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3. RESULTADOS,

5. INTERRUPCION DEL GEN PPZ1.
5.1. CONSTRUCCIONES UTILIZADAS.

Un método sencillo para comprobar la funcién de un gen consiste en alterarlo, para
después estudiar diferentes fenotipos de las cepas portadoras de la mutacién y compararlos con
los que presentan las cepas salvajes. Para conocer la o las funciones del producto del gen PPZ1
se deleccioné in vitro un fragmento considerable de la regién codificante, insertando en su lugar

los marcadores auxotréficos de S. cerevisiae URA3 o TRPL.

Uno de los experimentos de interrupcién génica se llevé a cabo reemplazando el
fragmento correspondiente a PPZI, BglII-Bg!II de 0,95 kpb por el marcador auxotréfico TRPI
(obtenido segtin se describe en 2.5.8), resultando en un fragmento de 1,7 kpb que fué purificado
y utilizado para transformar células diploides de la cepa MS dando lugar a la cepa JA-13 (figura
20-A).

También se reemplazé la secuencia de PPZ1 Clal-Clal de 441 pb por la del gen URA3,
obteniendo un fragmento de 3,1 kpb que se utiliz6 para transformar células M5 diploides

obteniendo la cepa JA-14 (figura 20-B).

Las células transformadas fueron plaqueadas en medio sintético carente del amino4cido
correspondiente en cada caso, para seleccionar las células portadoras de las interrupciones. La
comprobacién definitiva de las interrupciones se realizé mediante experimentos de Southern

blot en los que se evidenci6 la interrupcién del gen PPZ1 (Figura 20-A y 20-B).

Como se oBserva en la figura 20, se han obtenido células diploides donde uno de sus dos

genes PPZ1 ha quedado interrumpido, manteniendo una copia normal en el otro cromosoma.
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Figura 20. A) En la interrupcion del gen PPZ1 con TRP1 se eliminé el fragmento Bg/li-Bgiil de
0,95 kpb, correspondiente a los aminodcidos 190 al 502, del fragmento Xhol-Hindlll de 3,5 kpb clonado
en Bluescript conteniendo la regién codificante completa del gen (PPZ-G). En su lugar se insert6 el
fragmento de 0,85 kpb que contiene la regién que codifica el gen TRP1. Del pldsmido resultante se
obtuvo un fragmento de 1,7 kpb después de digerir con Xhol y Sacl. B) La interrupcién del gen PPZ1
mediante el gen URA3 se logré después de eliminar el fragmento Clal-Clal de 0,44 kpb correspondiente
a los aminodcidos 361 a 507 del clon PPZ1-A. Seguidamente se procedié a la ligacién de la secuencia
del gen URA3 contenida en un fragmentg Cla/-Clal de 1,5 kpb en las dianas Clal, para obtener un nuevo
plasmido cuya digestién con Xbal liberé el fragmento de 3,1 kpb utilizado en la transformacién. El DNA
genomico de las células diploides que presentaban un fenotipo ura* en un caso y trp* en el otro fué
purificado y digerido con Bglfll o con Xbal, respectivamente. Después de separado electroforéticamente
fué transferido a membranas de nylon y posteriormente hibridado utilizando el fragmento ST13-2
marcado con digoxigenina.



3. RESULTADOS.

5.2. OBTENCION DE MUTANTES POR INTERRUPCION DE PPZ].

La comprobacién del efecto fenotipico provocado por la interrupcién de un gen debe
realizarse estudiando células haploides portadoras de la interrupcién, salvo que la mutaci6n sea
dominante. En levadura, la transicién entre la fase diploide y haploide no requiere mds que la
privacion de nitrégeno. Ante estas condiciones adversas, la célula sufre una meiosis, formando
una tétrada con cuatro esporas haploides como forma de resistencia. El retorno a las

condiciones favorables provoca la germinacién de las esporas.

Tanto las células de la cepa JA-13 como las de JA-14 (portadora cada una de una
interrupcién en PPZ1) fueron plaqueadas en medio de esporulacién para inducir la formacién
de esporas. Posteriormente, cada una de las cuatro esporas fueron separadas e incubadas en
placas de YPD. En todos los casos se produjo el crecimiento de las cuatro esporas de cada una
de las tétradas separadas. Las nuevas células haploides obtenidas fueron caracterizadas
mediante su capacidad de crecimiento en ausencia de uracilo o de tript6fano para identificar

las colonias mutantes y buscar en ellas un fenotipo diferencial.

Como resultado de la separacién de las esporas de cada tétrada se obtuvieron en todos
los casos dos células MATa y dos MATe«, identificables mediante una prueba rutinaria de
inhibicién del crecimiento de las células MATa por parte de la feromona factor «. Conociendo
el sexo de cada célula, asi como el marcador auxotréfico de cada una, se procedi6 a la creacién
de una cepa diploide homéloga para la interrupcién, portadora de las dos interrupciones

realizadas, es decir ura*, trp*. Esta nueva cepa se denominé JA-15.

Seguidamente se procedi6 a comprobar el nivel de expresién de PPZI en las cepas
portadoras de las interrupciones, tanto haploides como diploides. Para ello se utiliz6 como

sonda el fragmento de PPZ! eliminado en la interrupci6n realizada con URA3.

Segitin el Northern blot de la figura 21 las cepas portadoras de las mutaciones en PPZI
no presentan niveles de mRNA de éste gen detectables. Ademds se observa que la cantidad de
mRNA de PPZ]I es 5 veces mayor en las células diploides que en las haploides (carriles 1y 3

respectivamente).
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Figura 21. 30 ug de RNA total de las cepas diploides M5 (1) y JA-15 (2), asf como de las
haploides wt (3), JA-16 (4) y JA-17 (5) a una OD,,=6 fueron separados electroforéticamente y
transferidos a membrana de nylon. Esta se hibridé con la sonda de PPZ1 Clal-Clal de 441 pb, que
corresponde al fragmento ausente en la cepa haploide JA-17.
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5.3. FENOTIPOS ESTUDIADOS.
5.3.1. SENSIBILIDAD AL FACTOR a.

La parada del ciclo celular en la fase G, provocada por la feromona factor « sobre la
cepa haploide MATa ppz!I cuantificada mediante la medida de los didmetros de los halos de
inhibicién del crecimiento resulta practicamente indistingible del efecto del factor « sobre la
cepa isogénica. A continuacién se muestran en la tabla V los datos obtenidos en una cepa

haploide portadora de una interrupcién de PPZI y en el respectivo control.

TABLA V. DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR
PARTE DEL FACTOR a.

Concentracién de

factor « (pg/pl)

Cepa wt Cepa ppzl

0,625 11,63 10,63
1,25 13,88 11,38
2,5 14,63 12,38

5.3.2. SENSIBILIDAD AL CHOQUE TERMICO.

Se comprobé la viabilidad de la cepa haploide ppzl después de ser sometida a un
choque térmico de 55°C durante 45 minutos. En este caso tampoco se encontraron diferencias
con respecto a la cepa isogénica. Se realizaron también, como control, experimentos con una

cepa beyl, de la que se conoce que el choque térmico reduce su viabilidad.
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5.3.3. CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN DIFERENTES FUENTES DE
CARBONO.

Se ha comprobado si existen diferencias de crecimiento entre los mutantes haploides
ppzl y la cepa isogénica en cuanto a la capacidad de crecimiento en diferentes fuentes de
carbono, como son el glicerol, etanol, 4cido lictico y galactosa. En ningtn caso se ha observado

diferencia alguna, tanto en las fuentes de carbono no fermentables como en la galactosa.

5.3.4. ACUMULACION DE GLUCOGENO.

La cantidad de glucégeno presente en la célula se determiné mediante tincién con
vapores de yodo. La intensidad del color que presentan las células haploides ppz1 no difiere de
la de la cepa isogénica y por tanto, la ausencia de la proteina PPZ1 no provoca cambios

notables en la cantidad de glucégeno celular.
5.3.5. ACTIVIDAD GLUCOGENO SINTASA.

La actividad del enzima gluc6geno sintasa se determiné en cultivos de células JA-15 y
en la cepa M5, de la cual procedia la mutada. Se tomaron muestras de los cultivos en diferentes
momentos, desde el inicio de la fase exponencial hasta la fase estacionaria. Los resultados

indican que la ausencia de PPZ1 no altera la actividad de la glucégeno sintasa.
6. EVIDENCIAS DE LA EXISTENCIA DE UN GEN SIMILAR A PPZ].

Experimentos de Southern blot realizados con una sonda del gen PPZ! en condiciones
poco selectivas permitieron identificar una serie de bandas que desaparecfan cuando las

membranas eran lavadas en condiciones de mayor selectividad (figura 22).

En los experimentos de We'stern blot realizados con extractos de la cepa MS ppzl y
utilizando el antisuero anti PPZ1, se detect6 una proteina inmunorreactiva del mismo tamaiio
aparente que PPZ1. Puesto que previamente se habia comprobado el genotipo de la citada cepa,
la sefial obtenida podia ser explicada por la existencia de una proteina similar a PPZ1, que

también reaccionaba con el antisuero anti-PPZ1.
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o

Figura 22. Southern blot de Dth gendmico digerido con diferentes enzimas de restriccion. La
sonda utilizada fue el fragmento Xbal-Sacl de 1,2 kpb marcado con [**]dCTP. La hibridacién se realiz6
en presencia de 5 x SSC a 37°C y la membrana se lavé con 2x SSC a 37°C. Las flechas de la
izquierda indican la altura de las bandas presentes en los carriles de Xbal y de EcoRI que desaparecen
cuando la membrana es lavada en condiciones mds selectivas.
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Por otra parte, en experimentos de Northern blot realizados con RNA total de la cepa
MS ppz1 utilizando el fragmento PstI-Accl de 2,3 kpb como sonda (carril 3 de la figura 17), se

puede observar una débil sefial a la misma altura que se encuentra el mRNA de PPZI.

El conjunto de estos resultados parecia indicar la presencia de un gen similar a PPZ!

en las células de la cepa M5.

6.1. AMPLIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
PPZ2.

Durante la realizacién del presente trabajo el laboratorio de P.T.W. Cohen present6
evidencias de la existencia de un gen muy similar a PPZ1 en S. cerevisiae [Da Cruz e Silva, E.F.
y col. (1991)]. En concreto, se publicé la secuencia nucleotidica de un fragmento de unas 0,66
kpb que se dedujo pertenecia a un gen denominado PPZ2. La regién de PPZI con la que se
alinea el fragmento de PPZ2 comprende desde el nucle6tido 1.165 al 1.830, comenzando desde
el inicio de traduccién (es decir, desde el residuo 389 hasta el 610 de PPZ1). La identidad a
nivel de nucleétidos entre las dos secuencias es del 79,1%. A nivel de aminodcidos es del 93,2%,

alcanzando el 96,8% cuando se tienen en cuenta los cambios conservativos.

Con la intencién de amplificar el fragmento del gen PPZ2 y con la informacién de la
secuencia parcial de PPZ2 publicada disefiamos unos oligonucle6tidos correspondientes a los

extremos de la misma conteniendo en posicién 5’ las dianas de reconocimiento para el enzima

EcoRI (figura 23).

La amplificacién se realiz6 a partir de 0,2 pg de DNA gen6émico de MS y se realizaron
30 ciclos en los que la temperatura de renaturalizaci6n era de 45°C y la concentracién de Mg?*

de 2 mM.

El producto de Ia amplificacién fué purificado, digerido con el enzima EcoRI y sometido
a electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. La tnica banda de DNA amplificado de 0,63 kpb fué
recortada, purificada y posteriormente ligada al vector plasmidico Bluescript SK(+), el cual

habia sido digerido con el enzima EcoRI y desfosforilado.
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Figura 23. Las secuencias de los oligonucleétidos disefiados para amplificar PPZ2 se
encuentran en las cajas gruesas mientras que en las finas se ha representado la secuencia
complementaria. Las regiones subrayadas de PPZ2-A y PPZ-2 corresponden con las diana de

restriccion EcoRl. En la parte inferior se Indica la secuencia aminoacfdica codificada.

Para comprobar si el producto amplificado y clonado coincidia con la secuencia
publicada, se procedi6 a secuenciar el fragmento clonado en Bluescript SK(+). De este modo
advertimos que se trataba del mismo gen. La figura 24 muestra la secuencia nucleotidica

obtenida y la aminoacidica deducida.
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GATTATTCAAATTTGCCATAAGGCTCGTGAATTATTCCTTGCCCAACCT 49
I I 9 I ¢C H K A R E L F L A Q P 16
GCTCTCTTAGAATTATCTCCCTCGGTAAAAATAGTGGGTGATGTTCAC 97
A L L EL S P 8 V K I V G D V H 32
GGCCAATATGCAGATCTTTTGAGACTTTTTACCAAATGCGGTTTCCCC 145
G Q Y A DL L RUL F T XK C G F P 48
CCCATGGCAAATTACTTATTTTTAGGCGATTACGTAGATCGCGGTAAG 193
P M A N Y L FL G D Y V D R G K 64
CAGTCCCTGGAGACCATTTTACTATTACTATGCTATAAGATTAAATAT 241
Q §S L E T I L. L L L C Y K I K Y 80
CCTGAAAATTTCTTCCTCTTAAGAGGCAATCATGAATGTGCCAATGTT 289
P E N F F L L R G N H E C A N V 96
ACAAGAGTCTACGGGTTTTATGATGAATGTAAACGACGTTGTAATATC 337
T R V Y G F Y D E C K R R CN I 112
AAGATTTGGAAAACCTTTGTTGACACGTTCAACACGCTACCGTTAGCA 385
K I w K T™ F VvV D T F N T L P L A 128
GCCATCGTCACAGGAAAGATATTTTGTGTTCACGGTGGACTATCACCT 433
A I vT G K I F C V HG G L s P 144
GTTCTAAATTCCATGGACGAAATTAGGCACGTTAGTAGGCCCACCGAT 481
vV L NS M D ETI R H V 8 R P T D 160
GTACCCGATTTCGGCTTAATTAATGACCTTTTATGGTCGGATCCTACA 529
v p D F G L I NDILUL W S D P T 176
GATTCATCGAATGAATGGGAGGATAATGAGCGTGGAGTTAGTTTTTGT 577
b s s N E W EDNER G V S8 F C 192
TACAATAAAGTGGCTATTAATAAATTTTTAAACAAATTCGGATTCGAT 625
Y N K v A I N K F L N K F G F D 208
TTAGTGTG 633
L Vv 210

Figura 24. Secuencia nucleotidica amplificada del gen PPZ2. Se muestra también la secuencia
de aminodcidos deducida, indicdndose en negrita los residuos que no son comunes con PPZ1.
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6.2. ANALISIS MEDIANTE SOUTHERN BLOT DE PPZ2.

Con la finalidad de conocer el mapa de restriccién de la zona del genoma en la que se
localiza en gen PPZ2, se realizaron los experimentos de Southern blot. En la figura 25 se

muestra uno de los Southern blot realizados del gen PPZ2.
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Figura 25. 10 pg de DNA gendmico de la cepa M5 de S. cerevisiae fueron digeridos con
diferentes enzimas de restriccion y sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 0,7% (p/vol). Los
geles se transfirieron a membranas de nylon que fueron hibridadas, a 65°C, con el fragmento EcoRlI-
EcoRl de 0,63 kpb marcado radioactivamente. Los lavados se realizaron en solucién conteniendo 0,1x
SSC a 65°C. Xb: Xbal, Hd: Hindlll, Sc: Sacl, Xh: Xhol, Bg: Bgll, Ec: EcoRl, Ps: Psti. Las flechas de la

derecha indican la migracién de los marcadores de DNA.
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De los datos obtenidos del mapeo de la regién correspondiente al entorno de la regién
amplificado de gen PPZ2 se pone de manifiesto que la sonda utilizada reconoce un fragmento
de extremos EcoRI de unos 0,66 kpb, practicamente el tamafno de la propia sonda. También
se observa que la digestion del DNA genémico con Bg/II genera dos fragmentos cuyas
longitudes son de 1,2 kpb y de 2,1 kpb, debido a la presencia de una diana para este enzima

dentro de la secuencia que hibrida con la sonda empleada.

6.3. ANALISIS MEDIANTE NORTHERN BLOT DEL GEN PPZ2.

Para verificar el tamano del producto de expresién del gen PPZ2 se realiz6 un
experimento de northern blot con RNA de la cepa diploide M5 ppzl evitando asi posibles
interferencias con el RNA de PPZ1. Se prepararé RNA total de células en diferentes fases del
cultivo para comprobar si el mRNA que hibrida con la sonda del gen PPZ2 experimenta
variaciones durante el cultivo. El resultado se muestra en la figura 26-A. El transcrito del gen
PPZ2 posee un tamaiio similar al del mRNA del gen PPZ], pero las cantidades de mRNA no
se modifican del mismo modo durante el cultivo. El mRNA de PPZ2 es escaso al inicio de la
fase exponencial y aumenta gradualmente hasta encontrar la mayor cantidad en la fase

estacionaria.
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Figura 26. A) 40 ug de RNA total de la cepa M5 homozigética para la interrupcion del gen
PPZ1, fué separado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/vol) en presencia de
formaldehido. Una vez transferido a membrana de nylon fué hibridado con el fragmento EcoRI-EcoRI
de 0,63 kpb correspondiente al gen PPZ2. La hibridacién se realizé a 42°C en presencia de formamida
desionizada al 50% (vol/vol) y los lavados se efectuaron a 50°C en 0,1x SSC, SDS al 0,1% (p/vol). Las
ODg, del cultivo en el momento de tomar las muestras eran de 1, 4, 6 y 9 respectivamente. B) La
misma membrana fué hibridada con la sonda de 2,3 kpb BamHI-Acc/ procedente del pldsmido pPPZ-A
correspondiente a PPZ1 (después de haber eliminado la sonda de PPZ2) a 42°C con formamida al 50%
(vol/vol) y lavada con 0,1x SSC a 65°C.
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6.4. INTERRUPCION DEL GEN PPZ2.

La interrupcién del gen PPZ2 se realizé utilizando el mismo fragmento BamH]I-Bg/II de 0,85
Kb conteniendo el gen TRPI que el usado para una de las interrupciones del gen PPZI. Este
fragmento se introdujo en la secuencia amplificada por PCR clonada en el sitio EcoRI de
Bluescript SK(+) y linealizada con Bg/II. De esta construccién se extrajo el fragmento de 1,48
kpb utilizado en la transformacién mediante digestién con Sacl y Clal, cuyas dianas se
encuentran en el polilinker (figura 27). Las células transformadas fueron de la cepa JA-14. La
seleccién de los transformantes se realiz6 en placas de medio sintético en ausencia de

tript6fano.

La comprobacién de que se ha producido recombinacién homéloga en el gen PPZ2 y
éste ha quedado interrumpido se realizé mediante Southern blot de DNA gendmico, utilizando

el fragmento amplificado de PPZ2 como sonda marcada radioactivamente (figura 27).

Segiin los datos de la autorradiografia, se han obtenido diversos clones en los que se ha
producido recombinacién homéloga en el gen PPZ2 (cepa JA-16). En ellos aparece una nueva
banda de unos 2,9 kpb, ademds de las de 1,2 kpb y de 2,1 kpb. Como se puede apreciar, la
intensidad de las bandas de 2,1 kpb en los carriles 3 y 4 es menor a la de las bandas de las cepas
donde no se ha producido la recombinacién. Ello se debe a que la cepa utilizada es diploide,

y la recombinacién ha tenido lugar en sélo uno de los cromosomas.
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BamHI

Bglll

| | Bgu

Figura 27. Obtenci6n del fragmento de PPZ2 interrumpido con el marcador auxotréfico TRP1
con el que se transformaron células diploides de la cepa M5 portadoras de una copia mutada del gen
PPZ1. Southern blot de 10 pg de DNA genémico digerido con Bglll de colonias que crecieron en
ausencia de triptéfano desués de ser transformadas con el fragmento Sacl-Clal portador del marcador
TRP1. La hibridacién con el fragmento'EcoRI-EcoRI de 0,63 kpb marcado radioactivamente se realizé
a 65°C y los lavados en 0,1x SSC y SDS al 0,1% (p/vol) a 65°C. Los carriles 1 y 2 corresponden a
controles negativos, perteneciente a DNA de la cepa JA-11. Los carriles 3 y 4 pertenecen a cepas

transformantes. Las flechas de la derecha indican el tamaiio de los fragmentos de DNA que hibridan
con la sonda.
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4.DISCUSION.

En este trabajo se ha utilizado la técnica de PCR para identificar fragmentos de DNA
genémico correspondientes a secuencias relacionadas con las de las proteina fosfatasas con el
fin de clonar y caracterizar nuevos miembros de ésta familia de proteinas. Ello ha sido posible
gracias al alto grado de conservacién de las secuencias de los diferentes tipos de proteina
fosfatasas a través de la evolucién. Esta aproximacién ya habia sido utilizada con éxito en el
laboratorio de G.L. Johnson para aislar y secuenciar fragmentos correspondientes a diversos
genes correspondientes a proteina fosfatasas de tipo 1, 2A y 2C de mamifero [Wadzinski, B.E.
y col. (1990)]. Diversos genes han sido ya clonados utilizando esta técnica, como es el caso de
CNA2 (CMP2) [Cyert, M.S. y col. (1991)] o de las proteina tirosina fosfatasas de levadura
[Guang, K., y col. (1991); Ottilie, S. y col. (1991)].

Entre los fragmentos amplificados, se encontraban los correspondientes a los genes de
S. cerevisiae SIT4 [Arndt, K.T. y col. (1989)] y PPH22 [Sneddon, A.A. y col. (1990)]. En cambio,
no se obtuvo ningin clon que contuviera la secuencia correspondiente al gen DIS2S1 [Ohkura,
H. y col. (1989)] aunque el andlisis de su secuencia nucleotidica sugiere que se produjo la
amplificacién bajo las condiciones utilizadas. La causa de no encontrar ningin clon con el
producto de amplificacién de este gen puede ser la presencia de un sitio de restriccién interno
para el enzima EcoRI en el fragmento amplificado. Asi, tras la digestién con EcoRI y HindlIl,
dicho fragmento es dividido en dos moléculas de DNA cuyo tamaiio es menor de 200 pb y, por
tanto, no se recupera con las bandas de 225-250 pb, por lo que no se incluyé en las reacciones
de ligacién. De hecho, se demostré la presencia de las secuencias de DIS2S1 en la mezcla de
amplificacién cuando los fragmentos amplificados no digeridos fueron separados
electroforéticamente, transferidos a membranas y estas hibridadas en condiciones de muy alta

selectividad con la sonda del gen DIS251.

Ademds de las secuencias de genes de proteina fosfatasas de S. cerevisiae ya conocidos,
* se obtuvieron dos nuevos tipos de secuencias, denominados ST4-2 y ST13-2. El primero de ellos
corresponde a un gen que ha sido recientemente caracterizado en nuestro laboratorio, mientras

que la presente memoria se ha fundamentado en la clonacién y caracterizacién del segundo.
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La secuencia de 60 amino4cidos deducida de ST13-2 result6 ser idéntica a una regién
de PPZ1, una proteina fosfatasa de 348 residuos relacionada con las proteina fosfatasas de tipo
1 cuyo cDNA se localiz6 inicialmente en una biblioteca de cerebro de conejo [Cohen, P.T.W.
y col. (1990)]. Ello significaba que nos encontrdbamos ante una de las proteinas mejor
conservadas a lo largo de la evolucién. Este hecho nos animé posteriormente a comprobar la
existencia en diferentes especies de los genes que codifican ésta proteina mediante
experimentos de Southern blot de DNA genémico de S. pombe, rata, visén, hombre, e incluso
en plantas superiores en condiciones poco selectivas. Pero unicamente se detect6 la presencia
de una secuencia relacionda con PPZ1 en el genoma de la linea celular de epitelio de pulmén
de vis6n Mv1Lu, comprendida en un fragmento EcoRI-EcoRI de 2,0 kpb aproximadamente.

Este resultado no concordaba con la existencia de una misma proteina en S. cerevisige y en

conejo.

Los experimentos iniciales de Northern blot, utilizando el fragmento ST13-2 como sonda,
indicaron que la proteina de levadura portadora de la secuencia ST13-2 podia ser mayor que
el resto de las fosfatasas de tipo 1 conocidas (300-350 amino4cidos) al encontrar que el tamaiio
del transcrito era de unas 2,7 kb aproximadamente. Este hecho, junto con la completa identidad
con PPZ1, condujeron a la clonaci6n del gen de levadura contenedor de la secuencia ST13-2 y

posterior secuenciacién.

El gen PPZI ha sido localizado en el cromosoma XIII, donde hasta ahora no se ha
encontrado codificada ninguna serina-treonina fosfatasa. La mayor parte de los genes de las
fosfatasas conocidas pertenecen al cromosoma IV (CNAI, SIT4, PPH21, PPH22 y PPH3).

El an4lisis de la secuencia nucleotidica del clon positivo de 4,5 Kpb (PPZ-A) revela un
ORF que codifica una proteina de 692 aminoécidos. El codén de inicio ATG est4 precedido
en la posicién -3 por un residuo de adenina, el cual se encuentra altamente conservado en S.
cerevisiage como secuencia consenso para el inicio de traducci6én [Cigan, A.M. y col. (1987)]. Se
localizan también dos secuencias consenso (TATA) en posiciones -151 y -164. La proteina
codificada por este ORF presenta una serie de interesantes caracteristicas. En primer lugar
posee un tamaiio mucho mayor que el de las subunidades cataliticas de las PP-1, PP-2A y PP-2C

de levadura, Drosophila, plantas y mamiferos.

-05=



4.DISCUSION.

En funcién de su estructura primaria, esta proteina puede ser dividida en dos regiones.
La secuencia carboxi-terminal de la proteina es esencialmente idéntica a la secuencia de la
proteina de cerebro de conejo de 348 aminodcidos denominada PPZ1 descrita por Cohen,
P.T.W. y col. (1990). Las unicas diferencias se encuentran localizadas en la Gly-340 y en la Ser-
440. Durante la realizacién de este trabajo, se ha evidenciado que el cDNA de PPZI no
corresponde a un mRNA expresado en conejo, sino que a una secuencia parcial de un gen de
levadura [Da Cruz e Silva, E.F. y col. (1991)]. Por este motivo parece razonable pensar que el
gen contenedor de la secuencia ST13-2 clonado en nuestro laboratorio es probablemente la
forma completa del gen de levadura PPZI, mientras que el clonado en el laboratorio de P.T.W.

Cohen representa no mds del 50% de la secuencia codificante.

Por otra parte, la mitad amino-terminal de PPZ1 presenta diversas caracteristicas
remarcables. En primer lugar es considerablemente m4s bdsica que la mitad carboxi-terminal
(pI 10,3 frente a 5,6). Ademds, es muy rica en residuos de serina, conteniendo el 80% del total
de serinas presentes en la proteina, lo que representa el 26% de los amino4cidos de la mitad
amino-terminal. Cuando esta parte de la proteina se comparé con las existentes en un banco
de datos, la secuencia m4s similar encontrada fue la de la regién correspondiente a la fosvitina
que se encuentra en el producto del gen de la vitelogenina, donde la identidad es del 32% en
una regién de 121 aminoécidos [Van het Ship, F.D. y col. (1987)]. La caracteristica m4s
relevante de la fosvitina, proteina de 217 aminod4cidos, es que contiene gran cantidad de
residuos de serina, intercalados con argininas, lisinas y asparaginas. A pesar de que el contenido
de serinas de la PPZ1 no es tan elevado como en la fosvitina, éstas se encuentran sin excepcién

en combinacién con los residuos mencionados.

El hecho de que la proteina PPZ1 tenga casi 700 residuos hace que sea la mayor de las
proteinas conocidas hasta ahora con caracteristicas de subunidad catalitica de serina/treonina
fosfatasas. En S. cerevisiae, sélo las proteinas codificadas por los genes CMPI y CMP2,
correspondientes al tipo 2B, poseen una extensién considerable de residuos que no presentan
homologia con el resto de las subunidades cataliticas. En el caso de la PPZ1, y a diferencia de
lo que ocurre con las PP-2B, el segmento de la proteina que no se corresponde con la regién

catalitica se encuentra en la mitad amino-terminal.
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La funcién de la extensién amino-terminal de PPZ1 no se conoce hasta el momento.
Pero es bien conocida la existencia de proteinas en mamifero y en levadura que contienen en
una misma cadena polipeptidica tanto la regi6n catalitica como la reguladora. Sin ir m4s lejos,
las mismas subunidades cataliticas de las PP-2B de levadura se caracterizan por una extensién
carboxi-terminal de unos 200 residuos en el que se encuentra el dominio de uni6n a la
calmodulina el cual se comporta como elemento regulador [Kinkaid, R.L. y col. (1989)].
También se conoce que la subunidad catalitica de la PP-1 de musculo esquelético de coriejo es
susceptible de fosforilacién por diversas proteina tirosinas quinasas. Asi por ejemplo, la
actividad quinasa de pp60*** causa un descenso de la actividad PP-1 [Johansen, J.W. e
Ingebritsen, T.S. (1986)], mientras que la fosforilacién por v-abl no tiene efecto sobre la misma,
pero si que regula la interaccién con el I-2 [Villa-Moruzzi, E. y Dalla Zonca, P. (1991)]. Por
todo ello, no se puede excluir la posibilidad de que la proteina PPZ1 contenga regiones tanto
cataliticas como reguladoras, y que la extensién amino-terminal sea capaz de regular la actividad

de la mitad carboxi-terminal.

El an4lisis de la secuencia primaria de la mitad amino-terminal revela la presencia de
miiltiples residuos de serina situados en un contexto correspondiente al de secuencias consenso
para la fosforilacién por diferentes proteina quinasas de levadura [Kemp, B.E. y Pearson, R.B.
(1990); Kennelly, PJ. y Krebs, E.G. (1991)]. De hecho, la fosvitina, cuya funcién es,
precisamente, la de reserva de f6sforo, es una de las proteinas mas fosforiladas de la naturaleza.
Asi, si consideramos las secuencias de PPZ1 que son reconocidas por algunas proteina quinasas,
encontramos 6 residuos susceptibles de fosforilacién por la PK-A, 20 por la PK-C, 14 por la CK-
Il'y 9 por la CaM quinasa II. En el caso de la PK-A, dos de las serinas (Ser-122 y Ser-209)
encajan perfectamente en la secuencia -R-R-X-S-, la cual actua como centro de fosforilacién en
la fructosa-1,6-bisfosfatasa y en la proteina ADR-1 [Rittenhouse, J. y col. (1986); Cherry, J.R.
y col. (1989)]. De las proteina quinasas mencionadas anteriormente, la PK-A y la PK-C
unicamente poseen secuencias consenso de fosforilacién en la regién amino-terminal de PPZ1.
Estos hechos parecen sugerir la posibilidad de regulacién de la actividad PPZ1 mediante
procesos de fosforilacién reversible de residuos de su mitad amino-terminal. Nuestro laboratorio
estd interesado en la purificacién de PPZ1 y comprobar la capacidad de ser fosforilada tras la

incubacién con diferentes proteina quinasas.
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En los experimentos de Northern blot observamos, si tenemos en cuenta la
concentracién de glucosa en el medio de cultivo, que la mayor cantidad de mRNA de PPZ1
coincide con un nivel de glucosa equivalente a la mitad del que habia inicialmente. Cuando la
concentracién de glucosa llega al minimo, el nivel de mRNA alcanza, de nuevo, los valores
iniciales. Este hecho no es raro ya que se conocen casos en los que las cantidades de un mRNA
experimentan variaciones durante el cultivo. Por ejemplo, el gen DIS251 incrementa la cantidad
de mRNA total hasta 4 veces al final de la fase exponencial, lo que puede sugerir que la
activacién de la gluc6geno sintasa que se ha detectado en esta fase sea consecuencia del

aumento de expresi6én de la fosfatasa que la desfosforila y activa [Feng, Z. y col. (1991)].

En los experimentos de Western blot se utilizaron los anticuerpos desarrollados contra
una dmplia regién de la proteina expresada en bacteria que comprende desde el amino4cido
118 hasta el final de la proteina. Los anticuerpos preparados contra esta regién de la proteina
son capaces de reconocer la molécula completa presente en la célula. Estos experimentos
indican que el producto de la traduccién del mRNA del gen PPZ1 es una proteina que muestra
una masa molecular muy cercana a la prevista. Una evidencia adicional que apoya el hecho de
que la seiial detectada corresponde con la proteina PPZ1 proviene de la observacién de que
la proteina inmunoreactiva se incrementa cuando el extracto celular procede de levaduras

portadoras del gen PPZI en un pldsmido multicopia.

En la levadura, las proteina fosfatasas se encuentran implicadas en el control del ciclo
celular y de la transcripcién génica. Se han descrito diversos fenotipos, en algunos casos muy
severos, como consecuencia de la interrupcién de genes de fosfatasas [Ohkura, H. y col. (1989);
Sneddon, A.A. y Stark, M.J.R. (1991); Sneddon, A.A. y col. (1990); Ronne, H. y col. (1991);
Clotet, J. y col. (1991)]. Sin embargo, los experimentos de interrupcién génica han demostrado
que PPZI no resulta esencial para el crecimiento de la célula, puesto que las células haploides
portadoras de un alelo interrumpido del gen pueden sobrevivir. Las células mutantes tampoco
se han podido distinguir de la cepa isogénica cuando se ha realizado el estudio de la capacidad
de crecimiento con fuentes de carbono no fermentables, o cuando se ha comparado la
sensibilidad tanto al choque térmico como a la foromona factor a. Este tltimo hecho parece
indicar que PPZ1 no tiene como sustrato proteinas como el factor de transcripcién STE12 que
son fosforiladas por cualquiera de las proteina quinasas que intervienen en la transduccién de
la sefial desde el receptor del factor a hasta el nicleo (como STEL11, STE7, FUS3 o KSS1)
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[revisado en Sprague, G.F. (1991) y Marsch, L. y col. (1991)]. Ademds, las células diploides
homozigéticas para la interrupcion son capaces de esporular tan eficientemente como la cepa

isogénica.

Aunque se ha demostrado la interconversién entre las formas fosforiladas y
desfosforiladas de la gluc6geno sintasa tanto in vivo como in vitro, no se conocen bien las
proteina quinasas y fosfatasas que la regulan [Rothman-Denes, L.B. y Cabib, E. (1979); Huang,
K.P. y Cabib, E. (1974); Frangois, J. y col. (1988); Frangois, J. y Hers, H.G. (1988); Peng, Z.-Y.
y col. (1990)]. Recientemente, en el laboratorio de Reimann, se ha demostrado que la PP-2A
de S. cerevisiae puede activar in vitro la glucégeno sintasa [Peng, Z.-Y. y col. (1991)]. En el
mismo laboratorio, también se ha comprobado la importancia de las proteina fosfatasas de tipo
1 (DIS2S1) en la regulacién de la glucdgeno sintasa [Feng, Z. y Wilson (1991)], a las que se les

asigna un papel mds importante que el que poseen las PP-2A.

El hecho de que la interrupcién del gen PPZI tenga consecuencias fenotipicas no
detectables puede explicarse en el caso de que el producto del gen estudiado no se encuentre
implicado en ninguna de las funciones relacionadas con los fenotipos analizados. Otra posible
explicacion seria la existencia de uno o mds genes cuyos productos pudieran realizar la/s
funcién/es de la proteina PPZI1. En relacién con esta ultima posibilidad, hemos tenido
evidencias de la presencia de un gen similar a PPZI. En experimentos de Southern blot
realizados utilizando una sonda del gen PPZI en condiciones de baja selectividad se evidenci6é
la presencia de una secuencia relacionada con PPZI, puesto que se detectaron bandas que
desaparecian al lavar la misma membrana en condiciones mds selectivas. Recientemente se
publicé la secuencia nucleotidica de un clon parcial de 665 pb denominado PPZ2 [Da Cruz e
Silva, E.F. y col. (1991)]. La secuencia conocida codifica un fragmento de proteina muy similar
a PPZ1 (con una identidad del 93%). Posteriores experimentos de Southern blot utilizando el
fragmento amplificado por PCR de PPZ2 como sonda en condiciones de alta selectividad han
permitido verificar la presencia de'este segundo gen muy relacionado estructuralmente con
PPZ1. Sin embargo, los experimentos de Northern blot realizados en condiciones de baja
selectividad con la sonda de PPZI no revelan otra sefial que no sea la obtenida en codiciones
altamente selectivas con la misma sonda. En consecuencia, una posibilidad seria que el nivel de
expresién de PPZ2 fuera mucho menor que el de PPZ1. La otra explicaci6n a este hecho podria
ser que el tamafio del mRNA de PPZ2 fuera muy similar al de PPZ2 y por ello no fuera posible
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identificarlos en un Northern blot. Si este fuera el caso, PPZ2 podria codificar una proteina tan
grande como PPZI. Los experimentos de Northern blot realizados empleando la sonda de PPZ2
a partir de RNA total procedente de células con los dos alelos del gen PPZI interrumpidos
parecen confirmar esta ultima posibilidad ya que se verifica la presencia de un mRNA del
mismo tamafio que el correspondiente a PPZ1. Es importante hacer notar que la cantidad de
mRNA de PPZ2 durante el cultivo no varia del mismo modo que lo hace el mRNA de PPZ].
A diferencia del mRNA de éste ultimo gen, el de PPZ2 experimenta un incremento a medida
que el cultivo envejece, detectdndos mayor cantidad cuando las células han llegado a la fase

estacionaria.

Una cuestién que atin no tiene respuesta es porqué una proteina tan similar a PPZ1
no se encontré cuando se amplificaron secuencias genémicas mediante PCR, utilizando unos
oligonucle6tidos como cebadores con los que se logré amplificar PPZI. De hecho, la
comparacion de secuencias entre el oligonucleétido MP-1s y PPZ2 sugiere que debi6 producirse
la hibridaci6n y, por tanto, sucesivas extensiones. Pero como no disponemos de la secuencia de
PPZ2 que debe corresponder con el cebador MP-3as, una posibilidad seria que entre ambas
existieran suficientes diferencias como para impedir la hibridacién. También podria darse en
caso de la presencia de una diana HindlIll o EcoRI entre los dos cebadores, lo que impediria
la clonacién del fragmento amplificado después de haberlo digerido con ambos enzimas. Pero
la secuencia nucleotidica de la que disponemos no revela la presencia de ninguna diana de
restriccion para estos enzimas. En cambio, el mapeo de PPZ2 ha permitido verificar la
existencia de una diana de restriccién EcoRI entre el extremo 3’ de la secuencia amplificada y
la regién que debe ser complementaria del oligonucle6tido MP-3as. Utilizando como sonda la
secuencia publicada de PPZ2 y posteriormente amplificada en nuestro laboratorio, detectamos
que se encuentra contenida en un fragmento de DNA gendémico de extremos EcoRI de una
longitud practicamente idéntica a la de la sonda utilizada. Por este motivo, cuando la mezcla
conteniendo los fragmentos amplificados inicialmente por PCR fue digerida con EcoRI y con
Hindlll, la molécula de DNA amplificada de PPZ2 presentaria extremos EcoRI en ambos

extremos y no podria ligarse al vector.

La presencia de una pareja de genes codificando proteina fosfatasas muy similares en

levadura no seria un hecho aislado, ya que existen precedentes. Este es el caso de la pareja de
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genes PPH21 y PPH22, que codifican proteinas con una identidad mayor del 90%. Asimismo,
y tambien en S. cerevisiae, las proteinas codificadas por CMP1 y CMP2 poseen una identidad del
64%. En otra especie de levadura (S. pombe), las proteinas codificadas por dis2* y sds21*

muestran una identidad del 79%. El significado de este hecho permanece desconocido.
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