4743.
doi:10.1091/mbc.e03-04-0238

Hwang, E., Kusch, J., Barral, Y., & Huffaker, T. C. (2003). Spindle orientation in Saccharomyces
cerevisiae depends on the transport of microtubule ends along polarized actin cables. J Cell Biol, 161(3),
483-488.d0i:10.1083/jcb.200302030

Ibrahim, B. (2015). Toward a systems-level view of mitotic checkpoints. Prog Biophys Mol Biol, 117(2-3),
217-224.d0i:10.1016/j.pbiomolbio.2015.02.005

Ikui,A. E., Rossio, V., Schroeder,L.,& Yoshida, S.(2012). A yeast GSK-3 kinase Mck1 promotes Cdc6
degradationtoinhibitDNA re-replication. PLoS Genet, 8(12),e1003099. doi:10.1371/journal.pgen.1003099

louk, T., Kerscher, O., Scott, R. J., Basrai, M. A., & Wozniak, R. W. (2002). The yeast nuclear pore
complexfunctionallyinteracts with components ofthe spindle assemblycheckpoaint. J Cell Biol, 159(5), 807-
819. doi:10.1083/jcb.200205068

Irniger, S., Piatti, S., Michaelis, C., & Nasmyth, K. (1995). Genesinvolved in sister chromatid separation
are needed for B-type cyclin proteolysis in budding yeast. Cell, 81(2), 269-278. doi:10.1016/0092-
8674(95)90337-2

Jaspersen,S.L., Charles,J.F., & Morgan,D. 0. (1999). Inhibitory phosphorylation of the APC regulator
Hct1 is controlled by the kinase Cdc28 and the phosphatase Cdc14. Curr Biol, 9(5), 227-236.
doi:10.1016/s0960-9822(99)80111-0

Jaspersen,S.L., & Morgan,D. 0. (2000). Cdc14 activates cdc 15 to promote mitotic exitin budding yeast.
Curr Biol, 10(10), 615-618.d0i:10.1016/s0960-9822(00)00491-7

Johnson,E.S., & Blobel, G.(1999). Cell cycle-regulated attachment ofthe ubiquitin-related protein SUMO
to the yeast septins.J Cell Biol, 147(5),981-994.d0i:10.1083/jcb.147.5.981
Jones,M.H.,Huneycutt,B.J., Pearson,C.G.,Zhang,C.,Morgan,G., Shokat, K.,. ... Winey, M. (2005).
Chemical genetics reveals arole for Mps1 kinase in kinetochore attachment during mitosis. Curr Biol, 15(2),
160-165.d0i:10.1016/j.cub.2005.01.010

Jones,M.H., O'Toole,E. T., Fabritius,A.S., Muller,E.G., Meehl,J.B., Jaspersen,S.L., & Winey, M.
(2018). Key phosphorylation events in Spc29 and Spc42 guide multiple steps of yeast centrosome
duplication. Mol Biol Cell, 29(19),2280-2291.doi:10.1091/mbc.E18-05-0296

Juanes, M. A,, & Piatti, S. (2016). The final cut: cell polarity meets cytokinesis at the bud neckin S.
cerevisiae. Cell Mol Life Sci, 73(16),3115-3136.doi:10.1007/s00018-016-2220-3

185



BIBLIOGRAFIA

Kadota, J., Yamamoto, T., Yoshiuchi, S., Bi, E., & Tanaka, K. (2004). Septin ring assembly requires
concerted action of polarisome components, a PAK kinase Cladp, and the actin cytoskeleton in
Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell, 15(12), 5329-5345. doi:10.1091/mbc.e04-03-0254

Kapanidou, M., Curtis, N. L., & Bolanos-Garcia, V. M. (2017). Cdc20: At the Crossroads between
Chromosome  Segregation and Mitotic Exit.  Trends Biochem Sci, 42(3), 193-205.
doi:10.1016/}.ibs.2016.12.001

Kepinski, S., & Leyser, 0. (2005). The Arabidopsis F-box protein TIR1is an auxin receptor. Nature,
435(7041),446-451.doi:10.1038/nature03542

Khadaroo,B.,Teixeira, M. T., Luciano,P.,Eckert-Boulet,N.,Germann,S.M., Simon,M.N.,.. . Lisby,
M. (2009). The DNA damage response ateroded telomeres and tethering to the nuclear pore complex. Nat
Cell Biol, 11(8), 980-987.d0i:10.1038/ncb 1910

Khmelinskii,A.,Roostalu,J.,Roque,H., Antony, C., & Schiebel, E.(2009). Phosphorylation-dependent
protein interactions at the spindle midzone mediate cell cycle regulation of spindle elongation. Dev Cell,
17(2), 244-256.d0i:10.1016/j.devcel.2009.06.011

Kim,J., Jang, S. S., & Song, K. (2008). Different levels of Bfa1/Bub2 GAP activity are required to prevent
mitotic exit of budding yeast depending on the type of perturbations. Mol Biol Cell, 19(10), 4328-4340.
doi:10.1091/mbc.E08-02-0149

Kim, J., Jeong, J., & Song, K. (2004). The C-terminus of Bfa1p in budding yeast is essential to induce
mitotic arrest in response to diverse checkpoint-activating signals. Genes Cells, 9(5), 399-418.
doi:10.1111/1.1356-9597.2004.00731.x

Kim,J., Luo, G., Bahk, Y. Y., & Song, K. (2012). Cdc5-dependent asymmetric localization of bfa1 fine-
tunes timely mitotic exit. PLoS Genet, 8(1), €1002450. doi:10.1371/journal.pgen.1002450 PGENETICS-D-
11-00754 [pii]

Kim, J., & Song, K. (2006). T he study of Bfa1p(E438K) suggests that Bfa1 control the mitotic exitnetwork
in different mechanisms depending on different checkpoint-activating signals. Mol Cells, 21(2), 251-260.
Retrieved from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16682821

King,R. W,, Peters, J. M., Tugendreich, S., Rolfe, M., Hieter, P., & Kirschner, M. W. (1995). A 20S
complex containing CDC27 and CDC16 catalyzes the mitosis-specific conjugation of ubiquitin to cyclin B.
Cell, 81(2), 279-288.doi:10.1016/0092-8674(95)90338-0

Koegl, M., & Uetz, P. (2007). Improving yeast two-hybrid screening systems. Brief Funct Genomic
Proteomic, 6(4), 302-312.d0i:10.1093/bfgp/elm035

Kolodner,R.D., Putnam, C. D., & Myung, K.(2002). Maintenance ofgenome stabilityin Saccharomyces
cerevisiae. Science, 297(5581),552-557. doi:10.1126/science. 1075277

Konig, C., Maekawa, H., & Schiebel, E. (2010). Mutual regulation of cyclin-dependent kinase and the
mitotic exitnetwork. J Cell Biol, 188(3), 351-368.doi:10.1083/jcb.200911128

Korinek, W. S., Copeland, M. J., Chaudhuri, A., & Chant, J. (2000). Molecular linkage underlying
microtubule orientation toward cortical sites in yeast. Science, 287(5461), 2257-22%9.
doi:10.1126/science.287.5461.2257

Kraemer, D. M., Strambio-de-Castillia, C., Blobel, G., & Rout, M. P. (1995). The essential yeast
nucleoporin NUP159 is located on the cytoplasmic side of the nuclear pore complex and serves in
karyopherin-mediated binding of transport substrate. J Biol Chem, 270(32), 19017-19021.
doi:10.1074/jbc.270.32.19017

Kramer, E.R,, Gieffers,C.,Holzl, G.,Hengstschlager, M., & Peters, J. M.(1998). Activation of the human
anaphase-promoting complex by proteins of the CDC20/Fizzy family. Curr Biol, 8(22), 1207-1210.
doi:10.1016/s0960-9822(07)00510-6

Kramer, E. R., Scheuringer,N.,Podtelejnikov,A.V., Mann, M., & Peters, J. M. (2000). Mitotic regulation
of the APC activator proteins CDC20 and CDH1. Mol Biol Cell, 11(5), 1555-1569.
doi:10.1091/mbc.11.5.1555

186


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16682821

BIBLIOGRAFIA

Kulukian, A., Han, J. S., & Cleveland, D. W. (2009). Unattached kinetochores catalyze production of an
anaphase inhibitor that requires a Mad2 template to prime Cdc20 for BubR1 binding. Dev Cell, 16(1), 105-
117. d0i:S1534-5807(08)00479-6 [pii]10.1016/j.devcel.2008.11.005

Lansbergen,G., & Akhmanova, A.(2006). Microtubule plus end:a hub of cellularactivities. Traffic, 7(5),
499-507.d0i:10.1111/.1600-0854.2006.00400.x

Lanz,M. C., Dibitetto,D., & Smolka, M. B. (2019). DNA damage kinase signaling: checkpointand repair
at 30 years. EMBO J, 38(18),e101801.doi:10.15252/embj.2019101801

Lara-Gonzalez, P., Westhorpe,F.G., & Taylor,S.S. (2012). T he spindle assemblycheckpoint. Curr Biol,
22(22),R966-980.d0i:10.1016/j.cub.2012.10.006

Lee, K. S., Park, J. E., Asano, S., & Park, C. J. (2005). Yeast polo-like kinases: functionally consered
multitask mitotic regulators. Oncogene, 24(2),217-229.doi:10.1038/sj.onc.1208271

Lee, L., Tirnauer,J. S, Li,J., Schuyler,S.C., Liu,J. Y., & Peliman,D. (2000). Positioning of the mitofc
spindle by a cortical-microtubule capture mechanism. Science, 287(5461), 2260-2262.
doi:10.1126/science.287.5461.2260

Lee, S. E., Frenz,L. M., Wells, N. J., Johnson,A.L., & Johnston,L.H. (2001). Order of function of the
budding-yeast mitotic exit-network proteins Tem1, Cdc 15, Mob1, Dbf2, and Cdc5. Curr Biol, 11(10), 784-
788. doi:S0960-9822(01)00228-7 [pii]

Lee, S. H., Sterling, H., Burlingame, A., & McCormick, F. (2008). T pr directly binds to Mad1 and Mad2
and is important for the Mad1-Mad2-mediated mitotic spindle checkpoint. Genes Dev, 22(21), 2926-2931.
doi:10.1101/gad.1677208

Lew,D.J., & Burke,D.J. (2003). T he spindle assemblyand spindle position checkpoints. Annu Rev Genet
37,251-282.doi:10.1146/annurev.genet.37.042203.120656

Li, R. (1999). Bifurcation of the mitotic checkpoint pathwayin budding yeast. Proc Natl Acad Sci U S A,
96(9), 4989-4994.d0i:10.1073/pnas.96.9.4989

Li, X,, Jin, X,, Sharma, S., Liu, X,, Zhang, J., Niu, Y., . .. Lou, H. (2019). Mck1 defines a key S-phase
checkpoint effector in response to various degrees of replication threats. PLoS Genet, 15(8), €1008136.
doi:10.1371/journal.pgen.1008136

Li,Y. Y, Yeh,E. Hays, T., & Bloom,K.(1993). Disruption of mitotic spindle orientation in a yeast dynein
mutant. Proc Natl Acad Sci U S A, 90(21), 10096-10100.doi:10.1073/pnas.90.21.1009%6

Liakopoulos, D., Kusch, J., Grava, S., Vogel, J., & Barral, Y. (2003). Asymmetric loading of Kar9 onto
spindle poles and microtubules ensures proper spindle alignment. Cell, 112(4), 561-574.
d0i:S0092867403001193 [pii]

Liang,F.,Jin,F., Liu,H., & Wang, Y. (2009). The molecular function of the yeast polo-like kinase Cdc5in
Cdc14 release during early anaphase. Mol Biol Cell, 20(16), 3671-3679. doi:E08-10-1049
[pii]10.1091/mbc.E08-10-1049

Liang, F., & Wang, Y. (2007). DNA damage checkpoints inhibit mitotic exit bytwo different mechanisms.
Mol Cell Biol, 27(14),5067-5078. doi:MCB.00095-07 [pii]10.1128/MCB.00095-07

London, N., & Biggins, S. (2014). Signalling dynamics in the spindle checkpoint response. Nat Rev Mol
Cell Biol, 15(11),736-747.doi:10.1038/nrm 3888

London,N.,Ceto,S., Ranish,J.A., &Biggins,$S.(2012). Phosphoregulation of Spc 105 byMps1 and PP1
regulates Bub1 localization to kinetochores. CurrBiol, 22(10),900-906. doi:10.1016/j.cub.2012.03.052

Longtine,M.S., McKenzie,A., 3rd, Demarini,D. J., Shah, N. G., Wach, A., Brachat,A.,. . . Pringle,J.
R. (1998). Additional modules for versatile and economical PCR-based gene deletion and modification in
Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 14(10),953-961.doi:10.1002/(SICI1)1097-0061(199807)14:10<953::AID-
YEA293>3.0.CO;2-U

Lv,L. He, L. Chen,S., Yu,Y., Che,G., Tao,X, ... Zhang,X.(2019). Long Non-coding RNALINC00114
Facilitates Colorectal Cancer Development Through EZH2DNMT1 -Induced miR-133b Suppression. Front
Oncol, 9, 1383.d0i:10.3389/fonc.2019.01383

187



BIBLIOGRAFIA

Machin, F., Torres-Rosell, J., Jarmuz, A., & Aragon, L. (2005). Spindle-independent condensation-
mediated segregation of yeast ribosomal DNA in late anaphase. J Cell Biol, 168(2), 209-219.
doi:10.1083/jcb.200408087

Maekawa, H., Priest,C., Lechner, J.,Pereira,G.,& Schiebel,E.(2007). T he yeastcentrosome translates
the positional information of the anaphase spindle into a cell cycle signal. J Cell Biol, 179(3), 423-436.
doi:jcb.200705197 [pii]10.1083/jcb.200705197

Mah,A. S, Elia,A. E., Devgan, G., Ptacek, J., Schutkowski, M., Snyder,M., ... Deshaies,R.J. (2005).
Substrate specificity analysis of protein kinase complex Dbf2-Mob1 by peptide library and proteome array
screening. BMC Biochem, 6, 22. doi:10.1186/1471-2091-6-22

Majka, J., Binz, S. K., Wold, M. S., & Burgers, P. M. (2006). Replication protein Adirects loading of the
DNA damage checkpoint clamp to 5-DNA junctions. J Biol Chem, 281(38), 27855-27861.
doi:10.1074/jbc.M605176200

Makarova, M., Gu, Y., Chen, J. S., Beckley, J. R., Gould, K. L., & Oliferenko, S. (2016). Temporal
Regulation of Lipin Activity Diverged to Account for Differences in Mitotic Programs. Curr Biol, 26(2), 237-
243.doi:10.1016/).cub.2015.11.061

Makhnevych, T., Lusk, C. P., Anderson, A. M., Aitchison, J. D., & Wozniak, R. W. (2003). Cell cycle
regulated transport controlled by alterations in the nuclear pore complex. Cell, 115(7), 813-823.
doi:10.1016/s0092-8674(03)00986-3

Makhnevych, T.,Ptak, C.,Lusk,C.P., Aitchison,J.D.,&Wozniak,R.W.(2007). T he role of karyopherins
in the regulated sumoylation of septins. J Cell Biol, 177(1), 39-49.d0i:10.1083/jcb.200608066

Manzano-Lopez, J., Matellan, L., Alvarez-Llamas, A., Blanco-Mira, J. C., & Monje-Casas, F. (2019).
Asymmetric inheritance of spindle microtubule-organizing centres preserves replicative lifespan. Nat Cell
Biol, 21(8), 952-965.d0i:10.1038/s41556-019-0364-8

Manzoni, R., Montani, F., Visintin, C., Caudron, F., Ciliberto, A., & Visintin, R. (2010). Oscillations in
Cdc14 release and sequestration reveal a circuit underlying mitotic exit. J Cell Biol, 190(2), 209-222.
doi:jcb.201002026 [pii]10.1083/jcb.201002026

Matellan, L., & Monje-Casas, F. (2020). Regulation of Mitotic Exit by Cell Cycle Checkpoints: Lessons
From Saccharomyces cerevisiae. Genes (Basel), 11(2).doi:10.3390/genes11020195

Matos-Perdomo, E., & Machin, F. (2019). Nucleolar and Ribosomal DNA Structure under Stress: Yeast
Lessons for Aging and Cancer. Cells, 8(8). doi:10.3390/cells8080779

Maure, J.F., Kitamura,E., & Tanaka, T.U. (2007). Mps1 kinase promotes sister-kinetochore bi-orientation
by a tension-dependentmechanism. Curr Biol, 17(24),2175-2182.d0i:10.1016/j.cub.2007.11.032

McAinsh,A.D., Tytell,J. D., & Sorger,P. K. (2003). Structure, function, and regulation of budding yeast
kinetochores. Annu Rev Cell Dev Biol, 19,519-539.d0i:10.1146/annurev.cellbio.19.111301.155607

McGowan,C.H., & Russell,P.(2004). The DNA damage response: sensing and signaling. Curr Opin Cell
Biol, 16(6), 629-633.d0i:10.1016/.ceb.2004.09.005

McQueen,J.,van Dyk,D.,Young,B.,Loewen, C.,& Measday, V.(2012). The Mck1 GSK-3 kinase inhibits
the activity of Clb2-Cdk1 post-nucleardivision. Cell Cycle, 11(18),3421-3432.d0i:10.4161/cc.21731

Meitinger,F.,Boehm,M.E., Hofmann,A., Hub,B., Zentgraf,H., Lehmann,W. D., & Pereira, G. (2011).
Phosphorylation-dependentregulation ofthe F-BAR protein Hof1 duringcytokinesis. Genes Dev, 25(8), 875-
888. doi:10.1101/gad.622411

Meitinger, F., Palani, S., Hub, B., & Pereira, G. (2013). Dual function of the NDR-kinase Dbf2 in the
regulation of the F-BAR protein Hofl during cytokinesis. Mol Biol Cell, 24(9), 1290-1304.
doi:10.1091/mbc.E12-08-0608

Meitinger, F., Palani, S., & Pereira, G. (2012). The power of MEN in cytokinesis. Cell Cycle, 11(2), 219-
228.doi:10.4161/cc.11.2.18857

Menon,B.B., Sarma,N. J., Pasula, S., Deminoff,S.J., Willis,K.A., Barbara,K.E., .. . Santangelo, G.
M. (2005). Reverse recruitment: the Nup84 nuclear pore subcomplex mediates Rap1/Ger1/Ger2
transcriptional activation. Proc Natl Acad Sci U S A, 102(16),5749-5754.d0i:10.1073/pnas.0501768102

188



BIBLIOGRAFIA

Messier, V., Zenklusen,D., & Michnick, S. W. (2013). A nutrient-responsive pathway that determines M
phase timing through control of B-cyclin  mRNA stability. — Cell, 153(5), 1080-1093.
doi:10.1016/.cell.2013.04.035

Meunier, S., & Vernos, I. (2012). Microtubule assembly during mitosis - from distinct origins to distinct
functions? J Cell Sci, 125(Pt 12), 2805-2814.d0i:10.1242/jcs.092429

Miller,R. K., & Rose, M. D. (1998). Kar9p is a novel cortical protein required for cytoplasmic microtubule
orientationin yeast. J Cell Biol, 140(2),377-390.d0i:10.1083/jcb.140.2.377

Mimitou,E. P., & Symington,L.S. (2008). Sae2, Exo1and Sgs1 collaborate in DNA double-strand break
processing. Nature, 455(7214),770-774.doi:10.1038/nature07312

Mohl,D.A., Huddleston,M.J., Collingwood, T.S., Annan,R. S., & Deshaies,R. J. (2009). Dbf2-Mob1
drives relocalization of protein phosphatase Cdc14 to the cytoplasm during exit from mitosis. J Cell Biol,
184(4),527-539.d0i:10.1083/jcb.200812022

Monje-Casas, F., & Amon, A. (2009). Cell polarity determinants establish asymmetry in MEN signaling.
Dev Cell, 16(1), 132-145. d0i:S1534-5807(08)00476-0 [pii] 10.1016/j.devcel.2008.11.002

Moore, J. K., & Cooper, J. A. (2010). Coordinating mitosis with cell polarity: Molecular motors at the cell
cortex. Semin Cell Dev Biol, 21(3), 283-289.d0i:10.1016/j.semcdb.2010.01.020

Moore, J.K,, Li, J., & Cooper, J. A. (2008). Dynactin function in mitotic spindle positioning. Traffic, 9(4),
510-527.doi:10.1111/).1600-0854.2008.00710.x

Moore, J. K., & Miller, R. K. (2007). The cyclin-dependent kinase Cdc28p regulates multiple aspects of
Kar9p functionin yeast. Mol Biol Cell, 18(4),1187-1202.d0i:10.1091/mbc.e06-04-0360

Moore, J. K., Stuchell-Brereton,M.D.,& Cooper, J. A.(2009). Function of dynein in budding yeast: mitotic
spindle positioningina polarized cell. Cell Motil Cytoskeleton, 66(8), 546-555.d0i:10.1002/cm.20364

Morawska, M., & Ulrich, H.D.(2013). An expanded tool kit for the auxin-inducible degron system in budding
yeast. Yeast, 30(9), 341-351.d0i:10.1002/yea.2967

Morgan,D. 0. (2007). The Cell Cycle: Principles of Control. London: New Science Press Ltd in association
with OxfordUniversity Press.

Munoz-Barrera,M.,Aguilar,|.,& Monje-Casas, F.(2015). Dispensabilityofthe SAC Depends on the Time
Window Required by Aurora B to Ensure Chromosome Biorientation. PLoS One, 10(12), e0144972.
doi:10.1371/journal.pone.0144972

Munoz-Barrera,M.,& Monje-Casas, F. (2014). Increased Aurora B activity causes continuous disrupfion
of kinetochore-microtubule attachments and spindle instability. Proc Natl Acad Sci U S A, 111(38), E3996-
4005.d0i:10.1073/pnas.1408017111

Munoz-Barrera, M., & Monje-Casas, F. (2017). Analysis of Cell Cycle Progression in Saccharomyces
cerevisiae Using the Budding Index and T ubulin Staining. Methods Mol Biol, 1505, 35-44.d0i:10.1007/978-
1-4939-6502-1_3

Musacchio, A., & Salmon, E. D. (2007). T he spindle-assemblycheckpointin space and time. Nat Rev Mol
Cell Biol, 8(5), 379-393.d0i:10.1038/nrm2163

Nachury, M. V., & Weis, K. (1999). The direction of transport through the nuclear pore can be inverted.
Proc Natl Acad Sci U S A, 96(17),9622-9627.doi:10.1073/pnas.96.17.9622

Nakada, D., Matsumoto, K., & Sugimoto, K. (2003). ATM-related Tel1 associates with double-strand
breaks through an Xrs2-dependentmechanism. Genes Dev, 17(16),1957-1962. doi:10.1101/gad.1099003

Nasmyth, K., Peters, J. M., & Uhimann, F. (2000). Splitting the chromosome: cutting the ties that bind
sister chromatids. Science, 288(5470),1379-1385.doi:10.1126/science.288.5470.1379

Neigeborn, L., & Mitchell, A. P. (1991). The yeast MCK1 gene encodes a protein kinase homolog that
activates early meiotic gene expression. Genes Dev, 5(4), 533-548.doi:10.1101/gad.5.4.533

Nelson,S. A., & Cooper,J. A. (2007). A novel pathway that coordinates mitotic exitwith spindle position.
Mol Biol Cell, 18(9), 3440-3450.doi:10.1091/mbc.e07-03-0242

189



BIBLIOGRAFIA

Neumuller,R. A., & Knoblich, J. A. (2009). Dividing cellular asymmetry: asymmetric cell division and its
implications for stem cellsand cancer. Genes Dev, 23(23),2675-2699.doi:10.1101/gad.1850809

Nicklas, R. B. (1997). How cells get the right chromosomes. Science, 275(5300), 632-637.
doi:10.1126/science.275.5300.632

Nilsson, J., Yekezare, M., Minshull, J., & Pines, J. (2008). The APC/C maintains the spindle assembly
checkpointby targeting Cdc20 for destruction. Nat Cell Biol, 10(12), 1411-1420.doi:10.1038/ncb1799

Noble,K.N., Tran, E. J., Alcazar-Roman,A.R., Hodge,C. A,, Cole,C. N., & Wente, S. R. (2011). The
Dbp5 cycle at the nuclear pore complex during mRNAexport II: nucleotide cyclingand mRNP remodeling
by Dbp5 are controlled byNup159 and Gle1. Genes Dev, 25(10), 1065-1077.doi:10.1101/gad.2040611

Norbury, C., & Nurse, P. (1992). Animal cell cycles and their control. Annu Rev Biochem, 61, 441-470.
doi:10.1146/annurev.bi.61.070192.002301

Noton, E., & Diffley, J. F. (2000). CDK inactivation is the only essential function of the APC/C and the
mitotic exit network proteins for origin resetting during mitosis. Mol Cell, 5(1), 85-95. doi:10.1016/s1097-
2765(00)80405-0

Nugent,C.I., Hughes, T.R., Lue,N. F., & Lundblad, V. (1996). Cdc13p:a single-strand telomeric DNA-
binding protein with a dual role in yeast telomere maintenance. Science, 274(5285), 249-252.
doi:10.1126/science.274.5285.249

Nurse,P., Thuriaux, P., & Nasmyth, K. (1976). Genetic control of the cell division cycle in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe. Mol Gen Genet, 146(2),167-178.d0i:10.1007/BF 00268085

Nyberg, K.A., Michelson,R.J., Putnam,C.W., & Weinert, T.A. (2002). T oward maintaining the genome:
DNA damage and replication checkpoints. Annu  Rev  Genet 36, 617-656.
doi:10.1146/annurev.genet.36.060402.113540

Oh,Y., &Bi, E. (2011). Septin structure and function in yeast and beyond. Trends Cell Biol, 21(3), 141-148.
doi:10.1016/).tcb.2010.11.006

Onischenko, E., Stanton, L. H., Madrid, A. S., Kieselbach, T., & Weis, K. (2009). Role of the Ndc1
interaction networkin yeast nuclear pore complex assemblyand maintenance. J Cell Biol, 185(3), 475-491.
doi:10.1083/jcb.200810030

Oza, P., & Peterson, C. L. (2010). Opening the DNA repair toolbox: localization of DNA double strand
breaks to the nuclear periphery. Cell Cycle, 9(1), 43-49.d0i:10.4161/cc.9.1.10317

Paciotti, V., Clerici,M., Lucchini,G.,&Longhese, M.P.(2000). T he checkpoint protein Ddc2, functionally
related to S. pombe Rad26, interacts with Mec1 and is regulated by Mec1-dependent phosphoryiation in
budding yeast. Genes Dey, 14(16), 2046-2059. Retrieved from
https://www.ncbi.nim.nih.govipubmed/10950868

Paoletti, A., & Bornens, M. (2003). Kar9 asymmetrical loading on spindle poles mediates proper spindle
alignmentin budding yeast. Dev Cell, 4(3), 289-290.doi:10.1016/s1534-5807(03)00065-0

Park,C. J., Song,S,, Lee, P. R., Shou,W.,, Deshaies,R. J., & Lee, K. S. (2003). Loss of CDC5 function
in Saccharomyces cerevisiae leads to defects in Swelp regulation and Bfa1p/Bub2p-independent
cytokinesis. Genetics, 163(1),21-33. Retrieved from https://www.ncbi.nim.nih.govipubmed/12586693

Park, J.E., Park, C. J., Sakchaisri,K., Karpova, T.,Asano,S., McNally, J.,...Lee, K. S. (2004). Novel
functional dissection of the localization-specific roles of budding yeast polo kinase Cdc5p. Mol Cell Biol,
24(22),9873-9886.d0i:10.1128/MCB.24.22.9873-9886.2004

Pereira,G., Hofken, T., Grindlay,J., Manson,C., & Schiebel, E. (2000). The Bub2p spindle checkpoint
links nuclear migration with mitotic exit. Mol Cell, 6(1), 1-10.d0i:S1097-2765(05)00017-1 [pii]

Pereira,G., Manson,C., Grindlay, J., & Schiebel, E. (2002). Regulation of the Bfa1p-Bub2p complexat
spindle pole bodies by the cell cycle phosphatase Cdc14p. J Cell Biol, 157(3), 367-379.
doi:10.1083/jch.200112085

Pereira,G.,& Schiebel, E.(2005). Kin4 kinase delays mitotic exitin response to spindle alignmentdefects.
Mol Cell, 19(2), 209-221.d0i:S1097-2765(05)01389-4 [pii]10.1016/j.molcel.2005.05.030

190


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10950868
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12586693

BIBLIOGRAFIA

Pereira, G., Tanaka, T. U., Nasmyth, K., & Schiebel, E. (2001). Modes of spindle pole body inheritance
and segregation of the Bfalp-Bub2p checkpoint protein complex. EMBO J, 20(22), 6359-6370.
doi:10.1093/emb0j/20.22.6359

Pereira, G., & Yamashita, Y. M. (2011). Flymeets yeast: checking the correct orientation of cell division.
Trends Cell Biol, 21(9),526-533.d0i:10.1016/j.tcb.2011.05.004

Pessina, S., Tsiarentsyeva, V., Busnelli, S., Vanoni, M., Alberghina, L., & Coccetti, P. (2010).
Snf1/AMPK promotes S-phase entrance by controlling CLB5 transcription in budding yeast. Cell Cycle,
9(11),2189-2200.doi:10.4161/cc.9.11.11847

Petronczki, M., Matos, J.,Mori, S.,Gregan, J.,Bogdanova, A., Schwickart, M.,.. . Nasmyth, K. (2006).
Monopolarattachmentofsister kinetochores atmeiosis | requires casein kinase 1. Cell, 126(6), 1049-1064.
doi:10.1016/}.cell.2006.07.029

Pines, J. (1995a). Cyclinsand cyclin-dependentkinases: a biochemical view. Biochem J, 308 ( Pt 3), 697-
711.doi:10.1042/bj3080697

Pines, J. (1995b). Cyclins and cyclin-dependentkinases: theme and variations. Adv Cancer Res, 66, 181-
212. doi:10.1016/s0065-230x(08)60254-7

Pruyne,D., & Bretscher, A.(2000). Polarization of cell growth in yeast. I. Establishmentand maintenance
of polarity states. J Cell Sci, 113 ( Pt 3), 365-375. Retrieved from
https://www.ncbi.nim.nih.govipubmed/10639324

Queralt,E., Lehane, C.,Novak,B., & UhImann,F.(2006). Downregulation of PP2A(Cdc55) phosphatase
by separase initiates mitotic exitin budding yeast. Cell, 125(4),719-732.doi:10.1016/j.cell.2006.03.038

Queralt, E., & Uhlmann, F. (2008). Separase cooperates with Zds1 and Zds2 to activate Cdc14
phosphatase in early anaphase. J Cell Biol, 182(5), 873-883.d0i:10.1083/jcb.200801054

Rao, V. S., Srinivas, K., Sujini, G. N., & Kumar, G. N. (2014). Protein-protein interaction detection:
methods and analysis. Int J Proteomics, 2014, 147648.doi:10.1155/2014/147648

Richman,T.J., Sawyer, M. M., & Johnson,D. . (2002). Saccharomyces cerevisiae Cdc42p localizes to
cellular membranes and clusters at sites of polarized growth. Eukaryot Cell, 1(3), 458-468.
doi:10.1128/ec.1.3.458-468.2002

Ro, H. S., Song, S., & Lee, K. S. (2002). Bfa1 can regulate Tem1 functionindependently of Bub2 in the
mitotic exit network of Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci U S A, 99(8), 5436-5441.
doi:10.1073/pnas.06205999999/8/54 36 [pii]

Roccuzzo, M., Visintin,C., Tili,F., & Visintin,R.(2015). FEAR-mediated activation of Cdc 14 is the limifing
step for spindle elongation and anaphase progression. Nat Cell Biol, 17(3), 251-261.d0i:10.1038/ncb3105

Rock, J. M., & Amon, A. (2009). The FEAR network. Curr Biol, 19(23), R1063-1068. doi:S0960-
9822(09)01777-1[pii]10.1016/}.cub.2009.10.002

Rock,J.M.,& Amon,A.(2011). Cdc15integrates Tem1GTPase-mediated spatial signals with Polo kinase-
mediated temporal cues to activate mitotic exit. Genes Dev, 25(18), 1943-1954. doi:25/18/1943
[pii]10.1101/gad. 17257711

Rock,J. M., Lim, D., Stach, L., Ogrodowicz, R. W., Keck, J. M., Jones,M. H., .. . Amon, A. (2013).
Activation of the yeast Hippo pathway by phosphorylation-dependent assembly of signaling complexes.
Science, 340(6134),871-875.doi:10.1126/science.1235822

Rodriguez-Rodriguez, J. A., Moyano, Y., Jativa, S., & Queralt, E. (2016). Mitotic Exit Function of Polo-
like Kinase Cdc5 Is Dependent on Sequential Activation by Cdk1. Cell Rep, 15(9), 2050-2062.
doi:10.1016/j.celrep.2016.04.079

Romes,E.M., Tripathy, A., & Slep, K. C.(2012). Structure ofa yeast Dyn2-Nup159 complex and molecular
basis for dynein light chain-nuclear pore interaction. J Biol Chem, 287(19), 15862-15873.
doi:10.1074/jbc.M111.336172

Ross, K. E., & Cohen-Fix, 0.(2004). A role for the FEAR pathway in nuclear positioning during anaphase.
Dev Cell, 6(5), 729-735.d0i:10.1016/s1534-5807(04)00128-5

191


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10639324

BIBLIOGRAFIA

Rossio, V., & Yoshida, S. (2011). Spatial regulation of Cdc55-PP2A by Zds1/Zds2 controls mitotic entry
and mitotic exitin budding yeast. J Cell Biol, 193(3), 445-454.d0i:10.1083/jcb.201101134

Rothbauer,U., Zolghadr, K., Muyldermans, S., Schepers,A., Cardoso,M.C., & Leonhardt, H.(2008).
A versatile nanotrap for biochemical and functional studies with fluorescent fusion proteins. Mol Cell
Proteomics, 7(2), 282-289.d0i:10.1074/mcp.M700342-MCP200

Rout, M. P., Aitchison, J. D., Suprapto, A., Hjertaas, K., Zhao, Y., & Chait, B. T. (2000). The yeast
nuclear pore complex: composition, architecture, and transport mechanism. J Cell Biol, 148(4), 635-651.
doi:10.1083/jcb.148.4.635

Rubenstein, E.M., & Schmidt,M. C.(2007). Mechanisms regulating the protein kinases of Saccharomyces
cerevisiae. Eukaryot Cell, 6(4), 571-583. doi:10.1128/EC.00026-07

Sakchaisri, K., Asano, S, Yu, L. R., Shulewitz, M. J., Park, C. J., Park, J. E., . .. Lee, K. S. (2004).
Coupling morphogenesis to mitotic entry. Proc Natl Acad Sci U S A, 101(12), 4124-4129.
doi:10.1073/pnas.0400641101

Sanchez-Diaz, A., Nkosi, P. J., Murray, S., & Labib, K. (2012). The Mitotic Exit Network and Cdc14
phosphatase initiate cytokinesis by counteracting CDK phosphorylations and blocking polarised growt.
EMBO J, 31(17), 3620-3634.d0i:10.1038/emb0j.2012.224

Sanchez,Y., Bachant,J., Wang, H., Hu, F., Liu, D., Tetzlaff,M., & Elledge, S. J. (1999). Control of the
DNA damage checkpoint by chk1 and rad53 protein kinases through distinct mechanisms. Science,
286(5442),1166-1171.doi:10.1126/science.286.5442.1166

Sanchez,Y.,Desany,B.A., Jones,W.J,, Liu,Q.,Wang,B., & Elledge, S. J.(1996). Regulation of RAD53
by the AT M-like kinasesMEC1 and TEL1in yeastcell cycle checkpointpathways. Science, 271(5247), 357-
360. doi:10.1126/science.271.5247.357

Sanvisens Delgado, N., & Toczyski, D. P. (2019). Mck1 kinase is a new player in the DNA damage
checkpointpathway. PLoS Genet, 15(10),e1008372.doi:10.1371/journal.pgen.1008372

Scarfone, ., Venturetti, M., Hotz, M., Lengefeld, J., Barral, Y., & Piatti, S. (2015). Asymmetry of the
budding yeast Tem1 GTPase atspindle polesis required for spindle positioning but notfor mitotic exit. PLoS
Genet, 11(2), €1004938.doi:10.1371/journal.pgen.1004938

Schmitt, C., von Kobbe, C., Bachi, A., Pante, N., Rodrigues, J. P., Boscheron, C.,. .. lzaurralde, E.
(1999). Dbp5, a DEAD-box protein required formRNAexport, is recruited to the cytoplasmic fibrils of nuclear
pore complex via a conserved interaction with CAN/Nup159p. EMBO J, 18(15), 4332-4347.
doi:10.1093/emboj/18.15.4332

Schoenherr,R.M., Kelly-Spratt,K.S., Lin, C., Whiteaker,J.R., Liu, T., Holzman,T.,.. . Paulovich, A.
G. (2011). Proteome and transcriptome profiles of a Her2/Neu-driven mouse model of breast cancer.
Proteomics Clin Appl, 5(3-4), 179-188.d0i:10.1002/prca.201000037

Schutz, A. R., & Winey, M. (1998). New alleles of the yeast MPS1 gene reveal multiple requirements in
spindle pole body duplication. Mol Biol Cell, 9(4), 759-774.d0i:10.1091/mbc.9.4.759

Schwartz, M. F., Duong, J. K., Sun, Z., Morrow, J. S., Pradhan, D., & Stern, D. F. (2002). Rad9
phosphorylation sites couple Rad53 to the Saccharomyces cerevisiae DNA damage checkpoint. Mol Cell,
9(5), 1055-1065.doi:10.1016/s1097-2765(02)00532-4

Schweiggert, J., Stevermann, L.,Panigada, D., Kammerer,D., & Liakopoulos,D.(2016). Regulation of
a Spindle Positioning Factor at Kinetochores by SUMO-Targeted Ubiquitin Ligases. Dev Cell, 36(4), 415-
427.d0i:10.1016/j.devcel.2016.01.011

Scott, R. J., Lusk,C. P., Dilworth,D.J., Aitchison, J.D., & Wozniak,R.W. (2005). Interactions between
Mad1p and the nuclear transport machineryin the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell, 16(9),
4362-4374.doi:10.1091/mbc.e05-01-0011

Searle, J. S., Schollaent, K. L., Wilkins, B. J., & Sanchez, Y. (2004). The DNAdamage checkpoint and
PKA pathways converge on APC substrates and Cdc20 to regulate mitotic progression. Nat Cell Biol, 6(2),
138-145.d0i:10.1038/ncb1092ncb 1092 [pii]

192



BIBLIOGRAFIA

Searle,J. S., Wood, M.D., Kaur,M., Tobin,D.V,, & Sanchez,Y. (2011). Proteins in the nutrient-sensing
and DNA damage checkpoint pathways cooperate to restrain mitotic progression following DNA damage.
PLoS Genet, 7(7),e1002176.doi:10.1371/journal.pgen.1002176

Segal, M., & Bloom, K. (2001). Control of spindle polarity and orientation in Saccharomyces cerevisiae.
Trends Cell Biol, 11(4),160-166.doi:10.1016/s0962-8924(01)01954-7

Segal,M., Bloom, K., & Reed, S. I. (2000). Bud6 directs sequential microtubule interactions with the bud
tip and bud neck during spindle morphogenesisin Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell, 11(11), 3689-
3702.d0i:10.1091/mbc.11.11.3689

Seshan,A., Bardin,A.J., & Amon,A. (2002). Control of Lte1 localization by cell polaritydeterminants and
Cdc14. CurrBiol, 12(24),2098-2110.d0i:10.1016/s0960-9822(02)01388-x

Sheeman, B.,Carvalho,P.,Sagot,l.,Geiser,J.,Kho,D.,Hoyt,M.A., & Pellman, D.(2003). Determinants
of S. cerevisiae dynein localization and activation: implications for the mechanism of spindle positioning.
Curr Biol, 13(5), 364-372.d0i:10.1016/s0960-9822(03)00013-7

Sheff, M.A., & Thorn,K.S. (2004). Optimized cassettes for fluorescent protein tagging in Saccharomyces
cerevisiae. Yeast, 21(8),661-670.d0i:10.1002/yea.1130

Shero, J. H., & Hieter,P. (1991). A suppressor of a centromere DNAmutation encodes a putative protein
kinase (MCK1). Genes Dev, 5(4), 549-560.doi:10.1101/gad.5.4.549

Shou, W,, Seol, J. H., Shevchenko, A., Baskerville, C., Moazed, D.,Chen,Z.W,, .. . Deshaies,R. J.
(1999). Exit from mitosis is triggered by Tem1-dependent release of the protein phosphatase Cdc14 fom
nucleolar RENT complex. Cell, 97(2),233-244.d0i:10.1016/s0092-8674(00)80733-3

Sikorski,R.S., & Hieter, P. (1989). A system of shuttle vectors and yeast host strains designed for efficient
manipulation of DNA in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 122(1), 19-27. Retrieved from
https://www.ncbi.nlm.nih.govipubmed/26594 36

Siller,K. H., & Doe,C. Q. (2009). Spindle orientation during asymmetric cell division. Nat Cell Biol, 11(4),
365-374.d0i:10.1038/ncb0409-365

Simonetta, M., Manzoni,R.,Mosca,R.,Mapelli,M.,Massimiliano, L., Vink, M., .. . Ciliberto,A.(2009).
The influence of catalysis on mad2 activation dynamics. PLoS Biol, 7(1), e10. doi:08-PLBI-RA-2615
[pii]10.1371/journal.pbio.1000010

Skowyra,D., Craig, K. L., Tyers,M., Elledge, S. J., & Harper,J. W. (1997). F-box proteins are receptors
that recruit phosphorylated substrates to the SCF ubiquitin-ligase complex. Cell, 91(2), 209-219.
doi:10.1016/s0092-8674(00)80403-1

Splinter, D., Tanenbaum, M. E., Lindqvist, A., Jaarsma, D., Flotho, A., Yu,K. L., ... Akhmanova, A.
(2010). Bicaudal D2, dynein, and kinesin-1 associate with nuclear pore complexes and regulate centrosome
and nuclear positioning during mitotic entry. PLoS Biol, 8(4), €1000350.doi:10.1371/journal.pbio.1000350

Sreenivasan,A.,Bishop,A.C., Shokat,K. M., &Kellogg,D.R.(2003). Specific inhibition of EIm1 kinase
activity reveals functions required for early G1 events. Mol Cell Biol, 23(17), 6327-6337.
doi:10.1128/mcb.23.17.6327-6337.2003

Sreenivasan,A., & Kellogg, D.(1999). The elm1 kinase functions in a mitotic signaling networkin budding
yeast. Mol Cell Biol, 19(12),7983-7994.d0i:10.1128/mcb.19.12.7983

Stegmeier, F., & Amon, A. (2004). Closing mitosis: the functions of the Cdc14 phosphatase and its
regulation. Annu Rev Genet, 38, 203-232. doi:10.1146/annurev.genet.38.072902.093051

Stegmeier,F., Visintin,R., & Amon, A.(2002). Separase, polo kinase, the kinetochore protein SIk19, and
Spo12functionin a network that controls Cdc14 localization during early anaphase. Cell, 108(2), 207-220.
doi:10.1016/s0092-8674(02)00618-9

Stelter, P., Kunze, R., Flemming, D., Hopfner, D., Diepholz, M., Philippsen, P., ... Hurt, E. (2007).
Molecular basis for the functional interaction of dynein light chain with the nuclear-pore complex. Nat Cell
Biol, 9(7), 788-796.doi:10.1038/ncb1604

193


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2659436

BIBLIOGRAFIA

Strambio-De-Castillia, C., Niepel,M., & Rout, M. P. (2010). T he nuclear pore complex: bridging nuclear
transport and gene regulation. Nat Rev Mol Cell Biol, 11(7), 490-501.doi:10.1038/nrm2928

Su, X., Qiu, W,, Gupta, M. L., Jr., Pereira-Leal, J. B., Reck-Peterson, S. L., & Pellman, D. (2011).
Mechanisms underlying the dual-mode regulation of microtubule dynamics by Kip3/kinesin-8. Mol Cell,
43(5), 751-763.doi:10.1016/j.molcel.2011.06.027

Sudakin, V., Chan,G.K., & Yen,T. J. (2001). Checkpointinhibition ofthe APC/C in HeLa cellsis mediated
by a complex of BUBR1, BUB3, CDC20, and MAD2. J Cell Biol, 154(5), 925-936.
doi:10.1083/jcb.200102093

Sudakin, V., Ganoth, D., Dahan, A,, Heller, H., Hershko, J., Luca, F.C., . . . Hershko, A. (1995). The
cyclosome, alarge complex containing cyclin-selective ubiquitinligase activity, targets cyclins for destruction
atthe end of mitosis. Mol Biol Cell, 6(2), 185-197.d0i:10.1091/mbc.6.2.185

Suijkerbuijk,S. J., vanDam, T. J., Karagoz, G. E., von Castelmur, E., Hubner, N. C., Duarte, A. M., ...
. Kops, G. J. (2012). The vertebrate mitotic checkpaint protein BUBR1 is an unusual pseudokinase. Dev
Cell, 22(6), 1321-1329.d0i:10.1016/j.devcel.2012.03.009

Sullivan, M., Higuchi, T., Katis, V. L., & Uhimann, F. (2004). Cdc14 phosphatase induces rDNA
condensation and resolves cohesin-independent cohesion during budding yeast anaphase. Cell, 117(4),
471-482.doi:10.1016/s0092-8674(04)00415-5

Sullivan,M.,& Uhlmann,F.(2003). A non-proteolytic function of separase links the onset of anaphase to
mitotic exit. Nat Cell Biol, 5(3), 249-254.d0i:10.1038/ncb940

Sun, Z., Hsiao,J., Fay, D. S., & Stern, D.F. (1998). Rad53 FHA domain associated with phosphorylated
Rad9in the DNA damage checkpoint. Science, 281(5374),272-274.doi:10.1126/science.281.5374.272

Sung,M. K., & Huh,W. K. (2007). Bimolecularfluorescence complementation analysis system for in vivo
detection of protein-protein interaction in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 24(9), 767-775.
doi:10.1002/yea.1504

Sweeney,F.D., Yang,F., Chi,A. Shabanowitz,J.,Hunt,D. F., & Durocher,D.(2005). Saccharomyces
cerevisiae Rad9 acts as a Mec1 adaptor to allow Rad53 activation. Curr Biol, 15(15), 1364-1375.
doi:10.1016/}.cub.2005.06.063

Szkotnicki, L., Crutchley, J. M., Zyla, T.R., Bardes, E. S., & Lew, D. J. (2008). The checkpoint kinase
Hsl1p is activated by Elm1p-dependent phosphoryiation. Mol Biol Cell, 19(11), 4675-4686.
doi:10.1091/mbc.E08-06-0663

Taddei,A.,Van Houwe, G., Hediger, F.,Kalck, V., Cubizolles,F.,Schober,H.,& Gasser,S. M. (2006).
Nuclear pore association confers optimal expression levels foran inducible yeastgene. Nature, 441(7094),
774-778.doi:10.1038/nature04845

Takahashi, Y., Mizoi, J., Toh, E. A., & Kikuchi, Y. (2000). Yeast Ulp1, an Smt3-specific protease,
associates with nucleoporins. J Biochem, 128(5), 723-725.doi:10.1093/oxfordjournals.jbchem.a022807

Tanaka, K., Mukae, N., Dewar, H., van Breugel, M., James, E. K., Prescott, A.R,, . .. Tanaka, T. U.
(2005). Molecular mechanisms of kinetochore capture byspindle microtubules. Nature, 434(7036),987-9%4.
doi:10.1038/nature03483

Tang, X., & Wang, Y. (2006). Pds1/Esp1-dependentand -independent sister chromatid separation in
mutants defective for protein phosphatase 2A. Proc Natl Acad Sci U S A, 103(44), 16290-16295.
doi:10.1073/pnas.0607856103

Teale,W. D, Paponov, |. A,, & Palme, K. (2006). Auxin in action: signalling, transport and the control of
plantgrowth and development. Nat Rev Mol Cell Biol, 7(11), 847-859.d0i:10.1038/nrm2020

Terry,L.J., & Wente, S. R. (2009). Flexible gates: dynamic topologies and functions for FG nucleoporins
in nucleocytoplasmic transport. Eukaryot Cell, 8(12), 1814-1827.doi:10.1128/EC.00225-09

Thaiparambil, J. T., Eggers, C. M., & Marcus, A. 1. (2012). AMPK regulates mitotic spindle orientation
through phosphorylation of myosin regulatory light chain. Mol Cell Biol, 32(16), 3203-3217.
doi:10.1128/MCB.00418-12

194



BIBLIOGRAFIA

Therizols, P., Fairhead, C., Cabal, G. G., Genovesio, A., Olivo-Marin, J. C., Dujon, B., & Fabre, E.
(2006). T elomere tethering atthe nuclear peripheryis essential for efficient DNA double strand break repair
in subtelomericregion. J Cell Biol, 172(2),189-199.doi:10.1083/jcb.200505159

Tomson, B.N,, Rahal, R, Reiser, V., Monje-Casas, F., Mekhail, K., Moazed, D., & Amon, A. (2009).
Regulation of Spo12 phosphoryiation and its essential role in the FEAR network. Curr Biol, 19(6), 449-460.
doi:S0960-9822(09)00730-1 [pii] 10.1016/j.cub.2009.02.024

Torres-Rosell, J., Machin, F., Jarmuz, A., & Aragon, L. (2004). Nucleolar segregation lags behind the
rest of the genome and requires Cdc14p activation by the FEAR network. Cell Cycle, 3(4), 496-502.
Retrieved from https://www.nchi.nlm.nih.govipubmed/15004526

Toyn,J. H., & Johnston, L.H. (1994). The Dbf2 and Dbf20 protein kinases of budding yeast are activated
after the metaphase to anaphase cell cycle transition. EMBO J, 13(5), 1103-1113. Retrieved from
https://www.ncbi.nlm.nih.govipubmed/8131744

Tripodi,F.,Fraschini,R.,Zocchi,M.,Reghellin, V., & Coccetti, P. (2018). SnfI/AMPK is involved inthe
mitotic spindle alignment in Saccharomyces cerevisiae. Sci Rep, 8(1), 5853. doi:10.1038/s41598-018-
24252-y

Truebestein,L.,& Leonard, T.A.(2016). Coiled-coils: The long and shortofit. Bioessays, 38(9), 903-916.
doi:10.1002/bies.201600062

Tsang, C.K,, Li,H., & Zheng, X. S. (2007). Nutrient starvation promotes condensin loading to maintain
rDNA stability. EMBO J, 26(2), 448-458.d0i:10.1038/sj.emboj.7601488

Valerio-Santiago, M., de Los Santos-Velazquez, A.1., & Monje-Casas, F.(2013). Inhibition of the mitotic
exit network in response to damaged telomeres. PLoS Genet 9(10), €1003859.
doi:10.1371/journal.pgen.1003859

Valerio-Santiago, M., & Monje-Casas, F.(2011). Tem1 localization to the spindle pole bodies is essential
for mitotic exit and impairs spindle checkpoint function. J Cell Biol, 192(4), 599-614.
doi:10.1083/jcb.201007044

Vazquez-Martin, A., Cufi,S., Oliveras-Ferraros, C.,& Menendez, J. A. (2012). Polo-like kinase 1 directs
the AMPK-mediated activation of myosin regulatory light chain at the cytokinetic cleavage furrow
independentlyof energy balance. Cell Cycle, 11(13),2422-2426.doi:10.4161/cc.20438

Vazquez-Martin, A., Lopez-Bonet, E., Oliveras-Ferraros, C., Perez-Martinez, M. C., Bernado, L., &
Menendez, J. A. (2009). Mitotic kinase dynamics ofthe active form of AMPK (phospho-AMPKalphaThr172)
in human cancercells. Cell Cycle, 8(5), 788-791.d0i:10.4161/cc.8.5.7787

Vazquez-Martin, A., Oliveras-Ferraros, C., & Menendez, J. A. (2009). T he active form of the metabolic
sensor: AMP-activated protein kinase (AMPK) directly binds the mitotic apparatus and travels from
centrosomes to the spindle midzone during mitosis and cytokinesis. Cell Cycle, 8(15), 2385-2398.
doi:10.4161/cc.8.15.9082

Vermeulen, K., Van Bockstaele,D.R., & Berneman,Z.N. (2003). The cell cycle: a review of regulation,
deregulation and therapeutic targets in cancer. Cell Prolif, 36(3), 131-149. doi:10.1046/j.1365-
2184.2003.00266.x

Versele,M., & Thorner,J.(2004). Septin collar formation in budding yeastrequires GT P binding and direct
phosphoryiation by the PAK, Cla4. J Cell Biol, 164(5),701-715.d0i:10.1083/jcb.200312070

Vishnoi, N., Dhanasekeran, K., Chalfant, M., Surovstev, |., Khokha, M. K., & Lusk, C. P. (2020).
Differential turnover of Nup188 controls its levels at centrosomes and role in centriole duplication. J Cell
Biol, 219(3).d0i:10.1083/jcb.201906031

Visintin, C., Tomson, B. N., Rahal, R., Paulson, J., Cohen, M., Taunton, J., .. . Visintin, R. (2008).
APC/C-Cdh1-mediated degradation of the Polo kinase Cdc5 promotes the return of Cdc14 into the
nucleolus. Genes Dev, 22(1),79-90. doi:10.1101/gad.1601308

Visintin, R., & Amon, A. (2001). Regulation of the mitotic exit protein kinases Cdc15 and Dbf2. Mol Biol
Cell, 12(10), 2961-2974. Retrieved from

195


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15004526
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8131744

BIBLIOGRAFIA

http://www.ncbi.nlm.nih.govientreziquery.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list uids=11598
184

Visintin, R,, Craig, K., Hwang, E. S., Prinz, S., Tyers, M., & Amon, A. (1998). The phosphatase Cdc14
triggers mitotic exit by reversal of Cdk-dependent phosphorylation. Mol Cell, 2(6), 709-718. doi:S1097-
2765(00)80286-5 [pii]

Visintin, R., Hwang, E. S., & Amon, A. (1999). Cfi1 prevents premature exit from mitosis by anchoring
Cdc14 phosphatase in the nucleolus. Nature, 398(6730),818-823.d0i:10.1038/19775

Visintin, R., Stegmeier, F., & Amon, A. (2003). The role of the polo kinase Cdc5 in controlling Cdc14
localization. Mol Biol Cell, 14(11),4486-4498.doi:10.1091/mbc.E03-02-0095

Walczak, C. E., Cai, S., & Khodjakov, A. (2010). Mechanisms of chromosome behaviour during mitosis.
Nat Rev Mol Cell Biol, 11(2), 91-102. doi:10.1038/nrm2832

Wang, H., Liu,D., Wang, Y., Qin, J., & Elledge, S. J. (2001). Pds1 phosphorylation in response to DNA
damage is essential for its DNA damage checkpoint function. Genes Dev, 15(11), 1361-1372.
doi:10.1101/gad.893201

Wang, Y., Hu,F., & Elledge, S.J. (2000). The Bfa1/Bub2 GAP complex comprises a universal checkpoint
required to prevent mitotic exit. Curr Biol, 10(21), 1379-1382. doi:S0960-9822(00)00779-X [pii]

Wasch, R., & Cross, F. R. (2002). APC-dependent proteolysis of the mitotic cyclin Clb2 is essential for
mitotic exit. Nature, 418(6897),556-562. doi:10.1038/nature00856

Weirich,C.S., Erzberger, J.P., Berger,J.M., & Weis, K. (2004). T he N-terminal domainofNup 159 forms
a beta-propellerthatfunctionsin mRNAexportby tethering the helicase Dbp5 to the nuclear pore. Mol Cell,
16(5), 749-760.doi:10.1016/j.molcel.2004.10.032

Weiss, E., & Winey, M. (1996). The Saccharomyces cerevisiae spindle pole body duplication gene MPS1
is part of a mitotic checkpoint. J Cell Biol, 132(1-2),111-123.d0i:10.1083/jcb.132.1.111

Wellinger, R. J., & Zakian, V. A. (2012). Everything you ever wanted to know about Saccharomyces
cerevisiae telomeres: beginning to end. Genetics, 191(4),1073-1105.doi:10.1534/genetics.111.137851

Wente, S. R., & Rout, M. P. (2010). The nuclear pore complex and nuclear transport. Cold Spring Harb
Perspect Biol, 2(10),a000562. doi:10.1101/cshperspect.a000562

Whalen, J., Sniffen, C.,Gartland, S.,Vannini,M., & Seshan, A.(2018). Budding YeastBF A1 Has Multiple
Positve Roles in Directing Late Mitotic Events. G3 (Bethesda), 8(11), 3397-3410.
doi:10.1534/93.118.200672

Winey, M., & O'Toole, E. T. (2001). The spindle cycle in budding yeast. Nat Cell Biol, 3(1), E23-27.
doi:10.1038/35050663

Winsor, T.S., Bartkowiak, B.,Bennett, C.B.,& Greenleaf,A.L.(2013). ADNA damage response system
associated with the phosphoCTD of elongating RNA polymerase Il. PLoS One, 8(4), e60909.
doi:10.1371/journal.pone.0060909

Wozniak, R., Burke, B., & Doye, V. (2010). Nuclear transport and the mitotic aparatus: an evolving
relationship. Cell Mol Life Sci, 67(13), 2215-2230.d0i:10.1007/s00018-010-0325-7

Xu,S., Huang, H.K. Kaiser, P., Latterich, M., & Hunter, T.(2000). Phosphorylation and spindle pole body
localization of the Cdc15p mitotic regulatory protein kinase in budding yeast. Curr Biol, 10(6), 329-332.
doi:10.1016/s0960-9822(00)00382-1

Yam, C. Q. X,, Chia, D. B., Shi, I., Lim, H. H., & Surana, U. (2020). Dun1, a Chk2-related kinase, is the
central regulator of securin-separase dynamics during DNA damage signaling. Nucleic Acids Res, 48(11),
6092-6107.doi:10.1093/nar/gkaa355

Yamagishi, Y., Yang, C. H., Tanno, Y., & Watanabe, Y. (2012). MPS1/Mph1 phosphorylates the
kinetochore protein KNL1/Spc7 to recruit SAC components. Nat Cell Biol, 14(7), 746-752.
doi:10.1038/nch2515

Yamamoto, A.,Guacci, V., & Koshland, D.(1996). Pds1p, aninhibitor of anaphase in budding yeast, plays
a critical role inthe APC and checkpointpathway(s). J Cell Biol, 133(1),99-110.doi:10.1083/jcb.133.1.99

196


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=11598184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=11598184

BIBLIOGRAFIA

Yeh, E., Skibbens, R. V., Cheng, J. W., Salmon, E. D., & Bloom, K. (1995). Spindle dynamics and cell
cycle regulation of dynein in the budding yeast, Saccharomyces cerevisiae. J Cell Biol, 130(3), 687-700.
Retrieved from
http://lwww.ncbi.nlm.nih.govientreziquery.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list uids=76225
68

Yeh, E., Yang, C., Chin, E., Maddox, P., Salmon, E. D., Lew, D. J., & Bloom, K. (2000). Dynamic
positioning of mitotic spindlesin yeast: role of microtubule motors and cortical determinants. Mol Biol Cell,
11(11),3949-3961.d0i:10.1091/mbc.11.11.3949

Yin, H., Pruyne, D., Huffaker, T. C., & Bretscher, A. (2000). Myosin V orientates the mitotic spindle in
yeast. Nature, 406(6799),1013-1015.doi:10.1038/35023024

Yoshida,S.,&Toh-e,A.(2002). Budding yeast Cdc5 phosphorylates Net1 and assists Cdc 14 release fom
the nucleolus. Biochem Biophys Res Commun, 294(3), 687-691.doi:10.1016/S0006-291X(02)00544-2

Zhang, T., Nirantar, S., Lim, H. H., Sinha, I., & Surana, U. (2009). DNA damage checkpoint maintains
CDH1 in an actie state to inhibit anaphase progression. Dev Cell, 17(4), 541-551.
doi:10.1016/j.devcel.2009.09.006

Zhao, X, Wu, C. Y., & Blobel,G. (2004). MIp-dependentanchorage and stabilization of a desumoylating
enzyme is required to prevent clonal lethality. J Cell Biol, 167(4), 605-611.doi:10.1083/jcb.200405168

Zou, L., Cortez, D., & Elledge, S. J. (2002). Regulation of ATR substrate selection by Rad17-dependent
loading of Rad9 complexes onto chromatin. Genes Dev, 16(2), 198-208.d0i:10.1101/gad.950302

Zou, L., & Elledge, S. J. (2003). Sensing DNA damage through ATRIP recognition of RPA-ssDNA
complexes. Science, 300(5625), 1542-1548. doi:10.1126/science. 1083430

197


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=7622568
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=7622568

		2020-10-07T12:56:11+0200
	MONJE CASAS FERNANDO - 31691570P


		2020-10-07T13:04:00+0200
	GARCIA DE OYA INES - 53342970J


		2020-10-07T14:03:53+0200
	HUERTAS SANCHEZ PABLO - 28745889Y




