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RESUM
Hem ampHficat per PCR (Poiymerase Chain Reaction) fragments de DNA genomic de Ilevat amb

caracteristiques estructurals de Ser fThr fosfatases, fent servir ojigonude6tids que ccidifiquen sequenciss
conservades entre les fosfatases tipus 1, 2A i 2B. Un fragment ampjificat de 215 pb va ser utuitzat per
analitzar una bibjjoteca de DNA genomic. La sequencia d'un cion positiu obtingut revela un ORF de
2.076 pb que ccidifica per una proteina de 692 arninoacids. l.'extrern carboxi-terminal de la protelna es

troba estructuralment relacionat amb les fosfatases tipus 1, mentre que la mertat NH2-terminal no es

relaciona amb cap sequencia de fosfatasa. Aquesta regi6 as mot rica en residus serina i en arnmoacos
basics. Abd, eI producte del gen pot representar un nou tipus de protelna fosfatasa. EI gen corresponent,
que anomenem PPZt, es troba en eI cromosorna XIII i s'expressa com un mRNA de 2,7 kbp. La seva

disrupci6 no d6na com a resultat cap fenotip evident. La presencia en extractes de Ilevat d'una protema
de 75 kDa que es reconeguda per anticossos desenvoiupats contra eI gen expresat en bacteris va ser

detectada mitja�nt experiments d'Immunooiot.

INTRODUCCIO
EI creixement cel �ular, el control del metabQjisme, la resposta a estfmuls extems i la bioslntesi de

protemes, entre d'altres processos celulars, estan controlats per reaccions de fosforilaci6 de les

proteines en residus de serina i treonina (1 ,2J. L'estat de fosforilaci6 d'una proteina as el resultat de la

Integracl6 de les activitats proteioa quinasa i proteina fosfatasa (PP).
Les tecrnques enzimoiOgiques i de quimica de proteines van permetre identificar 4 tipus rnajoritaris

d'activitats SerfThr PP: tipus 1 i tipus 2A, 28 i 2C (3J. Eis cDNA que codifiquen les saves suounnats
catalftiques han estat donats i aix6 ha fet evident que les PP tipus 1, 2A I 28 estan molt relacionades
estructuralment. A mas ames, I'analisi de diverses bibjloteques de cDNA de rnamffers i de Drosopnila
ha perm9s identiflcar nous tipus de PP (PP-V, PP-X, etc.), la funci6 de les quais encara no es coneix.

La presencia d'activitats PP en lIevat as coneguda des de fa anys (4). Evidencies obtingudes
recentment van suggerir que aquests enzims eren molt sembjants als dels rnamffers. Aixf, eI gen DIS251
de S. cerevisiae codifica una PP que as 81 % identica a la PP-1 de conill, mentre que s'ha identificat dos
gens que s6n un 73% idernlcs a la subunitat catalltica de la PP-2A d'hurnans [5,6J. Alguns d'aquests
gens s6n essenciaJs per a la ceHula perque astant involucrats en eI control del cide ceHular (7,8J.

Tenint en compte aquests antecedents, decidfrem esbrinar si en lIevat podien existir nous tipus de
SerfThr fosfatases, tot i aprofitant les tecniques de PCR.

MATERIALS I METODES
Les seqiI�cics dets oligonucleonds utilitzars, MP-Is MP-3as, son respectrvamenr: S'-

GGGAAITCGA(ct)(CADT(GC)(Cl)T(AGC)TGGTC(ATG)GA(TC)CC-3', i S'-CCAAGCIT(ct)(CA)(GA)CA(GA)
TA(GA)TT(G"DGG(CAG"DGC 3' on les sequencies subranlades corresponen a llocs de resrriccio EcoRl i HincUII

JfegilS per facililar el clonatje,
La soca de S. cerevisiae MS (MAT./MATa. homozigotica per ',u2-3/112 UITl 3-53 rrpl) va ser urilitzada per a la

preparaci6 de DNA gen6mic i experiments de disrupc16 geruca. La sequencia nucleotidica del DNA clonat sesorina

pel metode dels dideoxinucleonds, rrutjancant l'us de "primers" fluorescerus, a un sequenciador automatic Applied
Biosysrern 37JA

EI DNA genomic de la soca MS va ser preparat com es descriu en 191, i per l'arnplificacio varern fer 5e1'VlI 0.2 ug.
Les condicions unlitzades van ser: 94'C durant 2 min, 5O'C durant 2 min. I 72'C durant 2 min. Despres de 30 cicles,
el DNA arnplificat es va digerir amb una mescla de EcoRl i Hindl ll i va ser separar en gel d'agarosa. Els fragments
d'una mida apropiada (�250 pb) es van purificar i lIigar al vector Bluescripr SKi +) previarnenr digerit amb EcoRl
I HindIlI.

Els experiments de Southern blot es van realitzar amb 10 �g de DNA genomic. L'hibriditzacio es va portar a rerme

a 6S·C en 5.sse. O,I%SDS. i els filtres van ser renrars a 5S'C en D.lxsse, O.I%SDS. EI sistema ernprat fou el de

deteccio de DNA rrujancant rnarcatge amb digoxigenina (Boheringer Mannheim).
EI RNA total va ser preparat com es cescriu en [91. Les sondes de DNA unlitzades pels experiments de Northern

blot van ser marcades amb IIp pel metode de "random pruning". Les hibriditzacions es van fer a 42'C en 5xsse iamb
forrnarruda al 50%. Els rentals es realitzaven a 5S'C en D.lxsse i 0.1% SDS.



 



La disrupcio del gen PPZI es va ter mujancant la recnica de "one-step gene disrupuon
'

[10[. Eis 3ntlCOSSOS
contra la prorema PPZI es van obterur previa expressio en E. coli d'una part subsrancial d'aquest a (aa 118-6921 rent
servir el vector pn·7.
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Figura I.. A) Sequencia de nucleolids i sequencia deduida d' aminoacids del

gen PPZ I. La sequencia que correspon al fragment ST4-2 es troba subralUada
lies presumptes caixes TATA ho eSlan doblement. B) ESlralegia de

sequenClaClo del gen PPZl. Nomes s'indiquen els cenlres de reslriccio
rclevants en el proces de subclonaci6.

RESULTATS I DISCUSI6

3.0

Amament del gen que codifica
PP-Z1, Una de les sequsncles
ampHticades per PCR del DNA
genomic de lIevat es I'anomenada
ST13·2, de 215 pb. Eis experiments
de Southern blot, utilitzant ST 13-2
com a sonda, van indicar que
hibriditzava arnb un fragment
Pstl·Pstl d'unes 4,5 Kpb.

Aquesta informaci6 va esser
utilitzada pel clonatge del gen
sencer. Es va construir en pUC19
una biblioteca de DNA genomic
digeril amb Pstl d'entre 4 i 5 kpb i
el seu analisi es va dur a terme fent
servir la sonda ST13-2. EI DNA de
I'unic cion positiu obtingut va ser

mapejat i subclonat en M 13, EI
fragment clonat conte un ORF de
2.076 pb, codificant un polipeptid
de 692 residus amb una massa

mojecular de 77,418 kDa i pi = 8,4
que anomenem PPZ1, Trobem dos
elements TATA situats ales
posicions -151 i ·164 (Fig 1).

La prote'lna codificada per
aquest gen pl'esenta interessants

caracteristiques: a) Te un tamany
major que la de les subunitats
catalftiques de les Ser /Thr
fosfatases de lIevat, Drosophila,
mamffers i plantes, b) La meitat
carboxi-terminal de la protelna
mostra una identitat del 64% amb la
prote'lna fosfatasa tipus 1 trobada
en S, cerevisiae, DIS2S1 (74% si es

consideren els canvis conservatius).
c) La regi6 compresa entre els
aminoacid 1 i 319, que no mostra
similituts amb cap de les PP, as
molt rica en residus Ser (26% dels
aminoacids i 80% del total de
serines), Moites d'aquestes serines
es troben en sequencies adients
per fosforilaci6 per la protelna
quinasa dependent d'AMPc de
Ilevat. A mes ames, aquesta regi6

contraposici6 amb la meilat C-terminal
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posseeix gran quantitat d'aminoacids basics (pi = 10,3) en

(pl=5,6).
La funci6 de la meitat amino-terminal d'aquesta prote'lna es desconeguda. Es coneix, perc, que en

cill�ules de mamffer i en lIevat, I'activitat SerjThr fosfatasa pot ser regulada mijanc;ant la interacci6 de
la subunitat catalftica amb prote'lnes reguladores. No podem excloure la posibilitat de que una mateixa
mojecula contingui les dues funcions. De fet, les subunitats catalftiques de les fosfatases tipus 28 es
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caracteritzen per una extensi6 C-terminal d'uns 200 armnoacds que conts ej domini d'uni6 a la
caimodulina, i que serveix com a element regulador. Una possibje funci6 de la primera meitat de PPZ1
podria ser la de reguladora de I'actlvitat del domini catalftic, mijanc;ant la fosforilaci6 reversible de residus
de sarina.
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Figu ... 2.- Expressi6 del mRNA de PPZl. A) Northern blot fenl servir
5 � de RNA poli(A)" B) Variacio oets Jtivells de RNAm de la PPZl
durant el cultiu (0-0) Ouaatitar relativa de RNAm estimada

mitjancant densitornerria d'expenmenrs de Northern blot, (.-.)
Concentracio de glucosa en el medi de cultiu.

FI&u'" 3.- Ioennficacio de la prorema
PPZl mitjancant Western blot en

enractes de Ucvat. 1 i 2) Serum
preimmune 3 i 4) Serum anli-PPZl. Les
mosrres 2 i 4 corresponen a una soca que
conte el gen PPZI en multicopia.

ExpreuiO d. PP-Z1. EI tamany del mANA de PP-Z1 as de 2,7 kb. sagans ejs experiments de
Northern bjot (FIg. 2a). La quantltat d'aquests mANA varia alilarg del clitlu, augmentant 3-4 vagades
quan s'ha consumit 18 meitat de Ia glucosa del medl de clitlu i ratomsnt als nlvela iniclals quan aquesta
sba consumit totalment (FIg. 2b). La protei'na va poder Set detectada mitjanctant antlcossos en
experiments d'immunobiot I aparelx amb un pes moIecUar de 75 kOa, en estreta concordancia amb eI
valor previst La identltat d'aquesta protei'na va Set corrobonIda pel fet que as pot detectar un increment
en la seva quantltat quan as fan saMr extractea ceI.l1.iars d'una soca que conte eI gen PPZ1 en un
pjasmidl muiticOpia (Fig. 3)

DlsrupciO d.. gen PP-Z1. Per a

poder estudlar Ia funci6 del
producte del gen, varem ellmlnar
fragments de 18 regt6 codlflcant,
Insert.ant en eI seu IIoc eI. gens de
S. cerevisiae TRP1 0 URAJ (FIg. 5).
Las ceHliea dlploldes de M5 van

e s e e r transformades I
seleccionadas en eI. media adlerts.
Posterlormsnt 8S va indulr
l'esporuIacI6 I lea esporea loren
separadea per mlcromanlpUaci6.
Las quatrs espores de cada tetrada
raslitaren Set viabjes, indicant que
eI products del gen no lis essencial
pel crelxement de S. cerevisiae.
Las c81 �liea hapjotdea mutadas no

es distlngelxen de les isogeniques
quan comparern la capacitat de
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Filii'" ",- Disrupci6 del gen PPZI. Parts subSlanciili del gen PPZI
varen SCI' etiminadel I subsliluldel pels gens URAJ (A) 0 TRP I (B).
Una vegada lran.s{ormada la soca diploide adienl. es va preparar DNA

genomic dels lran.s{orman!.S esrables Il'pI.!. 0 umj.!. i es va procedir a

I'anawi per Southern biOl. 1) Soca salvatge 2) Diplode heterozigooc
amb una cbpia de PPZI inleTNmpuda.
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creixement en un medi amb font de carb6 no fermentable, ni en la sensibilitat al factor-a 0 al shock
terrnic, A rnes ames, les ceHules dipodes homozlqotlques per la disrupci6 son capac d'esporutar
normalment. Una de les axplicaclons per la manca d'un fenotip evident podria ser la existencia d'un
sagon gen capay de cornplementar funcionalment les funcions de PPZ1. De fet, existeixen evidencrss
[11] que suggereixen que aquest sagon gen existeix i que la seva seqOencia pot ssser torca semblant.
EI nostre laboratori ssta adrecant els seus sstorcos a la clonaci6 i identificaci6 d'aquest segon gen.
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