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ABREVIATURAS

AA: Aminoacido

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AMPK: “AMP-activated protein kinase” o Protein quinasa activada por AMP.
ARN: Acido Ribonucleico

ATP: Adenosina 5’-trifosfato

BSA: “Bovine Seric Albumin” o Albumina sérica bovina

CERS: “Core Environmental Stress Response” o Respuesta a estrés ambiental central
CIP: Ruta de MAP quinasas de integridad celular

DAG: diacilglicerol

DMSO: Dimetil sulféxido

DNTP: Deoxirribonucleétidos trifosfato

DO: Densidad Optica en nm

DSP: “Dual Specificity Phosphatase” o Fosfatasa de especificidad dual

DTT: Ditiotreitol

EDTA: “EtilenDiaminTetracetic Acid” o Acido etilendiaminotetraacético

EMM: “Edinburg Minimal Medium” o Medio minimo de Edimburgo para S. pombe
ESR: “Environmental Stress Response” o Respuesta a estrés ambiental

GAP: “GTPase Activating Protein” o Proteina activadora de la actividad GTPasa
GEF: “GTP Exchange Factor” o Factor intercambiador de GTP

GFP: “Green Fluorescent Protein” o Proteina verde fluorescente

GST: Glutation S-transferasa

GTP: Guanosina 5’-trifosfato

GTPasa: Trifosfatasa de guanosina

HA: Epitopo de hemaglutinina del virus de la gripe humana

HAG6H: Epitopo de hemaglutinina seguido de 6 histidinas consecutivas

HEPES: Acido N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-(2-etanolsulfonico)

HK: Histidin quinasa



HRP: Peroxidasa de rabano (Horseradish Peroxidase)

Kb: Kilobases de DNA o 1000 pb

Kd: 1000 Dalton

MAPK: MAP quinasa

MAPKK (MEK): MAP quinasa quinasa

MAPKKK (MAPKK quinasa 0o MEKK): MAP quinasa quinasa quinasa
MAP-quinasa: Quinasa activada por mitdogenos

Mb: Megabases en una secuencia de DNA

MIN: Minutos

MKP: Fosfatasa de MAP quinasa

mTOR: “mammalian target of rapamycin” o Diana de rapamicina en células de mamifero
MP: Membrana plasmatica

NETO: “New End Take Off’

NP-40: Nonidet P-40

OE.: Sobreexpresion de un gen (OverExpresion)

OREF: “Open Reading Frame” o Fase de lectura abierta

PAGE: “Polyacrilamide Gel Electrophoresis” o Electroforesis en gel de poliacrilamida
Pb: Pares de bases en una secuencia de DNA

PBS: “Phosphate Buffered Saline” o Tampo6n fosfato salino

PBST: “Phosphate Buffered Saline Tween-20" o Tampon fosfato salino con Tween-20
PC: Pared celular

PCR: “Polymerase Chain Reaction” o Reaccion en cadena de la polimerasa

PDK: Quinasa dependiente de fosfoinositidos

PKC: Proteina quinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PLD: Fosfolipasa D

PP2C: “serine/threonine phosphatase” o Fosfatasa de serina y treonina



PPasa: Fosfatasa

PRKSs: “PKC-Related Kinases” o Quinasas asociadas a Rho

PTP: “Tyrosine phosphatase” o Fosfatasa de tirosina

r.p.m: Revoluciones por minuto

RACK: “Receptor for Active C protein Kinase” o Receptor para protein quinasa C activa
RE: Reticulo endoplasmatico

SAPK: “Stress Activated Protein Kinase” o Proteina quinasa activada por estrés

SD: “Standart Desviation” o Desviacion Estandar

SDS: “Sodium Docecil Sulphate” o Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SPB: “Spindle Pole Body” o Cuerpo polar del huso

TAE: Tampon de Tris, acido Acéticoy EDTA

TBST: “Tris-Buffered Saline Tween-20"" o Tampo6n Tris salino con Tween-20

TE: Tris-EDTA

TEMED: N,N,N’ N’-tetrametilendiamina

TOR: “target of rapamycin” o Diana de rapamicina

Tris: Tris-(hidroximetil)-amino-metano

U.R: Unidades relativas

V: Voltios

VIC: “Viable in the presence of Immunosuppressant FK506 and Chloride ion” o Viable en
presencia de inmusupresor FK506 e i6n cloro

WT: “Wild Type” o Estirpe Silvestre
w/v: peso/volumen

YES: “Yeast extract with supplementation” o Medio rico para S. pombe
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Introduccion

1.1 Caracteristicas Generales de Schizosaccharomyces pombe

La levadura Schizosaccharomyces pombe (Figura 1.1) fue aislada por primera vez por Lindner
en 1893 a partir de cerveza de mijo elaborada en ciertas regiones de Africa. Su nombre genérico hace
referencia, por un lado, a su condiciéon de levadura (-Saccharomyces) y por otro, a su mecanismo de
division por fision (Schizo-). En cuanto al epiteto, indica el nombre local de la cerveza elaborada con
esta levadura. Sin embargo, la mayoria de las cepas silvestres y mutantes de S. pombe que se utilizan
en los laboratorios proceden de un aislamiento realizado en Europa por A. Osterwalder en 1921 a
partir de mosto. En los afios 40 Urs Leupold caracterizd6 genéticamente a S. pombe, y en 1950
Murdoch Mitchison reconocié su potencial Unico para los estudios de crecimiento y division celular
debido a su peculiar morfologia y forma de division. Posteriormente, en los afios 70, Paul Nurse
combiné con éxito los estudios de Mitchison con la aproximacion genética de Leupold, dando lugar a

un incremento exponencial en el empleo de esta levadura como modelo experimental.

S. pombe es un eucariota unicelular que forma colonias de células libres inmoéviles. Durante el
crecimiento vegetativo su morfologia es cilindrica, con un tamafo de 12-15 pm de longitud y un

diametro de 3-4 um (Figura 1.1).

Figura 1.1 Imagenes de la levadura con fision Schizosaccharomyces pombe obtenidas mediante

diversas técnicas microscoépicas

Taxonoémicamente, S. pombe, al igual que Saccharomyces cerevisiae, pertenece al grupo de
los ascomicetos (Tabla 1.1). Sin embargo, el analisis de sus genomas ha puesto de manifiesto que
ambas levaduras se separaron evolutivamente hace 1000-1200 millones de anos (Sipiczki, 2000,
Heckman et al., 2001), coincidiendo aproximadamente con la separacion de los hongos de plantas y
metazoos. De hecho, la divergencia observada entre algunos genes homologos de S. pombe y S.

cerevisiae es tan grande como la que presentan con sus respectivos homoélogos en humanos.

El genoma de S. pombe esté totalmente secuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb, Wood et al.,
2002), y su ciclo biologico es rapido y principalmente haploide, lo que facilita su manipulacion

genética y lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en biologia celular.
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Mycota
REINO
Neomycota Cavalier-Smith 1998
SUBREINO
Ascomycota Berkeley 1857
FiLo
Archiascomycotina Erikson y Winka 1997
SUBFILO (Taphrinomycotina) Erikson y Winka 1997
Schizosaccharomycetes Erikson y Winka, 1997;
CLASE Taphrinomycetes Cavalier-Smith 1998
Schizosaccharomycetales Prillinger, Dorfler, Laaser,
ORDEN Eckerlein y Lehle 1990
Schizosaccharomycetaceae Beijerinck y Klocker 1906
FAMILIA
Schizosaccharomyces Lindner 1893
GENERO

Tabla 1.1 Clasificaciéon taxonomica de Schizosaccharomyces pombe

Al tratarse de un eucariota simple, posee un alto grado de similitud con células de organismos
superiores en lo que se refiere a procesos bioldgicos tales como la organizacion del citoesqueleto, la
compartimentalizacion celular, o el procesamiento de RNA, entre otros. Ademads, su mecanismo de
division por biparticion la convierte en idonea para el estudio del ciclo celular, ya que, atendiendo a su
morfologia, es relativamente sencillo identificar la fase del ciclo en que se encuentra. Por otro lado,
sus proteinas se encuentran fuertemente conservadas evolutivamente en relacion a organismos
superiores, siendo un organismo enormemente atractivo para el estudio de rutas de sefializacion y
transduccion de sefiales. Finalmente, al tratarse de un hongo, posee una pared celular rigida que lo
protege mecanicamente y mantiene la forma y la estabilidad osmdtica. Esta caracteristica permite su
empleo como modelo para el estudio de los procesos implicados en la formacion, biosintesis y

degradacion de este componente celular, y en la identificacion y cribado de farmacos antifungicos.

1.1.1 Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe

En condiciones favorables de crecimiento, S. pombe es haploide y se divide asexualmente por
mitosis (ciclo haploide; Figura 1.2). Sin embargo, cuando las condiciones externas empeoran y las
células detectan la falta de nutrientes, S. pombe puede entrar en un estado de latencia (fase
estacionaria), o bien iniciar el ciclo sexual por conjugacién entre tipos sexuales opuestos,
denominados h* y h™ (cepas heterotalicas). Por otro lado, existen cepas homotalicas (h*’) capaces de
conjugar entre si, ya que en condiciones adversas algunas células pueden variar el tipo sexual. En
medios de cultivo ricos en glucosa el ciclo vegetativo de una cepa haploide de S. pombe tiene una
duracion aproximada de entre 2 y 4 horas. Cuando las células detectan la limitacion de nutrientes, y en

especial en ausencia de nitrégeno, se induce el ciclo sexual (Figura 1.2). Las células bloquean su ciclo
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celular en la fase G1, y cuando en la poblacion existen ambos tipos sexuales (h” y h’), comienza el
proceso de conjugacion. Dos células de sexo opuesto se reconocen mediante feromonas y a
continuacion se produce la elongacioén de las células hacia la fuente emisora de feromonas del sexo
contrario (“shmooing”). Las dos células se fusionan dando lugar a un zigoto diploide que inicia un
proceso de meiosis que concluye con la formacidon de un asca con cuatro esporas haploides (Figura
1.2). Finalmente las paredes del asca se autolisan, liberando los cuatro productos meidticos que
pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en condiciones abioticas (Leupold, 1950).
Cuando las condiciones ambientales lo permiten, las esporas germinan y entran nuevamente en el ciclo

mitotico (Yamamoto et al., 1997) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe

Alternativamente, el zigoto puede mantenerse en un ciclo vegetativo diploide si las
condiciones nutricionales mejoran en el momento de su formacion. Sin embargo los zigotos son
bastante inestables, y si las condiciones siguen siendo desfavorables inician la meiosis sin necesidad

de conjugar, originando ascas azigoticas constituidas por cuatro ascosporas haploides (Figura 1.2).

Dado que se trata de un organismo eucariota, el ciclo mitético de Schizosaccharomyces pombe

estd dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Mitchison, 1970; Figura 1.2). La fase G1 o “Gap 1”
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tiene lugar entre la mitosis y la replicacion de los cromosomas, y se caracteriza por la sintesis de RNA
y proteinas necesarias para la duplicacion del DNA. Es en esta fase en la que, en caso de limitacion de
nutrientes, las células inician el ciclo sexual. A continuacion tiene lugar la fase S, en la que se produce
la replicacion del DNA. En S. pombe, la duracion de la fase G1 es relativamente corta, pues tras la
division las células hijas ya poseen un tamafio suficiente para iniciar la duplicacion del material
genético (MacNeill y Fantes, 1997) (Figura 1.2). La fase G2 es un periodo muy largo que en S. pombe
llega a ocupar el 70% del ciclo celular, produciéndose el incremento de la masa y/o volumen celular.
Cuando se alcanza un tamafio critico, comienza la mitosis (fase M), produciéndose la condensacion de
los cromosomas, la formacion del huso mitético, y la segregacion de las cromatidas hermanas hacia
ambos polos celulares (Hagan y Hyams, 1988) (Figura 1.2). Tras la mitosis se produce la division
celular (citocinesis) mediante la formacioén de un septo de division en el centro de la célula. El septo
primario, rico en B-glucano, comienza a crecer desde la superficie interna de la pared celular hasta
dividir el citoplasma en dos partes iguales. A continuacion, cada célula hija contribuye a la formacion
de un septo secundario a ambos lados del primario. La formacion del septo maduro, compuesto por
tres capas (primario y dos secundarios), finaliza durante la fase G1. La separacion celular comienza
con la degradacion de la pared celular que limita el septo, y que progresa hacia el interior del septo
primario, liberandose asi las dos células hijas al comienzo de la fase S. Las fases M, G1 y S se suceden
normalmente antes de la separacion fisica de las dos células hijas, por lo que cuando esto ocurre ya se

encuentran en fase G2 temprana (MacNeill y Fantes, 1997) (Figura 1.2).

Tras la division celular, el crecimiento de las células hijas se produce de forma monopolar por
el polo existente en el ciclo celular anterior (polo “viejo”). Una vez alcanzan una masa critica
determinada, se inicia el crecimiento simultdneo por el polo “nuevo” originado a partir de la division
de la célula madre en dos células hijas. Esta activacion del crecimiento bipolar conocida como NETO,
(“New End Take Off”) se inicia en la fase G2 o “Gap 2”. La transicion entre las distintas etapas del
ciclo celular es un proceso altamente regulado en el que las proteinas participantes se sintetizan y/o

activan de forma periddica.
1.2 La Proteina Quinasa Dependiente de Fosfoinositidos

1.2.1 La proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDK-1) en organismos

superiores

La proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK-1) estd implicada en la regulacién
del crecimiento, la proliferacion, el metabolismo y la supervivencia celulares. Esta quinasa controla la
mayoria de las respuestas celulares inducidas por el incremento de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) por medio de la activacion de un grupo de proteinas quinasas de la superfamilia AGC entre las

que destacan PKB, S6K, RSK, SGK, y las distintas isoformas de PKC (Mora et al., 2004). La PDK-1
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activa a estas proteinas quinasas a través de la fosforilaciéon directa de su bucle de activacion

localizado en el dominio catalitico.

En humanos el gen que codifica la PDK-1 se encuentra localizado en el cromosoma 16p13.3,
y se traduce en una proteina citosélica de 556 aminoacidos que consta de dos dominios bien
caracterizados, un dominio quinasa N-terminal y un dominio C-terminal con homologia a la
pleckstrina (PH) que interacciona con gran afinidad con PtdIns(3,4,5)P; y PtdIns(3,4)P,, asi como
otros fosfoinositidos como PtdIns(4,5)P, (Alessi et al., 1997a; Alessi et al., 1997b; Stephens et al.,
1998; Currie et al., 1999). La unién a PtdIns causa la redistribucion del enzima del citoplasma a la

membrana plasmatica (Anderson et al., 1998; Filippa et al., 2000).

Los estudios iniciales sobre la regulacion de la PDK-1 pusieron de manifiesto que se trataba
de un enzima activo de forma constitutiva y cuya actividad quinasa intrinseca es independiente de
PtdIns u otros mecanismos moleculares. Es por ello que muchos de los estudios realizados sobre esta
proteina quinasa se han centrado en comprender cémo es capaz de fosforilar de manera inducible a un
conjunto tan amplio de sustratos en respuesta a estimulos especificos. Los numerosos estudios
realizados hasta la fecha sugieren que, en ausencia de sefial, la PDK-1 tiene un acceso limitado a sus
sustratos, los cuales si son accesibles tras la estimulacion con distintos agonistas. Ademas, trabajos
mas recientes han demostrado que, aunque la quinasa tiene una actividad elevada per se, existen
mecanismos capaces de incrementarla en respuesta a factores de crecimiento y otros estimulos. La
regulacion por fosforilacion de la PDK-1 depende de la modificacion del residuo Ser241 de su bucle
de activacién mediante autofosforilacion, la cual se incrementa de forma notable en presencia de
esfingosina (King et al., 2000). Ademads, otros estudios han demostrado que dicha fosforilacion
también aumenta en respuesta a insulina y pervanadato (Park et al., 2001; Chen et al., 2001). Por otro
lado, se ha descrito la existencia de otros residuos fosforilables que podrian ser importantes para
regular la funciéon de la proteina en determinadas circunstancias. Por ejemplo, en respuesta a
pervanadato, se produce un incremento en la fosforilacion de determinados residuos de Tyr que son
importantes para la actividad de la quinasa in vivo (Park et al., 2001). En cuanto a la regulacion de
PDK-1 mediada por lipidos, se ha evidenciado que el dominio PH, ademas de promover la asociacion
a membranas biologicas, actia como un médulo autoinhibitorio cuyo efecto desaparece tras la uniéon a
PtdIns(3,4,5)P; (Filippa et al., 2000). Otro mecanismo importante en la regulacion de la actividad de la
PDK-1 es su unién al motivo hidrofébico, una vez fosforilado, presente en la mayoria de sus sustratos.
La interaccion entre el sustrato fosforilado y la PDK-1 se produce por medio de una secuencia
reguladora denominada bolsillo PIF, y tiene como consecuencia la activacion alostérica de la PDK-1

(Mora et al., 2004; Biondi, 2004).

La PDK-1 regula de manera diferente a sus distintos sustratos (Figura 1.3). Algunos son

fosforilados de forma constitutiva, mientras otros, como PKB, S6K, SGK y RSK, son fosforilados en
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respuesta al mismo agonista celular aunque con diferente dindmica (Biondi, 2004). La regulacion de la
PKB ha sido una de las mas estudiadas por su implicacién en el desarrollo de distintos tipos de cancer.
En condiciones basales, la PKB se encontraria en una conformacion inactiva en la que el dominio PH
se encontraria plegado sobre el dominio quinasa, impidiendo la fosforilaciéon del bucle de activacion
(Thr’®™) por PDK1 y del motivo hidrofébico (Ser473) por el complejo mTORC2 (Calleja et al., 2007;
2009) (Figura 1.3). Una vez que las células son estimuladas por factores de crecimiento o insulina, se
produce un incremento de PtdIns(3,4,5)Ps, al que se unen a través de su dominio PH tanto PKB como
PDK-1, de manera que tanto sustrato como quinasa co-localizan en la membrana plasmatica (Lizcano
y Alessi, 2002) (Figura 1.3). La unién a PtdIns(3,4,5)P; promueve un cambio conformacional en la
PKB que interrumpe la interaccion del dominio PH con el dominio quinasa, favoreciendo la
fosforilacion de los dos residuos mencionados anteriormente. Una vez fosforilada, la PKB se puede
disociar de la membrana plasmatica y relocalizarse en el citosol en su conformacion activa hasta ser
desfosforilada, tras lo cual sufre un nuevo cambio conformacional para recuperar la conformacion

inactiva “cerrada”.
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Figura 1.3 Mecanismo de activacion de PKB, S6K y SGK por PDK-1 (modificado a partir de Mora et al.,
2004)

En el caso de otros sustratos, la PDK1 interacciona especificamente con el motivo hidrofébico
Phe-Xaa-Xaa-Phe (Figura 1.3). En algunas quinasas de la familia AGC, el motivo hidrofébico

presenta un sitio contiguo cuya fosforilacion es necesaria para la union de la PDK-1 (Balendran ef al.,
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1999; Frodin et al., 2000; Biondi et al., 2001; Frodin et al., 2002). Estos sustratos oscilan entre una
conformacion inactiva y activa tras la estimulacion celular. Finalmente, la PDK-1 fosforila a otro
grupo de sustratos de forma constitutiva, como en el caso de las isoformas de la PKC clasicas (cPKC)
(Newton, 2001; Parekh et al., 2000). En estos casos, la conformacioén activa se adquiere tras su
sintesis, y la regulacion inducible depende de la unién a diacilglicerol (DAG) y Ca®". La PDK-1
interacciona con la PKC desfosforilada en su motivo hidrofébico y la fosforila en el sitio conservado
del bucle de activacion. Tras adquirir una conformacion maés estable, la PKC se fosforila en su motivo
de giro e hidrofobico para alcanzar su conformacion activa final. En dicha conformacion, el motivo
hidrofébico no es accesible para su interaccion con la PDK-1. Los datos estructurales obtenidos con
otras quinasas de esta familia sugieren que, en la conformacion activa, el motivo hidrofobico

fosforilado interacciona con la region catalitica (Gao et al., 2001).

1.2.2 La proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos en levaduras modelo

1.2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

En S. cerevisiae existen tres ortélogos de la PDK-1 humana: pkhl, pkh2 y pkh3 (Casamayor et
al., 1999). Los genes pkhl y pkh?2 son esenciales para el crecimiento y la supervivencia celular en esta
levadura, aunque los mutantes sencillos son viables (Inagaki et al., 1999). Las proteinas codificadas
por estos genes presentan un 69% de similitud e identidad con la PDK-1 humana, y su expresioén
complementa el defecto de crecimiento del mutante doble pkhiA pkh24 (Casamayor et al., 1999).
Pkh1 y Pkh2 regulan procesos como la endocitosis (Friant et al., 2001; deHart et al., 2002; Bultynck et
al., 2006), la integridad de la pared celular (Inagaki et al., 1999; Roelants et al., 2002; Schmelzle et
al., 2002), la dindmica de la actina (Inagaki et al., 1999; Fadri et al., 2005; Tabuchi et al., 2006), y la
exocitosis (Daquinag et al., 2007). Pkh3 fosforila los mismos sustratos que Pkh1 y Pkh2, aunque juega
un papel secundario en condiciones fisiologicas (Inagaki et al., 1999). A diferencia de lo que ocurre
con la PDK-1 de organismos superiores, Pkhl y Pkh2 no poseen dominios PH aparentes y su
localizacion subcelular no parece estar regulada por PtdIns(3,4,5)P; o PtdIns(3,4)P, (De Camilli et al.,
1996). Sin embargo, existen evidencias de que determinados esfingolipidos podrian ser importantes
para modular su actividad (Sun et al., 2000; Friant et al., 2001). Entre sus sustratos mas relevantes en
levaduras destacan Pkcl (el tnico ortdlogo a PKC en este organismo), y Ypkl y Ypk2 (ortélogos de
SGK) (Casamayor et al., 1999; Inagaki et al., 1999).

1.2.2.2 Schizosaccharomyces pombe

En la levadura con fision Schizosaccharomyces pombe existe un unico ortdélogo a PDK-1
denominado Ksgl, que juega un papel esencial en los procesos de crecimiento, conjugacion, y
esporulacion (Niederberger y Schweingruber, 1999). Presenta un 56% de homologia estructural con la
PDK-1 humana en la regiones de uniéon a ATP, centro activo, e interaccidon con sustratos, mientras que

el dominio PH se encuentra menos conservado (Niederberger y Schweingruber, 1999). Asi, el dominio
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PH de Ksgl carece de determinados aminoacidos que en PDK-1 son criticos para su uniéon a
PtdIns(3,4,5)P; (Ferguson et al., 2000). Hasta el momento unicamente se ha demostrado que Ksgl es
la quinasa responsable de la fosforilacion de los residuos conservados Thr387 del bucle de activacion
de Gad8 (ortéloga de AKT) (Matsuo et al., 2003), Thr356 del bucle de activacion de Pkal (ortdéloga
de PKA) (Tang y McLeod, 2004), y Ser248 de Pskl (Nakashima et al., 2012). Asimismo, estudios
previos en S. pombe han demostrado que Ksgl interacciona con los ortélogos de PKC Pckl y Pck2 en
ensayos de dos hibridos (Graub et al., 2003), y que su pérdida parcial de actividad provoca graves
defectos morfologicos que sugieren un papel regulador de la integridad celular en este organismo
(Graub et al., 2003). Sin embargo, hasta el momento se desconoce si Ksgl fosforila in vivo a Pckl y/o
Pck2, y el significado de dicha modificacion en el contexto del control de la integridad celular en esta

levadura.
1.3 Las Proteinas Quinasas C

Las proteinas quinasas C (PKCs) constituyen un grupo de enzimas con actividad
fosfotransferasa que fosforilan especificamente residuos de Ser y Thr de sus proteinas sustrato. Estan
involucradas en diversas vias de transduccion de sefiales en las células, participando en multitud de
funciones fisiologicas tales como la mitogénesis y la proliferacion celular, la regulacién del
metabolismo, la apoptosis, el reordenamiento del citoesqueleto de actina, la modulacion de canales
io6nicos, y la secrecion (Newton, 2001). Dada su enorme relevancia funcional, la familia de las PKCs
estd relacionada directa o indirectamente con distintas patologias, existiendo un amplio campo de

investigacion en torno a ella.

La actividad biologica de las PKCs se encuentra regulada de manera muy estricta a nivel
estructural y espacial, de forma que su estado de fosforilacion, su conformacion, y su localizacion
subcelular han de ser definidos precisamente para que pueda llevar a cabo correctamente sus funciones
biologicas (Newton, 2001). La regulacion por fosforilacion ocurre en el dominio quinasa situado en la
region catalitica. Dentro de este dominio estan presentes tres sitios de fosforilacion que son criticos
para su activacion catalitica, y que se conocen como el bucle de activacion (“activation loop”, AL),

motivo de giro (“turn motif”’, TM), y motivo hidrofébico (“hydrophobic motif”’, HM).

1.3.1 Proteinas quinasas C (PKCs) en organismos superiores

1.3.1.1 Isoenzimas de la PKC

Los seres humanos poseen 10 isoformas de PKC que evolucionaron a partir de la unica PKC
presente en Saccharomyces cerevisiae (Pkcl; Levin et al., 1990), y que se subdividen en tres
subfamilias denominadas PKCs convencionales o clasicas, nuevas, y atipicas (Tabla 1.2). La
subfamilia de PKCs convencionales (isoformas a, BI, PII, y y) requieren Ca", diacilglicerol (DAG), y

fosfatidilcolina para su activacion (Tabla 1.2). Las PKCs nuevas (nPKCs) incluyen las isoformas 9, €,
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M, y 0, y requieren DAG, pero no Ca®" para su activacion (Tabla 1.2). Por ultimo, las PKCs atipicas
(aPKCs) (incluyendo la proteina quinasa C { y las isoformas 1/ A) no requieren Ca’" ni DAG para su
activacion (Newton, 2001; Freeley, 2011) (Tabla 1.2). Estas tltimas se encuentran reguladas de forma
inducible por la proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1). Otra subfamilia importante
es la conformada por las denominadas PKN/PRKs (“PKC-Related Kinases”), donde destacan PRKI,
PRK2 y PRK3. Estas proteinas son insensibles a calcio, a DAG y a ésteres de forbol, e interaccionan y
son activadas por la Rho GTPasa RhoA (Kazanietz, 2005; Griner y Kazanietz, 2007) (Tabla 1.2). La
fosfatidilserina estimula la actividad de todas las isoformas de la PKC, ya que participa en el anclaje
del dominio C1 a la membrana. Las PKCs son enzimas anfitropicos, es decir, pueden existir como

formas solubles en el citosol o unidas a membranas bioldgicas.

Isoformas : Estructura 1 Mecanismo de activacion

P : e s : o Fosforilacién en tres sitios conservados:
DOmInIO regl'"atono DOmInIO ql'"nasa - 1) Fosforilacién constitutiva en el AL por PDK1

* 2) Autofosforilacién o fosforilacién dependiente de TOR en ||
P : activation turn i c el :
Clasicas ' pseudosubstrato Ig/opl muotif hydxg{i\foblc 3: I:ll.,:’tlofosforilacién o fosforilacién dependiente de TOR en :
: : e ;

(aBIBllY) : N\ C1ACIB _ C2 ¢ o Unionde Ca®al dominio C2
: N _-:.:" : o Unién de DAG al dominio C1 k
* o Union a fosfatidilserina y anclaje del dominio C1 a :
Bisagra : membranas biolégicas p

L. . . . : o Fosforilacion en tres sitios conservados:
Dominio regulatorio Dominio quinasa : 1) Fosforilacién constitutiva en el AL por PDK1 :
2) Autofosforilacion o fosforilacion dependiente de TOR en :
. elTM :

Nuevas ac:g/::on ;::J;Rf hyd:gﬂfobic : 3) Autofosforilacién o fosforilacién dependiente de TOR en

B : el HM
(6 €0 nIL) : c2 C1A C1B : o No existe unién de Ca2* al dominio C2
: N — € o Unién de DAG al dominio C1

. y : o Union a fosfatidilserina y anclaje del dominio C1a :
B membranas bioldgicas :

. . .. . - o Fosforilacion en tres sitios conservados:
Dominio regulatorio Dominio quinasa - 1) Fosforilacién inducible por agonistas en el AL por PDK1
- 2) Autofosforilacién o fosforilacién dependiente de TOR en
N el ™™ |
Atipicas N activation turn hydrophobic - 3) Sitio de fosforilacién sustituido por un residuo de Acido :
N loop motif motif - glutamico en el HM b

(c |/)\) C1 atipico o No existe unién a Ca?*
: N (o - o EIDAG no se une al dominio C1
: v B

- o Union a fosfatidilserina y anclaje del dominio C1 a

Bisagra B membranas biolégicas
Dominio regulatorio Dominio quinasa
: o . o La interaccion con Rho GTPasas activas
PRK1/2 ac:g’:;'on r:':Jortnif hyd:ﬁgﬂfob'c :—1 tfravfés de la unién a motivos HR facilita
(PKC- : HR1a HR1b HR1c HR2 : a fosforilacion del AL por PDK1
related kinases) N c
H V H
. Bisagra

Tabla 1.2 Clasificacion de las isoformas de PKC, estructura y mecanismo de activacion (AL:activation
loop;TM: turn motif; HM: hydrophobic motif) (Adaptado de Newton, 2010)

Todas las isoformas de PKC son codificadas por genes diferentes, excepto PKCBI y BII, que
son variantes formadas por corte y unidn alternativa del mismo mRNA. La mayoria de las isoenzimas
tiene un peso molecular aparente de 80 kDa, aunque varia entre los 62 kDa y 97 kDa segun la

isoforma. Su pH dptimo esta entre 7,5 y 8, y su punto isoeléctrico es 5,6 (Liu, 1996).

1.3.1.2 Localizacion de las PKCs

Las PKCs localizan en sus formas activas e inactivas en diferentes compartimentos celulares,

incluyendo las membranas celulares, el citoesqueleto, el nticleo y el citosol. En la linea celular U937



Papel de Ksgl y el ortologo de PKC Pck2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe

se ha demostrado mediante estudios de inmunofluorescencia la asociacion de PKCPI a vesiculas, de
PKCBII a microtibulos, de PKCe a estructuras filamentosas, mientras que PKC({ presenta una
distribucién citoplasmatica difusa (Kiley y Parker, 1995). En células REF52 se ha demostrado la
asociacion de la PKCa con contactos focales, de PKCd con filamentos y aparato de Golgi, de PKCe

con microfilamentos, y la presencia de PKC{ a nivel citoplasmatico (Jaken, 1997).

En numerosos tipos celulares se ha demostrado que la mayoria de PKCs se encuentra en el
citoplasma en su forma inactiva, y se relocalizan a la membrana plasmatica cuando se activan. Sin
embargo, existen excepciones a este comportamiento. Por ejemplo PKCS se encuentra casi
exclusivamente en la fraccion particulada de células en reposo y activadas (Kanashiro y Khalil, 1998),
y PKCC no se transloca a la membrana plasmatica tras la activacion con ésteres de forbol (Liu, 1996).

Aunque se cree que la localizacion de las diferentes isoformas de PKC est4 controlada por la
interaccion con distintas proteinas de unién, no se descarta la existencia de sefiales de localizacion

nuclear, lo que explicaria su presencia en el nuicleo celular (Martelli ef al., 1999, 2006).

1.3.1.3 Estructura de las PKCs

Desde el punto de vista estructural, todas las PKCs comparten una estructura similar
caracterizada por la presencia de una region reguladora en el extremo amino terminal y una region
catalitica en el extremo carboxilo terminal, que se encuentran separadas por la region variable V3,
también conocida como region bisagra (Newton, 2001; Freeley, 2011) (Figura 1.4). La region
reguladora de las PKCs contiene un dominio autoinhibidor, el dominio pseudosustrato, y los dominios
C1 (presente en todas las isoenzimas) y C2 (presente en las PKCs nuevas y clésicas), que controlan su
unién a componentes especificos de la membrana plasmatica (Figura 1.4). La mitad carboxilo-
terminal, que contiene los dominios C3 y C4, comprende el dominio quinasa que muestra una gran
homologia con otras proteinas quinasas (Kanashiro y Khalil, 1998) (Figura 1.4). A continuacién se
resumen las caracteristicas fundamentales de las regiones que participan en la regulaciéon de la

actividad PKC.

1.3.1.3.1 Dominio pseudosustrato (PS)

Todas las PKCs contienen un dominio pseudosustrato (PS) autoinhibitorio que mantiene al
enzima en una conformacion inactiva al bloquear estéricamente su centro activo (House y Kemp,
1987; Makowske y Rosen, 1989; Orr et al., 1992). Su localizacion es variable dependiendo de la
isoforma de PKC, y en la PKCa se localiza en la regiéon antes del dominio C1 (Soderling, 1990).
Consiste en una secuencia consenso polibéasica que también se encuentra presente en los sustratos de la
PKC, con la diferencia de que el residuo fosforilable (Ser o Thr) esta sustituido por un residuo de Ala

(House y Kemp, 1987).
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Dominio regulador Dominio catalitico
[ DAG Car* 11 1
Pseudosustrato Esteres de forbol Fosfolipidos ATP, sustrato

anionicos

V3 V4 V5

V1 \'/
cPKC (o, B,v)  Clj€1aleB[ c2 [c3| c4 J
PS

V1 V2/3 V4 V5
nPKC (5,¢,n,0) [ C2 caf ca |
PS
\VZ| V2/3 V4 V5
aPKC (3,1, A) fc1| c3. c4 |
PS

Figura 1.4 Estructura de las isoformas de PKC en humanos (Adaptado de Schmitz-Peiffer y Biden,
2008)

Como consecuencia de la uniéon a segundos mensajeros lipidicos se produce un cambio
conformacional en la PKC que libera el centro activo del dominio PS, permitiendo la unién de los
sustratos y su posterior fosforilacion (Dutil y Newton, 2000). Se ha demostrado que tanto la delecion
del dominio PS como la sustitucion del residuo de Ala por Glu produce la activacion constitutiva de la
quinasa tanto in vitro como in vivo, e independiente de efectores (Pears ef al., 1990; Genot et al.,

1995).

1.3.1.3.2 Dominio C1

Los dominios C1 pertenecen a la superfamilia de dominios ricos en Cys. Se componen de 50-
51 aminodcidos, con un patréon caracteristico de Cys e His que es responsable de la coordinacion de
dos iones de Zn*" (Ahmed et al., 1991; Burns y Bell, 1991; Quest ef al., 1992). Se clasifican en tipicos

y atipicos segun su capacidad de unirse o no a DAG/ésteres de forbol, respectivamente.

En las PKC clasicas y nuevas el dominio C1 completo esta formado por los subdominios C1A
y C1B colocados en tdindem (Hurley et al., 1997), y une tipicamente DAG y ésteres de forbol, aunque
hay estudios que demuestran que cada uno de los subdominios lo hace con diferente afinidad

(Ananthamarayanan et al., 2003). Las PKC atipicas s6lo presentan un dominio C1 que no une DAG o
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ésteres de forbol sino ceramidas, e interviene en las uniones proteina-proteina en el caso de las
isoformas PKC{ y PKCi1 /A (Moscat y Diaz Meco, 2000; Diaz Meco y Moscat, 2001; Suzuki et al.,
2003; Ponting et al., 2002; Moscat et al., 2006).

El dominio C1, a través de su interaccion con los ligandos DAG y ésteres de forbol, participa
en la localizacion de la proteinas en diferentes compartimentos membranales (Yang y Kazanietz,
2003). Distintos ensayos han demostrado que el mecanismo de activacion de las PKC por DAG y
ésteres de forbol consiste en el aumento de la afinidad de las PKC por las membranas de forma lineal

con respecto a la fraccion molar de ligando presente en la misma (Mosior y Newton, 1996).

1.3.1.3.3 Dominio C2

El dominio C2 (30-100 aminoacidos) se describid inicialmente en las PKC clasicas como un
sitio de unidn a Ca%, aumentando la afinidad por lipidos aniénicos (Coussens et al., 1986; Knof et al.,
1986; Ono et al., 1986). En las PKCs nuevas este dominio se une en algunos casos a fosfolipidos
cargados negativamente de forma independiente de Ca®’, y en otras ocasiones media interacciones

proteina-proteina (Newton, 2001, Corbalan-Garcia y Gémez-Fernandez, 2006).

1.3.1.3.4 Region V3

Esta region, denominada también “bisagra”, separa el dominio regulador del dominio
catalitico. Es una secuencia sensible a la ruptura proteolitica por tripsina o por las proteasas neutras
dependientes de Ca®" calpaina Iy II. Algunos estudios indican que esta regién podria estar implicada
en la localizacion nuclear de la PKCa (Hug y Darre, 1993). Ademas, se ha demostrado que el dominio
bisagra presente en determinadas isoformas de la PKC es degradado por caspasas durante la apoptosis

(Yoshida, 2007; Reyland, 2009).

1.3.1.3.5 Dominio catalitico

Estructuralmente, el dominio catalitico estd formada por dos lébulos: un ldbulo amino
terminal (I6bulo N) compuesto mayoritariamente por laminas 3, y un lébulo carboxilo terminal (16bulo
C) formado principalmente por hélices o (Taylor y Radzio-Andzelm, 1994; Johnson y Lewis, 2001).
El surco que queda entre los dos l6bulos define los sitios de unién de ATP y sustrato. El 16bulo N esta
implicado en el anclaje y orientacion del nucledtido, mientras que el lobulo C es el responsable de la

unidn del péptido sustrato y de la iniciacion de la transferencia del fosfato.

El dominio catalitico de las PKCs contiene los sitios de unién a ATP y los sitios consenso de
fosforilacion, presentando, ademads, determinantes estructurales especificos de la familia.
Concretamente, todas las PKCs conservan un grupo de residuos acidicos cerca de la entrada al centro
activo que podria servir como un anclaje de tipo electrostatico para mantener orientado el dominio

pseudosustrato en esa zona, y permitiendo que el enzima se encuentre en estado inactivo (Orr y
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Newton, 1994a). Ademas, la presencia de Mg2+ y ATP induce un cambio significativo en la estructura

secundaria de este dominio (Sanchez-Bautista et al., 2006)

Lobulo amino terminal: Bucle rico en glicinas (Region C3)

Dentro del l6bulo amino terminal se encuentra una region conservada en todas las quinasas
denominada bucle rico en glicinas. Su funcidén consiste en posicionar el grupo vy- fosfato del ATP
durante la transferencia del fosfato. La mutacion de este motivo inhibe por completo la actividad

quinasa del enzima (Ohno et al., 1990).

Lobulo carboxilo terminal: bucle de activacion (AL), motivo de giro (TM) y motivo hidrofobico
(HM)
»  Bucle de activacion (Region C4)

Este bucle (“activation loop”, AL) comprende la region donde tiene lugar la fosforilacion de
los sustratos y esta localizado cerca de la entrada del centro activo. En esta zona se encuentran dos
regiones altamente conservadas en todos los dominios quinasa. Una de ellas es la region TPD (Thr-
Pro-Asp), y la otra es la region DFG (Asp-Phe-Gly/Tyr), también conocida como elemento central de
transferencia de fosfato, y que es idéntica en todos los isoenzimas humanos de la PKC y en muchas
otras quinasas (Kemp y Pearson, 1990; Taylor et al., 1990) (Figura 1.5). Solo los isoenzimas { y 1
presentan una leve diferencia, caracterizada por la sustitucion de la Phe de la secuencia consenso por
Tyr (Ono et al., 1989) (Figura 1.5). El responsable de la transferencia del grupo fosfato en la region

DFG es el residuo de Asp, que esta presente de forma invariable en todos los casos.
=  Motivo de giro (Region V5)

Esta region (“turn motif’, TM) presenta una secuencia rica en residuos de Pro, dentro de la
que se encuentra el residuo fosforilable del motivo. Segun los modelos estructurales, esta secuencia

define a un giro de la molécula, y por esta razoén se denomina motivo de giro (Cenni et al., 2002).
=  Motivo hidrofobico (Region V5)

El motivo hidrofébico (“hydrophobic motif’, HM) presenta la secuencia consenso Phe-Xaa-
Xaa-Phe-Ser/Thr/Glu. El residuo final del motivo es Ser, Thr o Glu dependiendo del isoenzima, siendo
los dos primeros aminoacidos susceptibles de fosforilacion. En las PKC clasicas y nuevas es tipica la
presencia de Ser o Thr, mientras que el residuo de Glu es caracteristico de las PKC atipicas

(Messerschmidt ez al., 2005).

1.3.1.3 Regulacion de la PKC

La actividad de las PKCs estd sometida a una regulacion estructural y espacial precisa por
medio de distintos mecanismos, entre los que destacan: i- modificacion covalente por fosforilacion,

que confiere a la enzima capacidad catalitica; ii- regulacion alostérica, mediante unidn a cofactores; ii-
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regulacion intraestérica, produciéndose una autoinhibicion mediada por el sitio pseudosustrato; iii-
interaccion con proteinas que la localizan proxima a reguladores y sustratos; y iv- degradacion

proteolitica (Newton, 2001; Liu y Heckman, 1998).

1.3.1.3.1 Regulacion por fosforilacion

Las PKCs presentan tres sitios de fosforilacion en el dominio quinasa que son criticos para su
activacion catalitica: AL, TM y HM (Newton, 2001; Freeley et al., 2011). Las fosforilaciones de estos
sitios estdn conservadas entre los isoenzimas de la PKC, a excepcion de las PKC atipicas que no se
fosforilan en el HM. Estos sitios de fosforilacion también se encuentran conservados en otras quinasas

de la familia AGC como PRKs (PRK1/PKN, PRK2 y PKNP), RSK, S6K y PKB (Figuras 1.5 y 1.6).

Fosforilacion en el bucle de activacion

En las células de mamiferos el primer paso en el procesamiento de las PKCs es la
fosforilacion de un residuo conservado de treonina en el AL (Figura 1.5). Multiples evidencias han
demostrado que la quinasa dependiente de fosfoinositidos PDK-1, otro miembro de la superfamilia de
quinasas AGC, es la responsable de la fosforilacion del AL de la mayoria de las PKCs, asi como de las
proteinas quinasas relacionadas con PKC (PRK1, PRK2), o la proteina quinasa A (Newton, 2001).
Ademas, en general, las células deficientes en PDK-1 presentan niveles reducidos de las distintas
isoformas de PKC (Balendran ef al., 2000; McManus et al., 2004), lo que sugiere que la fosforilacion
del AL regula su estabilidad y/o vida media.

La fosforilacion de sustratos por la PDK-1 esta sometida a un control muy estricto in vivo.
Concretamente, para que la PKC pueda ser fosforilada por la PDK-1 debe encontrarse en una
conformacion y localizacion correctas (Toker y Newton, 2000). Generalmente, el enzima recién
sintetizado se localiza en la membrana donde adopta una conformacién en la que el pseudosustrato

queda fuera del centro activo exponiendo el sitio de fosforilacion del AL (Dutil y Newton, 2000).

La fosforilacion del AL de las PKCs es crucial para su activacion y estabilizacion con la
excepcion de PKCS (Liu et al., 2006). En ausencia de fosforilacion, la actividad catalitica de PKC5$ se
estabiliza gracias a la presencia de dos residuos de fenilalanina y una region de 20 aminoacidos
localizados aguas arriba del dominio quinasa (Liu et al., 2006). Curiosamente, dichos residuos de
fenilalanina no estdn conservados en el resto de isoformas de la PKC, lo que explicaria por qué esta
isoforma es activa en ausencia de fosforilacién en el AL. Ademas, se ha propuesto que la fosforilacion
del AL en la PKC) tiene lugar bien mediante autofosforilacion o por medio de quinasas desconocidas
(Freeley et al., 2011). De manera similar, en células T humanas la PKCO es capaz de autofosforilarse
en el AL tras su expresion en bacterias (Czerwinski ef al., 2005). También se ha descrito que otros
enzimas como la biliverdina reductasa o la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) podrian

influenciar, respectivamente, la fosforilacion del bucle de activacion de PKCBII y PKCE, (Maines et
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al., 2007; Gusarova et al., 2009). Todas estas evidencias sugieren que la PDK-1 y/o otras vias de
seflalizacion alternativas regulan la fosforilacion del bucle de activacion de las PKCs, aunque
claramente son necesarios mas estudios para obtener una vision mas completa sobre la manera en que

esta regulacion tiene lugar en distintos tejidos y organismos.

Bucle de activacion
I
PKCa DF GMCKEHMMDGVTTRT4’FCGTPDY!| APEI | AYQPYGKSVDWWAY
PKCB DF GMCKEN|I WDGVTTKTS2FCGTPDY! APEI | AYQPYGKSVDWWAF
PKCy DF GMCKENVFPGSTTRTS"FCGTPDY! APEI | AYQPYGF KVDWWSF
PKC3 DF GMCKENI'EGENRASTS’FCGTPDY!| APEI LQGLKYSFESVDWWSF
PKC6 DF GMCKENML GDAKTNT538FCGTPDY!| APEI LLGQKYNHSVDWWSF
PKCe DFGMCKEGI LNGVTTTT%FCGTPDY!| APEI LQELEYGPSVDWWAL
PKCn DF GMCKEGI CNGVTTAT*2FCGTPDY! APEI LQEMLYGPAVDWWAM
PKCZ DYGMCKEGLGPGDTTST#°FCGTPNYI APElI LRGEEYGF SVDWWAL
PKCi DYGMCKEGLRPGDTTST“3FCGTPNYI APElI LRGEDYGF SVDWWAL
PKN1 DF GL CKEGMGYGDRTST7*FCGTPEFLAPEVLTDTSYTRAVDWWGL
PKB DF GL CKEGI KDGATMKT3® FCGTPEYLAPEVLEDNDY GRAVDWWGL
PKA DF GF AKR- VKG- - RTWT'®LCGTPEYLAPEI | LSKGYNKAVDWWAL
S6K1 DF GL CKESI| HDGTVTHT22®FCGTI EYMAPE| LMRSGHNRAVDWW\S L
RSK DF GL SKEAI DHEKKAY S22'/FCGTVEYMAPEVVNRQGHSHSADWWS Y

Figura 1.5 Alineacion de las secuencias del bucle de activacion de los dominios cataliticos de las
distintas isoformas de PKC, PKN, PKB, PKA, S6K y RSK. En verde se marcan las regiones DFG y TPD,

y en rojo el sitio fosforilable del AL.

La fosforilacion del AL de las PKCs posiciona correctamente los residuos para la catalisis,
desenmascara la entrada al sitio de union del sustrato, y es necesaria para iniciar el procesamiento del
extremo carboxilo de la quinasa mediante dos fosforilaciones secuenciales. La primera fosforilacion se
produce en el TM, y tiene un papel importante en la maduracién y estabilidad de las PKCs, ademas de
servir como plataforma para el establecimiento de interacciones proteina-proteina. Tras esta
fosforilacion, se produce la fosforilacion en el HM. Aunque esta fosforilacion no es esencial para la
funcion del enzima, influye en su localizacion subcelular y en su estabilidad. Ademas, las secuencias
que rodean al HM de la PKC definen un sitio de anclaje especifico para la PDK-1 (Newton, 2001;
Freeley et al., 2011).

Fosforilacion en el motivo de giro

Esta modifiacion tiene lugar en un residuo de Ser o Thr que se localiza en un dominio rico en
prolina fuera del dominio C4, y que se encuentra conservado en todas las isoformas de la PKC (Figura
1.6). Diversos estudios de cristalizacion y modelado molecular han demostrado que el fosfato del TM
establece contactos esenciales que estabilizan el dominio quinasa (Messerschmidt et al., 2005;
Grodsky et al., 2006; Hauge ef al., 2007). Aunque numerosos datos apoyan que esta fosforilacion es

importante para la estabilizacion de la proteina, no existe, sin embargo, un consenso claro en la
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literatura en cuanto a la importancia de esta fosforilacion para la actividad catalitica de las PKCs, ya
que ésta se ve afectada de diferente manera segun la isoforma estudiada. En el caso de la PKCPI y
PKCBII la fosforilacion en el TM es esencial para su actividad, mientras que no es necesaria en el caso
de las isoformas PKC a, PKC 6 y PKC 1 (Liu et al., 2002; Hauge et al., 2007). Sin embargo, en el caso
de PKCd y PKC( no existen resultados concluyentes al respecto (Li et al., 1997; Stempka et al., 1999;
Good y Brindley, 2004). Una posible explicacién para esta diversidad de resultados es que la
dependencia de dicha fosforilacion en las diferentes isoformas sea distinta debido a diferencias
estructurales. Alternativamente, es también posible que otros residuos de Ser/Thr de las proximidades
del TM puedan ser fosforilados y compensar la falta de dicha fosforilacién, como ocutrre en el caso de

las isoenzimas PKCa (Thr638) y & (Ser643) (Bornancin y Parker, 1996; Li et al., 1997).

Estudios recientes han demostrado que el complejo mTOR (mammalian target of rapamycin)
regula la fosforilaciéon de este motivo en algunas isoformas de la PKC (Ikenoue et al., 2008;
Facchinetti et al., 2008; Lee et al., 2010). mTOR es una proteina quinasa que forma los complejos
multi-proteicos mTORC1 (sensible a rapamicina) y mTORC2 (insensible a rapamicina) (Jacinto y
Lorberg, 2008). mTORC2 ha sido implicada de forma indirecta en la fosforilacion del TM en las
PKCs clasicas (a, BI, BII, y y) y PKCe de fibroblastos embrionarios murinos (Ikenoue et al., 2008;
Facchinetti ef al., 2008). Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que la fosforilacién de las
isoformas PKC §, 0,n, { y 1 no es dependiente de mTORC2, por lo que otras rutas de sefializacion o

mecanismos de autofosforilacion estarian implicados en el proceso.

Fosforilacion en el motivo hidrofobico

Es el tinico sitio cuya fosforilacion no es esencial para la funcién del enzima (Newton, 2001).
Se encuentra conservado en las PKCs clasicas y nuevas, pero no esta presente en las atipicas (Figura
1.6). En estas ultimas, el residuo fosforilable de Ser o Thr se encuentra sustituido por un residuo de
acido glutamico. Estudios estructurales han demostrado que el grupo fosfato cargado negativamente
en el HM establece enlaces de hidrégeno con un residuo de glicina conservado que contribuye a la
estabilizacion del enzima (Xu et al., 2004; Grodsky et al., 2006) (Figura 1.6). En el caso de las PKCs
atipicas el residuo de Glu presente en el HM realizaria una funcioén similar (Messerschmidt et al.,

2005).

Ademas, la secuencia adyacente al HM actia como un motivo de anclaje para la PDK-1
(Balendran et al., 2000), de forma que este sitio queda expuesto para la union de este enzima cuando
la PKC no se encuentra fosforilada, pero se enmascara en la conformacion fosforilada y activa (Gao et

al.,2001) (Figura 1.6).

El impacto funcional de la ausencia de fosforilacion en el HM difiere segun la isoforma de
PKC estudiada. Por ejemplo, la mutacion del HM en PKCPII no tiene impacto en su actividad

catalitica, pero es necesaria para su estabilidad y su capacidad de sefializacion (Edwards et al., 1997).
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La ausencia de fosforilacion en el HM de PKC6 reduce su actividad significativamente (Liu et
al., 2002), mientras que en el caso de PKCd se produce un incremento de actividad (Karmacharya et
al., 2010). Una vez mas estos estudios ponen de manifiesto el diferente papel que juegan las distintas

fosforilaciones del dominio de activacion sobre la activacion y funcion de las PKCs.

Otras evidencias sugieren que los complejos mTORCI y mTORC2 y otras vias de
seflalizacion participan en la fosforilacion del HM de diferentes PKCs, regulando su funcién de

manera diferencial (Ikenoue et al., 2008; Facchinetti et al., 2008; Parekh et al., 1999).

Motivo de giro Motivo hidrofébico
| |

PKCa QPVL T6% PP- DQ- - - LVI AN- | DQSDFEGF S%7 YYNPQFVHPI LQSAV
PKCB I PVEL 71641 PT- DK- - - LFI MN- LDQNEFAGF s660 YTNPEFVI NV
PKCB Il PPVL T8 PP- DQ- - - EVI RN- | DQSEFEGF S%° FVNSEFLKPEVKS
PKCy APAL T85% PP- DR- - - LVLASSI DQADFQGF T4 YYNPDFVHPDARSPTSPVPV
PKC3 KPQL S643 FS- DK- - - - NLI DSMDQTAFKGF S°2 FYNPKYEQFLE
PKCO KPRLS%6 FA- DR- - - - ALI NSMDQNMFRNF S%5 F| NPGWSG
PKCe EPI L7710 LV- DE- - - - Al VKQI NQEEFKGF S YFGEDL MP
PKCn EPVL T84 P| - DE- - - - GHLPMI NQDEFRNF s¢6¢ YVSPEL QP
PKC{ PVQL 7560 PD- DE- - - - DAl KRI DQSEFEGF E5° Y| NPLMSAEECV
PKN1 APTL T°® PPRDA- - - - RPLTAAEQAAFLDF D¥** FVAGGC
PKBR SITI T%° PP- DRYDSLGLLELDQRTHFPQF sS4 YSASI RE
PKA EIRVS¥8 .o oo oo ... | NEKCGKEFTEF
S6K1 TPVDS3! P- - DD- - - - TALSESANQAFL GF T3 YVAGR
RSK TPKDS¥ pP. . G- - - - - | PPSAGAHQLFRGF S36 FVA

Motivo Phe-Xaa-Xaa-Phe

Figura 1.6 Alineacién de las secuencias del motivo de giro e hidrofébico del dominio catalitico de las
distintas isoformas de PKC, PKN, PKB, PKA, S6K y RSK. En rojo se marcan los residuos de
fenilalanina del motivo hidrofébico, y en verde y azul el residuo fosforilable del motivo de giro e

hidrofébico, respectivamente.

1.3.1.3.2 Regulacion por cofactores

Fosfatidilserina

La fosfatidilserina es un aminofosfolipido que se encuentra presente exclusivamente en la cara
citoplasmatica de la membrana plasmatica. En ausencia de diacilglicerol la PKC presenta poca
selectividad por la fosfatidilserina, pero su presencia aumenta su afinidad por esa molécula. El
dominio C1 confiere a la PKC la especificidad por la fosfatidilserina, aunque no se conoce la region

concreta involucrada en dicho reconocimiento (Newton, 2001; Newton, 2004).
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DAG y ésteres de forbol

Los ésteres de forbol y el DAG provocan un aumento muy fuerte en la afinidad de las PKCs
por la membrana. Aunque los dos ligandos regulan la PKC mediante el mismo mecanismo, sus
efectores son diferentes. Asi, los ésteres de forbol son metabolizados con mucha més lentitud que el

DAG, provocando una activaciéon mas prolongada y potente.

El DAG puede ser producido por dos rutas diferentes: mediante la hidrolisis del PIP,
catalizada por la PLC (“Phospholipase C”), que produce IP; y DAG, o por la hidrolisis de la
fosfatidilcolina, catalizada por la PLD (“Phospholipase D). En este caso se produce acido fosfatidico
y colina, y el 4cido fosfatidico es convertido en DAG por accion de una fosfomonoesterasa (Liu, 1998;

Newton, 2001).
Calcio (1 Ca®?

El IP, generado por la hidrélisis de PIP, provoca la movilizacion de Ca* intracelular. Este
cation facilita la translocacion de la PKC, incrementando la afinidad de su dominio C2 por los lipidos
anionicos. Sin embargo, el aumento en la concentracién de Ca®" intracelular no es indispensable para
la translocacion y activacion de la PKC si se produce una unidn suficientemente fuerte a través del
dominio C1. El DAG y el Ca* tienen un efecto sinérgico sobre la activacion del enzima, y la
presencia de uno de ellos reduce la cantidad del otro que es necesaria para la activacion (Newton,

2001).
Fosfatidilinositidos

El PIP, es un activador de PKC similar al DAG, y el PI puede sustituir a la PS como cofactor
(Liu, 1998).

1.3.1.3.3 Regulacion por union a proteinas de anclaje

Aunque los isoenzimas que integran la familia PKC presentan relativamente pocas diferencias
en su especificidad por sustratos y su sensibilidad a activadores son, sin embargo, capaces de
desempefiar funciones especificas en la célula. La localizacion subcelular diferencial de los distintos
isotipos parece ser la razon fundamental de esta especificidad (Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Jaken,

2004).

La localizacién subcelular de la PKC es regulada por proteinas de anclaje o adaptadoras que
las mantienen cerca de sus sustratos, de reguladores de su actividad (fosfatasas o quinasas), o de
compartimentos intracelulares especificos. Se han descrito un gran nimero de proteinas de union a
PKC que pueden ser especificas para una o varias isoformas. Algunas se unen a las formas inactivas
del enzima, mientras que otras se unen a las formas activas. Dentro del primer grupo se encuentran las

proteinas adaptadoras de la familia AKAP, que localizan a la PKC fosforilada e inactiva cerca de sus
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sustratos. Dentro del segundo grupo estan las proteinas de la familia RACK (“Receptor for Active C
protein Kinase”), que anclan a la PKC fosforilada y activa a localizaciones celulares especificas.
Algunas de estas proteinas adaptadoras son, ademas, sustratos de la PKC, como las proteinas STICKs
(Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Ron y Kazanietz, 1999; Sim y Schott, 1999; Jaken, 1997; Jaken,
2004; Newton, 2001).

RACKSs: Aunque estas proteinas no son sustratos de PKC, al unirse a ella aumentan la
fosforilacion de sus sustratos. En células humanas se han identificado dos isoformas, RACK1, que se

une especificamente a PKCPII , y RACK2, que interacciona inicamente con PKCe.

STICKSs: Son fosforiladas por la PKC y se unen a ella en presencia de fosfatidilserina. En este
grupo se incluyen las MARCKs y las aducinas (proteinas del citoesqueleto implicadas en la

interaccion entre actina y espectrina).

Proteinas de andamiaje: Son proteinas que agrupan a otras proteinas sefializadoras,
permitiendo la interaccion entre diferentes cascadas de sefalizacion. Entre ellas se encuentran la
caveolina, las AKAPs, p62/ZIP, INAD, y las proteinas 14-3-3. Pueden inhibir o potenciar la actividad
de la PKC. Los dominios que median la unién de la PKC a proteinas de anclaje se localizan en
diferentes regiones. Asi, se han definido secuencias que participan en las interacciones proteina-PKC

en los dominios C1, C2 y en las regiones variables (Mochly-Rosen y Gordon, 1998).

Proteinas del citoesqueleto: Algunas proteinas del citoesqueleto como tubulina y la F-actina

interaccionan especificamente con isoformas de la PKC.

1.3.1.3.4 Regulacion por desfosforilacion

Las isoformas clasicas y nuevas de la PKC son relativamente resistente a la desfosforilacion
cuando se encuentran en su conformacion inactiva. Sin embargo, su sensibilidad a la desfosforilacion
incrementa en dos 6rdenes de magnitud cuando se encuentran en su conformacion abierta y unida a
membrana (Dutil et al., 1994). En general, la activacion prolongada favorece la desfosforilacion lo que

genera una PKC inestable que es degradada mediante prote6lisis (Dutil ef al., 1994).

Recientemente, se ha demostrado que la fosfatasa PHLPP (PH domain leucine rich repeat
phosphatase) desfosforila el HM de las isoformas de la PKC clésicas y nuevas, causando su
localizacion en la fraccion celular insoluble en detergentes, donde es desfosforilada en el TM por una

fosfatasa sensible a acido okadaico (Gao et al., 2008).

1.3.1.3.5 Regulacion por protedlisis

Aunque los estudios iniciales relacionaron la prote6lisis con la activacion de la PKC (Inoue et
al., 1977), hoy es considerado un proceso que inhibe su actividad bioldgica. El interés sobre la

protedlisis de la PKC surgio al observar que los ésteres de forbol provocan una reduccion (“down-
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regulation™) en la cantidad de PKC celular, y es debido, al menos en parte, a un aumento en la

proteodlisis de la quinasa (Young et al., 1987).

La PKC desfosforilada es degradada fundamentalmente a través de la via de la ubiquitina-
proteasoma (Lee et al., 1996; Lu et al., 1998). Curiosamente, la ubiquitinacioén es dependiente de la
actividad de PKC (Lee ef al., 1996), la cual, ademas, puede hiperactivar la actividad de la ubiquitina
(Kong et al., 1992; Wall et al., 2000). Por tanto, la PKC actuaria en un circuito de retroalimentacion
negativa, en el que se incrementaria su tasa de destruccion, con la consiguiente inactivacioén. Estudios
recientes han demostrado que la PKCa se encuentra sumoilada, y que dicha modificacion es regulada
dependiendo del grado de fosforilacién del dominio de activaciéon. La PKC desfosforilada presenta
unos niveles menores de sumoilacidn, lo que promueve su ubiquitinacion y degradacion a través de la

via ubiquitina-proteasoma (Wang et al., 2015).

1.3.1.3 Maduracion de la PKC

El modelo general que explica el comportamiento de la PKC implica una serie de cambios
conformacionales que se encuentran regulados por la unién a nucleétidos, la fosforilacion del dominio

quinasa y la interaccion alostérica con efectores (lipidos y/o proteinas).

El primer paso en la maduracion de las isoformas PKC clasicas y nuevas consiste en la union
de la chaperona HSP90 y la co-chaperona Cdc37 al motivo PXXP del dominio quinasa (Gould et al.,
2008) (Figura 1.7). A continuacion, tras la unién a ATP se produce un cambio conformacional que la
transforma en una quinasa competente para ser fosforilada (Grodsky et al., 2006). Seguidamente se
producen una serie de fosforilaciones secuenciales que promueven su estabilizacion y son, por tanto,
esenciales para evitar la degradacion proteolitica del enzima (Borner et al., 1989). En primer lugar, la
PDK-1 fosforila el AL de todas las isoformas de la PKC (Le Good et al., 1998), gracias a que la PKC
recién sintetizada se encuentra en una conformacion abierta en la que el motivo pseudosustrato no
ocupa la cavidad de union a sustrato (Dutil y Newton, 2000) (Figura 1.7). En el caso de las isoformas
clasicas y nuevas la fosforilacioén en el AL es constitutiva, mientras que las atipicas es dependiente de
agonistas. A continuacioén se produce la fosforilacion en el TM, que en la mayoria de los casos es
dependiente del complejo mTORC2 (Fachinetti et al., 2008; lkenoue et al., 2008; Jacinto y Lorberg,
2008) (Figura 1.7). Finalmente tiene lugar la fosforilacion en el HM bien por autofosforilacion
intramolecular, o mediada por los complejos mTORC1 o mTORC2 (Figura 1.7). Como consecuencia,
la PKC adopta su conformaciéon madura gracias a la interaccion entre la region carboxilo terminal
fosforilada y el dominio amino terminal, y se redistribuye por el citoplasma (Figura 1.7). Esta especie
fosforilada es competente cataliticamente, pero mantiene una conformacion inactiva “cerrada” en la
que el dominio pseudosustrato ejerce una regulacion negativa mediante su ocupacion del dominio de
unién al sustrato (Figura 1.7). De hecho, esta conformacién “cerrada” es esencial para la acumulacioén

eficiente de las isoformas PKCa y PKCe en su estado fosforilado (Cameron et al., 2009). Cuando la
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PKC se encuentra en su conformacion abierta con el bolsillo de unién a nucledtidos vacio es

desfosforilada y degradada (Srivastava et al., 2002).

Seiial que causa la hidrélisis de lipidos
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Constitutiva Activada por agonistas

Figura 1.7 Modelo de regulacion de la PKC desde su biosintesis a su degradacion (Adaptado de
Newton, 2010)

En respuesta a determinados estimulos extracelulares que activan a los receptores acoplados a
proteinas G o de tirosin-quinasa en la membrana plasmatica se produce la activacion de la fosfolipasa
C (PLC), que promueve la hidrélisis de PtdIns(4,5)P, a Ins(1,4,5)P; y DAG. El DAG generado
permanece en la membrana plasmatica, mientras que el Ins(1,4,5)P; se transloca al citoplasma, lo que
provoca un aumento intracelular de Ca>". El calcio se une al dominio C2 de la PKC aumentando su
afinidad por la membrana donde se une a fosfatidilserina (Figura 1.7). Como consecuencia, se
favorece la interaccion del dominio C1 con lipidos de la membrana y DAG, produciéndose la
liberacion del pseudosustrato autoinhibidor del centro activo y la consiguiente fosforilacién de

sustratos (Steinberg, 2008.; Newton, 2009) (Figura 1.7).
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1.3.1.4 La PKC como proteina de anclaje (“Scaffold protein”)

Utilizando un modelo muy simplificado se podria argumentar que la proteina quinasa C actua
como un interruptor molecular dependiente de su union a nucledtidos (ATP). Cuando no estad unida a
nucledtidos, se encuentra desfosforilada y en una conformacién abierta con un dominio regulatorio
totalmente expuesto. Cuando estd unida a nucledtidos la proteina estd fosforilada y en una
conformacion activa pero cerrada debido en parte a la interaccién del dominio pseudosustrato con la
cavidad de uniéon a sustrato (Cameron et al., 2009). Por tanto, una de las funciones del dominio
quinasa es regular la disponibilidad del dominio regulatorio a través de interacciones intramoleculares.
De hecho, existen evidencias que demuestran que en determinadas situaciones el dominio regulatorio
de las PKCs per se puede ser funcional in vivo. Por ejemplo, la expresion del dominio regulatorio de
PKC$ promueve el crecimiento de neuritas, siendo éste mas eficiente tras la sobre-expresion de una
version cataliticamente inactiva de la quinasa en relacion a la version silvestre (Ling et al., 2004). Esta
propiedad también la presentan los mutantes inactivos de PKCa que presentan una conformacion
abierta. Por ejemplo, la expresion del mutante en el sitio de uniéon a ATP de PKCa desencadena
apoptosis, una capacidad que no presenta ni la version silvestre ni una version cataliticamente inactiva
mutada en el residuo de aspartico presente en el subdominio VI en la secuencia YRDLK (Cameron et
al., 2008; 2009). Estas y otras evidencias sugieren que la activacion alostérica de la PKC le confiere

multiples funciones dependientes tanto del dominio regulatorio como del dominio catalitico.

1.3.1.5 Proteina quinasas asociadas a Rho (“PKC-Related Kinases o PRKs”)

La region C-terminal de las PRKs presenta un dominio quinasa cuya secuencia presenta una elevada
homologia con la de los miembros de la familia PKC. Se ha descrito que la GTPasa RhoA incrementa
la actividad de las PRKSs in vifro como consecuencia de su union al dominio HR1 de la region N-
terminal de la quinasa donde también estd localizado el motivo pseudosustrato (Shibata et al., 1996).
La union de Rho con el motivo HR1 induce un cambio conformacional que permite la interaccion de
la PDK-1 con la PRK, fosforilandola en el AL y estimulando su actividad quinasa (Flynn et al., 2000).
No obstante, se desconoce el mecanismo molecular preciso responsable de este fendmeno. Ademas del
dominio HR1, otro dominio del extremo N-terminal de las PRKs denominado HR2 est4 implicado en
la activacion de la quinasa por lipidos y en su anclaje a las membranas bioldgicas (Mukai ef al.,
2003). Ademas, el extremo C-terminal del dominio HR2 se comporta como una region autoinhibidora

de la actividad de las PRKs y es sensible al 4cido araquidonico (Yoshinaga et al., 1999).
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1.3.2 Proteinas quinasas C en levaduras modelo

1.3.2.1 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae posee una Unica proteina ortdloga a PKC denominada Pkcl. Se trata de una
proteina esencial que es parte integral de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en este
organismo, ademas de regular distintos procesos relacionados con el control de la morfogénesis y la
progresion del ciclo celular (Levin et al., 1990; Levin, 2011) (Figura 1.8). Pkcl es una proteina
quinasa de 132 kDa que presenta varios dominios regulatorios. En la region amino-terminal posee dos
copias del dominio HR1, estructuralmente similar al presente en PRK1/PKN y PRK2 en mamiferos, y
que media su union a la GTPasa RhoA (Mellor y Parker, 1998; Flynn et al., 2000). Ademas, presenta
un dominio C2, un motivo pseudosustrato, un dominio C1, el dominio quinasa y la regiéon V5 (Figura
1.8). Pkel no se activa ni por calcio ni por DAG, aunque una cepa que expresa una version mutante
sin las cisteinas conservadas del dominio C1 es sensible a cafeina y SDS (Antonsson et al., 1994;

Jacoby et al., 1998).

HR1 HR1 C2 Ps C1 C1 Dominio Quinasa

Pck1 S. pombe [.1\ \ II :[ ] 988aa/111kDa

Pck2 S. pombe K.:.:‘ ’7I [[ 1016 aa/ 116 kDa

PKC1 S. cerevisiae L.:.j | [{ B 1151 aa/ 131 kD
aa a

PKN1 H. sapiens [“:.:\ | ) e42aa/

Figura 1.8 Estructura de las isoformas de PKC en S. pombe y S. cerevisiae

La GTPasa Rhol contribuye a la estabilizacion y distribucion espacio/temporal de Pkcl en los
sitios de crecimiento activo y en las zonas donde se produce dafio en la pared celular (Andrews y
Stark, 2000). Tras su interaccion con Rhol, Pkcl es fosforilado in vivo en el residuo de treonina T983
del AL por medio de las quinasas Pkhl y Pkh2, que son los dos ortélogos a PDK-1 presentes en este
organismo, siendo dicha fosforilacion esencial para su activacion catalitica y el desarrollo de sus
funciones bioldgicas (Roelants et al., 2004). Se ha sugerido que la fosforilacion de Pkcl en T983
podria no ser necesaria en determinados contextos biologicos (Roelants et al., 2004). Por ejemplo, el
mutante de Pkcl no fosforilable por PDK1 es capaz de conferir resistencia a miriocina a una cepa
pkcld, lo que sugiere que la propia proteina independientemente de su actividad catalitica juega un

papel importante en este proceso (Roelants ef al., 2004). Sin embargo dichos estudios se han visto
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condicionados por el hecho de que los mutantes nulos pkc/A no son viables en condiciones normales

de crecimiento salvo en medios equilibrados osmdticamente (Levin et al., 1990; Roelants ef al., 2004).

En S. cerevisiae, la actividad de Pkcl esta influenciada indirectamente por la proteina quinasa
Tor2, ya que ésta participa en la regulacion de Rom2, una proteina con actividad GEF que regula
positivamente a la GTPasa Rhol (Ozaki et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Helliwell et al., 1998;
Schmelzle et al., 2002).

Al igual que ocurre en las células de mamiferos, Pkcl también se encuentra regulada por la
via ubiquitina-proteasoma. En concreto, Wang et al. (2008) han demostrado que el enzima Ubp3, con
actividad deubiquitinante, regula negativamente la cantidad de Pkcl. La falta de Ubp3 causa una
estabilizacion de la proteina lo que conlleva un incremento en su abundancia, observandose el mismo
efecto en los mutantes con un proteasoma defectivo. El aumento en los niveles de Pkcl supone un
incremento en la sefializacion dependiente de Pkcl. Aunque en S. cerevisiae no se conoce en detalle el
mecanismo molecular responsable del proceso, en mamiferos los enzimas deubiquitinantes facilitan la
protedlisis de los sustratos eliminando la cadena de ubiquitina de aquellos sustratos que ya han sido

enviados al proteasoma (Verma et al., 2002).

1.3.2.1 Schizosaccharomyces pombe

La levadura con fision S. pombe posee dos ortdlogos de PKC denominados Pckl y Pck2.
Contrariamente al modelo de S. cerevisiae, los mutantes simples pcki4 o pck24 son viables, aunque la
doble delecion de ambos genes es letal, lo que sugiere que Pckl y Pck2 comparten funciones
esenciales durante el crecimiento celular (Toda ef al., 1993). Los mutantes pck24 muestran defectos
en polaridad, paredes celulares delgadas, e hipersensibilidad a temperaturas elevadas y al tratamiento
con enzimas liticos (Toda et al., 1993; Arellano et al., 1997). La delecion de Pckl no causa fenotipos
evidentes, excepto una sensibilidad moderada frente al calcofluor y la equinocandina B, un inhibidor
de la B-glucén sintasa (Arellano et al., 1997). Por otro lado, mientras que la sobreexpresion de Pckl no
produce alteraciones notorias, la sobreexpresion de Pck2 es letal, dando lugar a células con paredes

muy gruesas y deformadas (Arellano et al., 1999).

Pckl y Pck2 también estan relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional con las
quinasas asociadas a Rho de mamiferos (PKC-Related Kinases o PRKs). Contienen en su extremo
amino terminal dos secuencias HR1 responsables de su union a las GTPasas Rhol y Rho2 (Sayers et
al., 2000) y secuencias tipo PEST, implicadas en su degradacion por el proteasoma (Arellano et al.,
1999) (Figura 1.8). Pckl y Pck2 son muy inestables, y su union a las formas activas de Rhol y Rho2
aumenta su estabilidad. Ademads, dicha unién promueve cambios en su localizacion, estabilizandolas
en los sitios donde su funcién es requerida. De hecho, Pckl y Pck2 co-localizan con Rhol y Rho2 en
zonas de crecimiento (Matsuyama et al, 2006). Probablemente Pckl y Pck2 son fosforiladas y

activadas por Ksgl, el tinico ortdlogo a la quinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1) presente en
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S. pombe (Niederberger y Schweingruber, 1999), aunque esta hipotesis no ha sido todavia demostrada

(Pérez y Cansado 2010).

Se ha demostrado que Rhol y Rho2 regulan de forma coordinada la biosintesis del (1,3) B-D-
glucano (Rhol) y a-glucano (Rho2), los dos principales componentes de la pared celular de S. pombe,
fundamentalmente por medio de Pck2 (Ver més adelante) (Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000).
El papel de Pckl en el control de la integridad celular atin no se ha dilucidado en detalle. pckl”
presenta interacciones genéticas con rasl ', rall” y ppel”, por lo que podria estar controlando la
integridad celular a través de vias alternativas. Ademas, Rhol, Rho2, Pckl y Pck2 son activadores de
la ruta de MAP quinasas de integridad celular de este organismo, cuya organizacion se describe

detalladamente mas adelante (Apartado 1.6.4).

1.4 La Ruta de Seiializacion Dependiente de la Proteina Quinasa TOR

TOR (“Target Of Rapamycin”) es una proteina quinasa conservada desde levaduras hasta
humanos que controla el crecimiento y metabolismo celulares en respuesta a cambios en las
condiciones nutricionales (aminoacidos), factores de crecimiento, niveles de energia celular, y en
respuesta a estrés. TOR activa el crecimiento mediante la regulacion positiva de procesos anabolicos y
negativa de procesos catabdlicos, los cuales colectivamente favorecen la acumulacion de masa celular.
Los procesos anabolicos activados por TOR incluyen la transcripcion, la sintesis de proteinas, la
biogénesis de ribosomas, el transporte de nutrientes y el metabolismo mitocondrial. Por el contrario,
TOR reprime los procesos catabdlicos tales como la degradacion del RNA mensajero, la protedlisis

dependiente de ubiquitina, la autofagia y la apoptosis (Hall, 2008).

Las proteinas TOR presentes en organismos eucariotas poseen un gran tamafio (~280 kDa), y
comparten un 40-60% de identidad en su secuencia de aminoacidos. Pertenecen a un grupo de
proteinas conocidas como PIKKSs (“Phosphoinositide 3’-Kinase-related Kinases”), y que presentan un
dominio quinasa en su extremo carboxilo terminal similar al dominio catalitico de la fosfatidilinositol

3-quinasa (PI3K) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Estructura de mTOR
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En la regién amino terminal se encuentran las repeticiones HEAT en tdndem que participan
en las interacciones proteina-proteina (Figura 1.9). Ademads, poseen un dominio FAT central y un
dominio FATC que flanquean los dominios FRB (dominio de union al complejo FKBP12-rapamicina)
y quinasa, respectivamente, y que son tipicos de los miembros de la familia PIKK (Dames et al., 2005)
(Figura 1.9). TOR se encuentra en dos complejos multiproteicos funcional y estructuralmente
distintos, denominados TORC1 y TORC?2, presentes tanto en organismos eucariotas superiores como

en levaduras (Wullschleger et al., 2006).

1.4.1 TOR en organismos superiores

1.4.1.1 Caracteristicas generales

A diferencia de lo que ocurre en levaduras, los eucariotas superiores poseen una unica copia
del gen TOR (Crespo et al., 2005). mTOR es un gen esencial para el desarrollo embrionario ya que, en

su ausencia, éste queda bloqueado de manera temprana (Gangloff et a/., 2004; Murakami et al., 2004).

1.4.1.1.1 TORCI

El complejo TORC1 de mamiferos (mTORCI1) estd formado por mTOR, RAPTOR
(“Regulatory Associated Protein of mTOR”), mLST8 (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002, 2003;
Loewith et al., 2002), DEPTOR (Peterson et al., 2009) y PRAS40 (Sancak et al., 2007) (Figura 1.10).
mTORCI regula aspectos temporales del crecimiento celular y su actividad se inhibe por FKBP12-
rapamicina tanto in vivo como in vitro (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). Tanto RAPTOR
como mLSTS8 son necesarias para la correcta actividad catalitica de TOR, aunque no se conoce el
mecanismo molecular responsable del proceso. Los dos sustratos de mTORC1 mejor caracterizados
son la proteina quinasa de la familia AGC S6K1 y la proteina de union al factor de iniciacion 4E
(4EBP1), ambos implicados en la regulacion de la traducciéon (Mahfouz et al., 2006; Tee y Blenis,
2005) (Figura 1.10). mTORCI1 es activado por la GTPasa Rheb (“Ras homolog enriched in brain”), la
cual se encuentra regulada negativamente por el complejo TSC1/2 (“Tuberous Sclerosis Complex™), y
que presenta actividad GAP (“GTPase Activating Protein”) (Inoki et al., 2003; Zhang et al., 2003)
(Figura 1.10). Tras su activacion en respuesta a factores de crecimiento u hormonas, las vias de
seflalizacion AKT/PI3K y RAS-ERK (“Extracellular signal-Regulated Kinase”) estimulan la
sefializacion dependiente del complejo mTORC1 a través de la inhibicion de TSC1/2 (Hay y
Sonenberg, 2004). Ademds, se ha demostrado que el sensor energético AMPK (AMP-activated
protein kinase) fosforila a TSC2 en el residuo Ser1345 e incrementa su actividad GAP frente a Rheb-
GTP, lo que produce la inhibicion de mTORCI1. Todos estos estudios sugieren que TSC2 es un
regulador clave y receptor de las sefiales de las multiples vias de sefializacion que influyen en la
actividad de mTOR. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que el complejo mTORCI1 puede

ser regulado incluso en ausencia de TSC2, lo que podria indicar la existencia de mecanismos de
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regulacion independientes de TSC, y probablemente también de Rheb (Roccio et al., 2006; Smith et
al., 2005).
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Figura 1.10 Composicion y funciéon de los complejos mMTORC1 y mTORC2 en mamiferos (Adaptado de

Cybulski y Hall, 2009)

1.4.1.1.2 TORC2

El complejo TORC2 de mamiferos (mTORC2) estd compuesto por mTOR, RICTOR
(“Rapamycin- independent companion of mTOR”), mLST8, mSIN1 (“Stress activated protein kinase-
interacting protein 1), PROTOR/PRRS (Cybulski y Hall, 2009) y DEPTOR (Peterson et al., 2009)
(Figura 1.10). Este complejo regula el metabolismo, el citoesqueleto y la supervivencia celulares en
condiciones de estrés, y no se une a rapamicina, no afectando a su actividad catalitica in vitro (Jacinto
et al., 2004; Sarbassov ef al., 2004). La actividad de mTORC?2 se encuentra regulada por la ruta PI3K,

por su unidn directa al ribosoma (Zinzalla et al., 2011) y, posiblemente, por GTPasas de la familia Rab
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(Tatebe y Shiozaki, 2010) (Figura 1.10). mTORC?2 fosforila a la quinasa AGC PKB/AKT en el
residuo Ser473 de su motivo hidrofébico, por lo que es importante para la activacion de mTORCI.
Ademés, mTORC?2 participa en la activacion de las proteinas RAC1 y de distintas isoformas de la

PKC (Wullschleger et al., 2006; Guertin y Sabatini, 2007) (Figura 1.10).

1.4.1.2 mTOR y la regulacion de la sintesis de proteinas

mTOR, principalmente a través del complejo mTORCI, controla un gran ntmero de
reguladores de la sintesis proteica, fundamentalmente durante los procesos de iniciacion y elongacion.
La sefalizacion dependiente de mTOR contribuye tanto a la activacion de la traduccion a corto plazo
(minutos), como al aumento en la capacidad traduccional de la célula a largo plazo (horas),
incrementando el nimero de ribosomas y otras proteinas (Figura 1.11). En células de mamiferos, los
factores de iniciacion (elFs) juegan un papel clave en el comienzo de la traduccion, ya que favorecen
la unién de la subunidad 40S del ribosoma al RNA mensajero (elF4), y la posterior uniéon del RNA de
transferencia iniciador que reconoce el codon de inicio. Uno de estos factores, denominado elF4E, se
encuentra regulado negativamente por la proteina 4E-BP1. La fosforilacion de 4E-BP1 por mTOR

inhibe su unioén y permite el inicio de la traduccion (Wang et al., 2005) (Figura 1.11).
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Figura 1.11 Control de la capacidad y eficacia traduccional por mTORC1 (Adaptado de ladevaia et al.,
2012)
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Los protagonistas fundamentales de la fase de elongacion son los factores eEF1 y eEF2. eEF2
estd implicado en la etapa de translocacion, en la cual se libera el tRNA no cargado del sitio P para
permitir la entrada del nuevo peptidil-tRNA. mTOR regula a eEF2 fosforilando e inhibiendo la
actividad de la quinasa eEF2K, promoviendo la desfosforilacion del factor de elongacion, y la

consiguiente activacion de la sintesis proteica (Wang et al., 2001) (Figura 1.11).

Uno de los sustratos mejor caracterizados de mTORCI1 es la proteina quinasa de S6 (S6K),
que modula de forma indirecta la sintesis de proteinas, regulando la transcripcion de mRNAs
implicados en la biogénesis de los ribosomas (Chauvin et al., 2014) (Figura 1.11). Ademas, S6K
fosforila a otras proteinas que participan de forma directa o indirecta en la regulacion de la traduccion
y/o procesamiento de mRNAs, como son elF4B, eEF2K, PDCD4 (“programmed cell death 47), y
CBPS80 (“nuclear cap-binding protein subunit 1) (Albert y Hall, 2015). Los ribosomas de mamiferos
estan compuestos de 4 tipos diferentes de RNA ribosomales (rRNAs) y alrededor de 85-90 proteinas
distintas (proteinas r). Los mRNAs que cifran estas proteinas r se encuentran bajo un estricto control
traduccional (Meyuhas y Hornstein, 2000). Dicho control es dependiente de la presencia de
secuencias ricas en pirimidinas en sus extremo 5’ (5° TOP), y que suprime su traduccién en
condiciones basales. Diversos estudios han demostrado que mTORCI regula la traduccion de estos
mRNAs por medio de la activacion de la transcripciéon del ADN ribosémico (rDNA) (Hannan et al.,
2003; McMullen et al., 2004). Ademas, mTORC]1 también regula la transcripcién dependiente de la
RNA polimerasa I (Pol I) modulando la actividad del factor regulador TIF-1A en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento (Mayer et al., 2004) (Figura 1.11).

Hasta el momento, no se conoce con exactitud el papel del complejo mTORC?2 en la sintesis
proteica. Zinzalla et al. (2011) han demostrado que mTORC?2 se activa a través de su asociacion con el
ribosoma tras la estimulacion con factores de crecimiento. De hecho, en las células cancerosas que
presentan hiperactivacion de la via PI3K se produce una mayor asociacion de mTORC2 con el
ribosoma y un incremento en la actividad del complejo. Ademas, mTORC2 se asocia especificamente
con los ribosomas que se encuentran traduciendo sustratos especificos del complejo, a los que fosforila
co-traduccionalmente (Oh et al. 2010; Dai et al., 2013). Por ejemplo, tanto la fosforilacion co-
traduccional de AKT en el residuo Thr450 como la de PKC previenen su ubiquitinaciéon y su
consecuente degradacion (Oh et al., 2010). Por otro lado, la fosforilaciéon cotraduccional de IMP1
(“IGF2 mRNA binding protein 1”) en el residuo S181 conlleva una mayor produccion de IGF2 al

aumentar la traduccion del mRNA correspondiente (Dai et al., 2013).
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1.4.2 TOR en levaduras modelo

1.4.2.1 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae posee dos proteinas TOR, Torl y Tor2, que son codificadas por genes distintos.
Torl forma parte exclusivamente del complejo TORC1, mientras que Tor2 se encuentra presente tanto

en TORC1 como en TORC2 (Wullschleger et al., 2006).

1.4.2.1.1 TORCI

Los componentes principales de TORC1 son TOR (Torl o Tor2), Kogl, Lst8 y Tco89.
TORCI es sensible a la rapamicina, y regula procesos celulares tales como la sintesis de proteinas, la

biogénesis de ribosomas, la captacion de nutrientes y la autofagia (Figura 1.12).

En S. cerevisiae TORCI controla la sintesis de proteinas a través de la regulacion del factor de
inicio de la traduccidn elF2, el cual es fosforilado tras el ayuno de aminoacidos o el tratamiento de las
células con rapamicina, e interfiere con la traducciéon de mRNAs dependiente de 5’CAP (Hinnebusch,
2005). Ademaés de elF2, TORCI1 parece regular otros factores reguladores de la traduccion (Huber et
al., 2009; Loewith 2010; Soulard et al., 2010). TORCI1 regula la biogénesis de ribosomas a multiples
niveles: 1) controlando la acumulacion de transcritos dependientes de la RNA polimerasa I (Reiter et
al, 2011); ii) regulando a la RNA polimerasa III por medio de las quinasas SCH9 y MAF1 (Vannini et
al., 2010); iii) modulando la expresioén de los 78 genes que cifran la sintesis de las correspondientes
proteinas que conforman el ribosoma en la levadura (Lempiainen y Shore, 2009); iv) regulando el
ensamblaje del ribosoma (Honma et al, 2006; Huber et al., 2009; Loewith, 2010); y v) regulando la
estabilidad de ciertos mRNAs ribosomales (Loewith, 2010; Soulard et al., 2010).

Por otro lado, TORCI es importante para la respuesta celular orquestada en situaciones de
estrés, y que promueven su inhibiciéon (Kuranda et al., 2006; Urban et al., 2007). Dicha inhibiciéon
activa la transcripcion de los genes ESR (Environmental Stress Response) modificando la localizacion
subcelular de la quinasa Rim15 (Figura 1.12). En principio este incremento en la transcripcion podria
ser infructuoso, dado que la inhibicion de TORC]1 también provoca un aumento en la degradaciéon de
mRNAs y una disminucion drastica en la traduccion. Sin embargo, Rim15 fosforila a las proteinas
Igol e Igo2, las cuales protegen a los nuevos transcritos de la degradacion (Talarek et al., 2010; Luo et

al., 2011).

TORCI1 también participa en la regulacion negativa de la ruta de integridad celular, aunque el
mecanismo molecular responsable del proceso no esta todavia claro (Ai et al., 2002; Krause y Gray,

2002; Torres et al., 2002; Reinke et al., 2004; Soulard et al., 2010).
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1.4.2.1.2 TORC2

El complejo TORC2, formado por Tor2, Avol, Avo2, Avo3, Bit6 y Lst8, es insensible a la
rapamicina y regula la organizacion del citoesqueleto de actina, la sintesis de lipidos, y la
supervivencia celular en respuesta a estrés (Schmelzle y Hall, 2000) (Figura 1.12). TORC?2 se localiza
preferentemente cerca de la membrana plasmatica por medio del dominio PH presente en AVOI

(Berchtold y Walther, 2009).
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Figura 1.12 Composicion y funcion de los complejos TORC1 y TORC2 en S. cerevisiae (Adaptado de
Cybulski y Hall, 2009)

En S. cerevisiae, TORC?2 fosforila y activa a las proteinas quinasas YPK1 y YPK2, y que son
ortdlogas a Gad8 y SGK1 en S. pombe y células de mamiferos, respectivamente (Kamada et al., 2005)

(Figural.12). Dichas quinasas constituyen los principales efectores del complejo TORC2 en todos los
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organismos estudiados, ya que su ausencia causa fenotipos similares a la pérdida de funcién de

TORC2.

TORC?2 controla la regulacion del citoesqueleto de actina a través de la ruta de MAP quinasas
de integridad celular via Pkcl, por medio de las GTPasas Rhol y Rho2 y su GEF (“Guanine
nucleotide Exchange Factor”) Rom2 (Helliwell et al., 1998; Schmidt et al., 1997). Ademas, es
importante para la fosforilacion, directa o indirecta, de Pkcl en su HM (Facchinetti et al., 2008)
(Figura 1.12). La ruta Pkc1-MAP quinasa juega un papel muy importante en el mantenimiento de la
integridad celular durante el crecimiento vegetativo de S. cerevisiae, y es activada en respuesta a una
gran variedad de estimulos externos que provocan un estrés sobre la pared celular, regulando la
biogénesis de la misma en periodos de crecimiento polarizado de las células (Verna et al, 1997; Levin,
2005). Diversos resultados sugieren que el estrés ambiental regula negativamente a TORC2,
posiblemente para evitar el crecimiento en condiciones desfavorables, aunque los mecanismos
moleculares implicados y su interconexion con la ruta de integridad celular no se conocen en detalle

(Bultynck et al., 2006; Mulet ef al., 2006).

Recientemente se ha descrito que TORC2 participa en el control de la ruta biosintética de
esfigolipidos siendo importante para la sintesis de novo de ceramidas actuando a través de las

proteinas Orm1 y 2 (Aronova et al., 2008) (Figura 1.12).

1.4.2.2 Schizosaccharomyces pombe

La levadura con fision también posee dos proteinas TOR, Torl y Tor2, codificadas por los
genes forl’y tor2", respectivamente (Kawai et al., 2001; Weisman y Choder, 2001). Torl es el
ortdlogo de Tor2 en S. cerevisiae y viceversa. Ambas quinasas regulan la respuesta celular tras el
ayuno de fuente de nitrégeno, pero tinicamente Tor2 es esencial para el crecimiento, siendo ademds un
regulador clave durante la transicion del crecimiento vegetativo a la diferenciacion sexual. (Weisman
y Choder, 2001). Torl es necesaria para la respuesta a la ausencia de nutrientes en el medio de cultivo,
promoviendo el arresto en G1 del ciclo celular y el inicio del desarrollo sexual. Ademas Torl
interviene en la respuesta celular frente al estrés osmético, oxidativo, térmico, y al cambio de pH

(Kawai et al., 2001).

1.4.2.2.1 TORCI

El complejo TORC1 estd formado por Tor2, Mipl (ortdologo de RAPTOR), Wat/Pop3
(ortologo de LSTS), Tco89 y Tocl (Figura 1.13). Ademaés, se ha descrito que Torl también puede
formar parte de este complejo en determinadas condiciones de estrés nutricional (Hartmuth y Petersen,

2009).

La ruta TSC-Rhb1 (ortéloga a TSC-Rheb en mamiferos) regula la actividad de TORC1 en S.
pombe (Matsuo et al., 2007; Urano et al., 2007; Uritani et al., 2006; Weisman et al., 2007) (Figura
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1.13). TORCI reprime la diferenciacion sexual regulando negativamente al factor de transcripcion
Stell y a la proteina de unidén a RNA Mei2 (Shiozaki-Yabana et al., 2000; Alvarez y Moreno, 2006)
(Figura 1.13). Ademas, también controla la transcripcidon de genes que cifran proteinas ribosomales, y
la sintesis de proteinas fosforilando a la proteina ribosomal S6 y al factor de iniciacién elF2, de
manera similar a lo que ocurre en otros organismos (Alvarez y Moreno, 2006; Nakashima et al., 2010;

Valbuena et al., 2012) (Figura 1.13).
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Figura 1.13 Composiciéon y funcion de los complejos TORC1 y TORC2 en S. pombe (Adaptado de
Cybulski y Hall, 2009)

1.4.2.2.2 TORC2

Por su parte, Torl forma el complejo TORC2 asociandose con Ste20 (ortdlogo de
RICTOR/Avo03), Watl/Pop3, Sinl (ortdlogo de mSIN1) y Bit61 (ortélogo de PROTOR/PRRS)
(Alvarez y Moreno, 2006; Hayashi et al., 2007; Matsuo ef al., 2007) (Figura 1.13). Se ha descrito que
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Tor2 interacciona fisicamente con Ste20 en condiciones de sobre-expresion, lo que sugiere que una

pequeia proporciéon de TORC2 podria incluir a esta quinasa (Matsuo et al., 2007).

El complejo TORC2 regula en la reorganizacion del citoesqueleto, la diferenciacion sexual y
la supervivencia celular en condiciones de estrés. TORC?2 fosforila el TM y HM de la proteina quinasa
de la familia AGC Gad8 (Matsuo et al., 2003; Ikeda et al., 2008), y que también es esencial durante la
regulacion del desarrollo sexual y la respuesta celular frente al estrés (Figura 1.13). Curiosamente,
Gad8 retrofosforila a Torl (TORC2) en el residuo de Thr1972, reduciendo su actividad (Halova et al.,
2013) (Figura 1.13). La actividad del complejo TORC?2 es regulada positivamente por Ryh1 (Tatebe et
al., 2010), una GTPasa de la familia Rab ortdloga a Rab6 en humanos y que estd implicada en el
transporte vesicular retrogrado entre el endosoma y el aparato de Golgi (He et al., 2006) (Figura 1.13).
Curiosamente, la falta de Ryhl no afecta a la actividad quinasa intrinseca de Torl. Sin embargo, la
sobre-expresion de una version de Ryhl constitutivamente activa promueve la interaccion entre
TORC2 y Gad8. Estos resultados sugieren que Ryhl estimula la sefializaciéon aguas abajo del

complejo TORC2 favoreciendo la interaccion con sus sustratos (Tatebe et al., 2010).

Por otra parte, el complejo TORC2 es importante para el mantenimiento de la estabilidad
genética durante la fase S del ciclo celular (Schonbrun et al., 2013), y la supervivencia celular en

condiciones de dafio al DNA (Schonbrun et al., 2009).

Hasta el momento, no existen evidencias que relacionen directamente a los complejos TOR

con la sefalizacion mediada por las rutas de MAP quinasas en S. pombe.

1.5 Biosintesis de Pared Celular en S. pombe

La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica presente en plantas,
hongos y bacterias y que posee una elevada elasticidad y resistencia mecanica. Sus funciones
principales son la estabilizacion de las condiciones osmoéticas, la proteccion frente a estreses fisicos y
quimicos, la regulacion del tamafio y forma celulares, y actuar como sitio de anclaje de algunas
proteinas (Klis et al., 2006). Es una estructura muy dindmica, y sufre durante el crecimiento
numerosos cambios en su composicidon y estructura que son esenciales para el mantenimiento de la
integridad celular. Su biosintesis y degradacion se encuentran por tanto estrechamente coordinados
con el ciclo celular y el crecimiento. En Saccharomyces cerevisiae la ruta de la proteina quinasa C
desempefia funciones esenciales en el control de la integridad de la pared celular, y se ha sugerido que
ademas participa en la coordinacion entre el crecimiento y la division celular. En S .pombe la ruta de
MAP quinasas de integridad celular (ruta CIP) juega un papel importante en el control de la

morfogénesis, el crecimiento polarizado y la citoquinesis (ver mas adelante, Apartado 1.6.4).
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1.5.1 Composicion de la pared celular

La pared celular de S. pombe estd compuesta por a-glucano (18-28%), B-glucano (46-54%) y
galactomanano (9-14%) (Ishiguro, 1998). La capa externa es rica en galactomanano, mientras que la
capa mas interna contiene B(1,3), B(1,6) y a(1,3)-glucano (Pérez y Ribas, 2004) (Figura 1.14). Los dos
tipos principales de B-glucano son el B(1,3)B(1,6)-glucano (el mas abundante), y el B(1,6)B(1,3)-
glucano, que unicamente representa el 2% total de la pared celular (Manners y Meyer, 1977). El a-
glucano es un componente fundamental en la pared de S. pombe que no estd presente en la pared
celular de S. cerevisiae. Es un polimero esencial para el mantenimiento de la forma celular y en el

control de la polaridad (Katayama et al., 1999).

Por el contrario, la quitina, un importante componente estructural presente en la pared de
S.cerevisiae, no ha sido detectada en S. pombe. No obstante, esta levadura posee un gen homoélogo a la
quitina sintasa (chsl"), y que se ha implicado en la formacion de quitosan durante la maduracion de la

pared de las ascosporas (Arellano et al., 2000).

-\ B Y B B

: 7 ' , : : ’) a -glucano
| — '&l ¢ 2 “ ,) -f\, - f')l B (1,3) glucano

B (1,6) glucano

Galactomanano

J - J & _ - J - 4 - /
nImmmmIInImmnIm mI Membrana plasmatica

Figura 1.14 Ultraestructura y organizacion de la pared celular de S. pombe

1.5.2 Sintesis del a v B-glucano

El B-glucano es el componente principal de la pared celular de S. pombe y el responsable de la
fuerza mecanica y del mantenimiento morfologico de la célula (Cortés et al., 2002). El B(1,3)-glucano
es sintetizado por la enzima [B(1,3)-glucan sintasa (GS), que consta de al menos una subunidad
reguladora, la GTPasa Rhol, y una o varias subunidad/es catalitica/s codificadas por los genes bgsI "
(cpsl™), bgs2", bgs3" y bgs4" (Arellano et al., 1996; Ribas et al., 1991). En S. cerevisiae la subunidad
catalitica de este complejo enzimatico estd codificada por los genes FKS1 (Douglas et al., 1994;
Mazur et al., 1995) y FKS2 (Mazur et al., 1995), que presentan una elevada homologia con bgsi".
Bgs1 es una proteina integral de membrana muy estable a lo largo del ciclo celular. Se localiza en el
sitio de formacion del septo y en los polos celulares (Cortés et al., 2002). El gen bgs2" codifica una

proteina esencial para la esporulacion (Martin et al., 2000). bgs3" participa en el crecimiento
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vegetativo y en la germinacion de esporas, y hgs4  regula el crecimiento de la pared celular y es
necesario para compensar el exceso de degradacion de la misma durante el proceso de citocinesis

(Cortés et al., 2002).

Se han identificado cinco genes en S. pombe que conforman la familia o(1,3)-glucan sintasa
denominados mokl”, mokll', mokl2', mokl3" y mokl4". Los cuatro tltimos son inducidos
transcripcionalmente durante los procesos de meiosis y esporulacion (Mata et al., 2002; Garcia et al.,
2006). mokl"/ags1" cifra una a(1,3)-glucan sintasa esencial en S. pombe (Hochstenbach et al., 1998;
Katayama et al., 1999). Mokl localiza en los sitios de crecimiento activo de las células, los polos
celulares y el septo, y es regulado por la proteina quinasa Pck2 (Katayama et al., 1999), cuya
presencia es necesaria para su correcta localizacion (Calonge et al., 2000). El a-glucano sintetizado
por Mokl es esencial para la integridad de la pared celular durante el crecimiento. Durante la
septacion interviene en la sintesis del septo secundario y la correcta formacion del septo primario,
confiriéndole la rigidez necesaria para soportar la presion de turgencia durante la separacion celular

(Cortés et al., 2012).

La funcion de Rhol durante la biosintesis de pared celular tiene lugar a través de su
interaccion con al menos tres elementos: la enzima B(1,3)-glucan sintasa, responsable de la sintesis del
B-glucano (Arellano et al., 1996), y las quinasas ortélogas a PKC, Pckl y Pck2, que también regulan
la sintesis de pared celular (Arellano ef al., 1999; Sayers et al., 2000). Por tanto, Rhol controla la
biosintesis del B-glucano de manera dual, bien directamente o indirectamente a través de Pckl y Pck2

(Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000; Sayers et al., 2000) (Figura 1.15).

B glucano a glucano
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Figura 1.15 Papel de Pck1 y Pck2 durante la biosintesis del a y f-glucano de la pared celular en S.

pombe
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La GTPasa Rho2 promueve la biosintesis de a-glucano regulando positivamente a Mokl
(Calonge et al., 2000) (Figura 1.15). Aunque la forma activa de Rho2 interacciona con Pckl y Pck2
(Arellano et al., 1999), su actividad reguladora sobre la a-glucdn sintasa se produce casi

exclusivamente a través de Pck2 (Katayama et al., 1999; Calonge et al., 2000) (Figura 1.15).

1.6 Las Rutas de MAP Quinasas

Todos los seres vivos desarrollan mecanismos para detectar y responder a las alteraciones que
se producen en el medio que les rodea. El estudio de las rutas de sefializacién implicadas en la
deteccion y respuesta frente a esos cambios es esencial para comprender como las células se adaptan y
sobreviven en condiciones ambientales adversas. Las rutas de MAP quinasas (“Mitogen Activated
Protein Kinases”) constituyen un mecanismo fundamental en la respuesta celular frente a los cambios
ambientales, presentando un alto grado de conservacion en todos los organismos eucariotas. Juegan un
papel clave en la transduccion de sefiales generadas en la superficie celular y su transmision hasta el
nucleo, donde se produciran los cambios necesarios en la expresion génica que permitiran la

adaptacion celular frente a las nuevas condiciones ambientales (Marshall, 1995).

1.6.1 Organizacion de las rutas de MAP quinasas

Los principales componentes implicados en la sefializaciéon por medio de las rutas de MAP

quinasas se organizan en rutas fuertemente conservadas tal y como se expone a continuacion:

1.6.1.1 Sensores

Dependiendo del estimulo recibido los receptores de la sefial pueden ser proteinas
transmembranales acopladas a proteinas G, sistemas de regulacion de dos componentes, receptores
tirosina quinasa, o proteinas integrales de membrana. En levaduras se han identificado representantes

de todos los grupos citados a excepcion de los receptores del tipo tirosina quinasa.

1.6.1.2 Modulo de MAP Quinasas

Esta compuesto por tres proteinas quinasas, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), la MAPK
quinasa (MAPKK), y la MAP quinasa (MAPK), que mantienen un alto grado de conservacion
evolutiva y cuya estructura basica es muy similar. En respuesta al estimulo, la MAPKKK es
normalmente activada por fosforilacion dependiente de quinasas o proteinas de la familia Rho o Ras,

aunque también puede activarse por oligomerizacion o relocalizacion subcelular (Figura 1.16).

La MAPKKK, una vez activada, fosforila y activa al segundo elemento del mddulo, la
MAPKK (MEK) en un residuo de serina y otro de treonina (a veces serina). Por ultimo, la MAPKK
reconoce y fosforila dualmente a la MAPK en residuos de treonina y tirosina del motivo Thr-X-Tyr
(Figura 1.16), donde X puede ser prolina, glicina, o 4cido glutdmico, segun la familia de MAPK de
que se trate (Songyang et al., 1996).
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Figura 1.16 El médulo de MAP quinasas y la transmision de sefales

1.6.1.3 Efectores de MAP Quinasas

Treisman; 1995; Treisman, 1996), aunque también se han identificado otros tipos de dianas como
proteinas reguladoras de ciclo celular, chaperonas, proteinas del citoesqueleto, proteinas de uniéon a

ARN, y una amplia variedad de sustratos citoplasmaticos.

1.6.1.4 Reguladores de MAP Quinasas

Una de las principales caracteristicas de la respuesta a estrés es el elevado grado de plasticidad
y especificidad en la funcion y activacion de las MAP quinasas, y que viene determinado por distintos
mecanismos. El mas importante es la interaccion fisica secuencial entre los distintos miembros de una
ruta, aunque también existen proteinas adaptadoras que agrupan los tres componentes de la cascada en
un modulo especifico. Ademas, la localizacion subcelular diferencial de los componentes de la ruta
también modula su funcién, constituyendo otro mecanismo esencial de regulaciéon de su actividad

biologica (Paul ef al., 1997).

Una vez que las células se han adaptado a las nuevas condiciones, la cascada de MAP
quinasas debe ser desactivada por reguladores negativos que limitan la duracion e intensidad de la

sefial (Karin y Hunter, 1995). Los principales reguladores negativos son las fosfatasas de MAP
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quinasas (MKPs), que pueden presentar especificidad dual o desfosforilar especificamente residuos de
tirosina (fosfatasas de tirosina), o de serina y treonina (fosfatasas de serina y treonina) (Farooq y Zhou,

2004).

1.6.2 Conservacion evolutiva

Las rutas de MAPKs regulan en mamiferos multitud de procesos celulares como
diferenciacion, movilidad, proliferacion y apoptosis, y se dividen en tres grupos: ERK, p38 y JNK
(Figura 1.17). ERK y p38 presentan homodlogos en levaduras, mientras que las MAPKSs de tipo JNK
solamente se han descrito en humanos (Davis, 2000). ERK1 y ERK2 estan relacionadas con la
regulacion de la diferenciacion y proliferacion celular, mientras que JNK y p38 participan en las
respuestas celulares frente al estrés y la apoptosis (Schaeffer y Weber, 1999), y son conocidas como

SAPKSs (“Stress Activated Protein Kinases”).

En S. cerevisiae se han identificado cinco rutas de MAPKs (Figura 1.17). De ellas, cuatro
estan presentes en células vegetativas, y son: FUS3, que regula la respuesta a feromonas y la
conjugacion; KSS1, que participa en filamentacion e invasividad; HOG1, que controla el crecimiento
en condiciones de alta osmolaridad; y SLT2/MPK1, implicada en la regulacion de la integridad
celular. La quinta ruta, controlada por la quinasa SMK1, regula la sintesis de la pared de ascosporas
(Krisak et al., 1994) (Figura 1.17). En S. pombe solamente se han descrito tres rutas de MAPKSs, y que
se conocen como: la ruta de respuesta a feromonas, cuya MAPK es Spk1; la ruta de respuesta a estrés
o SAPK, en la que la MAPK es Styl, y la ruta de integridad celular, cuyo elemento central es la
MAPK Pmkl1 (Figura 1.17).

Mientras que las rutas JNK y p38 de mamiferos son homologas a las rutas SAPK de S. pombe
y HOGI en S. cerevisiae, la ruta de integridad celular de S. pombe mantiene un alto grado de
conservacion con las quinasas ERK1/2 de mamiferos y la ruta SLT2/MPK1 de S. cerevisiae (Schaeffer

y Weber, 1999).

A continuacidn se procederd a una descripcion exhaustiva de las rutas SAPK y de integridad

celular en S. pombe, al tratarse del organismo modelo utilizado en la presente Tesis Doctoral.

1.6.3 Ruta de MAPKSs de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia de la ruta SAPK en el ciclo vital
de S. pombe, ya que su pérdida de funcion provoca graves defectos en el control del ciclo celular y en
la respuesta general de la levadura frente a distintas situaciones de estrés (Warbrick y Fantes, 1991;
Shiozaki y Russell, 1995; Millar et al., 1995; Soto et al., 2002; George et al., 2007). El elemento
central de la ruta SAPK es la MAPK Styl, también denominada Spcl o Phhl (Shiozaki y Russell,
1995; Millar et al., 1995; Kato et al., 1996). Los principales componentes de esta ruta se describen a

continuacién (Figura 1.18).
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1.6.3.1 Sensores

En la actualidad se desconocen los sensores implicados en la deteccion y sefalizacion de la
mayoria de los estreses que activan la ruta SAPK, excepto en el estrés oxidativo inducido por H,O,, en
cuyo caso la sefial es transmitida a través de una variante del sistema bacteriano de dos componentes.
Se trata de un sistema fosfotransferasa compuesto por dos histidin quinasas (Mak2 y Mak3), la
proteina Mprl/Spyl (transmisora de grupos fosfato a través de histidinas), y el regulador de respuesta
Mcs4 (Shieh et al., 1997; Shiozaki et al., 1997; Quinn et al., 2002) (Figura 1.18). En respuesta a H,O,,
Mak2 y Mak3 se autofosforilan, y por medio de la proteina Mprl se transfiere el grupo fosfato al

regulador de respuesta Mcs4, que a su vez activa la cascada de MAPKs.

En el caso del estrés térmico o en presencia de arsenito la activacion de la ruta es provocada
por la inhibicion de la tirosin fosfatasa Pypl, que desactiva a la MAPK Styl (Nguyen y Shiozaki,
1999; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005; Petersen y Nurse, 2007; Hartmuth y Petersen, 2009).

1.6.3.2 Regulador de respuesta Mcs4

Mcs4 estd implicado en la deteccion de estrés oxidativo y su transmision a través del sistema
de dos componentes (Santos y Shiozaki, 2001), aunque su presencia es necesaria para la activacion de
Styl en respuesta a cualquier tipo de estrés (Soto et al., 2002; Buck et al., 2001). Mcs4 interacciona
fisicamente con Mprl, Tdhl, y las MAPKKKSs de la ruta SAPK Wakl y Winl. Recientemente se ha
demostrado que aunque Mcs4 es el unico regulador de respuesta de la ruta SAPK, muestra una funciéon
dual en la sefializacion durante estrés. Por una parte recibe el estrés oxidativo originado por peroxido a
través del sistema de multicomponentes Mak2/Mak3-Mprl para finalmente activar a Wis4 y Winl.
Por otra parte, debe estabilizar el complejo heteromérico que se forma entre las MAPKKKs, cuya
integridad promueve la interaccion fisica con la MAPKK Wis1 y, con ello permitir la activacion de la
MAPK Styl. Por lo tanto, el complejo Mcs4-MAPKKKs parece actuar como una plataforma
estabilizadora que modula la correcta sefializacién a través de la ruta SAPK en respuesta a estrés

(Morigasaki et al., 2013).
1.6.3.3 Modulo de MAP quinasas

1.6.3.3.1 MAPKK quinasa Wakl y Winl

Wakl (también conocida como Wis4 o Wikl) y Winl son las dos MAPKKKSs que forman
parte del modulo de la ruta SAPK en S. pombe. En respuesta a estrés Mcs4 se une y activa a Wakl y
Winl, que a su vez fosforilan a la MAPKK Wisl, y ésta a Styl (Shieh et al., 1997; Samejima et al.,
1997, Morigasaki et al., 2013) (Figura 1.18). Curiosamente, en determinadas situaciones (bajos
niveles de peréxido de hidrogeno, estrés osmotico, o respuesta a bajas temperaturas) no es necesaria la
participacion simultanea de ambas MAPKKs para la activacion de la ruta (Soto et al., 2002; Shiozaki

et al., 1998, Quin et al., 2002).
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1.6.3.3.2 MAPK quinasa Wisl

Wisl es esencial para la activacion de la ruta SAPK en la respuesta a todos los estimulos
ambientales (Shiozaki et al., 1998), excepto en el caso del estrés térmico y del tratamiento con arsenito
(Nguyen y Shiozaki, 1999; Rodriguez-Gabriel y Russell, 2005). Wisl se une y fosforila a Styl en el
citoplasma en respuesta a estrés (Nguyen et al., 2002), lo que permite la activacion y posterior

translocacion al nacleo de la MAPK.

1.6.3.3.3 MAP quinasa Styl

El elemento central de la ruta SAPK es la MAPK Sty1/Spcl/Phhl (Shiozaki y Rusell, 1995;
Millar et al., 1995, Kato et al., 1996). La forma fosforilada de Wisl se asocia y fosforila a Styl en
sendos residuos de treonina (Thr-171) y tirosina (Tyr-173) del motivo conservado -TGY- (treonina-
glicina-tirosina) en respuesta a distintas condiciones ambientales adversas, como el estrés osmotico,
choque térmico, estrés oxidativo, estrés por bajas temperaturas, o limitaciéon de glucosa y/o nitrogeno,
(Shiozaki y Russell, 1995; Millar et al., 1995; Soto et al., 2002; George et al., 2007; Quinn et al.,
2002; Rodriguez-Gabriel y Russell; 2005; Shiozaki y Russell, 1996; Degols et al., 1996; Degols y
Russell, 1997; Soto et al., 2007) (Figura 1.18).

Una vez fosforilada, Styl se transloca al ntcleo, donde actia sobre efectores especificos
(Gaits et al., 1998). La activacion de Styl es transitoria y la cinética e intensidad de su respuesta

depende de la naturaleza y magnitud del estimulo recibido.

1.6.3.3.4 Efectores de la ruta SAPK

Entre los distintos efectores de la ruta SAPK y destaca el factor de transcripcion Atfl. Atfl es
ortélogo a ATF-2 de células superiores, y su ausencia provoca en S. pombe defectos durante la
diferenciacion sexual y una sensibilidad moderada frente al estrés oxidativo y osmotico, de manera
analoga al mutante s¢y/A. Una vez penetra en el nucleo, la forma activa de Sty se asocia y fosforila a
Atfl (Shiozaki y Russell, 1996). Una vez fosforilado, Atfl regula la expresion de los genes necesarios
para la respuesta adaptativa de S. pombe frente a diferentes tipos de estrés, asi como la entrada en
meiosis, y que constituyen la denominada “CERS” (“Core Enviromental Stress Response”) (Chen et
al.,2007). Ademas, se ha descrito que la fosforilacién de Atfl por Styl tiene como finalidad aumentar

la estabilidad del factor de transcripcion (Lawrence et al., 2007) (Figura 1.18).

Otros efectores relevantes de la ruta SAPK y de Styl incluyen distintas proteinas de unién a
ARN (Csxl1, Upfl, Cipl y Cip2), factores reguladores de la traduccion (elF2a, eEF2, elF3a) y
proteinas quinasas (Cmk2, Srk1 y Plo1) (Cansado y Pérez, 2011) (Figura 1.18).
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Figura 1.18 La ruta de MAP quinasas de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe
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1.6.3.4 Reguladores negativos de la ruta SAPK

La regulacion de la magnitud y duracion de la activacion de las MAP quinasas es crucial para
permitir una respuesta adecuada frente a los estimulos ambientales (Dube y Tremblay, 2005). Las
fosfatasas de MAPKSs son reguladores negativos esenciales, dada su capacidad para desfosforilar las
formas activas de las MAP quinasas en residuos de treonina, tirosina, o ambos. En eucariotas se han
descrito tres tipos de fosfatasas que regulan negativamente a las MAPKs: fosfatasas de tirosina
(PTPs), fosfatasas de serina y treonina (PP2Cs), y fosfatasas de especificidad dual (DSPs) (Farooq y
Zhou, 2004).

En S. pombe las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, y las fosfatasas de serina y treonina Ptcl y
Ptc3 desfosforilan a Styl in vivo (Figura 1.18). Pmpl, la tnica fosfatasa de especificidad dual
existente en este organismo solamente regula negativamente a Pmkl, la MAPK de la ruta de
integridad celular (Sugiura et al., Toda, 1998; Madrid et al., 2007). Pypl y Pyp2 presentan
localizacion ntuicleo-citoplasmadtica tanto en crecimiento vegetativo como en situaciones de estrés
(Gaits y Russel, 1999), y se unen y desfosforilan in vivo a Styl en el residuo de tirosina-173 (Millar et
al., 1995; Degols y Shiozaki, 1996). Pyp1 es la principal responsable de la desactivacion de Styl en
células en crecimiento, mientras que la desforforilacion en situaciones de estrés es realizada
conjuntamente por Pypl y Pyp2 (Shiozaki y Russel, 1995; Millar et al., 1995). La expresion basal del
gen pypl+, asi como la induccién por estrés de pypl”, pyp2”, y ptcl’, es regulada por Styl-Atfl
(Figura 1.18), constituyendo un mecanismo de retroalimentacion negativa (Wilkinson et al., 1996;

Shiozaki y Russel, 1996; Degols y Shiozaki, 1996; Gaits et al., 1997).

De las cuatro fosfatasas del tipo PP2C, Ptcl y Ptc3 desactivan a Styl in vivo mediante la
desfosforilacion del residuo de treonina-171 (Nguyen y Shiozaki, 1999). En el caso del choque
térmico, donde el aumento de la actividad de Sty1 es resultado de la inhibicion temporal de la union de
Pypl, la accion de Ptcl y Ptc3 permite recuperar el nivel basal de fosforilacion de la MAP quinasa

(Nguyen y Shiozaki, 1999).

1.6.4 Ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe

Esta ruta, cuyo elemento central es la MAP quinasa Pmk1/Spm1, es esencial para el control de
la integridad celular en S. pombe, participando en procesos como la construccion y mantenimiento de
la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusion de vacuolas durante el estrés hipoténico, y la
homeostasis i6nica (Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997; Sugiura et al., 1999;
Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006) (Figura 1.19). La ausencia Pmkl o de alguno de los
componentes del modulo de MAPK provoca en S. pombe defectos severos durante la citocinesis

(multiseptacion) o la fusion de vacuolas, hipersensibilidad frente al estrés osmotico, y a dafios en la
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pared celular (Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997; Sugiura et
al., 1999; Loewith et al., 2000). A continuacion se describen los principales componentes de esta ruta

de sefializacion y su relevancia biologica.
1.6.4.1 Sensores

Actualmente se desconoce la identidad del sensor o sensores responsables en S. pombe de la
deteccion y transmision de sefiales hacia la ruta de integridad celular. En S. cerevisiae las proteinas
transmembranales Wscl, Mid2, y MItl actian como sensores principales de la ruta de integridad
celular (Levin, 2005). S. pombe posee dos sensores homologos a los citados, denominados Wscl y
MIt2. Wscl localiza en los sitios de crecimiento activo y en el septo de division, mientras que MIt2
localiza en la periferia celular. Un reciente estudio ha puesto de manifiesto que ambas proteinas
activan a la GTPasa Rhol, y que la sobreexpresion de Rhol suprime la letalidad provocada por la
doble delecion de Wscl y MIt2 (Cruz ef al., 2013). La presencia de MIt2 es necesaria para la
supervivencia celular frente a diversos estreses, mientras que la sobreexpresion de Wscl activa la
biosintesis de pared celular. Sin embargo, aunque Wscl y MIt2 regulan el ensamblaje de la pared
celular a través de Rhol, lo hacen independientemente de la ruta de integridad celular, cuya actividad

no se ve afectada en mutantes wsciA4 y mit24 (Cruz et al., 2013).
1.6.4.2 Reguladores aguas arriba de modulo de MAP quinasas

1.6.4.2.1 Las GTPasas Rhol y Rho2 vy los ortologos a PKC Pckl y Pck2

En 2006 Ma y colaboradores demostraron que Rho2 y Pck2, junto con Cppl, actian aguas
arriba de la cascada de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe (Ma et al., 2006) (Figura
1.19). Rho2 es farnesilado in vivo en el residuo de cisteina-197 del motivo -CAAX por la
farnesiltransferasa Cppl, permitiendo su anclaje a la membrana plasmadtica y la correcta activacion de
la ruta (Ma et al., 2006). Recientemente nuestro grupo ha demostrado que el residuo de cisteina-196
de Rho2 se encuentra ademds palmitoilado in vivo, y que dicha modificacion es esencial para ejercer
sus funciones biologicas (Sanchez-Mir et al., 2014a). Mediante estudios de microscopia y
fraccionamiento subcelular en gradientes de densidad hemos confirmado que la localizacion de Rho2
en la membrana plasmatica estd fuertemente alterada en mutantes que expresan una version no
palmitoilable de la GTPasa, redistribuyéndose hacia estructuras endomembranosas (Golgi, endosomas,
etc.). Ademas, los mutantes no palmitoilables de Rho2 son incapaces de regular correctamente la
construccion de la pared celular y de transmitir la sefial de activaciéon hacia Pmkl1 en respuesta a
distintos estreses. Ello confirma la existencia de un modelo no-compartimentalizado por el que Rho2
controla ambos procesos exclusivamente desde la membrana plasmatica (Sanchez-Mir et al., 2014a).
La letalidad asociada a la sobre-expresion de 102" es consecuencia de la hiperactivacion de la ruta de
integridad celular, y es suprimida tras la interrupcion de pck2” o de alguno de los componentes del

modulo de MAP quinasas (Ma ef al., 2006).

45



Papel de Ksgl y el ortologo de PKC Pck2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe

Por lo tanto, Rho2 regula positivamente la activacion del modulo Mkhl-Pekl-Pmkl

fundamentalmente por medio de Pck2 (Ma et al., 2006) (Figura 1.19).

/
%’ Ayuno de glucosa Estrés
Daiios.en pared celular hi 6nico
\\ ,l’ pﬁ\‘ r ,/ WP
\, » \ P

Expresion génica
(fbp1+, pyp2+, ecm33+...)

Figura 1.19 La ruta de MAP quinasas de integridad celular en S. pombe
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Por otra parte, la capacidad de Rhol de suprimir alguno de los fenotipos asociados a la falta
de Rho2, y la activacion residual de Pmk1 observada en ausencia de Rho2 o Pck2 (Barba et al., 2008),
apuntaban a Rhol como posible activador alternativo de la ruta de integridad celular. Ademas, se
habia descrito que Rgfl (GEF de Rhol) regula la activacion de Pmk1 favoreciendo la activacion de la
GTPasa esencial Rhol (Garcia et al., 2009). En efecto, nuestro grupo ha confirmado recientemente
que Rhol y Pckl, el segundo ortélogo a PCK, regulan la ruta de Pmk1 de forma aditiva y/o alternativa
a Rho2 y Pck2. Mediante el empleo de un mutante que expresa un alelo hipomorfico de Rhol (Rhol-
596) hemos demostrado que Rhol y Rho2 regulan independientemente a Pck2 para mantener la
actividad basal de Pmk1 durante el crecimiento vegetativo (Viana et al., 2014). En este modelo Pck1
regularia la actividad de Pmk1 asociandose con Mkhl (la MAPKKK de la ruta), y actuando como
diana especifica de Rhol tnicamente en respuesta al dafio en la pared celular (Viana ef al., 2014;
Sanchez-Mir et al., 2014b). Este resultado fue inesperado ya que evidencias genéticas y bioquimicas
obtenidas previamente sugerian que Pckl participaba en el control de la integridad celular en paralelo
a Rho2-Pck2-Pmkl1 (Ma et al., 2006), o como regulador negativo de dicha ruta (Barba et al., 2008)
(Figura 1.19).

Curiosamente, la activacion de la ruta de integridad celular en respuesta a la limitacion de
glucosa tiene lugar a través de Pck2 por medio de un mecanismo desconocido que es independiente de
la actividad de Rhol y/o Rho2 (Madrid ef al., 2013). Este mecanismo permite la adaptacion celular
frente a este estrés nutricional reforzando la actividad de la ruta de MAP quinasas de respuesta a estrés

(SAPK) (Madrid et al., 2013).

En conjunto, todas estas observaciones revelan la existencia de un complejo entramado
molecular formado por Rhol, Rho2, Pckl y Pck2, y que actia aguas arriba de la ruta de integridad
celular en S. pombe para regular su actividad y/o activacion de manera precisa dependiendo del tipo de

estimulo.

1.6.4.3 Modulo de MAP quinasas

El modulo de MAP quinasas de la ruta de integridad celular esta formado por la MAPKKK
Mkhl, la MAPKK Pek1/Skhl y la MAPK Pmk1/Spml. En respuesta a distintos estimulos externos se

produce la fosforilacion secuencial de los distintos componentes del moédulo (Figura 1.19).

1.6.4.3.1 MAPKK quinasa Mkhl

Mkh1 (“Mek Kinase Homolog 1) fue identificada como la MAPKKK de la ruta de integridad
en S. pombe gracias a su alto grado de identidad con la MAPKKK Bckl de S. cerevisiae, y por otra
parte, a que su ausencia provoca los mismos fenotipos que la falta de Pekl o Pmkl (Sengar et al.,
1997; Madrid et al., 2006). Mkh1 es fosforilada ocasionalmente por Pckl (dafio en la pared celular), y

fundamentalmente por Pck2, transmitiendo la sefial de activacion al resto de componentes del modulo
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mediante su interaccion in vivo con la MAPKK Pekl y la MAPK Pmkl, formando un complejo

ternario (Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sanchez-Mir et al., 2014b).

1.6.4.3.2 MAPK quinasa Pekl

El gen pekl’ (“pombe mEK 1), también denominado skil", codifica en S. pombe la tinica
MAPKK de la ruta de integridad celular, y muestra un 46% de identidad con Mkkl y Mkk2, las

MAPKKSs de la ruta andloga en S. cerevisiae.

Pek1 es fosforilada y activada por Mkh1 en respuesta a los distintos estimulos activadores de
la ruta (Sugiura et al., 1999) (Figura 1.19). Cabe destacar que en células no estresadas la forma
inactiva de Pekl se une a Pmk1, actuando como un inhibidor de la sefializacion. Esta funcion dual de
Pek1 segun su estado de fosforilacion le permite actuar como un interruptor molecular dando lugar a

una respuesta del tipo “todo o nada” (Sugiura et al., 1999).

1.6.4.3.3 MAP quinasa Pmkl

La MAPK Pmkl1/Spml (“S. pombe MAP kinase 1) fue caracterizada como un homoélogo
estructural de MPK1/SLT2 de S. cerevisiae, y constituye el elemento central de la ruta de integridad
celular en S. pombe (Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997). Pmk1 es fosforilada de manera dual por
Pekl en dos residuos conservados de treonina y tirosina en las posiciones 186 y 188 del motivo de
activacion —TEY- (Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006). La activacion de
Pmk1 es completamente dependiente de Mkhl y Pekl, indicando que se trata de un moédulo de

transmision lineal no ramificado (Figura 1.19) (Madrid et al., 2006).

Pmkl1 es ortdloga a las MAPKs humanas ERK1 y ERK2 que forman parte de la cascada
clasica de quinasas activadas por mitégenos, y que se activan en respuesta a factores de crecimiento,
¢ésteres de forbol, y en menor medida por estrés osmoético o citoquinas (Schaeffer y Weber, 1999).
Aunque inicialmente se creia que Pmk1 se activaba Gnicamente en respuesta a temperaturas elevadas o
tras el tratamiento con cloruro sddico, nuestro grupo ha descrito que también se activa en respuesta a
distintas situaciones adversas, como el estrés hiper- e hipo-osmético, el ayuno de glucosa, el dafio a la
pared celular inducido con caspofungina (una equinocandina que inhibe la actividad de las B-glucan
sintasas de la pared celular), y el estrés oxidativo mediado por hidroperéxidos o agentes pro-oxidantes
(Figura 1.19) (Madrid et al., 2006; Soto et al., 2007; Barba et al., 2008). Los mutantes de S. pombe
carentes de Pmk1 son sensibles a la mayoria de los estreses que inducen su activacion, por lo que su

funcidn es necesaria para la adaptacion y supervivencia celulares frente a tales condiciones.

Tal como se ha comentado anteriormente, y a diferencia del modelo de S. cerevisiae, los
elementos que actiian aguas arriba del mdédulo de MAP quinasas y Pmkl pueden actuar o no como
reguladores de la ruta dependiendo del tipo de estrés (Barba ez al., 2008; Sanchez-Mir et al., 2014b).

Asi, mientras que la activacion de Pmkl inducida por los estreses hipo- e hiperténico depende
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totalmente de la sefalizacion mediada por Rho2-Pck2 (Figura 1.19), la activaciéon durante la
separacion celular o el tratamiento con perdxido de hidrégeno es completamente independiente de
ambas proteinas (Figura 1.19) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013). Otros estreses, como el ayuno
de glucosa o el dafio de la pared celular pueden ser canalizados a través de Pck2 o por medio de rutas
alternativas que implican a Rhol y/o Pckl (Figura 1.19) (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013;
Sanchez-Mir et al., 2014b).

Mkh1l (MAPKKK) y Pekl (MAPKK) son proteinas esencialmente citoplasmaticas, aunque
también localizan en el septo durante la citocinesis. Sin embargo, Pmk1 (MAPK) presenta localizacion
nucleo/citoplasmatica, asi como en el huso mitdtico, el corpusculo polar del huso (SPB), y el septo
(Madrid et al., 2006). Contrariamente al modelo descrito para ERK1/2 en mamiferos, la localizacion
de Pmk1 no se modifica en respuesta a estrés ni en ausencia de Mkh1 ni Pekl, lo que sugiere que su
activacion tiene lugar en el citoplasma y/o septo, y que tanto las formas activa como inactiva de la
MAPK son capaces de translocarse al nucleo (Madrid et al., 2006). Nuestro grupo ha analizado la
relevancia bioldgica de la localizacion nuclear de Pmk1 mediante la obtencién de un mutante que
expresa una version de la MAP quinasa anclada a la membrana plasmatica y excluida
constitutivamente del nticleo. Los resultados obtenidos indicaron que la exclusion nuclear de Pmk1 no
afectd significativamente a su funcion reguladora de la homeostasis ionica, la activacion de Pmkl
inducida por estrés, la fusion de vacuolas, o citocinesis, ya que todos estos procesos se ejecutaron de
forma similar tanto en células control como en aquellas que expresan la version de la proteina anclada
en la membrana plasmadtica (Sanchez-Mir et al., 2012). Por el contrario, Pmk1 presente en el ntcleo
regula el mantenimiento de la integridad celular en S. pombe fundamentalmente a nivel
transcripcional. Adicionalmente, la regulacion negativa de Pmkl a nivel nuclear es realizada por
fosfatasas especificas inducidas por la ruta SAPK (ver a continuacion), lo que condiciona su actividad
a nivel extranuclear (Sanchez-Mir et al., 2012). Estor resultados sugieren que el control de la actividad

de Pmk1 a nivel espacial determina en gran medida sus funciones biologicas.
1.6.4.4 Efectores de la ruta de integridad celular

1.6.4.4.1 Proteinas de union a ARN: Rncl y Nrdl

Rncl (“RNA-binding protein that supresses calcineurin deletion 17), participa en la
regulacion de Pmpl, la fosfatasa dual especifica de Pmk1, uniéndose a su mRNA vy estabilizdndolo
(Sugiura et al., 2003). Pmk]1 en su estado activo fosforila a Rncl, que su vez estabiliza a Pmpl. Es
decir, Rnc1 regula negativamente la actividad de Pmk1 por medio de Pmp1 (Sugiura et al., 1998 y

2003) (Figura 1.19).

Nrdl regula la citocinesis mediante la unién y estabilizacion del mRNA del gen cdc4 " (cadena
g y

ligera de la miosina II). Pmkl en su forma activa se une y fosforila a Nrdl, impidiendo su union al
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mRNA de cdc4", lo que promueve su desestabilizacion (Satoh et al., 2009). La fosforilacion de Nrd1
por Pmk1 es dependiente de la fase del ciclo celular (Satoh et al., 2009).

1.6.4.4.2 Factores de transcripcion: Atfl y Mbx1

Tal como se coment6 anteriormente, Atfl es un factor transcripcional clave en la respuesta a
estrés de S. pombe cuya actividad es regulada fundamentalmente por la ruta SAPK. Sin embargo
también es fosforilado por Pmk1 en ciertas condiciones, como en respuesta a dafios en la pared celular
(Takada et al., 2007) (Figura 1.19). Ademas, Pmkl refuerza a la ruta SAPK en respuesta a la
limitacion de glucosa por medio de Atfl, activando la expresion de los genes que intervienen en la
adaptacion al metabolismo respiratorio como fbpl” o pyp2” (Madrid et al., 2013). Por tanto, Atfl
actia como efector comun y nexo de unién entre ambas rutas de MAP quinasas en contextos

bioldgicos concretos.

Mbx1 es un factor de transcripcion que en S. pombe regula la expresion génica durante la
transicion M-G1 del ciclo celular (Papadopoulou ef al., 2008). Mbx1 participa en la ruta de integridad
celular mediante la regulacion de la induccién del gen ecm33", que codifica una proteina de pared
celular con motivo GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) (Takada et al., 2010). La expresion de ecm33" se
induce en presencia de agentes que dafian la pared celular (Jung y Levin, 1999), y en respuesta a los
mismos estreses que activan a Pmkl1, siendo su induccién regulada tanto por Atfl como por Mbx1

(Takada et al., 2010) (Figura 1.19).

1.6.4.4.3 Canal ionico: Cchl-Yam8

Los genes yam8" y cchl™ codifican las subunidades de un canal de calcio (Ca®") presente en la
membrana plasmatica de S. pombe. En presencia de sales (NaCl, KCl, o MgCl,) o de compuestos que
causan dafio en la pared celular se produce la activacion de la ruta de integridad celular, de manera que
la forma activa de Pmk1 fosforila y activa a Cchl, produciendo la apertura del canal formado por el
complejo Cchl-Yam8, y permitiendo la entrada de Ca*"a la célula (Figura 1.20). El aumento de los
niveles intra-citoplasmaticos de Ca®" promueve a su vez la activacion de la calcineurina (Ppbl), que
desfosforila a Cchl causando el cierre del canal. Por tanto, la sensibilidad salina que presentan los
mutantes con niveles elevados de fosforilacion de Pmkl1 es debida al efecto dafiino que provoca el
aumento de la entrada de Ca’" en la célula como consecuencia de la hiperactivacion del canal Cchl-

Yam8 (Ma et al., 2011).

La falta de Ppbl o su inactivacion farmacoldgica en presencia de FK506 (un inhibidor
especifico de la calcineurina) también provoca hipersensibilidad salina, y puede ser suprimida en
ausencia de los principales elementos de la ruta (Rho2, Pck2, Mkhl, Pekl o Pmkl), al impedir la
entrada de Ca’" en la célula (Ma et al., 2011). Este fenotipo, denominado “VIC” (“Viable in the

presence of inmunossuppresant and chloride ion”’), es un marcador caracteristico de los mutantes que
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presentan defectos en la actividad de la ruta de integridad celular y es utilizado frecuentemente para el

rastreo e identificacion de mutantes afectados en su funcion.

NaCl, KClI, MgCl,
Ca2* Daiios en pared celular
1

CITOPLASMA

Figura 1.20 Regulacion antagénica de la concentraciéon de Ca?* intracelular por parte de Pmk1 y Ppb1
y

1.6.4.4.4 Proteinas reguladoras de ciclo celular: Clpl

Clpl es un ortdlogo de la fosfatasa esencial Cdcl4 de S. cerevisiae. En células vegetativas
Clpl localiza en el nucléolo, “liberandose” de este organulo para acceder a sus sustratos en respuesta a
dafios en el ADN, o durante el estrés oxidativo mediado por H,O, (Diaz-Cuervo y Bueno, 2008).
Recientemente se ha demostrado que Pmk1 fosforila a Clp1, y que su ausencia retrasa la liberacion de
Clpl del nucléolo durante el tratamiento con H,O,. Por tanto, la fosforilacion de Pmk1 sobre Clpl

contribuye a la regulacién temporal de este proceso (Broadus y Gould, 2012).

1.6.4.5 Regulacion negativa de la ruta de integridad celular

Pmpl es el principal regulador negativo de la MAP quinasa Pmk1 (Sugiura et al., 1998). Se
trata de una fosfatasa de especificidad dual capaz de unirse e inactivar a Pmk1 desfosforilando los
residuos Thr186 y Tyr188 de la MAP quinasa. Los niveles de expresion de pmpl” son constantes a lo
largo del ciclo celular y no varian en situaciones de estrés. Tal como se ha comentado, la estabilidad
del mRNA de pmpl" depende de su unién a la proteina de uniéon a RNA Rncl, que es fosforilada por

Pmk1 (Sugiura et al., 2003).

Ademaés de Pmpl, las tirosin fosfatasas Pypl y Pyp2, asi como las serin/treonin fosfatasas

Ptcl y Ptc3 son capaces de unirse y desfosforilar a Pmk1 in vivo (Madrid et al., 2007) (Figura 1.19).
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El papel de cada una de estas fosfatasas en la regulacion de la actividad de Pmk1 depende del estado
fisiologico de las células. Pypl y Ptcl regulan el nivel de fosforilaciéon de Pmk1 tanto en condiciones
basales como en respuesta a estrés osmotico, mientras que Pmpl soélo lo hace en crecimiento

vegetativo, y Pyp2 durante el estrés osmético (Madrid et al., 2007).

1.6.5 Interconexion (“crosstalk’) entre las rutas de MAP quinasas de respuesta a estrés y

de integridad celular en S. pombe

La ruta SAPK se activa especificamente en respuesta a estimulos como el ayuno de nitrégeno,
la presencia de metales pesados, bajas temperaturas, o la radiacion ultravioleta, mientras que el estrés
hipoténico o los dafios en la pared celular solamente activan a la ruta de integridad celular (Warbrick y
Fantes, 1991; Shiozaki y Russell, 1995; Millar et al., 1995; Soto et al., 2002; George et al., 2007,
Toda et al., 1996; Sengar et al., 1997; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997; Sugiura et al., 1999;
Loewith et al., 2000; Madrid et al., 2006). Por el contrario, otros estreses ambientales como el choque
hiperosmotico, la hipergravedad, el estrés oxidativo, el choque térmico, o el ayuno de glucosa
promueven la activacién de las dos rutas de sefializacion (Madrid et al., 2007), lo que sugiere la

existencia de algun tipo de interrelacion funcional entre ambas MAP quinasas.

El primer punto de interconexion entre ambas rutas viene dado por las fosfatasas Pypl, Pyp2,
Ptcl y Pte3, cuya activacidn transcripcional es dependiente de la actividad de la ruta SAPK por medio
de Styl y Atfl, y que ademés de regular negativamente a Styl, son capaces de desfosforilar a Pmkl1
(Figura 1.18 y 1.19) (Madrid et al., 2007). Estudios posteriores confirmaron la relevancia de la ruta
SAPK en la regulacion negativa de la actividad de Pmk1 mediante la caracterizacién de la proteina
ribosémica Cpc2, ortdlogo a RACKI1 (“Receptor of Activated protein C Kinase”) en eucariotas
superiores. La union de Cpc2 a la subunidad 40S del ribosoma es esencial para la traduccion, entre
otros, de los mRNAs de Pypl y Pyp2 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés (Figura

1.21), regulando el nivel de fosforilacion de Styl y Pmk1 (Nufiez et al., 2009)

Por tultimo, el factor transcripcional Atfl define un segundo punto de interaccion entre ambas
rutas en condiciones de estrés por dafos en la pared celular y en la adaptacion celular en ausencia de
glucosa (Figura 1.21). En el primer caso, Atfl es fosforilado tanto por Styl como por Pmk1 (Takada
et al., 2007). En el segundo, Pmkl incrementa la actividad de la ruta SAPK activando a Atfl y
favoreciendo la transmision de la sefial aguas arriba de Styl (Madrid et al., 2013). Ello sugiere que la
ruta de integridad celular actua como refuerzo de la ruta SAPK en el control de la supervivencia y

adaptacion celular frente a ciertas condiciones de estrés (Madrid et al., 2013).
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Justificacion y Objetivos

Las proteinas quinasas C (PKC) constituyen un numeroso grupo de enzimas implicadas en
rutas de transduccion de sefiales en células eucariotas, y que en organismos superiores participan en
multitud de funciones fisioldgicas como la proliferacion y diferenciacion celular, la regulacion del
metabolismo, la organizacion el citoesqueleto de actina, o la apoptosis. Su activacidén es dependiente
de fosforilacion en una serie de motivos conservados del dominio de activacion situado en su extremo
carboxilo terminal y que se conocen como bucle de activacion, motivo de giro y motivo hidrofébico.
La quinasa dependiente de fosfoinositidos PDK-1 es la responsable de la fosforilacion in vivo del
bucle de activacion de la mayoria de las PKCs, mientras que la fosforilacion del motivo de giro e
hidrofébico puede tener lugar mediante autofosforilacion o es realizada por la quinasa del complejo
mTOR. Sin embargo, en algunos casos la activacion catalitica no depende de fosforilacion en los
motivos citados, lo que revela la existencia de mecanismos alternativos que regulan la fosforilacion y

activacion de este grupo de enzimas.

La levadura Schizosaccharomyces pombe se encuentra mas proxima filogenéticamente a las
células eucariotas superiores que el resto de las levaduras. Numerosos estudios han confirmado la
existencia de una elevada homologia funcional en las vias de sefializacion intracelular entre S. pombe
y eucariotas superiores, lo que convierte a este eucariota simple en un modelo excelente para
investigar distintas respuestas celulares con significacién general. S. pombe posee dos ortélogos de
PKC denominados Pckl y Pck2 que regulan de forma coordinada la biosintesis de a y B-glucano de la
pared celular, y comparten funciones esenciales durante el crecimiento vegetativo, ya que la doble
delecion de ambos genes es letal. Las rutas de sefializacion mediadas por MAP quinasas se encuentran
altamente conservadas a lo largo de la evolucion y son esenciales durante la respuesta defensiva y/o
adaptativa de las células eucariotas frente a distintos estimulos ambientales y situaciones de estrés. En
S. pombe la ruta de integridad celular, cuyo elemento central es la MAP quinasa Pmk1, es fundamental
para la regulacion de la construccion de la pared celular, la citocinesis, la morfogénesis, la fusion de
vacuolas, y la homeostasis ionica. Aunque Pck2 y la GTPasa Rho2 son los responsables
fundamentales de la activacion de Pmkl1 en respuesta a estrés, la ruta se encuentra ramificada, y
recientemente nuestro grupo ha demostrado que la GTPasa esencial Rhol y Pckl pueden activar la

ruta en situaciones especificas como en respuesta al dafio en la pared celular.

Los dominios de activacion Pckl y Pck2 muestran un elevado grado de conservacion con los
de otras PKCs de células superiores. Ksgl, el ortdologo a PDK1 en la levadura con fision, es una
quinasa esencial que fosforila el bucle de activacién de varias quinasas de la familia AGC. Los
mutantes que expresan alelos hipomorficos de Ksgl muestran graves defectos morfologicos; sin

embargo actualmente se desconoce su posible papel durante la activacién catalitica de Pck2 y Pckl, y
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Objetivos

su significacion bioldgica. Al contrario que otros organismos modelo, los mutantes simples pckiA4 o
pck24 son viables, por lo que S. pombe y la ruta de integridad celular constituyen un sistema biolégico
ideal para estudiar con precision los mecanismos regulatorios responsables de su activacion. En esta
Tesis Doctoral nos hemos centrado en el anélisis exhaustivo de Pck2, dado que su papel como

activador de la ruta de integridad celular es mas relevante que el de Pckl.

En base a los antecedentes descritos, en la presente Tesis Doctoral hemos planteado el

abordaje de los siguientes objetivos:

1.- Estudio del papel de la proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK-1) Ksgl en la

activacion de la ruta de integridad celular en S. pombe.

2.- Analisis de la fosforilacion de Pck2 dependiente e independiente de Ksgl, y su relevancia durante

la activacién de la ruta de integridad celular.

3.- Identificacion de los mecanismos responsables de la regulacion de los niveles de proteina de Pck2,

y su significacion biologica.



3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Microorganismos Utilizados

3.1.1 Cepas de Schizosaccharomyces pombe

Se han empleado diversas cepas silvestres y mutantes de S. pombe que han sido cedidas o

generadas durante la realizacion de esta Tesis Doctoral y cuya denominacion, genotipo y origen

quedan indicados en la Tabla 3.1. Todas las cepas son ade- ura4D-18 leul-32. Las cepas se

construyeron mediante el método estdndar de transformacion, o por cruzamiento y posterior analisis

de los segregantes, tal y como se describe en Moreno et al. (1991). Las interrupciones genéticas se

realizaron por reemplazamiento del marco de lectura abierto (ORF, Open Reading Frame) de interés

con el casete KanMX6 o HphMX6 mediante técnicas de recombinacion homdloga, segin se describe

de forma general por Béhler et al. (1998). Las fusiones de proteinas a distintos epitopos se realizaron

integrando fragmentos de DNA amplificados por PCR que codifican el epitopo y el correspondiente

marcador de seleccion (Bahler ef al., 1998).

CEPA
L975
MI200
MI102
GB3
GB29
PPG7.32
MM667
JM1250
MM677
PPGS5.16
PPG5.23
MM913
MM1100
MM1130
LSM300

MMS21
MM916
MM918
MM921

GENOTIPO

h™ protdtrofa

h' pmkl-HA6H ura4"

h" pmkl ::kanR

h' pck2::kanR pmkl-HA6H:ura4"

h- rho2::kanR pck2::kanR pmk1-HA6H:ura4+

h™ ksgi-208

h ksg1-208 pmkl-HAGH :ura4"

h styl-HA6H ura4”

ksgl1-208 styl-HAG6H:ura4"

h™ nmt41-HA-pckl leul-32

h™ nmt41-HA-pck2 leul-32

h' pck2::kanR pck2-HA:leul " pmkl-HA6H:ura4"
ksg1-208 pck2::kanR pck2-HA:leul pmkl-HA6H:ura4"
ksg1-208 pck2::kanR pck2.K712W-HA:leul  pmkl-HAGH ura4"
h" rho2::kanR rho2-GFP-CCIIS:leul” pmkl-HA6H ura4"

ksg1-208 rho2::kanR rho2-GFP-CCIIS:leul " pmkl-HAG6H :ura4"
h" pck2::kanR pck2.T846A-HA:leul " pmkl-HAGH ura4"

h' pck2::kanR pck2.T8424-HA:leul " pmkl-HAGH :ura4"

h" pck2::kanR pck2. T842AT846A-HA:leul " pmkl-HA6H ura4”

REFERENCIA
Leupold 1950
Madrid et al. (2006)
Madrid et al. (2006)
Barba et al. (2008)
Barba et al. (2008)
Lab stock

Este trabajo

JBA Millar

Este trabajo

Arellano et al. (1999)
Arellano et al. (1999)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Sanchez-Mir et al.
(2014)
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Tabla 3.1 Cepas de Schizosaccharomyces pombe empleadas en este trabajo
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MM929
MM931

MM982
MM998
MM1009
MM1011
MM995
MM991
MM1022
MM1042
MM1076

MM1123
MM1162

MM1372
MM1389
MM1224

MM1225
LSM400

LSM210

MI401

MM119%4
MM1205
MM1460

MM1461
MM1462
MM1257

MM1207

MM1463

MM1209

MM1210

h" pck2::kanR pck2.T842D-HA:leul pmkl-HAGH :ura4"

h" pck2::kanR pck2. T842AT846ATIS4A-HA:leul  pmkI-
HAGH:ura4"
h' pck2::kanR pck2.K712E-HA:leul " pmkl-HAGH :ura4"

h" pck2::kanR pck2. F998SAF1001A-HA:leul " pmkl-HA6H ura4"

h" pck2::kanR pck2.T984A4-HA:leul " pmkl-HAGH ura4"

h' pck2::kanR pck2.S10024-HA:leul " pmkl-HA6H:ura4"
h' pck2::kanR pck2.S1002E-HA:leul " pmkl-HA6H:ura4"
h" pck2::kanR pck2.S1002D-HA:leul” pmkl-HA6H:ura4"
h" pck2::kanR pck2. K712W-HA:leul " pmkl-HA6H:ura4"
h' pck2::kanR pck2.K712W-HA:leul " pmkl-HA6H:ura4"

h" pck2::kanR pck2. T842AT984AS10024-HA leul " pmkl-
HAGH :ura4"

h" pck2::kanR pck2.T842AT984A-HA:leul " pmkl-HA6H ura4”
h" rhol-596:natR rho2::kanR pck2::hygR pck2-HA:leul " pmkI-

HAGH :ura4"
h ksg1-208 ksgl-HA:leul " pmkl-HAG6H:ura4"

h ksgl-208 ksgl.K128R-HA:leul  pmkl-HA6H:ura4"
tor2-51

tor2-51 pmkl-HAGH :ura4”
h" rho2::kanR rho2-HA-CCIIS:leul " pmkl-HA6H:ura4"

h" mkhl1-12myc:kanR

h" pekl-GFP:kanR pmkl-HA6H :ura4"
h" torl::kanR pmkl-HA6H:ura4"
h' torl::hphR pck2::kanR pck2-HA:leul " pmkl-HAGH:ura4"

h" torl::hphR rho2::kanR rho2-HA-CCIIS:leul " pmkI-
HAGH :ura4”
h" torl::hphR mkh1-12myc:kanR

h" torl::hphR pekl-GFP:kanR

h' torl::hphR ksg1-208 pck2::kanR pck2-HA:leul " pmkI-
HAG6H:ura4"

h" torl::hphR pck2::kanR pck2.T8424-HA:leul " pmkI-
HAG6H:ura4"

h" torl::hphR pck2::kanR pck2.K712W-HA:leul " pmkI-
HAG6H:ura4"

h" torl::hphR pck2::kanR pck2.T842AT846A-HA:leul” pmkI-

HA6H :ura4

h" torl::hphR pck2::kanR pck2.T842AT984A-HA:leul " pmkI-

HA6H :ura4

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Alvarez y Moreno
(2006)
Este trabajo

Sanchez-Mir et al.
(2014)

Sanchez-Mir et al.
(2014)

Madrid et al. (2006)

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Tabla 3.1 Cepas de S. pombe empleadas en este trabajo (continuacion)
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MM1214 h'sinl::ura4” Este trabajo
MM1240 h' bit6::kanR Este trabajo
MM1241 h'pop3::kanR Este trabajo
MM1242 h'ste20::kanR Este trabajo

Tabla 3.1 Cepas de S. pombe empleadas en este trabajo (continuacion)

3.1.2 Cepas de Escherichia coli

La cepa DH5a (Hanahan, 1983) se empled como hospedadora con el fin de mantener y

amplificar los diferentes plasmidos utilizados. Su genotipo es el siguiente:

supE44 AlacU169 (D80 lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

3.2 Medios de Cultivo

La composicion de los medios de cultivo que se exponen a continuacion, a menos que se

especifique lo contrario, se indica en gramos de compuesto por 100 ml de medio de cultivo. Los

medios so6lidos se prepararon afiadiendo agar a una concentracion final del 2%.

3.2.1 Medios empleados para el crecimiento y seleccion de E. coli

Medio LB (segun Miller, 1972). Se utiliz6 para el crecimiento rutinario de E. coli. Su composicion
es: triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%.

Medio LBA. Este medio se utilizd para la seleccion de cepas resistentes a ampicilina. Su
composicion es similar al medio LB mas 100 pg/ml de ampicilina.

Medio SOB. Su composicion es triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5
mM, MgCl, 10 mM y MgSO, 10 mM.

3.2.2 Medios empleados para el crecimiento, seleccion y mantenimiento de S. pombe.

Medio YES (medio rico) (Gutz et al.,1974). Se utiliz6 rutinariamente para el crecimiento
vegetativo de S. pombe. Su composicion es: glucosa 2% y extracto de levadura 0,6%. El medio se
suplementa con leucina, histidina, adenina y uracilo (100 mg/l) en aquellos casos en los que la cepa
lo requiere.

Medio YES 1/2. Se utiliz6 en los experimentos de transformacion de S. pombe. Su composicion es:
glucosa 1% y extracto de levadura 0,6%. El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina y
uracilo (100 mg/l) en aquellos casos en los que la cepa lo requiere.

Medio YES G418. Se utiliz6 para la seleccion de cepas de S. pombe transformadas con el casete de

resistencia al antibiotico G418. Su composicion es la del medio YES mas 200 pg/ml de G418.
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* Medio YES HYG. Se utiliz6 para la seleccion de cepas de S. pombe transformadas con el casete de
resistencia al antibidtico higromicina. Su composicion es la del medio YES més 200 pg/ml de
higromicina B.

* Medio YES 7% glucosa. Se utiliz6 para el crecimiento de S. pombe con el objetivo de someter a las
células a estrés por privacion de glucosa. Su composicion es: glucosa 7% y extracto de levadura
0,6%. El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina y uracilo (100 mg/l) en aquellos
casos en los que la cepa lo requiere.

* Medio YEG. Se utiliz6 para la induccion del ayuno de glucosa en S. pombe. Su composicion es:
glicerol 3% y extracto de levadura 0,6%. El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina y
uracilo (100 mg/l) en aquellos casos en los que la cepa lo requiere.

* Medio Minimo de Edimburgo (EMM2) (Mitchinson, 1970; Nurse, 1975). Se utilizé6 como medio
de seleccion en los experimentos de transformacion. También se utilizdo para el crecimiento
rutinario de cepas transformadas con plasmidos y de aquellas cepas que expresan genes bajo el
control del promotor nmtl’. En este ultimo caso, el medio se suplementd con tiamina
(concentracion final de 10-15 uM) para reprimir la expresion génica. La composicion del medio es
la siguiente: ftalato monopotasico 0,3%, Na,HPO, 0,22%, NH4Cl 0,5%, glucosa 2%. Esta
disolucion se esteriliza en el autoclave y posteriormente se le adicionan diferentes cantidades de los

stocks de sales, minerales y vitaminas, que han sido esterilizados previamente por filtracion:

Stock de sales (50X): MgCl, 6H,0 0,26 M, CaCl, 2H,0 5 mM, KCI 0,67 M, Na,SO4 14 mM.

Stock de minerales (10.000X): H;BO5; 81 mM, MnSQO4 23,7 mM, ZnSO4 7 H,O 14 mM, FeCl;
6 H,O 7,4 mM, MoO,4 2H,0 2,5 mM, KI 6 mM, CuSO,4 5 H,O 1,6 mM, acido citrico 47,6
mM.

Stock de vitaminas (1000X): acido nicotinico 81,2 mM, inositol 55,5 mM, biotina 40,8 mM,
acido pantoténico 4,2 mM.

El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina y uracilo (100 mg/l) en aquellos casos

en los que la cepa lo requiere.

* Medio SPA. Se utiliz6 para inducir la conjugacién y esporulacion en S. pombe. Su composicion es:
glucosa 1%, K,HPO, 0,1%, CaCl, 0,074% y agar 3%. El medio se suplementa con vitaminas (igual
que en el medio EMM?2) y leucina, histidina, adenina y uracilo (100 mg/ml) en aquellos casos en

los que la cepa lo requiera.

Cuando fue necesario, los medios empleados para el crecimiento de S. pombe se suplementaron
con diversos compuestos. El sorbitol, utilizado como estabilizador osmético, se afiadio a la

concentracion de 1M previamente a la esterilizacion del medio de cultivo. Los compuestos indicados
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se afiadieron al medio esterilizado hasta conseguir la concentracion final deseada: blanco de

calcofluor, caspofungina, cloruro potasico, cloruro sédico, cloruro magnésico y FK506.

3.3 Condiciones de Cultivo de los Microorganismos, Estimacion del
Crecimiento y Recuento Celular

3.3.1 Condiciones de cultivo para el crecimiento de E. coli

Las células de E. coli se incubaron en medio liquido LB mas requerimientos, con agitacion
orbital (250 r.p.m) a una temperatura de 37°C. Para el crecimiento en medios solidos las células se
incubaron en estufas a 37°C.

3.3.2 Condiciones de cultivo para el crecimiento de S. pombe

En general, el crecimiento de las células de levadura en cultivo liquido se llevo a cabo en el
medio indicado (generalmente YES o EMM2) a 28°C en incubadores con agitacion orbital (180
r.p.m). Los cultivos se incubaron en matraces Erlenmeyer, siendo la relacion entre el volumen del
medio y su capacidad total de 1/3. Para el cultivo en medios so6lidos se incubaron las células de
levadura en estufas a la temperatura deseada en cada caso, que oscild entre 25 y 37°C. En los
experimentos realizados con células en fase exponencial de crecimiento se usaron cultivos con valores

de densidad optica a 600 nm (DOggy) comprendidos entre 0,5 y 1,0.

Los experimentos de sobre-expresion de genes bajo el control de diferentes versiones del
promotor nmtl se llevaron a cabo creciendo las células en EMM?2 liquido con tiamina (10-15 pM).
Para eliminar la tiamina residual del medio de cultivo, se recogieron las células por centrifugacion y se
lavaron tres veces en EMM2 sin tiamina. Finalmente, se resuspendieron las células en EMM2 sin
tiamina a la densidad Optica adecuada para obtener aproximadamente 2-4 x 10° células/ml tras las

horas necesarias de desrepresion (18-24 horas) (Maundrell, 1990; Maundrell, 1993).

En los experimentos con el mutante termosensible ksg/-208, las células se cultivaron en
medio YES hasta una DOgy proxima a 0,5 a 25°C (temperatura permisiva). A continuacion, se

incubaron a 34,5°C o 36°C durante el tiempo indicado en los diferentes experimentos.

3.3.3 Estimacion del crecimiento y recuento celular

El seguimiento del crecimiento de los microorganismos en medio liquido se realizd por
turbidimetria, midiendo la densidad optica de los cultivos a 600 nm (DOgg). En el caso de valores
directos superiores a 0,3 se procedié a diluir la muestra y posteriormente a multiplicar la nueva medida

por el correspondiente factor de dilucion.

El recuento de células totales de S. pombe a diferentes tiempos se llevo a cabo mediante

contaje microscopico directo en un hemocitémetro Neubauer. La concentracién celular de la
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suspension original se expresé como numero de células por mililitro (N) segtin la formula N = 2.5 x
10° x M x D, donde M es la media del nimero de microorganismos determinado en los recuentos

efectuados por cuadricula de la camara, y D es el factor de dilucion.

3.3.4 Ensayos de crecimiento en gota

La viabilidad de las cepas mutantes frente a distintos agentes estresantes (FK506 + MgCl, y
caspofungina) se realizd mediante la técnica de las diluciones seriadas en gota. Para ello se tomé una
alicuota de cada cultivo en fase exponencial de crecimiento (DOgg= 0,6) y se determiné el nimero de
células por mililitro. Posteriormente se ajustd la concentracién celular de dicha alicuota a 10’
células/ml. A partir de la misma se realizaron diluciones seriadas desde 10° hasta 10°, y se depositaron
gotas de 10 pl de cada dilucidon sobre placas Petri con los medios adecuados (por duplicado). Los

resultados se registraron tras la incubacion a 28°C durante 3 dias, salvo que se especifique lo contrario.

3.4 Tratamientos de Estrés

Las cepas se cultivaron en medio YES o EMM?2 hasta fase exponencial temprana (DOgoo= 0,6-
1). A continuacién se dividieron en alicuotas idénticas, que fueron sometidas a los siguientes
tratamientos:
* Choque hiperosmético
Realizamos tratamientos de choque osmotico salino adicionando al cultivo KCl hasta una
concentracion final de 0,6 M.
* Choque térmico
Las células de cultivos en medio YES a 28°C se transfirieron a 36°C, incubdndose a esta
temperatura durante la duracion del tratamiento.
* Estrés nutricional
En el caso del ayuno de glucosa, las células se cultivaron en medio YES 7% glucosa hasta fase
exponencial temprana (DOgp=0,5-0,6). Posteriormente se recogieron por filtracion a través de un
filtro de 0,45 um. A continuacién, se lavaron 2 veces con medio YEG (glicerol en lugar de
glucosa) y finalmente se transfirieron al mismo volumen de este medio para inducir el ayuno de

glucosa. Se recogieron alicuotas del cultivo a distintos tiempos.

En todos los casos los cultivos se incubaron manteniendo simultineamente una alicuota no

tratada como control.
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3.5 Métodos Genéticos

3.5.1 Conjugacion

Para inducir la conjugacion entre dos cepas de S. pombe se usaron estirpes heterotdlicas de
tipo sexual opuesto (h” o h’) incubadas durante 24 horas en placas de medio YES. Se recogi6
aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se mezclaron en un pequefio volumen
de agua estéril (25 pl). A continuacion, se depositod la suspension de células en una placa de medio
SPA. Los zigotos se originan después de 12-20 horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulacion,
formando ascas con 4 ascosporas al cabo de 1-2 dias de incubacion a 25°C.

3.5.2 Aislamiento de Ascosporas al Azar

Para obtener esporas, se resuspendi6 la mezcla de conjugacion (SPA, 25°C, 1-2 dias) en agua
estéril, y se tratd con 2050 unidades de glusulasa (Sigma) durante toda la noche en agitacion a
temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las paredes celulares de las células vegetativas sin
afectar a la pared de las ascosporas ni a su capacidad germinativa (Kelly ef al.,, 1993). Se recogieron
las esporas por centrifugacion a 3.000 r.p.m durante 1 minuto. La mezcla de esporas fue lavada 4
veces con agua estéril y con la ayuda de una camara Thoma, se estim6 el nimero de esporas por
mililitro. Se realizaron diluciones apropiadas para obtener entre 100 y 1.000 esporas por placa, y se
extendieron en placas de YES. Se incubaron las placas durante 4 dias a 25°C- 28°C. Las cepas con el
genotipo deseado se seleccionaron mediante la réplica en diferentes medios selectivos o a distintas

temperaturas.

3.6 Procedimientos Generales de Biologia Molecular

3.6.1 Vectores utilizados y obtencion de las construcciones plasmidicas empleadas

3.6.1.1 Vectores de Escherichia coli
* pGEX-KG (Guan y Dixon, 1991)

Contiene el gen que codifica la proteina GST (Glutatién-S-Transferasa), el gen de resistencia
a ampicilina y el promotor T7 junto con el operdn de la lactosa para inducir la expresion del gen

clonado en presencia de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG).

En este trabajo, este vector se utilizé para la construccion del plasmido pGEX-KG-Pck2 que
permite expresar en E. coli la proteina Pck2 fusionada al epitopo GST. Para ello, la secuencia
codificante de pck2 se amplifico mediante PCR utilizando como molde cDNA de una cepa silvestre de
S. pombe, y los oligonucledtidos Pck2pKG-F (contiene un sitio de corte Smal) y Pck2pKG-R
(contiene un sitio de corte Xbal). El producto obtenido se digirié con las enzimas indicadas y se clond

en el vector pGEX-KG. Las construcciones que expresan las distintas versiones mutantes de Pck2
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fusionadas a GST se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida por PCR (Apartado 3.6.2.7) usando
como DNA molde el pldsmido pGEX-KG-Pck2 y las correspondientes parejas de oligonucleotidos
mutagénicos (Tabla 3.3).

El vector pGEX-KG también se empled para la construccion del plasmido pGEX-KG-Ksgl.
Para su construccion se amplifico por PCR el fragmento de DNA correspondiente a la ORF de ksg/
utilizando los oligonucledtidos KsglpKG-F (con sitio de corte Smal) y KsglpKG-R (con sitio de corte
Ncol). El fragmento obtenido fue digerido con las enzimas de restriccion indicadas y se clond en el
vector pGEX-KG. La version cataliticamente inactiva de Ksgl se gener6 mediante mutagénesis
dirigida por PCR utilizando el plasmido pGEX-KG-Ksgl como DNA molde y los oligonucledtidos
mutagénicos Ksgl K128R-F y Ksgl K128R-R (Tabla 3.3). El producto obtenido se comprobé mediante

secuenciacion, se digirié con Smal y Ncol y se subclond en el vector pGEX-KG.

3.6.1.2 Vectores de Schizosaccharomyces pombe

* pREP3X (Forsburg, 1993)

Deriva de la serie de vectores de expresion pREP/RIP (Maundrell, 1990). Teniendo como base
el plasmido pUC119, se caracteriza por poseer un codoén de iniciaciéon (ATG) en el extremo 5° del
fragmento portador de sitios multiples de clonacion. Aguas arriba de dicha region se localiza la region
promotora (nmtl) regulada negativamente por la presencia de tiamina en el medio de cultivo
(Maundrell, 1990) en su version de expresion 3X. Ademads, posee un fragmento de parada de la
transcripcion (Stop) en el extremo 3’ del sitio de clonacion multiple. También presenta una secuencia
autorreplicativa de bajo numero de copias (arsl), y un marcador capaz de complementar distintas
auxotrofias en las cepas receptoras de S. pombe (en nuestro caso LEU2 de Saccharomyces cerevisiae

que complementa estirpes leul-32).

Este plismido se empled para clonar pck2’, obteniendo asi el plasmido pREP-Pck2. Se
construyd amplificando la secuencia codificante de Pck2 mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos Pck20OE-F (contiene un sitio Xhol) y Pck20E-R (contiene un sitio Smal) (ver Tabla
3.3), y clonando en el vector pREP3X el producto digerido con las endonucleasas indicadas. El
plasmido obtenido se utilizd6 como DNA molde para generar las distintas versiones mutantes de Pck2
(Apartado 3.6.2.7), que fueron transformadas en una cepa Apck2 pmkil-HA6H, seleccionando aquellas
colonias capaces de crecer en EMM2 sin leucina. Las condiciones empleadas para la sobre-expresion

se describen en el Apartado 3.2.

« pJK148

Es un vector de 5,3 Kb que lleva el gen leul” de S. pombe como marcador de selecciéon y
carece de secuencias arsl, por lo que no se replica de manera autébnoma. Se utiliza para la integracion

de secuencias de DNA en el genoma de S. pombe. Para que la integracion tenga lugar es necesario
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digerir el plasmido con la enzima de restriccion Nrul localizada en el gen leul”. El plasmido
linearizado se introduce en una cepa leu/-32, de modo que tras la recombinacion, se reconstituyen dos
copias del gen leul, una mutada y otra silvestre, recuperandose la capacidad de crecer en un medio sin
leucina (Keeney y Boeke, 1994). Este plasmido posee ademds: un fragmento de DNA que incluye
sitios de reconocimiento para 19 enzimas de restriccion; el gen de resistencia a ampicilina; un
fragmento del fago f1 que codifica las funciones requeridas para la obtenciéon de DNA monocatenario;
un origen de replicacion para E. coli; y el gen lacZ de la [B-galactosidasa para la seleccion de clones

por su color blanco o azul.

Este plasmido se empled para la construccion del plasmido integrativo PJK148-Pck2:HA que
permite la insercion en el locus leul-32 de una version de pck2” bajo el control de su propio promotor
y fusionada en su extremo carboxilo a un epitopo de hemaglutinina (HA). Para su construccion se
amplifico6 mediante PCR un fragmento de DNA correspondiente a la ORF de pck2” y su promotor,
utilizando como molde de la reaccion DNA gendmico procedente de la cepa silvestre L972 (ver Tabla
3.1). Se emplearon los oligonucleotidos Pck2Xbal-F2 (que hibrida desde la posicion -724 a la -703,
aguas arriba del codon de iniciacion de pck2”, y que contiene un sitio de corte Xbal) y Pck2HASmal-
R (que hibrida en el extremo 3’ de pck2" y que incorpora una secuencia de 64 nucledtidos que codifica
un epitopo de HA -secuencia GYPYDVPDYA-, y un sitio Smal). El fragmento obtenido (5 Kb) fue
digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Smal y se clond en el vector integrativo pJK148 tras ser
digerido previamente con las mismas endonucleasas, generando el plasmido pJK148-Pck2:HA. La
secuencia codificante de pck2” contiene un sitio Nrul que fue eliminado mediante mutagénesis
dirigida utilizando los oligonucledtidos Pck2NrulX-F y Pck2NrulX-R usando el plasmido pJK148-
Pck2:HA como DNA molde. El fragmento de pck2 con la mutacion incorporada fue digerido con las

enzimas de restriccion Xbal y Smal y subclonado para generar el plasmido pJK148-Pck2NrulA:HA.

Los plasmidos integrativos empleados para expresar las distintas versiones mutantes de Pck2
fusionadas al epitopo HA se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida por PCR utilizando como DNA
molde el plasmido pJK148-Pck2NrulA:HA. Los oligonucleétidos empleados para insertar los cambios
dirigidos se describen en la Tabla 3.3 del Apartado 3.6.2.7. Las mutaciones de interés fueron
confirmadas por secuenciacion y los correspondientes fragmentos de pck2 subclonados en el plasmido
pJK148. Los plasmidos integrativos obtenidos fueron digeridos con el enzima Nrul que corta en un
sitio tinico en leul", y transformados en la cepa pck2A (GB3). Los transformantes obtenidos fueron

verificados mediante PCR y Western blot.

3.6.2 Obtencion y manipulacion de muestras de DNA

3.6.2.1 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli
El ADN plasmidico de E. coli se aislé siguiendo las instrucciones de un sistema comercial de

purificacion (High Pure Plasmid Isolation Kif) distribuido por Roche.
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3.6.2.2 Aislamiento de DNA gendomico de S. pombe

La técnica empleada incluye la obtencion de protoplastos a partir de células vegetativas y la
posterior extraccion de los dcidos nucleicos con solventes organicos. Las levaduras se recogieron por
centrifugacion (5 minutos a 5000 r.p.m.) a partir de cultivos de 100 ml de medio liquido YES crecidos
hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento. El precipitado celular se resuspendié en 5 ml de
tampon citrato-fosfato 50 mM pH 5,6 conteniendo sorbitol 1,2 M, EDTA 40 mM pH 8,0 y 1-3 mg/ml
de zimoliasa 20T. Esta suspension se incubd a 37°C durante 30-60 minutos, hasta la obtencion de
protoplastos. Los protoplastos se recogieron mediante centrifugacion a baja velocidad (3000 r.p.m., 5
minutos) y se resuspendieron en 15 ml de tampo6n TsoEs (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 5 mM pH
8,0) y 1,5 ml de SDS 10%, incubandose durante 20 minutos a 65°C. Posteriormente se afiadieron 5 ml
de acetato potésico 5 M, y el lisado obtenido se enfrid en hielo por un tiempo minimo de 30 minutos.
Una vez transcurrido este tiempo, los lisados se centrifugaron a 15.000 r.p.m. durante 10 minutos, y
los acidos nucleicos totales presentes en los sobrenadantes se precipitaron con un volumen igual de
isopropanol frio (-20°C). Los &cidos nucleicos totales se lavaron con etanol al 70% y se
resuspendieron en 3 ml de tampon TsoEs suplementado con 20 pg/ml de RNAasa. Esta mezcla se
incub6 durante dos horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, se realizaron dos extracciones con una
mezcla de fenol y cloroformo con alcohol isoamilico (25:24:1). La fase acuosa resultante se precipito
con 2,5 volumenes de etanol absoluto frio (-20°C) y 0,1 volumenes de acetato sédico 3 M. El
precipitado de DNA total tras centrifugar, se lavé con etanol al 70%, se dejé secar a temperatura

ambiente y se resuspendié en 500 ul de tampén TE pH 7,5, guardandose a 4°C hasta su utilizacion.

3.6.2.3 Determinacion de la concentracion de DNA total

Las soluciones de DNA se cuantificaron empleando un equipo Nanodrop 100 (Thermo
Scientific), que mide la absorbancia de la muestra a 260 nm y calcula automaticamente su
concentracion segun la siguiente relacion: una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50 pg/ml de
DNA. Se utiliz6 la relacion de absorbancia 260/280 para estimar el grado de pureza de la preparacion

(1,6 - 1,8 en el caso de DNA puro).

3.6.2.4 Digestion del DNA con enzimas de restriccion
Se realizé siguiendo las recomendaciones especificadas por los suministradores de las enzimas

de restriccion (Roche y Fermentas) y las indicaciones generales descritas por Sambrook ef al. (1998).

3.6.2.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa y purificacion de DNA a partir de
geles

La separacion de los fragmentos de DNA en funcidén de su tamano se llevo a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa preparados a la concentracion adecuada (entre 0,8 y 1,5%)
dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar. Como marcadores de peso molecular se
emplearon los fragmentos de DNA gendmico del fago A resultantes tras su digestion con Hindlll

(Fermentas). Las electroforesis se desarrollaron a voltaje constante entre 65 y 90 V. El tampo6n usado
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fue TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) y en los geles se incluyé bromuro de etidio (1,0 pg/ml)

para visualizar el ADN tras la iluminacion con luz ultravioleta.

El aislamiento y purificacién de fragmentos especificos de ADN a partir de geles de agarosa
se realizd recortando bloques de agarosa que contenian los fragmentos de ADN de interés, y
procesando las muestras con el sistema comercial illustra GFXTM PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare). Para la purificaciéon de productos de PCR se utilizdo el mismo

producto siguiendo las recomendaciones especificas del fabricante.

3.6.2.6 Clonacion de fragmentos de ADN digeridos con enzimas de restriccion

Los experimentos de clonacion se realizaron mezclando cantidades variables de ADN tanto
del inserto como de vector plasmidico (dependiendo de cada caso), siendo la suma total de ambos no
superior a 300 ng en un volumen final de 20 pl. Para llevar a cabo las ligaciones se utilizé un kit
comercial (74 DNA Ligase, Promega Corporation). Las mezclas de ligacion se incubaron a 16°C
durante 12-18 horas. A continuacion, la mezcla de ligacion se dializ6 con membranas de 0,022 um de
tamafio de poro. Se utilizé 1 pl de esta preparacion para transformar mediante electroporacion 40 pl de

c¢lulas competentes de la estirpe de E. coli utilizada en este trabajo.

3.6.2.7 Reaccion de amplificacion de DNA (PCR) y mutagénesis dirigida por PCR

Las reacciones de amplificaciéon de DNA por PCR (Polimerase Chain Reaction) se realizaron
empleando un termociclador de la casa comercial Eppendorf (modelo Mastercycler Personal). Cada
reaccion de 50 pl contenia: 50 pmoles de cada oligonucledtido sintético (Roche), 10 ng de ADN
molde, 20 pmoles de una mezcla de desoxirribonucledtidos, 1,5 Unidades del enzima PfuUltra 11
Fusion o Pfu Turbo DNA Polymerase (Agilent Technologies) y MgCl, 1,5 mM (afiadido al tampon de
reaccion suministrado en el kit).

Las condiciones de amplificacion variaron segun el tamafio del ADN a amplificar y la
temperatura de fusion (Tm) de los oligonucledtidos. El primer paso fue una desnaturalizacion a 95°C
durante 2 minutos, seguido de un numero variable de ciclos (25 a 35), cada uno de ellos con un paso
de desnaturalizacion (95°C, 1 minuto), hibridacion (50-58°C, 30-90 segundos) y polimerizacion (72°C,
1-3 minutos). Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron, en caso necesario, a partir de geles

de agarosa.

Para mutar los fragmentos de DNA correspondientes a la proteina de interés, se utilizé un
protocolo de mutagénesis de dirigida proporcionado por Stratagene (Quickchange Site-directed
Mutagenesis Kit). Se utilizd como molde la forma no mutada y se sometid6 a una PCR donde se
utilizaron las parejas de oligonucleétidos indicadas para tal fin en la Tabla 3.3. Como resultado de su
sintesis in vitro, las cadenas de DNA recién sintetizadas se diferencian del DNA parental por la
presencia de una mella en la conexién de sus extremos 5’ y 3’ y por la ausencia de metilacion.

Seguidamente, el producto fue digerido con la enzima Dpnl, que actuia sobre los lugares de metilacion
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de las cadenas de DNA digiriendo especificamente el DNA molde (parental). Finalmente, se

transform6 el DNA mutante en células competentes de E. coli que se sembraron en placas de medio

LBA, y que se incubaron a 37°C durante 18 h. Se seleccionaron 5 colonias al azar que fueron

inoculadas en medio LBA liquido, y tras el crecimiento celular se aislé el DNA correspondiente a cada

colonia. Una vez aislado y purificado el DNA, la presencia de los cambios deseados y la ausencia de

mutaciones adicionales que pudieran haberse incorporado durante la amplificacion se verificaron

mediante secuenciacion.

Los plasmidos utilizados como molde de DNA a lo largo del trabajo se indican en la Tabla

3.2. Los oligonucleétidos empleados en las distintas reacciones de amplificacion junto con su finalidad

se muestran en la Tabla 3.3.

NOMBRE

pFA6a-KanMX6
pFA6a-hphMX6

pGEX-KG-Ksgl

pREP3x-Pck2

pJK148-Pck2:HA

DESCRIPCION

ORIGEN

Amplificacion del casete de disrupcion con el marcador de resistencia J. Béhler, 1998

a Kanamicina

Amplificacion del casete de disrupcion con el marcador de resistencia J. Béhler, 1998

a Higromicina B

Generacion de las versiones mutantes de Ksgl fusionadas a GST

Este trabajo

Generacion de las versiones mutantes de Pck2 en el pldsmido Este trabajo

pREP3X

Generacion de las versiones mutantes de Pck2 fusionadas a HA y Este trabajo

bajo la regulacion de su promotor endégeno

Tabla 3.2 Plasmidos empleados como molde de DNA en las reacciones de PCR

NOMBRE
Pck2Xbal-F2

Pck2HASmal-R

Pck2NrulX-F
Pck2NrulX-R
Pck2pKG-F
Pck2pKG-R
KsglpKG-F
KsglpKG-R
Ksg1K128R-F
KsgK128R-R
Ksgl1K128E-F
Ksg1K128E-R
Pck2OE-F
Pck20OE-R
Pck2T842A-F
Pck2T842A-R
Pck2T846A-F
Pck2T846-R

SECUENCIA® 5°-3°
TATATTCTAGATCCTGTGTCGTTTTCCATCAG

TATATCCCGGGCTATGCATAGTCCGGGACGTCAT

AGGGATAGCCAGCATTATCGGTAGTCGAGG
AACTTTTGACTAGAGATCCTAAAAA
TTTTTAGGATCTCTAGTCAAAAGTT
TATATCCCGGGAATGGATATGATTGATGAGG
TATATTCTAGACTAAGCATTATCGGTAGTC
TATATCCCGGGAATGCGAAATACGCACAAT
TATATCCATGGTTAGACAGCACTTCTAGC
AATATGCTATTAGGGTGTTGGATAA
TTATCCAACACCCTAATAGCATATT
GAATATGCTATTGAGGTGITGGATA
TATCCAACACCTCAATAGCATATTC
TATATCTCGAGATGGATATGATTGATGAGGC
TATATCCCGGGCTAAGCATTATCGGTAGTCG
ACACTACTGCCGCGTTTTGCGGTAC
GTACCGCAAAACGCGGCAGTAGTGT
ACGTTTTGCGGTGCTCCTGAATTTA
TAAATTCAGGAGCACCGCAAAACGT

UTILIDAD

Construccion Pck2-HA
Construccion Pck2-HA

Mutagénesis sitio Nrul
Mutagénesis sitio Nrul
Construccion Pck2-GST
Construccion Pck2-GST
Construccion Ksgl-GST
Construccion Ksgl-GST
Mutagénesis de Ksgl en K128
Mutagénesis de Ksgl en K128
Mutagénesis de Ksgl en K128
Mutagénesis de Ksgl en K128
Sobre-expresion de Pck2
Sobre-expresion de Pck2
Mutagénesis de Pck2 en T842 a A
Mutagénesis de Pck2 en T842 a A
Mutagénesis de Pck2 en T846 a A
Mutagénesis de Pck2 en T846 a A
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Pck2FFtoA-F
Pck2FFtoA-R

Pck2T984A-F
Pck2T984A-R
Pck2S1002A-F
Pck2S1002A-R
Pck2S1002E-F
Pck2S1002E-R
Pck2S1002D-F
Pck2S1002D-R
Pck2T842D-F
Pck2T842D-R
Pck2K712E-F
Pck2K712E-R
Pck2K712W-F
Pck2K712W-R
Torl-Del-F

Tor1-Del-F

Torl-com-R
Hyg-com-F

ACGAAAGAGATGCAGCAACATGCTGAAGGTGCTT
CTTATTCATGCGAGGATGAT
ATCATCCTCGCATGAATAAGAAGCACCTTCAGCAT
GITGCTGCATCTCTTTCGT
CTCCCAGTTCTTGCTCCTGTTAATT

AATTAACAGGAGCAAGAACTGGGAG
TTGAAGGTTTTGCTTATTCATGCGA
TCGCATGAATAAGCAAAACCTTCAA
TTGAAGGTTTTGAGTATTCATGCGA
TCGCATGAATACTCAAAACCTTCAA
TTGAAGGTTTTGATTATTCATGCGA
TCGCATGAATAATCAAAACCTTCAA
ACACTACTGCCGATTTTTGCGGTAC
GTACCGCAAAAATCGGCAGTAGTGT
TGTATGCTATTGAAGTTTTGAAAAA
TTTTTCAAAACTTCAATAGCATACA
TGTATGCTATTTGGGITTTGAAAAA
TTTTTCAAAACCCAAATAGCATACA

TTGTGATGAATGCCTAAGTGGAAGAATTGAACACC
GCGACTATTAGAAAGTCTATCGTTTCACTCGCICT
CTTTGATTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA
CAGAAACGAGCGAATTTATAGACATAAATTAATAA
CAACACGAAAAAAATTATCATAATCTCAAAAAACAG
AAAACATCAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
ACCGGAGCTACTAGCACTGT

ACATCTTCTTCTGGAGGCCG

Mutagénesis de Pck2 en los residuos de
F998 y F1001 a A

Mutagénesis de Pck2 en los residuos de
F998 y F1001 a A

Mutagénesis de Pck2 en T984 a A

Mutagénesis de Pck2 en T984 a A
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a A
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a A
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a E
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a E
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a D
Mutagénesis de Pck2 en S1002 a D
Mutagénesis de Pck2 en T842 a D
Mutagénesis de Pck2 en T842 a D
Mutagénesis de Pck2 en K712 a E
Mutagénesis de Pck2 en K712 a E
Mutagénesis de Pck2 en K712 a W
Mutagénesis de Pck2 en K712 a W

Interrupcion de torl"

Interrupcion de torl"

Comprobacion de la interrupcion

Comprobacion de la interrupcion

a Los sitios de corte se indican en cursiva; los residuos mutados en negrita; el subrayado indica la secuencia codificante de

hemaglutinina

Tabla 3.3 Lista de oligonucleétidos utilizados en este trabajo

3.6.2.8 Secuenciacion del DNA

La secuenciacion del DNA se llevo a cabo de forma automatizada utilizando un analizador de

4 capilares, modelo ABI Prism 3130 de Applied Biosystems en el Servicio de Biologia Molecular
(SAI) de la Universidad de Murcia.

3.6.3 Técnicas de transformacion

3.6.3.1 Transformacion de E. coli

Las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se transformaron por electroporacién con un

equipo Eppendorf Electroporator 2510, utilizando el protocolo proporcionado por la casa comercial.
En todos los casos el marcador de seleccién de los transformantes fue la resistencia a ampicilina.
Después de someter a las células a un pulso de corriente, se recuperaron en medio SOC durante 45
minutos a 37°C. Posteriormente se recogieron por centrifugacion y se sembraron en placas de LBA

(medio LB maés ampicilina).

68



Materiales y Métodos

3.6.3.2 Transformacion de S. pombe

La transformacion de S. pombe se realizé segiin el método descrito por Moreno et al. (1991)
con ligeras modificaciones. Se inoculé una colonia de la cepa S. pombe a transformar en 10 ml de
medio YES y se cultivo a 28°C hasta alcanzar valores de DOgyy comprendidos entre 0,8 y 1,2. Las
células se recogieron por centrifugacion a 1.800 r.p.m. durante 4 minutos, se lavaron y se
resuspendieron, primero con 5 ml de agua bidestilada estéril y a continuaciéon con 5 ml de tampén
AcLi/TE (acetato de litio 0,1 M, Tris-HCl 10 mM pH 7,6 y EDTA 1 mM). Finalmente las células se
resuspendieron en 100 pl de AcLi/TE y se anadieron 20 pg de ADN de salmoéon (10 mg/ml)
previamente hervido y 10 pl del ADN a transformar (plasmidos o productos de PCR). La mezcla se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 260 pl de
AcLi/TE/PEG4000 40% y se incub6 durante 40 minutos a 30°C. Después de este tiempo, se afiadieron
43 ul de DMSO vy las alicuotas se transfirieron a un bafio a 42°C, 5 minutos. A continuacion las células
se recogieron por centrifugacion, se lavaron, se resuspendieron en 500 pl de agua bidestilada estéril y

finalmente se sembraron en placas de medio EMM2 selectivo.

En las transformaciones en las que la seleccion se realizd por resistencia a kanamicina o
higromicina B, se procedié de manera similar, sesmbrando las células en placas de medio YES. Se
incubaron 24 horas y se replicaron en medio YES con Geneticina (g418) o Higromicina B, con una
concentracion de 200 pg/ml de antibiotico. En todos los casos las placas se incubaron durante 4-5 dias

a 28°C.

3.7 Marcaje y Fraccionamiento de los Polimeros de la Pared Celular

Se utilizé el método descrito por Arellano et al. (1996). Las células se incubaron en medio
rico antes de afiadir el precursor radiactivo. Cuando los cultivos alcanzaron una DOg= 0,5-0,8 se
llevo a cabo el marcaje de los mismos durante un periodo de 6 horas a 28°C y con 0,5 pCi/ml de "C-
glucosa. Se tomaron dos muestras de 50 pl al comenzar y dos al terminar la incubacion para calcular
la incorporacidn total de glucosa radiactiva en las células. El resto de cultivo se recogio, se lavo tres
veces con EDTA 1mM y se sometio a rotura mecanica mediante agitacion con bolas de vidrio en una
Fast-Prep FPI120 (Bio 101 Savant). La rotura se comprobd por observacién al microscopio de
contraste de fases. El extracto obtenido se diluy6 hasta 1 ml con EDTA 1 mM, se decantaron las bolas
de vidrio y se centrifugd a 1.000 xg para recoger las paredes. Estas se lavaron tres veces con NaCl 2 M
y otras dos veces con EDTA 1 mM y se tomaron alicuotas de 20 pl para determinar la incorporacion
total de ""C-glucosa en las paredes. Después, las paredes se hirvieron 5 minutos para inactivar las
posibles glucanasas incluidas en la pared y se resuspendieron en 500 pul de EDTA 1 mM. Se hicieron
alicuotas de 100 pl, de las cuales una se incubd con 100 pl de tampoén citrato-fosfato 50 mM pH 5,6;

dos alicuotas se incubaron en el mismo tampdn en presencia de 10 pg de Zymoliasa 100T (Seikagaku
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Kogio) y otras dos se incubaron en 100 pl del tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 con 100 unidades de

Quantazima (Quantum, Biotechnologies ING), que es una endo-B-glucanasa recombinante.

Todas las muestras se incubaron a 28°C durante 36 horas, tras lo cual se centrifugaron a
12.000 r.p.m durante 5 minutos y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y precipitados. Todas las
alicuotas (excepto los sobrenadantes que se valoraron directamente) se diluyeron con 1 ml de 4cido
tricloroacético (TCA) frio al 10%, manteniéndose a 4°C hasta ser filtradas sobre papel Whatman
GF/C. Estos filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de TCA y 2 veces con 3 ml de etanol. Después se
secaron y se determind su radiactividad en un contador de centelleo Wallac 1409, afiadiendo liquido
de centelleo Optiphase “Hisafe” (Hartmann-Petersen et al., 2004). El precipitado de la incubaciéon con
Zimoliasa 100T corresponde al a-glucano presente en la pared mientras que el sobrenadante de la
incubacion con Quantazima corresponde al B-(1,3)-glucano. La diferencia entre los precipitados de

Quantazima y Zimoliasa 100T corresponde a galactomanano y B-(1,6)-glucano.

3.8 Analisis de Proteinas

3.8.1 Obtencion de los extractos celulares y preparacion de las muestras de proteina

Una vez realizados los tratamientos indicados, las células (50 ml de cultivo) se recogieron por
centrifugacion (4.000 r.p.m) a 4°C, se lavaron una vez en tampon 1X PBS frio, y la masa celular
obtenida se congeld inmediatamente en nitrogeno liquido para su procesamiento posterior. Los
extractos celulares para el analisis de Pmk1 se obtuvieron, a menos que se indique lo contrario, en
condiciones nativas. Para ello se resuspendieron las células en 1 ml del tampén de lisis: glicerol 10%,
Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 0,1% junto con inhibidores especificos de proteasas y
fosfatasas. La rotura celular se llevd a cabo por disrupcion mecanica aiadiendo 750 mg de bolas de
vidrio (0,4 mm, Sigma) y empleando el sistema Fast-Prep FPI20 (Bio 101, Vista, CA).
Posteriormente se clarificaron los lisados mediante centrifugacion durante 15 minutos a 13.000 r.p.m.
A continuacion, la concentracion de proteina se determind colorimétricamente utilizando el método de
Bradford (1976), midiendo la Ases en un espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro (Amersham
Biosciences). Una vez normalizada la concentracion de los extractos celulares de S. pombe se tomaron
cantidades equivalentes de los mismos y se les afiadié 20 pl de tampdn de carga para geles de

poliacrilamida-SDS (Sambrook ef al., 1998).

Para la obtencién de extractos con el objetivo de analizar la fosforilacién y niveles de Pck2,
las células se procesaron de manera similar empleando el tampon de lisis T100 (Triton X-100 1%,
Tris-HC1 50 mM pH 7.5, EDTA 5mM pH 8.0, NaCl 150 mM, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 1mM,
inhibidores de proteasas y fosfatasas). La clarificaciéon de los lisados se llevd a cabo mediante

centrifugacion durante 8 minutos a 5.000 r.p.m.
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3.8.2 Purificacion de proteinas fusionadas a HA6H

En aquellos experimentos donde se emplean cepas con la proteina de interés fusionada al
epitopo HA seguido de 6 histidinas consecutivas (HA6H), la fusion se purific6 como se describe a
continuacion. Se incubaron cantidades equivalentes de extractos clarificados con 50 pl de matriz de
Ni*"- NTA-agarosa (Qiagen) en una plataforma giratoria durante 2 horas a 4°C. Transcurrido dicho
tiempo, la matriz se lavo 3 veces con tampon de lisis (glicerol 10%, Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl
150 mM, NP-40 0,1% junto con inhibidores especificos de proteasas y fosfatasas). Finalmente, la
matriz se resuspendi6 en 20 pl de tampdn de carga para geles de poliacrilamida-SDS (Sambrook et al.,
1998).

3.8.3 Expresion vy purificacion de proteinas fusionadas a GST en E. coli

Utilizamos un sistema de expresion heterdloga en E. coli con el fin de purificar Ksgl,
Ksgl K128R, Pck2 y sus correspondientes versiones mutantes (Pck2.T842A, Pck2.T846A,
Pck2.T984A, Pck2.S1002A, Pck2.FO98F1001A, Pck2.T842AT846A, Pck2.K712W). Estas proteinas
se emplearon para llevar a cabo los ensayos de interaccion in vitro y los distintos ensayos quinasa

desarrollados en el trabajo.

Para la expresion de cada una de las proteinas de fusion se procedid de la siguiente manera. Se
realizo un cultivo iniciador en 10 ml de medio LBA que se incub6 a una temperatura de 37°C durante
toda la noche. Posteriormente se inocularon 5 ml de dicho cultivo en un matraz con 500 ml de LBA y
se crecido a 37°C hasta una densidad optica de 0,4. En este momento se adiciondé IPTG hasta una
concentracion final de 0,4 mM, manteniendo el proceso de induccion durante 4 horas a 25°C. Se
recogieron las células mediante centrifugacion a 1.000 xg durante 10 minutos a 4°C, y se lavaron con
un tampon salino frio (NaCl 0,9%). Posteriormente se concentraron de nuevo por centrifugacion, y se
resuspendieron en 1 ml de tampdn de resuspension (sacarosa 2,4 M, Tris-HC1 50 mM, EDTA 10 mM,
pH 8, inhibidores de proteasas). Las muestras se incubaron durante 15 minutos en hielo y, a
continuacién, se lisaron mediante su incubacidén en hielo con 4 ml de tampodn de lisis (deoxicolato
sodico 0,1%, Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, KCI 100 mM, MgCl, 10 mM, lisozima 0,125 mg/ml,
inhibidores de proteasas a una concentracion estdndar, pH 8) durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, la muestra se sonicd mediante 6 pulsos de 15 segundos cada uno hasta conseguir clarificar la
suspension celular. Una vez obtenido el sobrenadante del lisado correspondiente, la proteina fusionada
a GST se purificé por cromatografia de afinidad incubando la muestra toda la noche con 0,5 ml de
matriz glutation Sefarosa 4B (GE Healthcare). Las proteinas unidas a la matriz se lavaron 3 veces con
el tampoén de lavado (glicerol 10%, KCI 100 mM, MgCl, 5 mM, ZnCl, 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, NP40
0,1%, DTT 2mM, HEPES 10 mM, inhibidores de proteasas, pH 8), y se eluyeron mediante incubacion
durante 60 minutos a 4°C en 0,4 ml de tampon de elucion (glicerol 10%, KCI 100 mM, MgCl, 5 mM,
ZnCl, 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, NP40 0,1%, DTT 2 mM, HEPES 10 mM, glutatién reducido 10 mM,

pH 9). La concentracion de las distintas proteinas de fusion se determind mediante su comparacion
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con un patréon conocido de albumina de suero bovino (BSA) en geles de poliacrilamida tras su tincion

con azul de Coomassie.

3.8.4 Experimentos de interaccion in vitro

Los ensayos de interaccion in vitro entre HA-Pckl o HA-Pck2 con GST-Ksgl se realizaron
segun se indican en Nguyen y Shiozaki (1999), aunque con ligeras modificaciones. En primer lugar se
cultivaron las cepas PPG5.16 (HA-Pckl) y PPG5.23 (HA-Pck2) en medio minimo sin tiamina durante
24 horas. Se recogieron las células por centrifugacion a 4°C y se congelaron en nitrogeno liquido.
Posteriormente se lisaron las células como se ha descrito anteriormente en tampoén de lisis IP (Tris-
HCl pH 7,2, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, B- mercaptoetanol 1 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,5%,
mas inhibidores de proteasas a la concentracidon estdndar), y los extractos se clarificaron mediante
centrifugacion durante 8 minutos. Por otra parte, las proteinas GST, GST-Ksgl y GST-
Ksg.K128R(KD) se expresaron en E. coli y se purificaron mediante cromatografia de afinidad con
glutation Sefarosa 4B (GE Healthcare). Los extractos celulares con HA-Pckl y HA-Pck2 se incubaron
con las distintas fusiones a GST durante 60 minutos a 4°C en agitacion continua. Posteriormente se
procedid a lavar la matriz 4 veces con tampon de lisis mas Triton X-100 1%. A continuacion, se
procedid a la elucion de las proteinas unidas a la matriz mediante la adiciéon del buffer de elucion
(glutation reducido 20mM) y la incubacion durante 20 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Se desnaturalizaron mediante la adicion de tampon de carga y su incubacion a 100°C durante 5
minutos. Finalmente, las proteinas unidas a la matriz se analizaron mediante inmunodeteccion con los

anticuerpos anti- GST y anti-HA como se describe en el Apartado 3.8.7.2.

3.8.5 Ensayos quinasa in vitro

Para realizar estos ensayos las versiones silvestre y cataliticamente inactiva de Ksgl se
expresaron en E. coli y se purificaron mediante inmunoprecipitaciéon con una matriz de glutation
sefarosa. Como sustratos se emplearon las formas silvestre y mutantes de Pck2 fusionadas a GST
(Pck2.T842A, Pck2.T846A, Pck2.T984A, Pck2.S1002A, Pck2.F998F1001A, Pck2.T842AT846A,
Pck2.K712W), expresadas y purificadas de cepas de Escherichia coli. En los ensayos quinasa no
radiactivos las reacciones se realizaron incubando las quinasas purificadas con 5 pg de sustrato (GST-
Pck2 y las correspondientes versiones mutantes) en tampoén quinasa (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, MgCl,
10 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, ATP 50 uM frio) durante 30 minutos a 30°C. Finalmente, las
proteinas se separaron mediante SDS-PAGE. Los niveles de proteina total y fosforilada en T842 se
detectaron empleando anticuerpos anti-GST y anti-fosfo-T842, y se revelaron mediante
quimioluminiscencia. En los ensayos quinasa radiactivos se emple6 el mismo tampon quinasa al que
se afiadio 0.1 uCi/ul [y-32P] ATP. Las muestras se incubaron durante 60 minutos a 30°C. Las proteinas

marcadas se separaron mediante SDS-PAGE y se detectaron mediante autorradiografia.
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3.8.6 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

La separacion de las proteinas presentes en las diferentes muestras en funcion de su tamafio se
realizd6 mediante la electroforesis de proteinas en geles verticales de poliacrilamida-SDS en
condiciones desnaturalizantes segin Laemmli (1970). Se prepararon los geles de poliacrilamieda a
partir de una solucion stock de acrilamida/bisacrilamida (30% y 0,8% respectivamente; Profogel,
National Diagnostics). Se emplearon geles de una concentracion del 6 al 12% para el gel de
resolucion, y del 5% para el concentrador. Se utilizaron dos equipos segin el nimero de muestras a
analizar: el sistema Mini Protean III para geles de 1,5 mm de grosor; y el sistema Criterion, ambos

proporcionados por Bio-Rad.

Las muestras, con el tampon de carga afadido, se incubaron a 100°C durante 5-8 minutos
antes de cargar los geles. Las electroforesis se realizaron a voltaje constante que vari6 segun el sistema
utilizado entre 90-120 V (Mini Protean) y 120 V (Criterion). Como marcador de peso molecular se
empled el suministrado Sigma (Prestained Molecular Weight Marker) que proporciona un rango de
resolucion entre 26 y 180 kDa. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a un
soporte solido de nitrocelulosa para ser detectadas con anticuerpos especificos mediante la técnica de

Western (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981).

3.8.7 Deteccion de proteinas mediante anticuerpos especificos (Western blot)

3.8.7.1 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL, GE Healthcare) empleando un equipo Trans-
blot Turbo Transfer System (Biorad), y tiras de papel de filtro Whatman 3MM Chr empapadas en
tampones de anodo (Tris-HCI 0,3 M y metanol 10%, pH 10,4) y catodo (Tris-HCI 25 mM, &cido
aminocaproico 40 mM y metanol 20%, pH 9,4). La transferencia se realiz6 a temperatura ambiente y

aplicando una intensidad de corriente constante de 300 mA durante 50 minutos.

3.8.7.2 Inmunodeteccion de proteinas fijadas a membranas de nitrocelulosa

Se utilizaron distintos tampones, concentraciones y anticuerpos secundarios (Tabla 3.4),
dependiendo del anticuerpo primario empleado para la deteccion de la proteina de interés. Una vez
finalizada la transferencia, las membranas se sumergieron en una solucion de bloqueo durante 1 hora.
Transcurrido ese tiempo, la soluciéon de bloqueo se elimind mediante 3 lavados de 10 minutos con el
tampon indicado, y las membranas se incubaron (minimo 2 horas a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C segun experimento) en presencia del anticuerpo primario a la concentracion indicada.
Tras eliminar el exceso de anticuerpo con 3 lavados de 10 minutos, las membranas se incubaron
durante 60 minutos con el correspondiente anticuerpo secundario. El exceso de anticuerpo secundario

se elimin6 mediante 3 lavados con el tampon adecuado.
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Para el revelado se utilizé el sistema Amersham ECL Western Blotting Detection (GE

Healthcare) que permite la deteccion de la actividad peroxidasa asociada al anticuerpo secundario

mediante quimioluminiscencia. Las proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectaron

exponiendo las membranas sobre peliculas Hyperfilm ECL (GE Healthcare) durante tiempos variables

(1 a 20 minutos) en casetes de autorradiografia.

Anticuerpo
Primario
(Organismo, Tipo, Casa
comercial)

Anti-fosfo-T842
(Conejo,
Genscript)
Anti-fosfo-PKC o/f 11
(Conejo, Policlonal,
Cell Signalling)
Anti-fosfo-p44/42
(Conejo, Policlonal,

Policlonal,

Cell Signalling)
Anti-fosfo-p38
(Conejo, Monoclonal,
Cell Signalling)
Anti-HA (12CA5)
(Ratén, Monoclonal,
Roche)
Anti-HA-HRP (3F10)
(Rata, Monoclonal,
Roche)

Anti-cdc2
(Conejo,
Upstate)
Anti-c-myc (9E10)
(Raton,
Roche)
Anti-GFP

(Ratén, Monoclonal,
Roche)
Anti-GST-HRP
(Conejo, Policlonal,
GE Healthcare)

Policlonal,

Monoclonal,

Solucion de
bloqueo

TBST 0.1% +
leche
desnatada 5%

TBST 0.1% +
leche
desnatada 5%

TBST 0.1% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.01% +
leche
desnatada 1%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

PBST 0.05% +
leche
desnatada 5%

Condiciones
de uso
1:1000 en
TBST 0,1% vy

BSA 5%
1:1000 en
TBST 0,1% vy
BSA 5%
1:1000 en
TBST 0,1% vy
BSA 5%
1:1000 en
PBST 0,01% y
BSA 1%
1:1000 en
PBST 0,05% y
leche 5%
1:5000 en

PBST 0,05% y
leche desnatada
5%

1:1000 en
PBST 0,05%
1:1000 en
PBST 0,05% y
leche 5%
1:1000 en
PBST 0,05% y
leche 5%
1:5000 en

PBST 0,05% y
leche desnatada
5%

Anticuerpo
secundario
(Organismo,Tipo, Casa
comercial)
Anti-IgG conejo-HRP
(Cabra, Policlonal, GE
Healthcare)
Anti-IgG conejo-HRP
(Cabra, Policlonal, GE
Healthcare)
Anti-IgG conejo-HRP
(Cabra, Policlonal, GE
Healthcare)
Anti-IgG conejo-HRP
(Cabra, Policlonal, GE
Healthcare)
Anti-IgG raton-HRP
(Cabra,
Sigma)

Policlonal,

Ninguno

Anti-IgG conejo-HRP
(Cabra, Policlonal, GE
Healthcare)

Anti-IgG raton-HRP
(Cabra,
Sigma)
Anti-IgG raton-HRP
(Cabra,
Sigma)

Policlonal,

Policlonal,

Ninguno

Condiciones de
uso

1:1000 en TBST
0,1% + leche
desnatada 5%
1:1000 en TBST
0,1% + leche
desnatada 5%
1:1000 en TBST
0,1% + leche
desnatada 5%
1:2000 en PBST
0,01% + leche
desnatada 1%
1:2000 en PBST
0,05% + leche
desnatada 5%
Ninguna

1:2000 en PBST
0,05%

1:2000 en PBST
0,05% + leche
desnatada 5%
1:2000 en PBST
0,05% + leche
desnatada 5%
Ninguna

Tabla 3.4 Anticuerpos y condiciones de uso empleadas en este trabajo
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3.8.7.3 Analisis densitométrico

La cuantificacion de la sefial obtenida tras la inmunodeteccion se realizd6 mediante el
programa ImageJ (Schneider et al, 2012). Los valores de intensidad de cada punto se normalizan
sustrayendo el fondo. Se calcul6 el valor de la induccioén relativa como relacién o cociente entre los
niveles cuantificados de fosforilacion (Pmkl o Pck2) a los tiempos indicados frente a los niveles
medidos a tiempo 0 en el control (células sin tratar). Los valores obtenidos fueron normalizados con
respecto a los valores correspondientes a la proteina total (control de carga). Los datos numéricos

obtenidos corresponden a los niveles relativos de Pmk1 o Pck?2 fosforilado en las distintas muestras.

3.9 Técnicas Microscopicas

3.9.1 Microscopia de contraste de fases

La observacion directa de células de distintos cultivos de S. pombe se realizd6 mediante
preparaciones en fresco y su observacion empleando un microscopio Leica DM4000B.

3.9.2 Microscopia de fluorescencia

Las observaciones se realizaron mediante un sistema de epifluorescencia por lampara de
mercurio de 100W en un microscopio Leica DM4000B acoplado a una cdmara Leica DC 300F, y
conectado al sistema informatico de analisis de imagen IM50. El tratamiento de las imdgenes
capturadas se realiz6 con el programa Adobe Photoshop (Adobe Systems).

3.9.3 Tincion de calcoflior

Para el estudio morfoldgico de la pared y los septos celulares tras la sobre-expresion de Pck2
y las correspondientes versiones mutantes se empled la tincion de blanco de calcofltior. El calcofltior
es un fluorocromo que tife las zonas de pared celular ricas en quitina en S. cerevisiae, pero que en S.
pombe se une fundamentalmente al B-(1-3)-glucano lineal del septo y de los polos en crecimiento
(Cortes et al., 2007) ya que S. pombe carece de quitina. El calcofltior se excita al recibir luz de 372 nm
de longitud de onda y emite fluorescencia azul. El calcofluor (Blankophor BBH, Bayer Corporation)
se prepard en agua a una concentracion de 1 mg/ml. Para conseguir la completa disolucion, se
afadieron gotas de KOH 10 N. Se esterilizo6 por filtracion y se guardé a 4°C protegido de la luz.

La tincion de calcofltior se realizé directamente sobre la muestra antes de su observacion,

anadiendo el calcofltor a una dilucion 1/6 (v/v).

3.10 Analisis Bioinformatico

Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de S. pombe (The

Wellcome Trust Sanger Institute) disponible en la siguiente direccion web: http://www.pombase.org/.
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Con el fin de obtener los mapas de restriccion de secuencias de ADN se recurrid a la

aplicacion Webcutter 2.0 disponible en: http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html.

Para el alineamiento de secuencias de ADN y proteinas, asi como la busqueda de genes
homodlogos se empled la aplicacion del proyecto de S. pombe del Sanger Institute o alternativamente
en la pagina web del National Center for Biotechnology Information presentes en las siguientes

direcciones: http://old.genedb.org//genedb/pombe/blast.jsp y http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

El analisis de los dominios estructurales presentes en las proteinas o predecibles a partir de su
secuencia se realizd a través de las siguientes bases de datos: http:/pfam.sanger.ac.uk/ y

http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY /index.html.

La busqueda bibliografica se realiz6 en la base de datos disponible en la siguiente direccion

web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.
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Resultados

4. 1 Ksgl es un regulador positivo de la ruta MAPK de integridad celular en
Schizosaccharomyces pombe

La proteina Ksgl, ortdloga a PDK1 en células eucariotas superiores, es esencial para el
crecimiento vegetativo de S. pombe (Niederberger y Schweingruber, 1999). Estudios previos han
sugerido un posible papel de Ksgl como un regulador de la integridad de la pared celular (Graub et
al., 2003). La ruta de integridad celular, cuyo elemento central es la MAPK Pmkl, desempefia en S.
pombe una funcion critica en la regulacion de los procesos de construccion y mantenimiento de la
pared celular (Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). Por todo ello nos preguntamos si la funcion de
Ksgl ejercia algin impacto en el estado de la activacion de Pmkl1, y por tanto, si se trataba de un

nuevo elemento regulador de la transmision de sefiales por dicha ruta.

Para explorar esta posibilidad, y dado que Ksgl es una proteina esencial, empleamos un
mutante que expresa un alelo termosensible de Ksgl (ksg/-208) que presenta una mutacién puntual
que provoca la sustitucion de un residuo de glicina en la posicién 159 dentro del dominio de unién a
ATP por otro de acido glutamico (Niederberger y Schweingruber, 1999). Las cepas portadoras de este
alelo muestran graves defectos morfologicos y una fuerte sensibilidad frente a la estaurosporina, un

potente inhibidor de PKCs (Graub et al., 2003).

Con el fin de averiguar si la pérdida de actividad de Ksgl alteraba los niveles basales de
activacion de Pmkl, se construyeron las cepas MI200 (PmkI1-HA6H, control) y MM667 (Pmkl-
HAG6H, ksgl-208), que expresan una version silvestre del gen pmkl™ bajo el control de su propio
promotor, y fusionada en su extremo C-terminal a la secuencia codificante de dos epitopos de
hemaglutinina y seis histidinas consecutivas (HA6H) (Madrid et al., 2006). Ambas cepas se cultivaron
en medio YES a 25°C (temperatura permisiva) hasta fase exponencial temprana, y seguidamente se
transfirieron a un incubador a 34,5°C (temperatura restrictiva para el mutante ksg/-208) (Graub et al.,
2003). Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados, y se obtuvieron los correspondientes extractos
celulares seglin se indica en el Apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. La proteina de fusiéon Pmk1-
HAG6H se purifico a partir de los extractos obtenidos mediante cromatografia de afinidad con una
matriz de Ni' -NTA-agarosa, se resolvié en geles SDS-PAGE, y se detecté su estado de activacion
mediante Western Blotting empleando un anticuerpo policlonal anti-fosfo-p44/42 (Apartado 3.8.2 de

Materiales y Métodos). Dicho anticuerpo reconoce especificamente la fosforilacion dual de Pmklen

186 188

los residuos Thr del bucle de activacion (Madrid et al., 2006). Paralelamente la cantidad

y Tyr
total de la fusion se detectd6 empleando un anticuerpo monoclonal anti-HA. Finalmente, las sefiales
obtenidas tras la hibridacién con ambos anticuerpos se cuantificaron densitométricamente mediante el
programa Image J (Abramoff et al., 2004) y se expresaron para cada muestra como unidades relativas
de activacion (U.R.): ratio entre las sefiales obtenidas con el anticuerpo p44/42 (fosforilacion) frente a

anti-HA (proteina total).
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Como se observa en la Figura 4.1, el mutante ksg/-208 presenté un nivel basal de
fosforilacion de Pmk1 reproduciblemente menor al de la cepa control, tanto a temperatura permisiva
(25°C) como restrictiva (34,5°C). Por otro lado, los niveles totales de la MAPK permanecieron
relativamente constantes en ambas cepas independientemente de la temperatura de incubacion. Estos
resultados indican que la disminucion de la actividad de Ksgl reduce significativamente el nivel de
fosforilacion basal de Pmkl, lo que sugiere que en S. pombe Ksgl podria ser un regulador positivo

especifico de la ruta de integridad celular durante el crecimiento vegetativo.

YES

Control ksg1 -208

25 — 34.5°C 25 —34.5°C

Tiempo: 0 1 2 3 0 1 2 3 h

—_———— P-p44/42

UR:1 13 11 11 0.7 05 0.6 06

Figura 4.1 Ksg1 es un regulador positivo de la ruta MAPK de integridad celular en S. pombe. Las cepas
MI200 (Pmk1-HAGH; control) y MM667 (Pmk1-HAGH, ksg7-208) se cultivaron a 25°C en medio YES hasta fase
exponencial temprana, y se transfirieron a 34,5°C durante los tiempos indicados. La proteina de fusion Pmk1-
HABH se purific6 mediante cromatografia de afinidad, y los niveles totales y de activacion de la quinasa se
detectaron mediante inmunodeteccién con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-P44/42, respectivamente. U.R.,

unidades relativas.

4.2 Ksgl es un regulador positivo de la ruta de integridad celular en condiciones
de estrés

En S. pombe la ruta de sefializacion mediada por la MAPK Pmk] regula la integridad celular y
morfogénesis, particularmente en condiciones de estrés (Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). Aunque
inicialmente se creia que Pmk1 se activaba unicamente en respuesta a incrementos de temperatura o
tras el estrés salino (Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997), nuestro grupo ha descrito que también lo
hace en respuesta a otras situaciones adversas, como el estrés hiper- e hipo-osmoético, el ayuno de
glucosa, el dafio a la pared celular, y el estrés oxidativo mediado por hidroperéxidos o agentes pro-
oxidantes (Barba et al., 2008; Madrid et al., 2006; Soto et al., 2007). De hecho, los mutantes de S.
pombe carentes de Pmk1 son sensibles a la mayoria de los tipos de estrés que inducen su activacion,
por lo que su funcidén es necesaria para la adaptacion y supervivencia celular frente a tales condiciones

(Madrid et al., 2006). En el apartado anterior se puso de manifiesto el papel de Ksgl como posible
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regulador positivo de la ruta de integridad celular durante el crecimiento vegetativo de S. pombe. Dado
que dicha ruta es activada en multiples situaciones de estrés, nos preguntamos si Ksgl regulaba la

transmision de sefiales hacia Pmk1 en dichas circunstancias.

Para explorar esta posibilidad se cultivaron las cepas MI1200 (Pmk1-HA6H, control) y MM667
(Pmk1-HAG6H, ksgi-208) en medio YES hasta fase exponencial temprana a 25°C, momento en el que
los cultivos se incubaron a 32 o 34,5°C. A continuacion los cultivos se sometieron a distintos tipos de
estrés que activan la ruta de integridad celular, como el estrés hiperosmético en presencia de KCI, el
ayuno de glucosa, y el dafio en pared celular inducido por caspofungina (una equinocandina que inhibe
la actividad de las B-glucan sintasas de la pared celular) o calcofluor (la unioén de este fluorocromo a
los polisacaridos altera la estructura de la pared celular). Se tomaron alicuotas a distintos tiempos, y se
procesaron como se indico en el apartado anterior. Tal como muestra la Figura 4.2A, el grado de
activacion de Pmkl1 en el mutante ksg/-208 tras un tratamiento con 0,6M KCl fue claramente menor
que en la cepa control cuando los cultivos fueron incubados a temperatura semipermisiva (32°C) o
restrictiva (34,5°C). Sin embargo, dicha reduccién no se observd en cultivos de ambas cepas
sometidos a estrés salino e incubados a temperatura permisiva (25°C) (Figura 4.2A). Estos resultados
sugieren que Ksgl participa en la transmision de la sefnal activadora de la ruta de integridad celular en
condiciones de estrés hiperosmotico. De manera similar, la activacion de Pmkl disminuy6
considerablemente en la cepa ksg/-208 respecto al control cuando los cultivos se sometieron a un
ayuno de glucosa a 34,5°C (Figura 4.2B). Por lo tanto, Ksgl también estaria implicado en la activacion

de la ruta de integridad celular durante la ausencia de esta fuente de carbono esencial.

A continuacion, analizamos la dinamica de fosforilacion de Pmkl en la cepa control y el
mutante ksgl-208 tras someter los cultivos correspondientes a un estrés de pared celular empleando
caspofungina o calcofltior. De nuevo, y tal como indica en la Figura 4.2C, los niveles de activacion de
Pmk1 en ambas condiciones fueron claramente menores en el mutante ksg/-208 respecto al control
incluso a la temperatura permisiva, lo que confirma el papel de Ksgl como activador de la ruta de
integridad en estas condiciones. Finalmente, para confirmar que el defecto en la sefalizacion hacia la
ruta de integridad celular mostrado por el mutante ksg/-208 era debido a un déficit en la actividad
quinasa de Ksgl, se expresaron las versiones silvestre y cataliticamente inactiva de Ksgl (KD,
mutante K/28R) en un fondo genético ksgl-208 pmkl:HA6H. Los cultivos se incubaron a 25°C hasta
fase exponencial temprana, transfiriéndose a 34,5°C durante 1 hora, y se trataron con lug/ml de
caspofungina (Figura 4.2D). La inmunodeteccion con el anticuerpo anti-fosfo-p44/42 revel6 una
recuperacion de la activacion de Pmk1 en la cepa que portaba la version silvestre de Ksgl, pero no en

el mutante que expresaba la version de Ksgl cataliticamente inactiva. En conjunto, todos estos resulta-
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Figura 4.2 Ksg1 es un regulador positivo de la ruta de integridad celular de S. pombe en respuesta a
estrés. (A) Las cepas MI200 (Pmk1-HAGH; control) y MM667 (Pmk1-HAGH, ksg7-208) se cultivaron a 25°C en
medio YES hasta fase exponencial temprana, se transfirieron a 32 o 34,5°C durante 1 hora, y se trataron con KCI
0,6M. (B) Las cepas descritas en (A) se cultivaron a 25°C en medio YES con 7% glucosa, se incubaron a 34,5°C
durante 1h, y se transfirieron al mismo medio en presencia de 3% glicerol. (C) Las cepas descritas en (A) se
cultivaron a 25°C en medio YES, se transfirieron a 34,5°C durante 1 hora, y se trataron con 1ug/ml de
caspofungina o 1mg/ml de blanco de calcoflior. (D) Las cepas MM667 (Pmk1-HAG6H, ksg7-208), MM1372
(Ksg1-HA, ksg1-208) y MM1389 (Ksg1.K128R-HA, ksg1-208) se cultivaron a 25°C en medio YES, se incubaron a
34,5°C durante 1 hora, y se trataron con 1ug/ml de caspofungina. En todos los casos la fusion Pmk1-HAGH fue
purificada por cromatografia de afinidad, y los niveles totales y activos de la quinasa se detectaron mediante

inmunodeteccion con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-P-p44/42, respectivamente. U.R., unidades relativas.

dos sugieren que Ksgl actua como un regulador positivo de la ruta de integridad celular durante el

crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés.

4.3 Ksgl no participa en la regulacion de la ruta SAPK de S. pombe

Como se ha comentado previamente, S. pombe posee tres rutas de MAP quinasas, la ruta de
respuesta a estrés (SAPK), la ruta activada por feromonas, y la ruta de integridad celular. La ruta
SAPK fue la primera ruta de MAP quinasas identificada en S. pombe debido a su papel esencial
durante el control del ciclo celular y en la supervivencia celular en condiciones de estrés. Con estos
precedentes nos propusimos averiguar si Ksgl presentaba algin tipo de interaccion funcional con
dicha ruta empleando a su elemento central, la MAPK Styl, como chivato biologico. Se construyeron
cepas que expresan los alelos silvestre (JM 1250, control) y mutante (MM677, ksgl-208) de Ksgl en
un fondo genético con una version genémica de styl” fusionada en su extremo C-terminal a dos
epitopos de hemaglutinina y seis histidinas consecutivas (Styl-HA6H). Ambas cepas se cultivaron en
medio YES hasta fase exponencial temprana a 25°C, se transfirieron a 34,5°C durante una hora, y a
continuacién se sometieron bien a un estrés hiperosmotico con KCIl, o a un estrés por ayuno de
glucosa. Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados, y se obtuvieron los correspondientes extractos
celulares seglin se indica en el Apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. El estado de activacion de
Styl se determin6 mediante Western blotting usando un anticuerpo anti-fosfo-p38 humano gracias a la
fuerte homologia existente entre las MAPKs Styl y p38 de mamiferos (Wilkinson ef al., 1996). La

cantidad de Sty1 total se detecto tras la hibridacion con un anticuerpo anti-HA.

Tal como muestra la Figura 4.3, y a diferencia de lo que ocurria con Pmk1, la activacion de
Styl en respuesta a ambos estreses no se vio alterada significativamente en el mutante ksg/-208 con
respecto a la cepa control en cultivos incubados a 25°C o a la temperatura restrictiva (34.5°C). Por lo
tanto, estos resultados sugieren que a diferencia de lo que ocurre con la ruta de integridad celular,

Ksgl no participa en la activacion de la ruta SAPK inducida por estrés en S. pombe.
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Figura 4.3 Ksg1 no participa en la activacion de la ruta SAPK en respuesta a estrés. Las cepas JM1250
(Sty1-HAGH; control) y MM677 (Sty1-HAGH, ksg1-208) se cultivaron a 25°C en medio YES (panel izquierdo), o
medio YES con 7% glucosa (panel derecho), se incubaron a 34,5°C durante 1 hora, y se trataron con 0,6M KCI o
fueron transferidas al mismo medio con 3% glicerol (- glucosa). Los niveles activados y totales de Sty1 fueron
determinados mediante inmunodeteccion utilizando anticuerpos anti-fosfo-p38 y anti-HA, respectivamente. U.R.,

unidades relativas.

4.4 Ksgl es necesario para la transmision de la sefial de activacion de Pmk1
dependiente de Rho2-Pck2

Una vez confirmada la existencia de una interconexion entre Ksgl y la ruta de integridad
celular, nos planteamos averiguar la posicion que ocupa Ksgl en relacion a los principales elementos
activadores de dicha ruta. Ma et al. (2006) demostraron que la pequeiia GTPasa Rho2 actia aguas
arriba de Pck2, que a su vez es responsable de la activacion del modulo Mkhl-Pekl1-Pmkl.
Posteriormente, nuestro laboratorio confirmé que la activaciéon de Pmkl inducida por los estreses
hipo- e hiperténico depende totalmente de la sefializacion mediada por Rho2-Pck2 (Barba et al.,
2008). Recientemente nuestro grupo ha descrito que tanto Pckl (el segundo ortdlogo a PKC en S.
pombe) como la GTPasa esencial Rhol regulan la actividad de Pmk1 de forma aditiva y/o alternativa a
Rho?2 y Pck2 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta al dafio en la pared celular (Sanchez-Mir
et al., 2014b). Dado que Pck2 y la GTPasa Rho2 son los responsables fundamentales de la activacion
de Pmk1, decidimos averiguar la posicion de Ksgl respecto a estos dos reguladores dentro de la ruta

de sefializacion.

Las cepas MI200 (Pmkl-HA6H, control) y MM667 (Pmkl-HAG6H, ksgi-208) se
transformaron con el plasmido pREP3X-r7#02", que expresa el alelo silvestre de 7#02" bajo el control
de una version “fuerte” (3X) del promotor regulado por tiamina (nmtl) (ver Apartados 3.3.2 y 3.6.1.2
de Materiales y Métodos). Una vez obtenidos los transformantes correspondientes, se cultivaron en

medio minimo EMM?2 con o sin tiamina, para reprimir o favorecer, respectivamente, la expresion de
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rho2" . Tal como se observa en la Figura 4.4A, el incremento en el grado de fosforilacion de Pmkl
que se observa en células control tras la sobreexpresion de 7702 se atenud totalmente en el mutante

ksgl-208 tanto a temperatura permisiva (25°C) como restrictiva (34,5°C).

A
PREP3x - rho2*
25°C 34.5°C
Control ksg1208 Control ksg1-208
B1: + - + - + - + -
-_ - P-p44/42
UR: 1 34 09 1 11 43 0.8 05
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Figura 4.4 La funcion de Ksg1 es necesaria para la activacion de Pmk1 dependiente del médulo Rho-
Pck2. (A, C) Las cepas MI200 (Pmk1-HAGH; control) y MM667 (Pmk1-HAGH, ksg7-208) fueron transformadas
por separado con los plasmidos pREP3X-rho2” (A), y pREP3X-pck2" (C), y se cultivaron a 25°C o 34,5°C
durante 18h en presencia o ausencia de tiamina (B1). (B) Las cepas LSM300 (Rho2-GFP) y MM822 (Rho2-GFP,
ksg1-208) se cultivaron a 25°C hasta fase exponencial temprana, y se incubaron seguidamente a 34,5°C durante
los tiempos indicados. La localizacion subcelular de la proteina de fusion GFP-Rho2 se determind mediante

microscopia de fluorescencia.

83



Papel de Ksgl y el ortologo de PKC Pck2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe

Por otra parte, la localizacion de Rho2 en la membrana plasmatica es critica para su correcta
activacion y sefializacion hacia la ruta de integridad celular (Sanchez-Mir et al., 2014a). Por ello nos
preguntamos si la falta de actividad de Ksgl influye negativamente en la localizacion de Rho2. Para
averiguarlo construimos las cepas LSM300 (Rho2-GFP) y MMS822 (Rho2-GFP, ksgl-208), que
expresan una version del gen r#02" bajo el control de su propio promotor y fusionada en su extremo
N-terminal a la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (GFP). La Figura 4.4B muestra
como la localizacion de Rho2 en la membrana plasmadtica no se vio afectada en el mutante ksg/-208 a
ninguna de las temperaturas ensayadas respecto a la cepa silvestre. En conjunto, estos resultados

sugieren que Rho2 actlia aguas arriba de Ksgl durante la regulacion de la ruta de integridad celular.

De manera aniloga a 712", llevamos a cabo la sobreexpresion de pck2” a partir del plasmido
pREP3X-pck2” en una cepa control y en el mutante ksg/-208. Tal como cabria esperar, la
sobreexpresion de pck2” en la cepa control provocd un aumento notable en la activaciéon de Pmk1
tanto a temperatura permisiva como restrictiva (Figura 4.4C). Pmk1 se hiperactivo de forma similar en
el mutante ksg/-208 a temperatura permisiva, mientras que a temperatura restrictiva la supresion de la
activacion fue parcial (Figura 4.4C). Este resultado favorece la posibilidad de que Pck2 actiie aguas
abajo de Ksgl durante la activacion de la ruta de integridad celular. Por tanto, nuestras observaciones

sugieren que Ksgl regula la actividad de la ruta de integridad celular a través del modulo Rho2-Pck?2.

4.5 La actividad de Ksgl es necesaria para la sintesis de glucano mediada por
Pck2

Los resultados obtenidos hasta el momento apuntaban a que Ksgl podria estar regulando la
ruta de integridad celular a través de Pck2. Ademas de jugar un papel critico en la regulaciéon de la
activacion de la ruta de integridad celular, Pck2 regula la biosintesis de (1,3) B-glucano y a-glucano,
los dos principales polisacaridos presentes en la pared celular de S. pombe, mediante su interaccion
con Rhol y Rho2, respectivamente (Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000). Con el fin de
examinar si la pérdida de actividad de Ksgl afecta negativamente a la biosintesis de la pared celular,
analizamos comparativamente la composicion de la pared celular en las cepas MI200 (Pmk1-HA6H,
control), MM667 (Pmk1-HA6H, ksgi-208) vy GB3 (Pmk1-HA6H, pck24). Estos experimentos se
realizaron en colaboraciéon con el laborarorio de la Profesora Pilar Pérez en el Instituto de Biologia
Funcional y Genémica (CSIC/Universidad de Salamanca). Para ello las cepas se cultivaron en medio
YES a 25°C o 34,5°C hasta fase exponencial temprana, se suplementaron con glucosa marcada con
carbono 14 (Glucosa C'), y se incubaron durante 6 horas adicionales antes de la toma de muestras.
Las distintas alicuotas se procesaron tal y como se describe en el Apartado 3.7 de Materiales y

Métodos.
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Figura 4.5 Ksg1 regula la biosintesis de pared celular en S. pombe. Las cepas MI200 (Pmk1-HAG6H, WT),
MM667 (Pmk1-HAGH, ksg1-208) y GB3 (Pmk1-HAGH, pck2A) se cultivaron en medio YES a 25 o 34,5°C. A
continuacién se afiadio a los cultivos 14C-glucosa, y se incubaron durante 6h adicionales antes de recoger las
células. Las barras de error representan las desviaciones estandar de los valores de carbohidrato total en cada

caso.

Como se observa en la Figura 4.5, en contraste con la cepa control, la incubacion de la cepa
ksgl-208 a 34,5°C provocd un claro descenso en la cantidad de glucosa incorporada en la pared
celular (~30%), ademas de una notable caida en el contenido de a- y B-glucanos, cuya sintesis depende
de la actividad de Pck2 (a-glucano) y de Pckl y Pck2 (B-glucano) (Calonge et al., 2000). Ademas, a
diferencia del B-glucano, el descenso en el contenido de a-glucano fue similar en los mutantes ksg/-
208 y pck24 incubados a 34.5°C. Por tanto, estos resultados apuntan a que Pckl y Pck2 son dianas de

Ksgl durante la sintesis de a- y B-glucanos de la pared celular.

4.6 Ksgl interacciona con Pckl y Pck2 in vivo

Estudios previos mediante ensayos de dos hibridos indicaron que Ksgl interacciona con Pckl
y Pck2 (Graub et al., 2003). Sin embargo, empleando ensayos de coinmunoprecipitacion estos autores
confirmaron la interaccioén in vivo de Ksgl con Pckl, pero no con Pck2 (Graub et al., 2003). Para
analizar la interaccion de Ksgl con Pckl y/o Pck2 empleamos las cepas PPG5.16 y PPG5.23, que
expresan versiones gendmicas de pckl” y pck2" fusionadas al epitopo HA en el extremo amino-
terminal, respectivamente, y bajo el control de una version atenuada (41X) del promotor regulado por
tiamina. Tras 24h de crecimiento en medio minimo sin tiamina, los extractos obtenidos fueron
incubados con versiones silvestre y cataliticamente inactiva (KD) de Ksgl fusionadas al epitopo GST
(Glutation S-Transferasa) en su extremo amino-terminal. Dichas fusiones se obtuvieron tras su

expresion en E. coli, tal y como se describe en el Apartado 3.8.3 de Materiales y Métodos. Una vez
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incubadas, las fusiones a GST se purificaron mediante cromatografia de afinidad con una matriz de
glutation sefarosa, y las proteinas unidas a la matriz se analizaron por Western Blotting empleando
anticuerpos anti-HA o anti-GST. En la Figura 4.6 se observa que tanto HA-Pckl como HA-Pck2 co-
purificaron de manera especifica con las versiones silvestre y cataliticamente inactiva de Ksgl
fusionadas a GST. Por el contrario apenas se observd sefial con el anticuerpo anti-HA tras la
purificacion del epitopo GST no fusionado (Figura 4.6). Estos resultados confirman que tanto Pckl

como Pck?2 interaccionan fisicamente con Ksgl in vivo e independientemente de su estado catalitico.

nmt41-HA:pck2 nmt41-HA:pck1

GST:ksg1 - + - -+ -
GST:ksg1(KD) - - + - -+
GST + - - + -
S s wal anti-HA
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Figura 4.6 Ksg1 interacciona fisicamente con Pck1 y Pck2. Las cepas PPG5.23 (nmt:HA-Pck2) y PPG5.16

(nmt41:HA-Pck1) se cultivaron en medio EMM2 sin tiamina durante 24h. Los extractos celulares
correspondientes se incubaron con GST, y las fusiones GST:Ksg1-K128R (KD, cataliticamente inactiva), y
GST:Ksg1 (control) purificadas a partir de cultivos de E. coli. Finalmente las distintas fusiones a GST se
purificaron con glutation sefarosa 4B, se resolvieron mediante SDS-PAGE, y se detectaron tras la incubacion con

anticuerpos anti-HA y anti-GST.

4.7 Ksgl fosforila in vitro a Pck2 en el residuo T842 del bucle de activacion

Al igual que el resto de PKCs, Pck2 contiene en el dominio quinasa tres sitios de fosforilacion
criticos para su actividad catalitica, conocidos como bucle de activaciéon, motivo de giro y motivo
hidrofobico (Freeley et al., 2011; Newton, 2010). Para identificar con exactitud los residuos
fosforilables conservados dentro de estos motivos, llevamos a cabo un analisis de la secuencia de
aminoacidos de Pck2 y un alineamiento de la misma con distintas PKCs de humanos y otras AGC
quinasas reguladas por PDK1/Ksgl (Figura 4.7A). Ello nos permiti6 identificar los posibles residuos
fosforilables por Ksgl presentes en el bucle de activacion (treonina 842), y en los motivos de giro
(treonina 984), e hidrofobico (serina 1002). También identificamos dos residuos de fenilalanina

conservados en posiciones 998 y 1001 dentro del motivo hidrofébico que previamente habian sido
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descritos en las PKC atipicas PKC{ y PRK2 de humanos como un sitio de acoplamiento de PDK1 que

media la posterior fosforilacion del bucle de activacion (Balendran et al., 2000) (Figura 4.7A).
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Figura 4.7 (A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos de los dominios de activacion de distintas quinasas
de la familia AGC presentes en seres humanos y en levaduras. H.S., Homo sapiens; S.C., Saccharomyces
cerevisiae; S.P., Schizosaccharomyces pombe. Los residuos fosforilables canénicos conservados dentro del
bucle de activacion, motivo de giro y motivo hidrofébico se indican con asteriscos. El asterisco rodeado de un
circulo indica el residuo fosforilable putativo alternativo presente en el bucle de activacién. Las flechas indican los
residuos de fenilalanina conservados que definen el sitio hipotético de anclaje para la PDK. (B) Validacion del
fosfo-anticuerpo especifico para el residuo conservado T842 del bucle de activacién de Pck2. Panel izquierdo.
La cepa MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HAGH) se cultivd a 28°C en medio YES hasta fase exponencial temprana. Los
extractos celulares se dejaron sin tratar (calle 1), se incubaron con fosfatasa lambda durante 30 minutos (calle 2),
o con fosfatasa lambda en presencia de ortovanadato soédico, un inhibidor especifico de la actividad fosfatasa
(calle 3). La deteccion de Pck2 total y fosforilado en T842 se realizé tras la incubacion con los anticuerpos anti-
HA y anti-fosfo-T842 (P-T842), respectivamente. Panel derecho. Las cepas GB3 (pck24), MM913 (Pck2-HA;
control) y MM918 (Pck2.T842A-HA) se cultivaron a 28°C en medio YES (tiempo 0), y se incubaron a 36°C
durante 1 hora. Una vez resueltos por SDS-PAGE, los extractos celulares correspondientes se hibridaron por

separado con los anticuerpos anti-fosfo-T842 y anti-HA.
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Con el objeto de analizar el estado de fosforilacién de Pck2 en el bucle de activacion (T842),
obtuvimos un anticuerpo policlonal en conejo que denominamos anti-fosfo-T842, el cual deberia ser
capaz de detectar de manera especifica la fosforilacion en dicho residuo. Con el fin de confirmar la
especificidad del anticuerpo para detectar fosforilacion, se llevd a cabo un experimento de
desfosforilacion in vitro de Pck2. La cepa MM913 (Pck2-HA) se cultivd en medio rico YES hasta
mitad de fase exponencial a 28°C. Tras la obtencion de los extractos celulares, se dejaron sin tratar o
se incubaron con fosfatasa lambda en presencia o ausencia de ortovanadato sodico (inhibidor de la
actividad fosfatasa). A continuacidén, se resolvieron en geles desnaturalizantes de acrilamida, y las
membranas se hibridaron por separado con los anticuerpos anti-fosfo-T842 y anti-HA (control de
carga). Como muestra la Figura 4.7B (panel izquierdo), se observo una clara sefial de fosforilacion de
Pck2 en la muestras correspondientes al extracto no tratado (calle 1), o incubado con fosfatasa lambda
en presencia de ortovanadato soédico (calle 3). Por el contrario, la banda de fosforilacion de Pck2
desaparecid tras el tratamiento con fosfatasa lambda (calle 2). Este resultado indica que el fosfo-
anticuerpo es capaz de detectar una forma fosforilada de Pck2. Para confirmar que el fosfo-anticuerpo
detecta especificamente la fosforilacion de Pck2 en el residuo T842 del bucle de activacion, se realizd
un experimento tipo Western como el descrito anteriormente empleando extractos procedentes de las
cepas GB3 (pck24), MMO913 (Pck2-HA; control), vy MM918 (Pck2.T842A-HA) creciendo
vegetativamente a 28°C, y tras una incubacién a 36°C durante 1 hora. Esta tltima cepa expresa una
version de Pck2 en la que la treonina en posicion 842 ha sido sustituida por alanina. Como muestra la
Figura 4.7B (panel derecho), a diferencia de la cepa control, el fosfo-anticuerpo no detectd seial
alguna en los extractos procedentes de los mutantes pck24 y Pck2.T842A. Este resultado confirma que
el anticuerpo detecta especificamente la fosforilacion in vivo de Pck2 en T842. Al mismo tiempo, este
experimento puso de manifiesto que el estrés térmico induce un aumento claro en los niveles totales de

Pck2 y en la fosforilacion del bucle de activacion (Figura 4.7B, panel derecho).

Para profundizar en el estudio de la relacion funcional entre Ksgl y Pck2, comenzamos
preguntandonos si Ksgl es responsable de la fosforilacion de Pck2 en el sitio conservado (T842) del
bucle de activacion. Para ello realizamos ensayos quinasa in vitro utilizando distintas versiones de
Ksgl y Pck2 fusionadas a GST en su extremo amino terminal que se expresaron en E.coli y se
purificaron mediante cromatografia de afinidad con glutation Sefarosa 4B. Las fusiones GST:Ksgl y
GST:Ksgl-K128E (KD, cataliticamente inactiva), se incubaron con GST:Pck2 (WT, version
silvestre), GST:Pck2-T842A, y GST:Pck2-K712W (KW, version cataliticamente inactiva de Pck2)
durante 1h a 30°C en presencia de ATP. Como controles negativos, se incubaron por separado las
fusiones GST:Pck2 y GST:Ksgl en ausencia de ATP. Finalmente, las proteinas se sometieron a
electroforesis en gel de acrilamida-SDS y se analizaron mediante Western Blotting empleando los
anticuerpos anti-fosfo-T842 (P-T842) y anti-GST(control de carga). Tal como indica la Figura 4.8A

(calle 5), se observo una fuerte sefial de fosforilacion de Pck2 en T842 en el ensayo quinasa realizado
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con las versiones silvestres de Ksgl y Pck2, siendo dicha fosforilacion totalmente dependiente de la
presencia de ATP en el ensayo (calle 9). Por el contrario, no se detectd fosforilacion en T842 en
presencia de una version cataliticamente inactiva de Ksgl (calle 6), o en el mutante 78424 de Pck2
(calle 7). Ademas, la fosforilacion en T842 no se vio afectada por la presencia de una version
cataliticamente inactiva de Pck2 (KW; Figura 4.8A, calle 10), lo que confirma que la fosforilacién en
dicho residuo no es debida a una posible autofosforilacion de Pck2. Estos resultados confirman que

Ksgl fosforila a Pck2 en el residuo T842 del bucle de activacion in vitro.

A

GST:ksg1 - -+ + -+ + -
GST:ksg1(KD) - - - + - + - + . .
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Figura 4.8 Ksg1 fosforila a Pck2 en T842 in vitro. (A) Las fusiones GST:Pck2 (silvestre; WT),
GST:Pck2.T842A y GST:Pck2.K712W (cataliticamente inactiva; KD) se incubaron a 30°C durante 1 hora con las
quinasas GST:Ksg1.K128R (version cataliticamente inactiva; KD) o GST:Ksg1 en presencia o ausencia de ATP.
Las distintas mezclas de reaccion se resolvieron mediante SDS-PAGE y se hibridaron por separado con los
anticuerpos anti-fosfo-T842 o anti-GST. (B) Se realizd un ensayo idéntico al descrito en el apartado (A),
utilizando en esta caso como sustratos las fusiones GST:Pck2 (silvestre; WT), GST:Pck2.T984A,
GST:Pck2.S1002A, GST:Pck2.F998AF1001A y GST:Pck2.T984AS1002A. Las mezclas de reaccion se

resolvieron mediante SDS-PAGE y se hibridaron por separado con los anticuerpos anti-fosfo-T842, anti-fosfo-
PKCa/Bll y anti-GST.
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Con el fin de determinar si las mutaciones de Ksgl en los residuos conservados T984 (motivo
de giro), S1002 (motivo hidrofébico), y F998 y F1001 (sitio de anclaje; ver Figura 4.7 en Resultados)
comprometian de alguna manera la fosforilacion de Pck2 en T842 dependiente de Ksgl, realizamos
ensayos quinasa in vitro similares al anterior, incluyendo en este caso las fusiones GST:Pck2.T984A,
GST:Pck2.S1002A, GST:Pck2.F998A F1001A y GST:Pck2.T984A S1002A. La incubacion con el
anticuerpo anti-fosfo-T842 puso de manifiesto que la sustituciéon de los residuos T984 y S1002 por
alanina no afect6 a la fosforilacion de Pck2 en T842, incluso en un mutante doble en ambos residuos
(Figura 4.8B; calles 3, 5 y 9 ). Por el contrario, la sustitucion de los dos residuos aromaticos de
fenilalanina del dominio hidrofébico por alanina (mutante F9984 F1001A4) redujo drasticamente la
fosforilacion in vitro de Pck2 en T842 (Figura 4.8B; calle 7). Este resultado sugiere que el dominio
hidrofoébico de Pck2 podria definir un sitio de acoplamiento para Ksgl previo a la posterior

fosforilacion en T842 del bucle de activacion.

4.8 Ksgl fosforila in vivo a Pck2 en el residuo conservado de treonina-842 del
bucle de activacion

Como hemos visto en el apartado anterior, Ksgl fosforila in vitro a Pck2 en T842. Sin
embargo, quedaba por demostrar que dicha fosforilacion también tiene lugar in vivo. Para ello
construimos las cepas MM913 (Pck2-HA; control), y MM1100 (Pck2-HA, ksgl-208), que expresan
una version gendémica de Pck2 fusionada a la secuencia codificante del epitopo HA en su extremo
carboxilo terminal en un fondo genético silvestre y ksgl/-208, respectivamente. Ambas cepas se
cultivaron a temperatura permisiva (25°C) hasta mitad de fase exponencial, y posteriormente se
incubaron durante 4 horas a temperatura restrictiva (36°C), tomando muestras a diferentes tiempos.
Posteriormente, se determind la fosforilacion de Pck2 en T842 mediante Western utilizando el
anticuerpo anti-fosfo-T842 (P-T842). La cantidad total de Pck2 se detectd con el anticuerpo anti-HA,

mientras que como control interno de carga se empled un anticuerpo anti-cdc2

La incubacion de la cepa control a 36°C provoco un aumento en el nivel total de Pck2 (anti-
HA), aunque dicho incremento fue mucho mas evidente en la fosforilacion en T842 (anti-P-T842)
(Figura 4.9A), tal como se observa tras cuantificar la relacion de sefial anti-P-T842/anti-HA. Aunque
en menor medida que en la cepa control, los niveles totales de Pck2 también aumentaron en el mutante
ksgl-208 tras su incubacion a 36°C. Por el contrario, en las mismas condiciones la fosforilacion de
Pck2 en T842 fue apenas perceptible. Estos resultados evidencian que Ksgl fosforila a Pck2 in vivo en
la posicion T842 del bucle de activacion, y que dicha fosforilacion aumenta notablemente junto con
los niveles totales de proteina durante el estrés térmico. Por otro lado, el déficit en los niveles de Pck2
que muestra el mutante ksg/-208 a temperatura restrictiva sugiere que Ksgl podria regular ademas la

sintesis y/o estabilizacion de Pck2.
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Figura 4.9 Ksg1 fosforila in vivo a Pck2 en el residuo T842. Las cepas MM913 (Pck2-HA; control) y MM1100
(Pck2-HA, ksg1-208) (A), MM913, MM1100, y MM1130 (Pck2.K712W-HA, ksg1-208) (B) se cultivaron en medio
YES a 25°C y posteriormente se incubaron a 36°C durante los tiempos indicados. En ambos casos los extractos
celulares correspondientes se resolvieron mediante SDS-PAGE y se incubaron con los anticuerpos anti-fosfo-
T842 (fosforilacion de Pck2 en T842) y anti-fosfo-PKCa/Bll (fosforilacion de Pck2 en T984). Como control interno

de carga se determind la cantidad de Cdc2 empleando un anticuerpo anti-cdc2.

Si Ksgl es el unico responsable de la fosforilacion en el bucle de activacion de Pck2, no
deberia detectarse fosforilacion en T842 tras la incubacion del mutante ksg/-208 a la temperatura
restrictiva. Sin embargo, la existencia de un cierto nivel de fosforilaciéon en dicho mutante durante la
incubacion a 36°C (Figura 4.9A) nos indujo a plantear que podrian existir otros mecanismos
responsables de la fosforilacién in vivo del bucle de activacion de Pck2. Para confirmar esta
posibilidad, repetimos el experimento descrito anteriormente incluyendo el mutante MM1130
(Pck2.K712W-HA, ksgl-208), que expresa una forma cataliticamente inactiva de Pck2 en un fondo

genético ksgl-208. La ausencia de actividad catalitica de Pck2 en este mutante provocd una reduccion
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adicional en los niveles totales de Pck2 ademas de una ausencia total de fosforilacion en T842 (Figura
4.9B). Estas observaciones sugieren que la fosforilacion in vivo del bucle de activacion de Pck2 en la

posicion T842 es mediada por Ksgl y un mecanismo de autofosforilacion.

4.9 Fosforilacion in vivo del motivo de giro de Pck2

Segin el modelo basado en estudios realizados con PKCs clésicas, su mecanismo de
activacion sigue un modelo secuencial que implica la fosforilacion inicial por la PDK en el bucle de
activacion, lo que promueve la fosforilacion de los motivos de giro e hidrofébico mediante
autofosforilacion o por medio de quinasas del complejo TOR (Freeley et al., 2011; Newton, 2010).
Con el fin de analizar la fosforilacion de Pck2 en el residuo conservado del motivo de giro (T984),
utilizamos un anticuerpo comercial anti-fosfo-PKCa/BII (P- PKCa/BII; Cell Signaling), que habia
sido empleado previamente con éxito para la deteccion de la fosforilacion del residuo equivalente del

motivo de giro presente en PKC1 de S. cerevisiae (Facchinetti et al., 2008).
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Figura 4.10 (A) Validacion del fosfo-anticuerpo especifico para el residuo conservado T984 del motivo de
giro de Pck2. Las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM1009 (Pck2.T984A-HA) y MM1022 (Pck2.K712W-HA),
que expresan una version genomica Pmk1-HAGH, se cultivaron en medio YES a 28°C (tiempo 0), y se incubaron
a 36°C durante una hora. La deteccién de Pck2 total y fosforilado en T984 se llevé a cabo tras la incubacién con
los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-PKCa/Bll, respectivamente. (B) Se obtuvieron extractos celulares de las
cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM918 (Pck2.T842A-HA), MM1009 (Pck2.T984A-HA) y MM1011
(Pck2.S1002A-HA), y se hibridaron por separado con los anticuerpos anti-fosfo-PKCa/gll y anti-HA. En ambos
experimentos se determind la cantidad de Cdc2 empleando un anticuerpo anti-cdc2 como control interno de

carga.
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Para confirmar que el anticuerpo anti-fosfo-PKCa/BII detectaba de forma especifica la
fosforilacion en el residuo T984 de Pck2, se cultivaron las cepas MM913 (Pck2-HA; control),
MMI1009 (Pck2.T984A-HA), MM1022 (Pck2.K712W-HA) MM918 (Pck2.T842A-HA), MM1009
(Pck2.T984A-HA) y MM1011 (Pck2.S1002A-HA) a la temperatura permisiva (25°C) hasta la mitad
de la fase exponencial, y posteriormente se incubaron durante 1 hora a la temperatura restrictiva
(36°C). Posteriormente, se determiné la activacion de Pck2 en T984 mediante Western utilizando el
anticuerpo anti-fosfo-PKCao/pIl. La cantidad total de Pck2 se detectd con el anticuerpo anti-HA,

mientras que como control de carga se emple6 un anticuerpo anti-cdc?2.

Como muestra la Figura 4.10A, el anticuerpo anti-fosfo-PKCa/BII detectd una sefial especifica
de fosforilacion en extractos de la cepa control, pero no en los pertenecientes a la cepa que expresa la
version mutante Pck2.T984A, lo que confirma que este anticuerpo detecta especificamente la

fosforilacion de Pck?2 en el residuo T984.

La fosforilacion in vivo de Pck2 en T984 aumento en la cepa control durante la incubacion a
36°C (Figuras 4.9A y 4.9B). Sin embargo este aumento fue indetectable en el mutante ksg/-208 que
expresa las versiones silvestre o cataliticamente inactiva de Pck2 (Figuras 4.9A y 4.9B). Inicialmente
este resultado podria sugerir que Ksgl es responsable de la fosforilacion del motivo de giro en Pck2.
Sin embargo, Ksgl no fosforild in vitro a Pck2 en T984 (Figura 4.8B). Esta observacion, unida al
hecho de que T984 no se fosforila in vivo en un mutante que expresa una version cataliticamente
inactiva de Pck2 (mutante K712W) (Figura 4.10A), pero si en el mutante carente del sitio conservado
del bucle de activacion (T842A) (Figura 4.10B), sugiere que la fosforilacion in vivo de Pck2 en el

residuo T984 del motivo hidrofobico tiene lugar mediante un mecanismo de autofosforilacion.

4.10 Significacion funcional de la fosforilacion del dominio de activacion de Pck2
por Ksgl

Evidencias obtenidas con isoformas de PKC en distintos organismos (Freeley et al., 2011)
apoyan la hipétesis de que la fosforilacion en el residuo T842 del bucle de activacion de Pck2 mediada
por Ksgl deberia ser esencial para regular su actividad biologica. Por tanto, decidimos estudiar el
papel de los distintos sitios de fosforilacion conservados del dominio de activacion de Pck2 sobre su
actividad reguladora de la morfogénesis y la ruta de integridad celular. Para ello transformamos
separadamente la cepa MI200 (Pmkl1-HA6H) con los plasmidos de expresion pREP3X-Pck2
(Control), pREP3X-Pck2.T842A, pREP3X-Pck2.T984A, pREP3X-Pck2.S1002A, o pREP3X-
Pck2.T846A. Una vez seleccionados los transformantes, se cultivaron en medio minimo EMM?2 en
presencia o ausencia de tiamina durante 18h, se recogieron alicuotas de cada cultivo, y se procedio al
analisis de la activacion de Pmk]1 utilizando el anticuerpo anti-fosfo-p44/42. Los niveles totales de
Pmk1 y Pck2 fueron detectados con el anticuerpo anti-HA. Ademas, se visualizaron los septos y la

pared celular de los distintos transformantes creciendo en ausencia de tiamina tras la tincién con
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Figura 4.11 Significacién funcional de la fosforilaciéon en el bucle de activacion de Pck2. (A) La cepa MI200
(Pmk1-HABH) se transformd por separado con los plasmidos de expresion pREP3X-Pck2-HA (Control), pPREP3X-
Pck2.T842A-HA, pREP3X-Pck2.T984A-HA, pREP3X-Pck2.S1002A-HA, y pREP3X-Pck2.F998A F1001A-HA, y
los transformantes correspondientes se cultivaron durante 18h en medio minimo EMM2 en presencia (+) o
ausencia (-) de tiamina (B1). La forma fosforilada de Pmk1 se determiné por inmunodeteccion con el anticuerpo
anti-fosfo-p44/42, mientras que Pmk1 y Pck2 totales se detectaron empleando un anticuerpo anti-HA. U.R.,
unidades relativas. (B) Analisis mediante microscopia de fluorescencia de los transformantes descritos en (A).
Tras cultivar las células en ausencia de tiamina, se tifieron con el fluoréforo blanco de calcofldor. (C) Diluciones
seriadas de las cepas descritas en (A) se sembraron en placas con medio minimo EMM2 en presencia o

ausencia de tiamina, y se incubaron a 28°C durante 4 dias.
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el fluoréforo blanco de calcofluor. Por ultimo se tomaron alicuotas de cada cultivo, se ajustd la
concentracion celular a 1x107 células/mililitro, y se sembraron diluciones seriadas sobre placas Petri
con medio minimo EMM?2 en ausencia y en presencia de tiamina SmM (B1), incubandose a 28°C

durante 4 dias.

Como se muestra en las Figuras 4.11A, 4.11B y 4.11C, la sobreexpresion ectopica del gen
pck2" (control) indujo un notable aumento en la fosforilacién de Pmk1 que se vio acompaiado de
alteraciones morfoldgicas severas que provocan la muerte celular (Arellano ef al., 1999; Ma et al.,
2006; Sanchez-Mir et al., 2014b). Sin embargo, la sobreexpresion de la version mutante Pck2. T842A
no incrementé el nivel de fosforilaciéon de Pmk1 (Figura 4.11A), no provocd cambios morfogenéticos
(Figura 4.11B), ni alteraciones en el crecimiento celular (Figura 4.11C). Por el contrario, la
sobreexpresion de los mutantes en el motivo de giro (T984A) o hidrofoébico (S1002A) provocod los
mismos fenotipos que la version control de Pck2 (Figuras 4.10A-C). Sorprendentemente, aunque la
sobreexpresion de la version mutante Pck2.F998AF1001A incrementd notablemente el grado de
fosforilacion de Pmkl, no afectd negativamente a la morfologia y la viabilidad celulares (Figuras
4.11A-C), lo que confirma la relevancia funcional del motivo hidrofébico para la funcionalidad de
Pck2 in vivo. En conjunto, estos resultados sugieren que, al contrario que el motivo de giro y motivo
hidrofobico, la fosforilacion in vivo de Pck2 por Ksgl en el residuo conservado T842 del bucle de

activacion es esencial para regular su actividad biologica.

4.11 La fosforilacion del bucle de activacion de Pck2 no es necesaria para el
mantenimiento de los niveles basales de Pmk1 activo

Con el fin de disponer de una visién mas precisa del impacto de la fosforilaciéon de Pck2 en su
actividad bioldgica, nos planeamos estudiar la capacidad del alelo silvestre y distintos mutantes de
Pck2 controlados por su propio promotor para suprimir el defecto de activacion de la ruta de

integridad celular del mutante nulo pck24 (Ma et al., 2006; Barba et al., 2008).

Las cepas GB3 (pck24), MM913 (Pck2-HA; control), y los mutantes que expresan versiones
mutadas de Pck2-HA en los sitios de fosforilacion conservados descritos en el Apartado 4.6 se
cultivaron en medio YES hasta fase exponencial temprana. Tras recoger las distintas alicuotas, los
niveles basales de fosforilacion de Pmkl se analizaron utilizando el anticuerpo anti-fosfo-p44/42,

mientras que la proteina total se determinoé con un anticuerpo anti-HA.

Sorprendentemente, el nivel basal de fosforilacion de Pmk1 del mutante que expresa la version
gendmica Pck2.T842A (Figura 4.12, calle 5) fue muy similar al de la cepa control (calle 2). De forma
analoga, los niveles basales de fosforilacion de Pmkl en los mutantes Pck2.T984A (calle 8),
Pck2.T984A S1002A (calle 10), y Pck2.F998A F1001A (calle 7) fueron muy similares a los

obtenidos en la cepa que expresa la version silvestre de Pck2 (Figura 4.12, calle 2).

95



Papel de Ksgl y el ortologo de PKC Pck2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe
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Figura 4.12 Niveles basales de actividad de Pmk1 en distintos mutantes de Pck2 en el dominio de
activacion. Las cepas GB3 (pck24), MM913 (Pck2-HA; control), MM1022 (Pck2.K712W-HA), MM982
(Pck2.K712E-HA), MM918 (Pck2.T842A-HA), MM929 (Pck2.T842D-HA), MM998 (Pck2.F998A F1001A-HA),
MM1009 (Pck2.T984A-HA), MM1011 (Pck2.S1002A-HA), MM1042 (Pck2.T984A S1002A-HA), MM1123
(Pck2.T842A T984A-HA), MM995 (Pck2.S1002E-HA), MM991 (Pck2.S1002D-HA) , que expresan una version
gendmica de la proteina de fusion Pmk1-HAG6H, se cultivaron en medio YES a 28°C hasta mitad de fase
exponencial. La forma activa y total de Pmk1 se detecté tras la incubacion con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y

anti-HA, respectivamente. U.R., unidades relativas.

Por otro lado, las cepas que expresan una forma fosfomimética del residuo T842 (alelo
T842D), asi como el mutante en el dominio hidrofébico (S1002A) mostraron un incremento en la
fosforilacion basal de Pmk1 (Figura 4.12, panel izquierdo, calles 6 y 9). En el caso del residuo S1002,
su sustitucion por aminoacidos fosfomiméticos (S1002E, S1002D) provocd una clara disminuciéon en
el nivel basal de activacion de Pmk1 (Figura 4.12, panel derecho). Estos resultados sugieren que
mientras que la fosforilacion in vivo de Pck2 en T842 no es necesaria para la regulacion la actividad
basal de la ruta de integridad celular, la posible fosforilacion del motivo hidrofébico en S1002 parece

hacerlo de forma negativa.

Por ultimo, la actividad basal de Pmk1 en la cepa portadora de una versiéon de Pck2 con una
doble mutacién en el bucle de activacién y el motivo de giro (T842A T984A) fue menor que en la
cepa control, muy similar a la de los mutantes que expresan versiones cataliticamente inactivas de
Pck2 (mutantes K712W y K712E; Figura 4.12, panel izquierdo, calles 3 y 4), y algo superior a la
exhibida por el mutante nulo pck24. Este resultado sugiere que la fosforilacion conjunta del bucle de

activacion y del motivo de giro es fundamental para la actividad catalitica de Pck2.
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4.12 Efecto de la fosforilacion de Pck2 sobre la actividad basal de Pmkl y la
viabilidad celular en respuesta al dafio en pared celular

Con el fin de caracterizar con mayor profundidad el comportamiento de los distintos alelos
mutantes de Pck2 descritos en el apartado anterior, estudiamos la viabilidad celular en situaciones que
dependen de la actividad basal de Pmk1. En primer lugar analizamos el fenotipo VIC (“viable en
presencia del inmunosupresor FK506 e iones cloruro™) (ver Apartado 1.6.4.4.3 de Introduccion) de los
distintos mutantes, y lo comparamos con el de una cepa control y el mutante nulo pck24. Para ello las
cepas se cultivaron en medio YES hasta fase exponencial temprana, se realizaron diluciones seriadas,
y se inocularon en placas con medio YES suplementado con FK506 y distintas concentraciones de
MgCl,. El fenotipo VIC permite determinar de forma muy sensible la actividad de basal de Pmk1 in
vivo (Ma et al., 2006; Sanchez-Mir et al., 2014b), de modo que disminuciones de los niveles de Pmk1

activo se traducen en un fenotipo VIC maés agresivo.
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Figura 4.13 Papel del dominio de activacion de Pck2 sobre la actividad basal de Pmk1 y la viabilidad
celular en respuesta al dafio en pared celular. Las cepas GB3 (pck24), MM913 (Pck2-HA; control), MM1022
(Pck2.K712W-HA), MM982 (Pck2.K712E-HA), MM918 (Pck2.T842A-HA), MM929 (Pck2.T842D-HA), MM998
(Pck2.F998A F1001A-HA), MM1009 (Pck2.T984A-HA), MM1011 (Pck2.S1002A-HA), MM1042 (Pck2.T984A
S1002A-HA) y MM1123 (Pck2.T842A T984A-HA), que expresan una version genémica de la proteina de fusion
Pmk1-HABH, se cultivaron en medio YES a 28°C hasta mitad de fase exponencial. Diluciones seriadas decimales
de los distintos cultivos se inocularon en placas con medio YES suplementadas con 0,025-0,1M MgCl; junto a
1pg/ml de FK506 (A), o 0,8-2,0 ug/ml de caspofungina (B), y se incubaron durante 3 dias a 28°C. AL, bucle de
activacion; TM, motivo de giro; HM, motivo hidrofébico.
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Tal como se observa en la Figura 4.13A, las cepas que expresan tanto las versiones
cataliticamente inactivas de Pck2 como la doble mutacion T842A T984A manifestaron fenotipo VIC,
aunque este fue claramente menor que el del mutante nulo pck24. Por el contrario, el resto de mutantes
analizados presentaron un fenotipo VIC negativo similar al de la cepa control (Figura 4.13A). Las
cepas T842D y S1002A, que mostraban un aumento en los niveles de fosforilacion de Pmkl1 algo
superior al control (Figura 4.12), no manifestaron ningtin cambio en el fenotipo VIC respecto a la cepa
control. Estos resultados sugieren que las fosforilacion in vivo de los residuos T842 y T984 de Pck2 es

importante para mantener la actividad basal de la ruta de integridad celular en S. pombe.

Estudios previos habian demostrado que el mutante pck24 es muy sensible al crecimiento en
presencia de caspofungina (>0,8 pg/ml) (Sanchez-Mir et al., 2014b). Por tanto, decidimos realizar un
analisis comparativo de la sensibilidad frente a este compuesto de los distintos mutantes de Pck2
descritos anteriormente. Como se observa en la Figura 4.13B, el fenotipo sensible frente a
caspofungina del mutante pck24 fue suprimido en presencia de una version silvestre de Pck2 (cepa
control) o de los mutantes Pck2.T842A, T984A, S1002A y T984A S1002A. Por el contrario, tanto el
doble mutante Pck2.T842A T984A o las versiones cataliticamente inactivas de Pck2 (K712W;
K712E) suprimieron de una manera mucho menos efectiva la sensibilidad a caspofungina del mutante
pck24 (Figura 4.13B). Estos resultados apoyan que la idea de que la fosforilacion in vivo de Pck2 en
el bucle de activacion y en el motivo de giro son importantes para una correcta regulacion de la
homeostasis de la pared celular. Sin embargo, el hecho de que el fenotipo de sensibilidad frente a
caspofungina del mutante pck24 sea mas agresivo que el de los mutantes cataliticamente inactivos y el
mutante doble T984A S1002A, también sugiere que Pck2 podria regular en parte la organizacion de la

pared celular mediante mecanismos independientes a su actividad catalitica.

4.13 La fosforilacion de Pck2 en el residuo T842 del bucle de activacion no es
necesaria para la activacion de Pmkl1 en respuesta a estrés

Los resultados obtenidos en el apartado anterior indicaban que la actividad basal de Pck2,
medida en cuanto a su capacidad de mantener un nivel basal de actividad de Pmk]1, no se vio afectada
por la falta de fosforilacion en el bucle de activacion en T842. Por ello nos interesé averiguar si dicho
residuo era también prescindible para la activacion de la ruta de integridad celular en respuesta a
aquellos estimulos que activan la ruta mediante mecanismos dependientes de Pck2, como son los
estreses hiper- e hipoténico y el dafio en pared celular (Barba et al., 2008). Decidimos, por tanto,
realizar un estudio comparativo utilizando la fosforilaciéon de Pmkl como “chivato biologico” para
medir la actividad de Pck2 en las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM918 (Pck2.T842A-HA),
MM1022 (Pck2.K712W-HA) v GB3 (pck24), tras someterlas a un estrés hipertonico salino (KCl), no
salino (sorbitol), hipotdnico, y de dafio en pared (caspofungina). Para ello se cultivaron las cepas a

28°C en medio YES hasta mitad de fase exponencial, y se trataron con los distintos agentes
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estresantes. En el caso del estrés hipotonico, las cepas se cultivaron en medio YES a 28°C

suplementado con 0,8M sorbitol, se filtraron y se transfirieron a medio YES sin sorbitol.
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Figura 4.14 La fosforilacion de Pck2 en T842 no es necesaria para la activacion de la ruta de integridad en
respuesta a estrés. Las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM918 (Pck2.T842A-HA), MM1022 (Pck2.K712W-
HA) y GB3 (pck2A), que expresan una version genomica de la proteina de fusion Pmk1-HAGH, se cultivaron en
medio YES hasta mitad de fase exponencial, y se trataron con 0,6M KCI, 1M sorbitol o 1ug/ml caspofungina.
Para someterlas a estrés hipoténico, las cepas se cultivaron en medio YES suplementado con 0,8M sorbitol a
28°C hasta mitad de fase exponencial, y a continuacion se transfirieron a medio YES sin sorbitol. En todos los
casos se recogieron alicuotas a los tiempos indicados, y los niveles total y activo de Pmk1 se detectaron tras la

incubacion con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-p44/42, respectivamente. U.R., unidades relativas.

Como se puede observar en la Figura 4.14, la cinética y grado de fosforilacion de Pmk1 fueron
muy similares en la cepa control y en el mutante Pck2.T842A tras someterlos a estrés hipertonico
(salino o no salino) e hipotoénico. La activacion de la MAPK fue, sin embargo, menor en el mutante
Pck2.T842A tras el tratamiento con caspofungina (Figura 4.14). Por otro lado, la cepa portadora del
alelo cataliticamente inactivo de Pck2 (K712W) mostrd unos niveles muy bajos de fosforilacion de
Pmk1 respecto a la cepa control en todas las condiciones analizadas (Figura 4.14). Cabe destacar que

el defecto de activacion de Pmk1 es aun mas notable en el mutante pck24 (Figura 4.14), lo que podria
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indicar que la regulacién que ejerce Pck2 sobre la ruta de integridad celular es ejercida en parte de

forma independiente a su actividad catalitica.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que en S. pombe la fosforilacion en el bucle de
activacion en el residuo conservado T842 de Pck2 es prescindible para la transmision de la sefial hacia
la ruta de integridad celular, y que ademds Pck2 podria regular la activacion de Pmkl

independientemente de su actividad catalitica.

4.14 La fosforilacion simultanea de T842 y T984 en el dominio de activacion de
Pck2 es necesaria para la correcta activacion de la ruta de integridad celular en
respuesta a estrés

A continuacién nos planteamos estudiar el posible papel de la fosforilacion de los motivos de
giro (T984) e hidrofébico (S1002) de Pck2 durante la transmision de la sefial de activacion hacia
Pmkl en respuesta a estrés. Siguiendo la misma metodologia descrita en el epigrafe anterior,
realizamos un estudio comparativo de la activacion de Pmkl en respuesta a estrés hipertonico,
hipoténico, y por dafio en pared celular en la cepa MM913 (Pck2-HA; control), y en los mutantes
MM1009 (Pck2.T984A-HA), MM1011 (Pck2.S1002A-HA), MM998 (Pck2.F998A F1001A), MM918
(Pck2.T842A-HA), MM1042 (Pck2. T984A S1002A-HA), y MM1123 (Pck2.T842A T984A-HA).
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Figura 4.15 Papel de la fosforilacion de Pck2 en T984 y S1002 sobre la activacion de la ruta de integridad
en respuesta a estrés. Las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM1009 (Pck2.T984A-HA), MM1011
(Pck2.S1002A-HA), MM998 (Pck2.F998A F1001A-HA), que expresan una version genomica de la proteina de
fusion Pmk1-HAGH, se cultivaron en medio YES hasta mitad de fase exponencial, y se trataron con 0,6M KCI, o
1pg/ml caspofungina. En ambos casos se recogieron alicuotas a los tiempos indicados, y los niveles total y
activo de Pmk1 se detectaron ftras la incubacion con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-p44/42,

respectivamente. U.R., unidades relativas.
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De manera similar a lo que ocurria en el mutante T842A (Figura 4.14), la mutacion en el
residuo conservado del motivo de giro (Pck2.T984A) no afect6 a la activacién de Pmk1 en respuesta a
estrés salino, aunque provoco una ligera disminucion en la activacidon en presencia de caspofungina
(Figura 4.15). Sin embargo, la mutaciéon de Pck2 en el motivo hidrofébico (S1002A) provocd un
incremento general en el nivel basal de actividad de Pmkl y de activacion en respuesta a ambos
estreses (Figura 4.15), lo que sugiere que la fosforilacion en este residuo podria regular negativamente
la actividad de Pck2 en estas condiciones. Por ultimo, la mutacién en los residuos conservados del
sitio hipotético de anclaje para Ksgl (mutante Pck2.F998A F1001A) causoé una ligera disminucion de
la activacion por estrés de Pmk1, que se observd de forma més acusada durante el dafio a la pared

celular (Figura 4.15).
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Figura 4.16 La fosforilacion simultanea de T842 y T984 dentro del dominio de activacién de Pck2 es
necesaria para la activacion de Pmk1 en respuesta a estrés. Las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM918
(Pck2.T842A-HA), MM1042 (Pck2.T984A S1002A-HA) y MM1123 (Pck2.T842A T984A-HA), que expresan una
versién gendmica de la proteina de fusidn Pmk1-HAG6H, se cultivaron en medio YES hasta mitad de fase
exponencial, y se trataron con 0,6M KCI, 1M sorbitol o 1pg/ml caspofungina. Para someterlas a estrés hipotoénico,
las cepas se cultivaron en medio YES suplementado con 0,8M sorbitol a 28°C hasta mitad de fase exponencial, y
a continuacion se transfirieron a medio YES sin sorbitol. En todos los casos se recogieron alicuotas a los tiempos
indicados, y los niveles total y activo de Pmk1 se detectaron tras la incubacion con anticuerpos anti-HA y anti-

fosfo-p44/42, respectivamente. U.R., unidades relativas.
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Dado que el mutante doble en el bucle de activacion y en motivo de giro (Pck2.T842A
T984A) mostraba un fenotipo VIC parcial y cierta sensibilidad frente a la caspofungina en
comparacién con la cepa control, nos planteamos la posibilidad de que fuese defectivo en la
transmision de la sefial de activacion hacia Pmk1 en respuesta a estrés. En efecto, en comparacion con
la cepa control y los mutantes Pck2.T842A y Pck2.T984A S1002A, el mutante Pck2.T842A T984A
presentd una drastica reduccion en la fosforilacion de Pmkl en todas las condiciones de estrés
analizadas (Figura 4.16). Dicha reduccioén fue muy similar a la observada en cultivos que expresaban
versiones cataliticamente inactivas de Pck2 (K712E; K712W), o en el triple mutante T842A T984A
S1002A (datos no mostrados). Estas observaciones confirman que tanto el residuo T842 del bucle de
activacion como el residuo T984 del motivo de giro son fundamentales para regular la actividad de
Pck2, y la consecuente sefalizacion hacia la ruta de integridad celular durante el crecimiento

vegetativo y en respuesta a estrés.

4.15 Los residuos T842 y T846 del bucle de activacion de Pck2 son necesarios
para su correcta activacion y sefializacion hacia la ruta de integridad celular

Previamente hemos mostrado que Ksgl fosforila in vivo a Pck2 en el residuo T842, y que la
activacion por estrés de Pmkl es muy limitada cuando la actividad de Ksgl se encuentra
comprometida (alelo ksg/-208) (Apartado 4.1 de Resultados). Sin embargo, los resultados descritos en
la Figura 4.14 mostraban que la fosforilacion de Pck2 en T842 es prescindible durante la activacion
de la ruta de integridad celular. Una posible explicacion para esta aparente discrepancia seria la
existencia de un sitio alternativo a T842 en el bucle de activacion que también se fosforila in vivo y
contribuye a la activacion catalitica de Pck2 y su papel sefializador hacia la ruta de integridad celular.

Mediante el estudio detallado en diversas bases de datos que incluyen estudios masivos del
fosfoproteoma (Uniprot, PhosphoSitePlus), hemos encontrado un residuo conservado de treonina
situado en posicion +4 en relacion a la treonina canonica del bucle de activacion, y que se encontraria
fosforilada in vivo en distintas isoformas de PKC humanas (Oppermann et al., 2009; Phanstiel et al.,
2011; Wissing et al., 2007). El residuo equivalente conservado en Pck2 corresponde a una treonina en

posicion 846 (Figura 4.7A).

Con el fin de averiguar si el residuo T846 es importante para mantener la correcta
conformacion del bucle de activacion y estudiar su significacion funcional, construimos el mutante
MMOI16 (Pck2.T846A-HA), donde el posible sitio de fosforilacién en la posicion 846 ha sido
sustituido por alanina. Las cepas MM913 (control) y MM916 se cultivaron en medio YES hasta fase
exponencial temprana y se transfirieron a 36°C. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos y se
determind la cantidad total de Pck2 y el nivel de fosforilacion en T842 tal como se ha descrito

previamente.
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Figura 4.17 Papel de T846 en la activacion catalitica de Pck2. (A) Las cepas MM913 (Pck2-HA; control) y
MM916 (Pck2.T846A-HA) que expresan una version genomica de la proteina de fusion Pmk1-HAGH, se
cultivaron en medio YES a 28°C (tiempo 0) hasta fase exponencial temprana, y se incubaron posteriormente a
36°C, tomando alicuotas a los tiempos indicados. Los extractos celulares correspondientes se resolvieron
mediante SDS-PAGE y se hibridaron por separado con anticuerpos anti-fosfo-T842 (fosforilacion de Pck2 en
T842) y anti-HA (Pck2 total). (B) Las cepas MM913 (Pck2-HA; control) MM918 (Pck2.T842A-HA), MM916
(Pck2.T846A-HA) y MM921 (Pck2.T842A T846A-HA), que expresan una version genémica de Pmk1-HAGH, se
procesaron tal como se describe en (A). Los extractos celulares correspondientes se resolvieron mediante SDS-
PAGE y se hibridaron por separado con anticuerpos anti-fosfo-PKCa/BIl (fosforilacion de Pck2 en T984) y anti
HA (Pck2 total). Como control de carga, se detectd6 Pmk1-HAGH utilizando un anticuerpo anti-HA. U.R., unidades
relativas. (C) Las proteinas de fusion GST:Pck2 (silvestre; WT), GST:Pck2-T842A, GST:Pck2-T846A y GST:Pck2

T842A T846A se incubaron a 30°C durante 1h con las proteinas de fusion GST:Ksg1 (cataliticamente inactiva;
KD) o GST:Ksg1 en presencia de v32P-ATP.
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Los resultados de la Figura 4.17A muestran que los niveles de Pck2 y la fosforilacion en T842
incrementaron de manera similar en la cepa control y en el mutante que expresa la version
Pck2.T846A. Ello sugiere que la mutacion en dicho residuo no altera la conformacién del bucle de

activacion, lo que permite que la fosforilacion en T842 tenga lugar de manera adecuada.

Como la ausencia de fosforilacion de Pck2 en T842 no compromete la fosforilacion in vivo del
motivo de giro (T984) (Figura 4.10B), nos parecid interesante estudiar si sucedia lo mismo con el
mutante T846A. Para ello realizamos un ensayo similar al anterior que incluye los mutantes MM918
(Pck2.T842A-HA) y MM921 (Pck2.T842A T846A-HA), y empleando el anticuerpo especifico del
motivo de giro anti-fosfo-PKCa/BII (P- PKCo/BII). Como muestra la Figura 4.17B, las mutaciones por
separado en los residuos T842 y T846 del bucle de activaciéon de Pck2 no provocaron cambios
significativos en la fosforilacion del motivo de giro respecto a la cepa control. Sin embargo, la
mutacion simultdnea de ambos residuos bloqued el incremento en los niveles de Pck2 y la
fosforilacion en T984 durante el estrés térmico. Este resultado sugiere que la fosforilacion de T842 y
T846 del bucle de activacion es necesaria para la posterior fosforilacion de Pck2 en el motivo de giro,

y que la fosforilacion en T846 juega un papel aditivo o sustitutivo a la fosforilacién en T842.

Los ensayos realizados hasta el momento apoyaban la idea de que el residuo T846 de Pck2 se
encuentra fosforilado in vivo. Por ello nos preguntamos si dicha fosforilacion era llevada a cabo por
Ksgl, tal como ocurre en el residuo T842. Para confirmar esta posibilidad realizamos un ensayo
quinasa in vitro en presencia de y*’P-ATP (ver Apartado 3.8.5 de Materiales y Métodos). Utilizamos
las proteinas de fusion GST:Ksgl o GST:KsglKD (cataliticamente inactiva) como quinasas, y se
incubaron durante 1h a 30°C en presencia de ATP marcado en presencia de las siguientes versiones de
Pck2 fusionadas a GST: GST:Pck?2 (silvestre; WT), GST:Pck2-T842A, GST:Pck2-T846A y GST:Pck2
T842A T846A. Mientras que la presencia de la mutacidon T842A redujo significativamente la
fosforilacion de Pck2 dependiente de Ksgl en comparacion con el control, dicha fosforilacién no se
vio afectada significativamente en el mutante T846A o en el doble mutante T842A T846A con
respecto a la version control y el mutante T842A, respectivamente (Figura 4.17C). Esto resultados
apuntan a que la fosforilacion de Pck2 en T846 por parte de Ksgl podria tener lugar tnicamente en
condiciones fisiologicas, o bien que otra quinasa distinta de Ksgl es responsable de dicho proceso. En
conjunto, estos resultados sugieren que, ademés del residuo T842, la fosforilacion in vivo de T846
dentro del bucle de activacion de Pck2 podria jugar un papel relevante en la activacion catalitica de

Pck2.

4.16 Significacion bioldgica de la fosforilacion in vivo de Pck2 en T846

A fin de determinar si la posible fosforilacion del bucle de activacion de Pck2 en el residuo

T846 afectaba en la sefializacion hacia la ruta de integridad celular, llevamos a cabo el analisis del
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fenotipo VIC de las cepas descritas en el apartado anterior e incluyendo ademas los mutantes GB3

(pck24), MM 1123 (Pck2.T842A T984A-HA), y MM931 (Pck2.T842A T846A T984A-HA).
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Figura 4.18 Significacion biolégica de la fosforilacion de Pck2 en T846. (A) Las cepas MM913 (Pck2-HA;
control) MM918 (Pck2.T842A-HA), MM916 (Pck2.T846A-HA), MM921 (Pck2.T842A T846A-HA), MM1123
(Pck2.T842A T984A-HA), MM931 (Pck2.T842A T846A T984A-HA) y GB3 (pck2A) se cultivaron en medio YES a
28°C hasta mitad de fase exponencial. Diluciones seriadas de cada una de las cepas se inocularon en placas
con medio YES suplementadas con 0,025-0,2M de MgCl, junto con 1ug/ml de FK506. (B, C) Cultivos de las

cepas descritas en (A) se trataron con 0,6 KCI o 1ug/ml de caspofungina. La proteina de fusion Pmk1-HAGH se

purific6 mediante cromatografia de afinidad, y los niveles totales y de activacién de la quinasa se detectaron

mediante inmunodeteccion con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo-P44/42, respectivamente. U.R., unidades

relativas.
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Como se puede observar en la Figura 4.18A, el mutante doble en el bucle de activacion
(Pck2.T842A T846A) present6 un fenotipo VIC moderado en comparacion con la cepa control y los
mutantes simples T842A o T846A. Sin embargo, dicho fenotipo fue menos agresivo que el mostrado
por los mutantes afectados conjuntamente en el bucle de activacién y en el motivo de giro
(Pck2.T842A TO984A y Pck2.T842A T846A T984A), y todavia menor que el del mutante pck24
(Figura 4.18A).

Para profundizar mas en la significacion biologica del residuo T846 para la actividad de Pck2,
estudiamos la dinamica y el nivel de fosforilaciéon de Pmk1 en cultivos de las cepas anteriores tras
someterlos a estrés salino y un tratamiento con caspofungina. Sorprendentemente, la activacion de
Pmk1 disminuy6 considerablemente en el mutante T846A respecto a la cepa control y el mutante
T842A en ambas condiciones (Figura 4.18B). Ademads, la doble mutacion en los dos residuos
fosforilables del bucle de activacion (T842A T846A) anuld casi por completo la activacion de Pmkl
inducida por estrés osmético (Figura 4.18B). Dicho bloqueo fue de una magnitud similar al que
provoca el triple mutante T842A T846A T984, y ligeramente superior al del mutante nulo pck24
(Figura 4.18C). En conjunto, todos estos resultados sugieren que la fosforilacion del bucle de
activacion de Pck2 en T846 podria estar desempefiando un papel importante en la transmision de la

sefial hacia la ruta de integridad celular.

4.17 Los residuos fosforilables conservados del dominio de activacion de Pck2 son
esenciales para el mantenimiento de los niveles de proteina durante la respuesta a
estrés

Los resultados obtenidos previamente (Figuras 4.9A y B) sugerian que los niveles totales y de
fosforilacion de Pck2 en T842 se incrementan progresivamente en condiciones de estrés térmico. Nos
preguntamos entonces si dicho incremento era especifico del estrés térmico o se producia en otras
condiciones de estrés, y cudl era el papel de los distintos residuos fosforilables del dominio de

activacion de Pck2 en este proceso.

Cultivamos en medio YES a 28°C cepas que expresan en un fondo genético Pmk1-HA6H
mutantes de Pck2 en los residuos candnicos de fosforilacion del dominio de activacion, asi como en el
sitio de anclaje de Ksgl (Pck2.F998A F1001A), y en el dominio catalitico (Pck2. K712W).
Posteriormente los cultivos se sometieron a un estrés osmotico (KCl) o de dafio en la pared celular
(caspofungina), y se recogieron muestras a distintos tiempos. Los niveles total y fosforilado de Pck2
en T842 se determinaron tras la incubacion con los anticuerpos anti-HA 'y anti-fosfo-T842 (P-T842),
respectivamente. Los resultados de la Figura 4.19A muestran que los niveles de Pck2 total y
fosforilado incrementaron significativamente en la cepa control en respuesta al estrés salino o al dafio
en la pared celular. Sin embargo, se redujeron fuertemente en el mutante que expresa una version

cataliticamente inactiva de Pck2 ( K712W).
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Figura 4.19 Los residuos fosforilables conservados del bucle de activaciéon y del motivo de giro son
necesarios para el incremento de los niveles de Pck2 en respuesta a estrés. Las cepas (A) MM913 (Pck2-
HA; control) y MM1022 (Pck2.K712W-HA), (B) MM918 (Pck2.T842A-HA) y MM998 (Pck2.F998A F1001A-HA),
(C) MM1042 (Pck2.T984A S1002A-HA) y MM1123 (Pck2.T842A T984A-HA), y (D) MM916 (Pck2.T846A-HA) vy
MM921 (Pck2.T842A T846A-HA), que expresan una version gendémica de la proteina de fusién Pmk1-HAGH, se
cultivaron medio YES a 28°C hasta mitad de fase exponencial, y se trataron con 0,6M KCI o 1ug/ml de
caspofungina. Tras la recogida de las alicuotas a los tiempos indicados, los extractos celulares correspondientes
se resolvieron mediante SDS-PAGE y se hibridaron por separado con anticuerpos anti-fosfo-T842 (Pck2
fosforilado en T842) y anti-HA (Pck2 total). Como control de carga, se detectdé Pmk1-HAGH utilizando un

anticuerpo anti-HA. U.R., unidades relativas.
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Esta observacion confirma que la autofosforilaciéon y/o cambios conformacionales inducidos por la
unién a nucleodtido juegan un papel importante en el control de los niveles totales y la fosforilacion del

bucle de activacion de Pck2 en respuesta a estrés.

La mutacion en el residuo T842 no altero el incremento en los niveles de Pck2 en respuesta a
estrés (Figura 4.19B). Sin embargo, la fosforilacion en T842 en respuesta a estrés en el mutante que
expresa la version Pck2.F998A F1001A fue menor que en el control en ambas condiciones de estrés
(Figura 4.19B). Dado que los residuos mutados comprometen probablemente la arquitectura del sitio
de anclaje de Ksgl sobre Pck2, este resultado confirma la relevancia de los residuos de fenilalanina
998 y 1001 del motivo hidrofébico para la correcta fosforilacion del residuo conservado del bucle de

activacion de Pck2 en condiciones de estrés.

Respecto a la cepa control, la mutacién simultdnea en los residuos fosforilables de los motivos
de giro e hidrofébico (T984A S1002A) no afect6 a la fosforilacion en T842 ni a los niveles totales de
Pck2 durante el tratamiento con KCl o caspofungina (Figura 4.19C). No obstante, la cantidad de Pck2
si se redujo en cultivos estresados del doble mutante en el residuo canénico del bucle de activacion y

el residuo fosforilable dentro del motivo de giro (Pck2.T842A T984A) (Figura 4.19C).

Finalmente, nos parecio interesante investigar el papel del residuo fosforilable T846 del bucle
de activacion en el control de los niveles de Pck2 durante la respuesta a estrés. Como se puede ver en
la Figura 4.19D, y al igual que ocurrié en el mutante sencillo Pck2.T842A, el mutante simple T846A
no experimentd variaciones significativas en la cantidad total de Pck2 y en la fosforilacion en T842
respecto a la cepa control. Sin embargo, la doble mutacién en el bucle de activacién (mutante Pck2-
T842A T846A) provocd una clara disminucion en los niveles de Pck2 total en respuesta a estrés
(Figura 4.19D). Todos estos resultados sugieren que en S. pombe la fosforilacién simultdnea de los
residuos conservados del bucle de activacion (T842 y T846), y el motivo de giro (T984), juega un
papel importante en el incremento de los niveles de Pck2 en respuesta a condiciones ambientales

desfavorables.

4.18 Las Rho GTPasas Rhol y Rho2 junto con la fosforilacion del bucle de
activacion de Pck2 son esenciales para el mantenimiento de los niveles de la
quinasa en respuesta a estrés

Estudios previos habian demostrado que las formas activas de las GTPasas Rhol y Rho2
interaccionan in vivo con Pckl y Pck2 estabilizdndolas e incrementando la fosforilacion de Pck2 en
T842 (Arellano et al., 1999; Sayer et al., 2000). Para profundizar en estas observaciones comparamos
los niveles totales de Pck2, la fosforilacion en T842, y la actividad de Pmk1 en respuesta a estrés en la
cepa control MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HA) y el doble mutante MM 1162 (rho24 rhol-596 Pck2-HA),
que expresa el alelo hipomorfico rhol-596, ya que la delecion de Rhol es letal en S. pombe (Viana et

al., 2013). Tras incubar ambas cepas hasta mitad de fase exponencial, los cultivos se trataron con KCI
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y se recogieron muestras a distintos tiempos. La Figura 4.20 (paneles superiores) muestra que en
respuesta a estrés salino el nivel total y fosforilado en T842 de Pck2 se redujo drasticamente en el
mutante rho24 rhol596 respecto a la cepa control. Ademas, este efecto vino acompafiado por una

ausencia de activacién de Pmk1 (Figura 4.20, paneles inferiores).
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Figura 4.20 Las Rho GTPasas Rho1 y Rho2 son esenciales para el mantenimiento de los niveles de Pck2
durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés. Las cepas MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HAGH) y
MM1162 (rho2A rho1-596, Pck2-HA), que expresan la fusion Pmk1-HABH, se cultivaron hasta fase exponencial
temprana en medio YES a 28°C y se trataron con 0,6M KCI. Los extractos obtenidos se resolvieron mediante
SDS-PAGE vy se hibridaron por separado con los anticuerpos anti-fosfo-T842 y anti-HA. Las formas activa y total
de Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-HA, respectivamente. U.R., unidades

relativas.

En conjunto, estos resultados indican que en S. pombe la fosforilacion de Pck2 en los residuos
T842, T846, y T984 del dominio de activacion, asi como la estabilizaciéon mediada por Rhol y Rho2
son esenciales para permitir el incremento de los niveles de Pck2 durante el crecimiento vegetativo y

en condiciones de estrés.

4.19 La sintesis de novo de Pck2 es necesaria para la actividad basal de la ruta de
integridad celular en S. pombe

A continuacion llevamos a cabo una serie de experimentos encaminados a estudiar el papel de
los niveles de Pck2 sobre la actividad basal de la ruta de integridad celular. Pare ello la cepa MM913
(Pck2-HA, Pmkl1-HA; control) se cultivé hasta fase exponencial temprana y se incub6 con o sin
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos y se
determinaron los niveles total y fosforilado en T842 de Pck2, asi como los niveles totales y de

fosforilacion de Pmk1, tal como se ha descrito previamente. A diferencia de los cultivos no tratados,
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los niveles de Pck2 total y fosforilado en T842 descendieron rapidamente en los cultivos tratados con
cicloheximida (Figura 4.21, panel superior), lo que apoya la hipétesis de que Pck2 es una proteina
inestable con una vida media corta (Villar-Tajadura et al., 2008). De forma notable, la disminucién en
el contenido de Pck2 se vio acompanada por una reduccion similar en los niveles de Pmk1 fosforilado,
pero no de Pmk1 total (Figura 4.21, panel inferior). Este resultado sugiere la existencia de una fuerte

correlacion entre la sintesis de novo de Pck2 y la actividad basal de la ruta de integridad celular.
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Figura 4.21 La sintesis de novo de Pck2 es necesaria para el mantenimiento de la actividad basal de la
ruta de integridad celular. La cepa MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HAG6H) se cultivd hasta fase exponencial temprana
en medio YES a 28°C, y a continuacion se incub6 en presencia o ausencia de 100 pg/ml de cicloheximida
durante los tiempos indicados. Los extractos obtenidos se resolvieron mediante SDS-PAGE y se hibridaron por
separado con los anticuerpos anti-fosfo-T842 y anti-HA. Las formas activa y total de Pmk1 se detectaron con los
anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-HA, respectivamente. U.R., unidades relativas. /42 vy anti-HA,

respectivamente.

4.20 El incremento en la sintesis de novo de Pck2 es necesario para la activacion
de la ruta de integridad celular en respuesta al dafio en la pared celular

Los experimentos realizados en el apartado anterior pusieron de manifiesto una correlacion
entre la sintesis de novo de Pck2 y la actividad basal de Pmk1 en ausencia de estrés. Para estudiar la
relevancia de dicha relacion en condiciones de estrés, la cepa control MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HA)
se cultivo hasta fase exponencial temprana, se incub6 con o sin cicloheximida durante 1 hora, y se
sometio a un estrés por dafio en la pared celular con Caspogungina (Figura 4.22A, paneles superiores),
o0 a estrés osmotico con KCl (Figura 4.22B). Si el aumento en los niveles de Pck2 durante el estrés es
esencial para la activacion aguas abajo de la ruta de integridad celular, entonces el bloqueo de la

sintesis de Pck2 provocaria una activacion defectiva de Pmkl. Tal como se observa en la Figura
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4.22A, el tratamiento con cicloheximida impidi6 la fosforilacion de Pmkl a tiempos cortos en
respuesta al estrés por caspofungina, aunque su actividad se increment6 ligeramente a tiempos largos
de incubacion. Ademas, este aumento coincididé con un leve aumento en los niveles totales y

fosforilados de Pck2 en T842 (Figura 4.22A).
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Figura 4.22 El incremento de la sintesis de novo de Pck2 es necesario para la activacion de la ruta de
integridad celular en respuesta al dafo en la pared celular pero no durante el estrés salino. (A) Paneles
superiores. La estirpe MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HAG6H) se cultivd hasta fase exponencial temprana en medio
YES a 28°C, se incubd en presencia o ausencia de 100 pg/ml de cicloheximida durante 1 hora, y finalmente se
traté con 1 pg/ml de caspofungina, recogiéndose las correspondientes alicuotas a los tiempos indicados. Los

extractos obtenidos se resolvieron mediante SDS-PAGE vy se hibridaron por separado con los anticuerpos anti-
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fosfo T842 y anti-HA. Las formas activa y total de Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y
anti-HA, respectivamente. U.R., unidades relativas. Paneles inferiores. Las cepas MM1372 (Ksg1-HA), LSM400
(Rho2-HA-CCIIS), LS210 (Mkh1-12myc) y M1401 (Pek1-GFP), fueron tratadas como se describié anteriormente y
las fusiones se detectaron tras la incubacion con anticuerpos anti-HA, anti-myc, y anti-GFP, respectivamente. (B)
La cepa MM913 se cultivd con o sin cicloheximida tal como se describe en (A), y a continuacion se sometié a un
estrés salino con 0,6M KCI. La deteccion de Pck2 y Pmk1 totales y fosforilados se realizé como se describe en
(A).

Para descartar que el descenso de la activacion de Pmk1 observada en estas condiciones era
provocado por la disminucién en la sintesis de otros elementos activadores de la ruta, llevamos a cabo
la inmunodeteccion en las mismas condiciones de las proteinas Ksgl, Rho2, Mkhl (MAPKKK) y
Pekl (MAPKK) a partir de cepas que expresan versiones gendmicas fusionadas a distintos epitopos.
Como se puede observar en los paneles inferiores de la Figura 4.22A, el pretratamiento con

cicloheximida no alter6é en ningtin caso los niveles de estas proteinas en presencia de caspofungina.

Significativamente, aunque el tratamiento con cicloheximida también inhibid la sintesis de
Pck2 y su fosforilacion en T842 durante el estrés salino, la activacion de Pmk1 no se vio afectada
(Figura 4.22B). Estos resultados apoyan la idea de que la sintesis de novo de Pck2 es necesaria para la
activacion de la ruta de integridad celular en ciertas condiciones de estrés (dafo en la pared celular),

pero no en otras (estrés salino).

4.21 El complejo TORC2 regula la sintesis de novo de Pck2 durante el
crecimiento vegetativo.

En vista de los resultados obtenidos en el apartado anterior, nos preguntamos cudles podrian
ser los mecanismos responsables del incremento de la sintesis de Pck2 en condiciones de estrés. En S.
pombe existen dos complejos TOR, denominados TORC2 y TORCI, cuyas quinasas activadoras son,
respectivamente, Torl (no esencial) y Tor2 (esencial) (Alvarez y Moreno, 2006). Ambos complejos
son cruciales para coordinar el crecimiento y tamafio celulares dentro de un contexto nutricional y
ambiental (David y Petersen, 2012). Con objeto de estudiar si TORC1 estaba implicado en la
regulacion de la actividad de la ruta de Pmkl1, las cepas control y MM1225, que expresa un alelo
termosensible de Tor2 (tor2-51) (Alvarez y Moreno, 2006), se cultivaron en medio YES hasta mitad
de fase exponencial y posteriormente se incubaron a 36°C en presencia de 1pug/ml de caspofungina.
Como se observa en la Figura 4.23A, la activacion de Pmk1 en respuesta al dafio en pared celular fue
similar en ambas cepas, lo que sugiere que Tor2 no regula de forma significativa la actividad de la ruta
de integridad celular. A continuacion, decidimos investigar si el complejo TORC2 estd implicado de
alguna forma en la sintesis de novo de Pck2. Para ello, realizamos un experimento comparativo

empleando las cepas MM913 (Pck2-HA; control), MM1100 (Pck2-HA; ksgi-208), y MM 1257 (Pck2-
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HA, Ksgl-208 toriA). Una vez crecidos hasta fase exponencial temprana los cultivos se incubaron a

36°C (temperatura restrictiva para el alelo ksg/-208), recogiendo alicuotas a los tiempos indicados.

Como indica la Figura 4.23B, los niveles total y fosforilado en T842 de Pck2 fueron
practicamente indetectables en el doble mutante ksg/-208 tori4 incubado a temperatura restrictiva, en
comparacion con el mutante ksg/-208. Como cabia esperar, dicho defecto vino acompafiado de una
drastica reduccion en los niveles de activacion de Pmk1 en las mismas condiciones. Por tanto, Torl

(TORC2) participa en la regulacion de la sintesis de novo de Pck2.
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Figura 4.23 Tor1 regula la sintesis de novo de Pck2. (A) Las cepas MI200 (Pmk1-HA, control) y MM1225
(tor2-51, Pmk1-HAG6H) se cultivaron en medio YES hasta mitad de fase exponencial y posteriormente se
incubaron a 36°C a los tiempos indicados en presencia de 1ug/ml de caspofungina. Las formas activa y total de
Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-HA, respectivamente. (B) Las cepas MM913
(control), MM1100 (Pck2-HA; ksg1-208) y MM1257 (Pck2-HA, ksg1-208 tor1A), que expresan la fusion Pmk1-
HAGBH, se cultivaron en medio YES a 25°C hasta la fase exponencial temprana, y posteriormente se incubaron a
36°C durante los tiempos indicados. Los extractos celulares se resolvieron mediante SDS-PAGE y se hibridaron
por separado con anticuerpos anti-fosfo-T842 (Pck2 fosforilado) o anti-HA (Pck2 total). Las formas activa y total
de Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-HA, respectivamente. U.R., unidades

relativas.
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4.22 Torl regula positivamente la sintesis de novo de Pck2 en respuesta al estrés
por daiio en la pared celular y por ayuno de glucosa

Los resultados del apartado anterior sugieren que el complejo TORC2 estd implicado en la
regulacion de la sintesis de Pck2 durante el crecimiento. En este punto nos planteamos si esta
regulacion también tiene lugar en respuesta a estrés. Para ello las cepas MM913 (Pck2-HA; control) y
MM1205 (torid, Pck2-HA), que expresan una versidon gendmica Pmk1-HAG6H, se cultivaron en
medio YES y se trataron con KCI (estrés salino), recogiendo alicuotas a los tiempos indicados. Tal
como muestra la Figura 4.24A, la cinética y grado de activacion de Pmk1 en respuesta a estrés salino
fueron idénticas en la cepa control y en el mutante tor/4. Sin embargo los niveles total y fosforilado
de Pck2 en T842 fueron menores en el mutante for/4 a tiempos cortos respecto a la cepa control,
aunque alcanzaron niveles similares a ésta a tiempos largos de incubacion. Estos resultados indican
que el complejo TORC2 no participa en la activacion de la ruta de Pmk1 en respuesta a estrés salino,

aunque si parece regular parcialmente la sintesis de Pck2 en estas condiciones.

A continuacion decidimos determinar si el complejo TORC2 regula la actividad de la ruta de
integridad celular en respuesta al dafio en la pared celular. Para ello las cepas MM913 (Pck2-HA;
control) y MM1205 (torid, Pck2-HA) se cultivaron en medio YES a 28°C hasta mitad de fase
exponencial y se trataron con caspofungina. En la Figura 4.24B (paneles superiores) se puede apreciar
que los niveles totales y fosforilados en T842 de Pck2 se vieron reducidos drasticamente en el
mutante forl4 en presencia de dicho compuestp, lo que provocod una disminucioén evidente en la
activacion de Pmkl. La disminuciéon de la activacion de Pmkl en ausencia de Torl se debia
especificamente a la limitacion en el contenido de Pck2 y no de otros activadores de la ruta, ya que
los niveles de Rho2, Mkh1 (MAPKKK) y Pekl (MAPKK) permanecieron invariables en las mismas

condiciones experimentales (Figura 4.24B, paneles inferiores).

En S. pombe el complejo TORC2 estd compuesto por la quinasa Torl, el homologo de la
proteina Rictor Ste20 (también conocido como Stel6), Pop3 (también denominado Watl) y Bit61
(Otsubo y Yamamoto, 2008). Para poner de manifiesto la relevancia de los distintos elementos del
complejo en la respuesta de S. pombe frente al estrés por dafio en pared celular, las cepas GB3
(pck24), MI200 (control), MM 1194 (torid), MM1242 (ste204), MM 1241 (pop34), MM 1240 (bit614)
y MM1214 (sinlA4) se cultivaron en medio YES y a continuacién se sembraron diluciones seriadas
sobre placas Petri con el mismo medio suplementado con concentraciones crecientes de caspofungina,

incubandose a 28°C durante 3 dias.
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Figura 4.24 Tor1 regula la sintesis de novo de Pck2 en respuesta a estrés salino y de pared celular (A) Las
cepas MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HA6H) y MM1205 (for14, Pck2-HA, Pmk1-HA) se cultivaron hasta fase
exponencial temprana en medio YES a 28°C , se trataron con 0,6M de KCI y se recogieron alicuotas a los
tiempos indicados. La deteccion de Pck2 total y fosforilado en T842 se realiz6 con los anticuerpos anti-HA y anti-
fosfo T842, respectivamente. Las formas activa y total de Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-
p44/42 y anti-HA, respectivamente. U.R., unidades relativas.(B) Paneles superiores. Las cepas descritas en (A)
se cultivaron hasta fase exponencial temprana en medio YES a 28°C, se trataron con 1 pg/ml de caspofungina y
se recogieron alicuotas a los tiempos indicados. La deteccidon de las formas totales y fosforiladas de Pck2 y
Pmk1 se realiz6 como se describe en (A). Paneles inferiores. Los extractos de las cepas LSM400 (Rho2-HA-
CCIIS), LS210 (Mkh112myc) y MI401 (Pek1-GFP) se incubaron con anticuerpos anti-HA, anti-myc, y anti-GFP,

respectivamente. U.R, Unidades relativas.
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En la Figura 4.25A se puede observar que, en comparacion con la cepa control, los mutantes
torid, ste204, y sinlA presentaron una sensibilidad moderada al crecimiento en presencia de
caspofungina, mientras que el crecimiento de los mutantes pop34 y bit614 no se vio afectado por la

presencia de la droga.

Estos resultados confirman el papel relevante del complejo TORC2 durante la respuesta
defensiva frente al dafio en la pared celular inducido por la caspofungina. Sin embargo, utilizando
idéntica metodologia al experimento anterior, observamos que el doble mutante torid Pck2-K712W
mostré una sensibilidad aditiva frente a la caspofungina en comparacion con los mutantes sencillos
torld y Pck2-K712W (Figura 4.25B). Ello sugiere que el complejo TORC2 regula la integridad de la
pared celular mediante mecanismos dependientes e independientes de Pck2 y de la ruta de integridad

celular.
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Figura 4.25 (A) Mutantes en componentes del complejo TORC2 son sensibles a caspofungina. Las cepas
GB3 (pck24), MI200 (control), MM1194 (tor1A), MM1242 (ste204), MM1241 (pop34), MM1240 (bit614), y MM
1214 (sin1A) se cultivaron en medio YES a 28°C hasta mitad de fase exponencial. Diluciones seriadas de cada
cepa se inocularon en placas con medio YES suplementadas con 0,8-2,0 ug/ml de caspofungina, incubandose
durante 3 dias a 28°C. (B) Interaccién genética entre Pck2 y Tor1. Las cepas GB3 (pck24), MI200 (control),
MM1194 (tor14), MM1022 (Pck2.K712W-HA) y MM1463 (tor14, Pck2.K712W-HA) se crecieron en medio YES a
28°C hasta mitad de fase exponencial. Diluciones seriadas de cada cepa se inocularon en placas con medio YES

suplementadas con 0,4-1,6 ug/ml de caspofungina incubandose durante 3 dias a 28°C.
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Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion habian demostrado que el pre-
tratamiento con cicloheximida suprimia la activacion de Pmk1 durante el estrés por ayuno de glucosa
(Madrid et al., 2013). Esta observacion sugiere que la activacion de la MAPK en estas condiciones
también requiere la sintesis de novo de Pck2. Para aclarar si Torl participa en este proceso, las cepas
MMO913 (Pck2-HA; control) y MM1205 (torid, Pck2-HA) se sometieron a un estrés por ayuno de

glucosa segun se describe en el Apartado 3.4 de Materiales y Métodos.

Como se puede observar en la Figura 4.26, en ausencia de glucosa, los niveles total y
fosforilado en T842 de Pck2 se redujeron significativamente en el mutante tor/4 en comparaciéon con

la cepa control, y dicho descenso vino acompafiado por una disminucion de la activacion de Pmkl.

pck2:HA pmk1:HA

Control tor1A

Tiempo: 0 15 30 60 90 0 15 30 60 90 min

T - P-T842]_ pok2HA

[ - - - we | HA
2 21
S 1.7
a|ur 13 @ Pck2-HA
® 0.9 0O P-T842
‘& -
S 0.5
(]
7]
Q

__,.“ — — e G P-p44/42
HA

pmk1:HA

| = e e T S < ST S|
UR: 1 14 2 31 32 08 12 14 2 26

Figura 4.26 Tor1 regula la sintesis de novo de Pck2 y la activacién de Pmk1 en respuesta al ayuno de
glucosa. Las cepas MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HAG6H) y MM1205 (for1A, Pck2-HA, Pmk1-HA) se cultivaron a 28°C
en medio YES con 7% glucosa y se transfirieron al mismo medio sin glucosa y en presencia de 3% glicerol. La
deteccion de Pck2 total y fosforilado en T842 se realiz6 con los anticuerpos anti-HA y anti-fosfo T842,

respectivamente. Las formas activa y total de Pmk1 se detectaron con los anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-

HA, respectivamente. U.R., unidades relativas.

En conjunto, estos resultados sugieren que Torl, como parte del complejo TORC2, promueve
la sintesis de Pck2, contribuyendo asi a la adecuada activacion de la ruta de integridad celular de S.

pombe en respuesta al estrés por dafio en la pared celular y durante el ayuno de glucosa.
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Discusion

Uno de los principales resultados obtenidos en el presente trabajo ha consistido en la
demostracion de que Ksgl, el ortdlogo de la quinasa de pendiente de fosfoinositidos (PDK-1) en
organismos superiores, es un regulador positivo de la ruta de MAP quinasas de integridad celular en la
levadura Schizosaccharomyces pombe. Asi, nuestros experimentos han mostrado que la actividad de
Pmkl, la MAPK de dicha ruta, es practicamente inexistente en células que expresan el alelo
termosensible ksg/-208 incubadas a temperatura restrictiva durante el crecimiento vegetativo y en
respuesta distintas condiciones de estrés (Resultados; Figura 4.1 y 4.2). También hemos demostrado
que Ksgl se asocia y fosforila in vivo el residuo conservado T842 presente en el bucle de activacion
del ortélogo a PKC Pck2 (Resultados; Figura 4.9), y que es el principal activador aguas arriba del
modulo de MAP quinasas (Barba et al., 2008; Ma et al., 2006). Distintos estudios habian demostrado
previamente que en la mayoria de los casos, la fosforilacion en el bucle de activacion de las distintas
isoformas de PKC de eucariotas superiores es dependiente de PDK-1, aunque existen algunas
excepciones como en el caso de las isoformas PKCO o PKCd, donde dicho proceso es debido a un

mecanismo de autofosforilacion (Freeley 2011, Liu et al., 2006).

Este mecanismo parece ser también operativo en el caso de Pck2, ya que el bajo nivel de
fosforilacion en T842 detectado en el mutante ksg/-208 desaparecid por completo en un mutante doble
ksgl-208 pck2.K712W que expresa una version cataliticamente inactiva de la quinasa (Resultados;
Figura 4.9B). Por tanto, nuestros resultados sugieren que la fosforilacion del bucle de activacion de
Pck2 se encuentra regulada por un mecanismo dual dependiente tanto de la PDK (Ksgl) como de

autofosforilacion.

En S. pombe la fosforilacion por Ksgl en el bucle de activacion de distintas AGC-quinasas
como Pkal, Gad8, o Pskl es esencial para su activacion catalitica in vivo y el ejercicio de sus
funciones biologicas (Matsuo et al., 2003; Nakashima et al., 2012; Tang y Mcleod, 2004). En S.
cerevisiae, la fosforilacion del bucle de activacion del ortélogo de PKC Pkcl en el residuo T983 por
los ortélogos de la PDK Pkhl y Pkh2 es también indispensable para su activacion catalitica y su
funcion bioldgica (Roelants ef al., 2004). Sorprendentemente, y al contrario que estas evidencias
previas, nuestros resultados indican que la fosforilacion de Pck2 en T842 no es estrictamente necesaria
para su actividad catalitica y/o funcidon bioldgica, ya que las células que expresan la mutacion
Pck2.T842A son perfectamente funcionales en cuanto a su capacidad de complementar tanto los
fenotipos asociados a la falta de Pck2 (sensibilidad frente a la Caspofungina, V/C) (Resultados; Figura
4.13), como de activar la ruta de integridad y su principal efector Pmkl durante el crecimiento

vegetativo y en respuesta a distintas situaciones de estrés (Resultados; Figura 4.12 y 4.14). Por el
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contrario, nuestros resultados sugieren que la autofosforilacion en el sitio conservado del motivo de
giro (T984) es critica, junto con la fosforilacion del bucle de activacion en T842 (Ksgl-dependiente +
autofosforilacidn), para la activacion catalitica de Pck2. Ello es debido a que los “readouts” bioldgicos
de Pck2, como son la activacion de la ruta de integridad celular, el control de la homeostasis idnica
(VIC), o el control de la integridad de la pared celular, se encuentran completamente bloqueados en las

cepas que expresan el doble mutante Pck2. T842AT984A (Resultados; Figuras 4.12,4.13 y 4.14).

La fosforilacion del bucle de activacion es esencial para la activacion de la mayoria de
isoformas de PKC con la excepcion de PKC3. En este caso se ha descrito la presencia de dos residuos
fenilalanina flanqueando al residuo conservado del bucle de activacion (T507), y que son responsables
de la estabilizacion de su actividad catalitica sin necesidad de que éste se fosforile (Liu ef al., 2006).
Sin embargo, ambas fenilalaninas estdn ausentes en las posiciones equivalentes en la secuencia de
aminoacidos de Pck2, lo que sugeriria la existencia de otros residuos en el bucle de activacion que
podrian ser fosforilados in vivo de manera alternativa y/o complementaria a T842. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo sugieren que el residuo T846 podria ser también importante para la
activacion catalitica de Pck2 y sus funciones sefializadoras. Esta hipotesis se sustenta por el hecho de
que las células que expresan el mutante Pck2.T842A T846A muestran los defectos tipicos de un
mutante por pérdida de funcién de Pck2, como son una completa pérdida de la actividad de Pmk1 en
condiciones de estrés y una mayor sensibilidad frente a la caspofungina respecto a los mutantes
simples T842A o T846A (Resultados; Figura 4.18). En apoyo de esta posibilidad se encuentra el
hecho de que estudios masivos del fosfoproteoma humano han demostrado la existencia de residuos
equivalentes a T846 que se encuentran fosforilados in vivo en algunas isoformas de PKC (Phanstiel et
al., 2011), lo que sugiere que dicha modificaciéon post-traduccional podria estar conservada
evolutivamente. Desafortunadamente no hemos sido capaces de obtener anticuerpos que detecten de
manera especifica la fosforilacion in vivo de Pck2 en T846. Ademas, los ensayos quinasa in vitro
realizados evidenciaron que, en comparacion con la version silvestre, la baja fosforilacion del mutante
Pck2.T842A por Ksgl no se ve agravada en el mutante doble Pck2.T842A T846A (Resultados; Figura
4.17C). Es posible que la fosforilacion de Pck2 en T846 solamente tenga lugar bajo ciertas
condiciones fisioldgicas, como por ejemplo en presencia de las GTPasas Rhol o Rho2, o que dicha

modificacion sea llevada a cabo por otra quinasa distinta a Ksgl.

Tal como se comentod en la Introduccion, la fosforilacion inicial del bucle de activacion de las
PKCs posiciona correctamente los residuos para la catdlisis, y es necesaria para el posterior
procesamiento de su extremo C-terminal mediante dos fosforilaciones secuenciales en los motivos de
giro e hidrofobico. La fosforilacion del motivo de giro juega un papel fundamental en la maduracion y
estabilizacion de las PKCs, ademés de servir como plataforma para el establecimiento de distintas
interacciones proteina-proteina (Newton, 2001; Freeley et al., 2011). Los resultados de este trabajo

indicaron que Ksgl no fosforila in vivo a Pck2 en el residuo conservado del motivo de giro (T984), y
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que dicha fosforilacion se anuld por completo en el mutante Pck2-T842A T846A durante el
crecimiento vegetativo y en respuesta al choque térmico (Resultados; Figura 4.17B). Estas
observaciones sugieren un modelo en el que, en respuesta a estrés, la fosforilacion in vivo del bucle de
activacion de Pck2 en T842 (mediada por Ksgl y un mecanismo de autofosforilacion) y posiblemente
en T846 (;autofosforilacion?, ;dependiente de quinasa?) es fundamental para permitir la fosforilacion
posterior del motivo de giro en T984 y promover la activacion catalitica de la quinasa. Sin embargo,
este modelo presenta ciertas limitaciones, como la derivada de la observacion de que el fenotipo VIC
del mutante triple Pck2.T842A T846A T984A es mas agresivo que en el mutante doble Pck2.T842A
T846A (Resultados; Figura 4.18A), lo que sugeriria que el modelo de interdependencia de
fosforilacion entre bucle de activacion y el motivo de giro podria existir unicamente en respuesta a

estrés, y no durante el crecimiento vegetativo.

En este trabajo también hemos analizado el papel que juega el dominio hidrofébico de Pck2
sobre su actividad y funciones bioldgicas. Los residuos conservados de fenilalanina en el motivo
hidrofoébico de las isoformas de PKC atipicas humanas PKC{ y PRK2 definen un sitio de
acoplamiento para PDK-1 que es necesario para la posterior fosforilacion del bucle de activacion
(Balendran et al., 2000). Nuestros resultados indican que la fosforilacion in vitro e in vivo de Pck2
dependiente de Ksgl en el bucle de activacion (T842) se encuentra disminuida en células que expresan
una version mutante en las fenilalaninas conservadas del dominio hidrofébico en posiciones 998 y
1001 (Pck2.F998A F1001A). Parece, por tanto, bastante probable que la fosforilacién del bucle de
activacion de Pck2 por Ksgl dependa de su acoplamiento previo por medio del motivo hidrofébico de
la quinasa. Por el contrario, la posible fosforilacion del residuo conservado S1002 del motivo
hidrofébico parece regular negativamente la actividad catalitica de Pck2. Esta hipotesis se fundamenta
en que tanto la fosforilacion basal de Pck2 en T842 como la actividad de Pmkl se incrementaron
notablemente en el mutante Pck2.S1002A con respecto a la cepa silvestre, y disminuyeron en los
correspondientes mutantes fosfomiméticos Pck2.S1002E y Pck2.S1002D (Resultados; Figura 4.12).
En este contexto Pck2 se asemeja de nuevo a la PKC humana, ya que en este caso se ha descrito que
la fosforilacién del motivo hidrofobico regula negativamente su actividad catalitica (Karmacharya et

al., 2010).

Otro resultado resefnable obtenido en este trabajo se refiere al posible papel sefializador de
Pck2 en ausencia de actividad catalitica. Previamente, en S. cerevisiae se habia descrito que un
fosfomutante de Pkcl en el bucle de activacion (y por tanto, no activable) era capaz de complementar
el fenotipo de sensibilidad del mutante nulo pkc/4 frente a la miriocina, un inhibidor de la sintesis de
esfingolipidos (Roelants et al., 2004). Sin embargo, el hecho de que en este organismo el mutante
pkclA no sea viable sin la presencia de un estabilizador osmético (sorbitol) en el medio de cultivo,
complicaba la interpretacion de esta observacion. En este estudio hemos confirmado que los mutantes

que expresan una version cataliticamente inactiva de Pck2 muestran cierta actividad bioldgica que se
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expresa por su capacidad de complementar parcialmente algunos de los fenotipos del mutante nulo
pck24, como son el fenotipo VIC, o la sensibilidad de crecimiento frente a la caspofungina
(Resultados; Figura 4.13). Estos resultados implicarian que determinadas funciones de Pck2 en S.
pombe son ejecutadas en parte por la propia proteina, siendo por tanto independientes de su actividad
catalitica. Este papel regulatorio de Pck2 independiente de catalisis podria estar conservado
evolutivamente y no haber sido detectado en las isoformas de PKC de organismos superiores debido,

como en el caso de S. cerevisiae, a su caracter esencial.

Estudios previos habian demostrado que las Rho GTPasas Rhol como Rho2 promueven la
estabilizacion y el incremento de los niveles de fosforilacion de Pck2 en T842 (Sayers et al., 2000;
Villar-Tajadura et al., 2008). En base a nuestros resultados, la sintesis de novo de Pck2 y la
fosforilacion in vivo en el bucle de activacion (T842) y en el motivo de giro (T984) aumentan
progresivamente en respuesta al estrés salino, estrés por dafio en la pared celular, o al exponer las
células a altas temperaturas (Resultados; Figura 4.9 y 4.19). Estas observaciones sugieren que en la
levadura con fision Pck2 se comporta como una proteina inducible por estrés. Por lo tanto, el
mantenimiento de niveles elevados de Pck2 activo en respuesta a estrés parece estar regulado por un
complejo mecanismo que es dependiente de la fosforilaciéon del dominio catalitico dependiente de
Ksgl, autofosforilacion , u otras quinasas todavia desconocidas, junto con la estabilizacion ligada a la

interaccion con Rhol o Rho2 por medio de los motivos HR del extremo N-terminal de la quinasa.

Desde un punto de vista general, las fosforilaciones del bucle de activacion y del motivo de
giro de Pck2 son necesarias para la transmision de la sefial aguas abajo hacia el moédulo de MAP
quinasas y la activacion de Pmk1 durante el crecimiento y en respuesta a la mayoria de estreses (Ma et
al., 2006; Barba et al., 2008; Madrid et al., 2013; este trabajo). Sin embargo, el aumento de la sintesis
de Pck2 en respuesta a estrés es esencial para permitir la adecuada activacion de Pmk]1 en respuesta al
estrés por dafio en la pared celular o tras el ayuno de glucosa, pero no durante el estrés osmético
salino. Esta conclusion se basa esencialmente en dos observaciones, ya que i- la cinética de aumento
en la fosforilacion de Pmk1 en las dos primeras condiciones es paralela al aumento en los niveles de
Pck?2 total; y ii- al contrario del resto de componentes de la ruta de integridad celular, los niveles de
proteina de Pck2 disminuyen significativa y rapidamente en respuesta a la inhibicion de la sintesis
proteica en presencia de cicloheximida. La activacion de Pmkl en respuesta al estrés osmotico
transcurre de manera rapida y transitoria, y es independiente de la sintesis proteica de novo (Madrid et
al., 2006). Por el contrario, la cinética de activacion de Pmk1 en respuesta a caspofungina (dafio en la
pared celular), o tras el ayuno de glucosa, requiere la sintesis proteica de novo (Madrid et al., 2013; el
presente trabajo), y presenta una cinética progresiva que recuerda a un mecanismo de
retroalimentacion positivo. La necesidad de ofrecer una respuesta adaptativa mantenida durante la
reparacion de los dafios causados en la pared celular (caspofungina), o la reorganizacion de la pared

celular durante el arresto nutricional (glucosa), podria ser la causa que explique la necesidad de

121



Papel de Ksgl y el ortélogo de PKC Pck?2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe

incrementar la sintesis de Pck2 que activa la ruta de integridad celular en ambas situaciones.

En cualquier caso, ;cudles son los circuitos moleculares responsables del aumento de la
sintesis de Pck2 en condiciones de estrés?. Las evidencias obtenidas en este trabajo apuntan a que la
quinasa Torl, formando parte del complejo TORC2, podria actuar a nivel traduccional regulando la
sintesis de Pck2, tal como evidencia el bloqueo en la sintesis de Pck2 en el mutante for/4 durante el
crecimiento y bajo diferentes situaciones de estrés (Resultados; Figura 4.24). Logicamente, este papel
es particularmente evidente durante el estrés por dafio en pared o en ayuno de glucosa, al tratarse de
situaciones en las que es obligado el aumento en los niveles de Pck2 para permitir una adecuada

activacion de la ruta de Pmkl.

En células de mamiferos se ha descrito que el complejo mTORC?2 regula la fosforilacion del
motivo de giro de algunas PKCs, aumentando su estabilidad y favoreciendo su plegamiento (Freeley et
al., 2011). Con estos precedentes se podria considerar que Torl también fosforila el motivo de giro
(T984) de Pck2 y regula su estabilidad. Sin embargo, el tratamiento con cicloheximida no produjo una
reduccion adicional en los niveles de Pck2 en el mutante for/4 tras el tratamiento con caspofungina

(Figura 4.27).

toriA pck2:HA pmk1:HA6H

- Cicloheximida + Cicloheximida

Tiempo: 0 30 60 120 0 30 60 120 min

(9]

3 .\__—-—--———wpckZ'HA
e}

S
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Q
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Figura 4.27 Las cepas MM913 (Pck2-HA, Pmk1-HA6H) y MM1205 (for1A) se cultivaron hasta fase exponencial temprana en
medio YES a 28°C, se incubaron en presencia o ausencia de 100 pg/ml de cicloheximida durante 1 hora, y finalmente se
trataron con 1 pg/ml de caspofungina, recogiéndose las correspondientes alicuotas a los tiempos indicados. Los extractos

obtenidos se resolvieron mediante SDS-PAGE vy se hibridaron con un anticuerpo anti-HA. U.R., unidades relativas.

Ademds, si esta hipotesis fuese correcta, Pmk1 no podria activarse en respuesta a estrés salino
en un mutante Pck2.T842A tori4, ya que dicha activacion depende por completo de la fosforilacion
conjunta de Pck2 en el bucle de activacidén y en el motivo de giro. Al contrario, tal como muestra la
Figura 4.28, Pmk]1 se activd de manera similar durante el estrés salino en los mutantes Pck2.T842A y
Pck2.T842A torid. Por tanto, Torl no es responsable de la fosforilacion in vivo del motivo de giro de
Pck2. Estos resultados sugieren ademas que Torl regula la sintesis de Pck2 en respuesta a estrés a

nivel traduccional mediante un mecanismo independiente de fosforilacion.
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Figura 4.28 Las cepas MM918 (Pck2.T842-HA) y MM1207 (tor1A Pck2.T842A-HA) se cultivaron hasta fase exponencial
temprana en medio YES a 28°C, se trataron con KCI 0,6M, y se recogieron alicuotas a los tiempos indicados. Las formas activa
y total de Pmk1 se detectaron tras la hibridacion con anticuerpos anti-fosfo-p44/42 y anti-HA, respectivamente. U.R., unidades

relativas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la presente Tesis, proponemos un modelo de
trabajo que se resume en la Figura 4.29. Segun este modelo, en S. pombe tanto la PDK Ksgl como un
mecanismo de autofosforilaciéon son responsables de la fosforilacion in vivo del bucle de activacion de
Pck2 en T842 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a distintos tipos de estrés ambiental.
Ademas, la fosforilacién (todavia no confirmada) del residuo conservado del bucle de activacion
T846, podria jugar un papel relevante para la activacion catalitica de la quinasa. Estas modificaciones,
sumadas a la fosforilacion secuencial en el motivo de giro en la posicion T984 y a la estabilizacion
mediada por la interaccion con las GTPasas Rhol y/o Rho2, conducirian a la activacion catalitica de
Pck2. Una vez activado, Pck2 promueve la adaptacion celular frente al estrés, bien activando la ruta
de MAP quinasas de integridad celular, o mediante mecanismos independientes de la ruta, como por
ejemplo favoreciendo la incorporacion de glucanos estructurales (a-glucano) en la pared celular. Por
ultimo, el complejo TORC2 favorece la sintesis de novo de Pck2 durante el crecimiento celular y en
respuesta a estrés, siendo este necesario para permitir la activacion de Pmk1 en respuesta a estimulos

ambientales especificos, tales como el dafio en la pared celular o el ayuno de glucosa.

En S. pombe Gad8, cuya fosforilacion in vivo en el motivo hidrofobico es dependiente de
TORC?2, copurifica con algunas proteinas ribosomales y regula la fosforilacion de la proteina
ribosomal S6 (Du et al., 2012). Esta observacidon, junto con la demostracion previa en células
superiores de que el complejo mTORC?2 copurifica con ribosomas (Zinzalla et al., 2011), sugiere que
en la levadura con fisién el complejo TORC2-Gad8 podria estar también asociado con los ribosomas
de manera constitutiva y/o inducible, proporcionando una localizacidon subcelular idénea para regular

la traduccion de Pck2 y su activacion en respuesta a distintos cambios ambientales.

Aunque en S. pombe la sefalizacion mediada por TORC2-Gad8 es necesaria para una

adecuada respuesta celular frente al estrés, recientemente se ha propuesto que la ruta de integridad

123



Papel de Ksgl y el ortélogo de PKC Pck?2 sobre la regulacion de la ruta de integridad celular en S. pombe

celular podria actuar regulando negativamente su actividad (Cohen ef al., 2014). Estas evidencias
afladen una nueva faceta al modelo regulatorio propuesto en este trabajo, y dibujan un escenario
donde el complejo TORC?2 regula positivamente la ruta de integridad celular por medio de Pck2, y en
el que Pmkl, una vez activada, inhibe o limita la actividad del complejo. Este mecanismo de
retroregulacion entre ambas rutas de sefalizacion permitiria modular la respuesta celular de adaptacion

frente al estrés de una manera dinamica y enormemente flexible.

Dafio en la pared celular, ayuno de glucosa

Estrés osmotico
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Membrana
Bit61 plasmatica
i
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Figura 4.29 Modelo sobre los mecanismos de regulacién de la funciéon de Pck2 en el control de la integridad celular en
S. pombe (ver la informacion detallada en el texto)

124






6. CONCLUSIONES







Conclusiones

Conclusiones

1- Ksgl, el tnico ortodlogo a la PDK1 presente en S. pombe, es necesario para la correcta activacion de
Pmkl, la MAP quinasa de la ruta de integridad, celular durante el crecimiento vegetativo y en

respuesta a multiples situaciones de estrés.

2- Ksgl se asocia in vivo con Pckl y Pck2, los dos ortdélogos a PKC existentes en este organismo.
Ksgl fosforila in vivo a Pck2 (el principal activador aguas arriba de la ruta de MAP quinasas de
integridad celular) en el residuo conservado de treonina-842 presente en su bucle de activacion. La
fosforilacion del bucle de activacion de Pck2 también se encuentra regulada por un mecanismo de

autofosforilacion.

3- La autofosforilacién es probablemente el mecanismo responsable de la fosforilacion in vivo del

residuo conservado de treonina-984 del motivo de giro de Pck2.

4- A diferencia de la mayoria de PKCs, la fosforilacion in vivo de Pck2 en el sitio conservado del
bucle de activacion (treonina-842) no es necesaria para la transmision de sefiales hacia la ruta de MAP

quinasas integridad celular durante el crecimiento y en respuesta a estrés.

5- La activacion catalitica y funcion bioldgica de Pck2 es dependiente de la fosforilacion conjunta de
los residuos de treonina-842 (bucle de activacion) y -984 (motivo de giro) del dominio de activacion.
Evidencias adicionales sugieren que este proceso es también regulado fosforilacion del residuo

conservado de treonina en posicion 846 dentro del bucle de activacion.
6- La sintesis de novo de Pck2 y la fosforilacion en treonina-842 del bucle de activacion se
incrementan notablemente en respuesta a estreses térmico y salino, durante el dafio en la pared celular,

o tras el ayuno de glucosa.

7- Las Rho GTPasas Rhol y Rho2 promueven, junto con la fosforilacion del bucle de activacion y el

motivo de giro, la estabilizacion de Pck2 durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés.

8- La sintesis de novo de Pck2 es critica para la activacion de Pmklen respuesta al dafio en la pared

celular o tras el ayuno de glucosa, pero no en respuesta al estrés osmotico salino.
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9- El complejo TORC2 no fosforila in vivo a Pck2, pero favorece su sintesis de novo durante el

crecimiento vegetativo y en respuesta a estrés, permitiendo la activacion de Pmk1 en respuesta al dafio

en la pared celular o al ayuno de glucosa.
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