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RESUMEN

En el presente trabajo se llevd a cabo un escrutinio genético de sinteticidad letal con el objetivo de encontrar nuevos
reguladores de ciclo celular que coordinasen crecimiento y division en el organismo modelo Schizosaccharomyces pombe.
Para ello se realizaron cruces entre una coleccién de mutantes nulos viables y el mutante termosensible weel.50, un mutante
que a 36°C da lugar a un fenotipo wee, caracterizadas por una fase G2 de mitosis mas corta, entrando en ella con menor
tamafo que la cepa silvestre. Al comparar el crecimiento de estos dobles mutantes con la cepa silvestre se asign6 una
puntuacién a cada doble mutante. De esta forma, se identificaron mutantes que presentaban muerte celular (sintéticos
letales), otros con un fenotipo enfermo o sick y otros que suprimian el fenotipo de weel.50 a 36°C. Mediante el analisis de las
anotaciones GO (Gene Ontology) se clasificaron a todos los mutantes en diferentes categorias funcionales y se realizé un
estudio combinado de morfologia y citologia, dinamica de ciclo celular y sensibilidad a distintos farmacos.

Weel es una proteina quinasa que inhibe la entrada en mitosis por fosforilacién de Cdc2 en un residuo tirosina localizado en
el sitio de union del ATP. Cdc2 es la proteina quinasa que junto con la ciclina Cdc13, induce la entrada en mitosis mediante la
fosforilacion de sus sustratos mitéticos.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido la caracterizacion de tres mutantes cuya funciéon es desconocida o poco
estudiada en S. pombe: dm/1A y pi040A, son mutantes sintéticos letales con weel.50, y zds1A suprime el fenotipo de células
pequefias de weel.50. Ademas, también se va continuar el estudio de Rncl, que es una proteina de unién a ARN cuya
funcion es estabilizar mensajeros de proteinas de la ruta de las MAP quinasas, una importante ruta de sefializacion
intracelular. El mutante rnc1A también pertenece al grupo de los sintéticos letales con weel.50.

Los primeros pasos del proyecto han consistido en rehacer estos mutantes mediante transformaciones, cruzarlos para
obtener los dobles mutantes con weel.50, comprobar el fenotipo del doble mutante y caracterizar el fenotipo de los mutantes
sencillos. Para caracterizar el fenotipo de los mutantes se emplean técnicas que nos permiten determinar el contenido en
ADN (citometria de flujo), la morfologia celular (tinciones con DAPI y calcoflior) y ensayos de viabilidad con diluciones en
gotas en diferentes condiciones de medios y temperaturas. El objetivo final es encontrar cual es su funcién y dentro de qué
ruta bioguimica participa, asi como estudiar si son importantes para la regulacion del ciclo celular y, por tanto, susceptibles de
estudios mas avanzados como dianas terapéuticas en cancer.
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