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RESUMEN

Motivacion:

La envuelta nuclear es la barrera fisica que separa el nucleo y el citoplasma en las células eucariotas. Esta se encuentra
atravesada por los complejos del poro nuclear (NPCs). Uno de sus dominios fundamentales es la cesta del poro nuclear,
formada por proteinas denominadas TPR (Translocated Promoter Region), que se han asociado a diversas funciones. El
objetivo de este proyecto es el estudio de los mecanismos de mantenimiento de la integridad del genoma mediado por
SUMOilacién, utlizando como organismo modelo Schizosaccharomyces pombe, y como proteina de estudio Alm1.

Métodos:

Andlisis del anclaje dinamico de la SUMO-proteasa Ulp1 a la envuelta nuclear. Se utilizaran técnicas de cultivo celular y
microscopia de fluorescencia in vivo.

Caracterizacion de los fenotipos asociados a la localizacién defectuosa de Ulp1 debidos a la ausencia de alm1, empleando
técnicas de cultivo celular, analisis de sensibilidad a diferentes compuestos y microscopia de fluorescencia.

Complementacion de los fenotipos defectuosos de alm1A mediante la restauracion de los niveles de Ulp1 a la envuelta
nuclear, mediante sobre-expresion controlada de Ulp1 y restauracién de la localizacion de Ulp1 mediante un sistema basados
en los epitopos GBP-GFP.

Analisis bioquimico del patron de SUMOQilacion global en un fondo alm1A y comparacién cuantitativa de los niveles celulares
de Ulp1 en un fondo silvestre y en ausencia de alm1, mediante Western Blot

Resultados:

Los resultados obtenidos hasta el momento evidencian que la dinamica de localicién de Ulp1 depende del estadio del ciclo
celular, localizando Ulp1 en la envuelta nuclear en interfase y en el nucleoplasma en mitosis. También hemos observado que
la ausencia de Ulp1 no es indispensable para la viabilidad celular, pero tiene un papel muy importante en el correcta
segregacion cromosémica y en la organizacion nuclear. Ademas, se ha observado que el anclaje artificial de Ulp1 a la
envuelta nuclear aumenta la viabilidad de alm1A a alta temperatura, pero su crecimiento empeora a baja temperatura.

Conclusiones:

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la liberacion de Ulp1 al nucleoplasma es importante para prevenir las
segregaciones asimétricas. Dada la coincidencia de fenotipos que se observan en ausencia de Alm1 y mutantes de
SUMOQilacién, Alm1 podria participar en la localizacion dependiente de ciclo celular de Ulp1, regulando su anclaje al NPC y
contribuyendo al mantenimiento del equilibrio SUMOilacién/deSUMOilacion.
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