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RESUM

Hem ampifficat per PCR (Polymerase Chain Reaction) fragments de DNA gendmic de llevat amb
caracteristiques estructurals de Ser/Thr fosfatases, fent servir oligonucledtids que codifiquen seguéncies
conservades entre les fosfatases tipus 1, 2A i 2B. Un fragment amplificat de 215 pb va ser utilitzat per
analitzar una biblioteca de DNA genomic. La sequéncia d'un clon positiu obtingut revela un ORF de
2.076 pb que codifica per una proteina de 692 aminoacids. L'extrem carboxi-terminal de la proteina es
troba estructuraiment relacionat amb les fosfatases tipus 1. mentre que la meitat NH,-terminal no es
relaciona amb cap sequéncia de fosfatasa. Aquesta regio és moit rica en residus serina i en aminoacids
basics. Aixi, el producte del gen pot representar un nou tipus de proteina fosfatasa. El gen corresponent,
que anomenem PPZ1, es troba en e cromosoma Xlll i s'expressa com un mRNA de 2,7 kbp. La seva
disrupcié no déna com a resultat cap fenotip evident. La presencia en extractes de llevat d'una proteina
de 75 kDa que es reconeguda per anticossos desenvolupats contra el gen expresat en bacters va ser
detectada mitjangant experiments d'immunoblot.

INTRODUCCIO

El creixement celiular, el control del metabolisme, la resposta a estimuls externs i la biosintesi de
proteines, entre d'altres processos celulars, estan controlats per reaccions de fosforilacié de les
proteines en residus de serina i treonina [1,2]. L'estat de fosforilacid d'una proteina és el resultat de la
integracié de les activitats proteina quinasa i proteina fosfatasa (PP).

Les tecniques enzimologiques i de quimica de proteines van permetre identificar 4 tipus majoritaris
d'activitats Ser/Thr PP: tipus 1 i tipus 2A, 2B i 2C [3]. Els cDNA que codifiquen les seves subunitats
catalftiques han estat clonats i aixd ha fet evident que les PP tipus 1, 2A | 2B estan moit relacionades
estructuraiment. A més a més, I'andlisi de diverses biblioteques de cDONA de mamifers i de Drosophila
ha permés identificar nous tipus de PP (PP-V, PP-X, etc.), la funcié de les quals encara no es coneix.

La preséncia d'activitats PP en llevat és coneguda des de fa anys [4]. Evidéncies obtingudes
recentment van suggerir que aquests enzims eren moit semblants als dels mamiters. Aixf, el gen DIS2S1
de S. cerevisiae codifica una PP que és 81% idéntica a la PP-1 de conill, mentre que s'ha identificat dos
gens que son un 73% idéntics a la subunitat catalftica de la PP-2A d’humans [5.6]. Alguns d'aquests
gens son essencials per a la cél{ula perque estant involucrats en el control del cicle celdular [7.8].

Tenint en compte aquests antecedents, decidirem esbrinar si en llevat podien existir nous tipus de
Ser/Thr fostatases, tot i aprofitant les técniques de PCR.

MATERIALS | METODES
Les seqidncies dels oligonucledtids utilizats, MP-1s 1 MP-3as, s6n  respearvament: §5'-
GGGAATTCGA(CTHCATIT(GOXCTIAGOTGGTC(ATG)GA(TCICC-3, | S“CCAAGCTT(CTHCAXGAXCA(GA)
TA(GA)TT(GTYGG(CAGT)GC 3 on les sequéncies subratilades corresponen a llocs de restniccio EcoRI i HindlIl
afegits per facilitar el clonatje.

La soca de §. cerevisiae M5 (MATa/MATa. homozigotica per leul-3/112 ura 3-53 rpl) va ser utilizada per a la
preparacié de DNA genémic i experiments de disrupcié géruca. La sequéncia nucleotidica del DNA clonat s'esbrina
pel métode dels dideoxinucledtids, mutjangant |'is de “pnimers” fluorescents, a un sequenciador automatic Applied
Biosvstem 173A.

El DNA genomuc de |a soca M5 va ser preparat com es descnu en (9], 1 per I'amplificaci6 varem fer senvir 0.2 pg.
Les condicions utilitzades van ser: 94°C durant 2 mun, 50*C durant 2 mun. i 72°C durant 2 min. Després de 30 ccles,
el DNA amplficat es va digenr amb una mescla de EcoRI i HindlII i va ser separat en gel d'agarosa. Els fragments
d'una muda apropiada (200-250 pb) es van punficar i lligar al vector Bluescript SK( +) préviament digerit amb EcoRI
1 HindlIL

Els experiments de Southern blot es van realizar amb 10 ug de DNA gendmic. L'hubnditzaci6 es va portar a terme
2 65°C en 5xSSC, 0,19:SDS. i els filtres van ser rentats a 55°C en 0,1xSSC, 0,1%SDS. El sistema emprat fou el de
detecaio de DNA mijangant marcatge amb digoxigemina (Bohennger Mannheim).

El RNA total va ser preparat com es descriu en [9]. Les sondes de DNA utilizades pels expenments de Northern
blot van ser marcades amb **P pel métode de “random priming”. Les lubnditzacions es van fer a 42°C en 5xSSC i amb
formamuda al 50%. Els rentats es realitzaven a 55°C en 0,1xS8C 1 0,1% SDS.
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La disrupci6 del gen PPZ] es va fer mijancant la técnica de “one-step gene disruption” [10]. Els anticossos
contra la proteina PPZ1 es van obtenir previa expressio en £. coli d'una pant substancal d'aquesta (aa 118-692) fent

servir el vector pT7-7.
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Figura 1.- A) Sequéncia de nucledtids 1 seqiénaa deduida d' aminoacids del
zen PPZ]. La sequéncia que correspon al fragment ST4-2 es troba subratllada

les presumptes caxes TATA ho estan doblement. B) Estratégia de
sequenciacio del gen PPZ!. Només s'indiquen els centres de restriccid
relevants en el procés de subclonaci6.

RESULTATS | DISCUSIé

Aillament del gen que codifica
PP-Z1. Una de les sequéncies
ampiificades per PCR del DNA
genomic de llevat és I'anomenada
ST13-2, de 215 pb. Els experiments
de Southern biot, utilitzant ST13-2
com a sonda. van indicar que
hibriditzava amb un fragment
Pstl-Pstl d'unes 4,5 Kpb.

Aquesta informacid va ésser
utitzada pel clonatge del gen
sencer. Es va construir en pUC19
una biblioteca de DNA genomic
digerit amb Pstl d'entre 4 i 5 kpb i
el seu analisi es va dur a terme fent
servir la sonda ST13-2. E| DNA de
I'inic clon posttiu obtingut va ser
mapejat i subclonat en M13. El
fragment clonat conté un ORF de
2.076 pb, codificant un polipéptid
de 692 residus amb una massa
molecular de 77,418 kDa i pl=8.4
que anomenem PPZ1. Trobem dos
elements TATA situats a les
posicions -151 i -164 (Fig 1).

La proteina codificada per
aquest gen presenta interessants
caracteristiques: a) Té un tamany
major que la de les subunitats
catalitiques de les Ser/Thr
fosfatases de llevat, Drosophila,
mamffers i plantes. b) La meitat
carboxi-terminal de la proteina
mostra una identitat del 64% amb la
proteina fosfatasa tipus 1 trobada
en S. cerevisiae, DIS251 (74% si es
consideren els canvis conservatius).
c) La regid compresa entre els
aminoacid 1 i 319, que no mostra
similituts amb cap de les PP, és
moit rica en residus Ser (26% dels
aminoacids i 80% del total de
serines). Moltes d'aquestes serines
es troben en sequéncies adients
per fosforilacié per la proteina
quinasa dependent d'AMPc de
llevat. A més a més, aquesta regid

posseeix gran quantitat d'aminoacids basics (pl=10,3) en contraposici® amb la meitat C-terminal

(pl=5.6).

La funcié de la meitat amino-terminal d'aquesta proteina es desconeguda. Es coneix, perd, que en
celiules de mamffer i en llevat, I'activitat Ser/Thr fosfatasa pot ser regulada mijangant la interaccié de
la subunitat catalitica amb proteines reguladores. No podem excloure la posibilitat de que una mateixa
molécula contingui les dues funcions. De fet, les subunitats catalitiques de les fosfatases tipus 2B es
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caracteritzen per una extensié C-terminal d'uns 200 aminoacids que conté el domini d'unié a la
calmodulina, | que serveix com a element regulador. Una possible funcié de la primera meitat de PPZ1
podria ser la de reguladora de I'activitat del domini catalftic, mijangant la fosforilacié reversible de residus
de serina,
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Figura 2..- Expressi6 del mRNA de PPZ1. A) Northern blot fent servir Figura 3.- [dentificacié de la proteina
5 u de RNA poli(A)". B) Variacié dels nivells d¢ RNAm de la PPZ1 PPZ1 mitjancant Western blot en
durant el cultiv o——0) Quantitat relativa de RNAm estimada extractes de llevat. | | 2) Serum
mitjanant densitometria d'experiments de Northern blot. (@—g¢) preimmune 3 i 4) Serum anti-PPZ1. Les
Concentracié de glucosa en el medi de cultiu. mostres 2 i 4 corresponen a una soca que

conté el gen PPZ1 en multicdpia.

Expressié de PP-Z1. El tamany del mRNA de PP-Z1 és de 2,7 kb. segons els experiments de
Northern blot (Fig. 2a). La quantitat d'aquests mRNA varia al llarg del cultiu, augmentant 3-4 vegades
quan s'ha consumit la meitat de la glucosa del medi de cultiu i retornant als nivels inicials quan aquesta
s’ha consumit totaiment (Fig. 2b). La proteina va poder ser detectada mitjangant anticossos en
experiments d'lmmunobiot | aparetx amb un pes molecular de 75 kDa, en estreta concordancia amb el
valor previst. La identitat d'aquesta proteina va ser corroborada pel fet que es pot detectar un increment
en la seva quantitat quan es fan senvir extractes cel.lulars d'una soca que conté el gen PPZ1 en un
plasmidi mutticopia (Fig. 3)

Disrupcié del gen PP-Z1. Per a '
poder estudiar la funckd del A -1
producte del gen, varem eliminar B L e .
fragments de la regié codificant, o —— o - CE— N

insertant en ol seu lloc eis gens de 1:3
S. cerevisiae TRP1 o URA3J (Fig. 5). 1

Les céliules dipioides de M5 van 8 1 7 =——re— "
ésser transformades | o e —— g5
seleccionades en els medis adients. — rmont

Posteriorment es va induir : , 3
I'esporulacié | les espores foren o

separades per micromanipulacid.

Les quatre espores de cada tétrada

resuftaren ser viables, indicant que Figura 4.- Disrupaié del gen PPZI. Pants substancials del gen PPZ!
& producte del gen no és essencial v::n ser el.i.rrumﬁ i subssmu:du pels gens UR43 (A) o %RH (B).

pel cretxement d_° S. cerevisige. Una vegada transformada la soca diploide adient, es va preparar DNA
Les cél{ules haploides mutades no genomuc dels transformants estables op/<= 0 umi= | es va procedir a
es distingetxen de les isogéniques I'analisi per Southern blot. 1) Soca salvatge 2) Diplode heterozigdtic

quan comparem la capacitat de amb una copia dz PPZ] interrumpuda.
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creixement en un medi amb font de carbé no fermentable, ni en la sensibilitat al factor-a o al shock
térmic. A més a més, les céldules diploides homozigétiques per la disrupcié sén capag d'esporular
normaiment. Una de les explicacions per la manca d'un fenotip evident podria ser la existéncia d'un
segon gen capag de complementar funcionalment les funcions de PPZ1. De fet, existeixen evidéncies
[11] que suggereixen que aquest segon gen existeix i que la seva sequéncia pot ésser forga sembiant.
El nostre laboratori esta adregant els seus esforcos a la clonacié i identificacié d'aquest segon gen.
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