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“Hello there!”
Obi-Wan Kenobi, Star Wars

Es dificil decir cudndo empezd todo esto. Se podria decir que empezd ese septiembre de
2016, cuando entré en el laboratorio 31 por primera vez. O un afio antes, cuando entré
en el Master que me traeria hasta aqui. Muchos dirdn que empezd en 2011, cuando
decidi hacer la carrera de Bioguimica, pero yo ya me habia enamorado de ella en el
Bachillerato. Quizds viene incluso de antes, cuando me llevaba libros al colegio para
poder leer en el recreo. La verdad es que no importa demasiado. Si has estado alli. Si
crees que has contribuido en lo mds minimo en cémo soy hoy: GRACIAS.

“I am glad you are here with me. Here at the end of all things”
J. R. R. Tolkien, The Lord of the Rings

| en donar les gracies, com no comengar per tu, Rosa. Des del primer correu, des de la
primera entrevista. Em vas donar una oportunitat de demostrar de que era capag, i mai
t’ho podré agrair prou. Sota la teva tutela he crescut no només com a professional, si no
també com a persona. Has cregut en mi i m’has animat a ser la millor versiéo de mi
mateixa. Pero el que no podré oblidar mai és el tracte que m’has donat. Sempre ens has
tractat amb el maxim respecte i, juntament amb en Ramon, ens heu fet sentir com de la
familia. Per aix0 i per molt més, un milié de gracies.

"If you want to know what a man’s like, take a good
look at how he treats his inferiors, not his equals."
Sirius Black, Harry Potter and the Goblet of Fire

A I'Oriol i la Txus. Sempre disposats a donar un cop de ma. Sobretot al principi, quan vaig
entrar a cultius i vaig necessitar que m’adoptéssiu. Pero aixd no va parar aqui. Sempre
heu estat una font de coneixement i recolzament inesgotable.

“You want weapons? We’re in a library!
Books! The best weapons in the world!”
Doctor Who

Y cdmo olvidar a mi Zape. A mi compafiero de penurias. A mi media naranja en el
laboratorio. Edgar, ha sido un camino largo y me siento orgullosa de poder decir que lo
hemos recorrido juntos. Que hemos luchado codo con codo y nos hemos enfrentado a
los problemas juntos. Y aunque tu poyata me haya sacado siempre de quicio, no habria
podido hacer esto sin ti. Animo, porque pronto ti también seras Doctor y tendremos que
ir a celebrarlo juntos.

"It matters not what someone is born, but what they grow to be.”
Albus Dumbledore, Harry Potter and the Goblet of Fire



Laura, has sido mi rival mas fuerte y mi mayor aliada. Tenerte en mivida me ha ensefiado
a pensar rapido y abrir la mente. Has pasado por muchas cosas este ultimo afio y tu has
demostrado ser todo un ejemplo de fuerza y optimismo. Aunque el destino te arrastre
lejos de mi, siempre guardaré un sitio especial en mi corazdn para ti.

“You know, no matter how much we fought,
I’ve always hated watching you leave.”
Leia Organa, Star Wars

iA mis Minions! jOs adoro! Con vosotros he aprendido que el mundo estd lleno de
personas maravillosas y que el futuro estd en muy buenas manos. Michelle, siempre
dispuesta a arrimar el hombro. Laurita, con manias peores que las mias, hacias que yo
pareciera normal. David, que aguantabas todas las tormentas y volvias a por més. Tati,
eres puro amor. Por mucho que pasa el tiempo sigues a mi lado. Lluc, gracias por todos
los recuerdos que me has dado.

“You can’t stop the change, any more than you
can stop the suns from setting.”
Shmi Skywalker, Star Wars

A mi Principe Azul, Jon. No puedo contar las veces que me has salvado la vida. Has sido
el mejor compafiero con el que alguien puede sofiar. Ya sabes que digo lo tonto que eres,
pero es porque no existe una palabra que describa el buen corazén que tienes. Te
mereces los mayores tesoros del universo, y espero estar en tu vida para ver como los
recibes.

“There’s a lot of things you need to get across this universe. Warp drive...
wormbhole refractors... You know the thing you need most of all? You need a
hand to hold.”

Doctor Who

Y no hay principe sin Princesa. Mi queridisima Carla. El laboratorio puede llegar a ser un
lugar oscuro, ipero tu alma es holografica! Has llenado nuestros dias de color y risas, y
me has dado fuerzas para sonreir dia a dia. Con tus pequefios detalles nos has llenado el
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“One may tolerate a world of demons for the sake of an angel.”
Doctor Who
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“Moonlight drowns out all but the brightest stars.”
J.R.R. Tolkien, The Lord of the Rings
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far-flung hopes and the dreamer of improbable dreams.”
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Introduccio

1.Model d’estudi cel-lular: Schizosaccharomyces pombe

El llevat Schizosaccharomyces pombe va ser descrit per primer cop el 1893 per
Paul Lindner (Bridge and May 1984), quimic, bidleg i microbidleg polones que va
aconseguir aillar-la de mostres de cervesa Bantu. Es per aquest motiu que la va
batejar amb el nom pombe, el qual significa “cervesa” en suahili. Malgrat aix0, no
va ser emprat com a model experimental fins al 1950 per Urs Leupold (Anon n.d.),
i el seu valor com a eina per a I'estudi del cicle cel-lular no va ser reconegut fins

al 1957 per Murdoch Mitchison (Mitchison 1957).

‘,

Figura 1. Imatge de microscopia electronica de rastreig de cél-lules
de llevat de fissid (Schizosaccharomyces pombe) en divisio.

Credit per Jiirgen Berger/Max Planck Institute for Developmental
Biology.

Filogenéticament, la preséncia de paret cel-lular, la mitosi completa i I'esporangi
en forma d’asca, juntament amb altres caracteristiques, situen a S. pombe dins

del filus ascomicets. Analisis inicials de la seqiéncia del rRNA, pero, van establir
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INTRODUCCIO

gue Schizosaccharomyces pombe divergia en sobremanera de la resta d’especies
del regne dels fongs, indicant que la seva branca es va originar molt properament
a la divergéncia entre el regne animal i el regne dels fongs. Aquest fet s’associa
amb una gran homologia de gran nombre de proteines de S. pombe amb
proteines de mamifer (Sipiczki 2000), aixi com passa amb la posicid del pla de

divisié al centre geométric de la cel-lula (Pérez et al. 2016).

Fenotipicament, S. pombe és un organisme unicel-lular eucariota; allargat i
cilindric, d’'uns 3-5 um de diametre i 8-14 um de longitud (Fig. 1). Es divideix
aproximadament cada 3 hores per biparticio o fissid binaria (el que lidéna el nom

de llevat de fissio).

Deprivacio de Fase estacionaria
nutrients
Deprivacio de

Cicle mitotic haploide nutrients

o[ n) Cm D

\/ Conjugacié
@ @ h+amb h-

Espores @ @ Cicle meiotic

Condicions
favorables

4n
Formacié

e \/ del zigot

Meisosi i esporulacio

Figura 2. Representacio del cicle cel-lular haplodiplont de S. pombe. N representa una dotacio
cromosomica haploide.
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Geneéticament, S. pombe té 3 cromosomes amb 14.1 milions de parells de bases
i 4,970 ORFs predits, un 43% dels quals contenen introns (Wilhelm et al. 2008).
En condicions de creixement vegetatiu, aquest es manté amb una dotacié
haploide que presenta un dels dos sexes: h+ o h- (Fig. 2, Cicle mitotic haploide).
En una situacid de deplecid nutricional, cel-lules de sexe oposat es conjuguen i
adquireixen de forma transitoria una dotacié diploide, només per poder iniciar la
meiosi i generar estructures de resisténcia conegudes com a ascospores, de nou
haploides (Crandall, Egel, and Mackay 1977; Egel and Egel-Mitani 1974) (Fig. 2,
Cicle meidtic). Les espores germinen quan es troben en condicions favorables. Es
possible mantenir soques d’aquest llevat amb dotacié diploide, pero és una

forma molt inestable.
Com a model cel-lular, S. pombe presenta 4 grans avantatges:

1) Els mecanismes que controlen el cicle cel-lular estan molt conservats en
la linia evolutiva, el que permet extrapolar les observacions en aquest
organisme a un gran nombre d’organismes eucariotics.

2) La tassa de recombinacio genética és molt alta, el que permet integrar
DNA exogen en el genoma de 'organisme amb relativa facilitat, generant
aixi delecions, mutacions, adicié de marcadors i canvis de promotors.

3) Degut a que 'organisme només té una dotacié cromosomica, I'efecte
gue pot tenir una modificacié en el genoma és facilment observable
fenotipicament sense la interferéncia d’'un cromosoma germa.

4) La simplicitat en el fenotip del llevat i la velocitat de la divisid cel-lular
facilita identificar I'efecte de les modificacions en el cicle cel-lular. Aixi,
mutacions que alenteixin la progressié cel-lular permetran un major
creixement i donaran lloc a cel-lules allargades, mentre que mutacions
gue accelerin el cicle donaran lloc a cel-lules més arrodonides (Thuriaux,

Nurse, and Carter 1978).
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2.Cicle cel-lular en Schizosaccharomyces pombe

El cicle cel-lular és el conjunt de processos ordenats que condueixen al
creixement cel-lulariala creacié de dues cel-lules filles amb una dotacié geneética

identica. El cicle cel-lular es divideix en dos grans fases: la interfase i la mitosi.

Profase

C & D

Metafase

Anafase

SPB
Microtibuls
= CAR

o= Cromosomes

Poblacié asincronica

n 2n

Dotaci6é genomica
Figura 3. Representacio de les fases del cicle cel-lular de S. pombe.

La interfase esta, alhora, dividida en tres fases: G1, Si G2 (Fig. 3). En el moment
en que una nova cel-lula apareix, aquesta inicia la fase G1. Es tracta d’'una fase de
creixement en la que es sintetitzen proteines i RNA, sobretot d’elements
necessaris per la replicacié de DNA. També és el moment en que es determina si
ha d’iniciar una nova divisid o tindra un altre desti (com la conjugacié o la
quiescéncia - fase estacionaria/G0). La fase G1 és seguida de la fase S, durant la
gual es sintetitza una copia de la dotacié cromosomica de la cél-lula (pas de una
dotacid n a una dotacio 2n). Finalment, la cél-lula arriba a fase G2, l'interval que
separa el final de la sintesi del DNA amb I'inici de la divisid cel-lular. En ell s’acaben
de sintetitzar proteines i RNA necessaris i s’assoleix la mida de divisié adequada.

En el cas de S. pombe, les fases G1i S es donen en paral-lel a la mitosi, de manera
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gue la segona es dona de forma gairebé simultania amb la citocinesi; i la fase G2

és, per tant, la més llarga de tot el cicle (Mitchison and Creanor 1971).

Un cop la cél-lula assoleix la mida adequada al final de la fase G2, s’inicia la mitosi.

Aquest és el procés pel qual la cél-lula original (coneguda com a cél-lula mare) es

divideix en dues cél-lules filles i reparteix cada una de les copies del genoma entre

les dues. Aquest procés consta de 5 fases (Fig. 3):

1)

2)

4)

Profase: el material genétic es condensa i s’inicia I'assemblatge del fus
mitotic. A diferéncia d’organismes superiors, en S. pombe la membrana
nuclear no es trenca, i els Spindle Pole Bodies (SPB) s’incrusten en ella
(Ding et al. 1997). Els cromosomes s’ancoren als microtubuls per
permetre la reorganitzacié espacial.

Metafase: els cromosomes ben ancorats als microtubuls s’alineen al
centre de la cél-lula mitjancant forces de tensid. En aquest moment
trobem el spindle attachment checkpoint (SAC), pel qual la cel-lula no
continua si els cromosomes no s’han ancorat correctament.

Anafase: la cohesina (Rad21), que manté unides les cromatides
germanes gracies a la securina (Cut2), és degradada per la separassa
(Cutl). Les cromatides es separen als dos extrems del nucli. Aquest es
divideix en dos i cada un es desplaca a cada extrem de la cél-lula. També
s’inicia I'organitzacié de I'anell contractil d’actomiosina (CAR).

Telofase: el fus mitotic es desorganitza i el CAR es comenca a contraure
per separar les dues cel-lules filles.

Citocinesi: el CAR acaba de separar les dues cel-lules filles i es forma el

septe.

Existeix un altre tipus de divisid cel-lular que pot donar lloc a cel-lules filles

diferents a la cel-lula mare: la meiosi. Aquesta és la caracteristica principal de la

reproduccié sexual i la font majoritaria de variabilitat genetica intra-espécie.
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Aquesta és similar a la mitosi, perd en aquest cas es donen dues divisions
cel-lulars consecutives sense passar per una interfase (Yamashita et al. 2017). El
motiu d’interes en aquest tipus de divisid cel-lular es troba en que és la
responsable de la formacié d’espores en S. pombe, i que en les seves etapes
inicials es déna una recombinacié meiotica que permet intercanviar DNA entre

els dos cromosomes homolegs, creant aixi noves variants genomiques.

2.1.Funcid del citoesquelet en el cicle cel-lular

Es citoesquelet és la xarxa de filaments proteics que recorren la cel-lula i és el
principal responsable de la seva morfologia. El citoesquelet té tres components:
els microtubuls, els filaments d’actina i els filaments intermedis; i cada un d’ells
té proteines associades que els permeten realitzar altres funcions com la

distribucio dels components intracel-lulars, la migracio cel-lular i la mitosi.

S. pombe en creixement presenta un agregat de F-actina a cada extrem de la
cél-lula (Fig. 4, Creixement bipolar). Se’ls considera responsables del creixement
cel-lular, i és per aixd que S. pombe presentaria un creixement bipolar i una
morfologia allargada. La polimeritzacié d’actina es déna a través per Arp2/3 (La
Carbona, Le Goff, and Le Goff 2006). Dels agregats ens sorgeixen uns cables
nucleats per la formina For3 (Feierbach and Chang 2001), els quals contribueixen

a la polaritat i morfogenesis cel-lular.

Els microtubuls de S. pombe estableixen I'eix de creixement de la cel-lula. Formen
feixos antiparal-lels des del nucli cap als pols, i situen el nucli al centre de la
cél-lula. Presenten un creixement dinamic: es polimeritzen fins arribar als
extrems cel-lulars, on a través d’una catastrofe microtubular, col-lapsen i es
despolimeritzen fins a un punt anterior préviament estabilitzat, a partir del qual
tornen a iniciar la polimeritzacid. No sén essencials per al creixement cel-lular,
pero col-laboren en I'organitzacio del citoesquelet d’actina i en definir els llocs

de creixement (Chang 2001).
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Creixement
bipolar

NETO
,,,,,,,,, Microtdbuls o% Actina ’ Nucli
— sPB O cn Septe

Figura 4. Representacio del paper del citoesquelet en el cicle cel-lular. Les fletxes
representen les direccions de creixement.
Modificacio de Selhuber-Unkel, C. et al 2009.

La posicid nuclear determina la localitzacié en que es formara I'anell contractil
d’actomiosina (CAR) gracies a una banda en el cortex que envolta la zona nuclear,
formada per proteina Mid1 (Chang, Woollard, and Nurse 1996). En fases inicials
de la mitosi, les cél-lules aturen el creixement i reorganitzen el citoesquelet
d’actina i microtlbuls en aquesta regié. Després de la divisio nuclear, el CAR inicia
la contraccié de la membrana i divideix aixi la cél-lula mare en les dues cél-lules

filles mitjancant la citocinesi (Fig. 4, Mitosi i Citocinesi).

En aquest moment, les cel-lules només presenten un agregat d’actina en I'extrem
gue existia abans de la divisié (old end), el que provoca que durant la G1 trobem
un creixement monopolar de la cel-lula. Després de que les cel-lules hagin
completat la fase S i hagin assolit una mida minima, es dona el New End Take Off
(NETO), en que part de I'actina migra a l'altre pol cel-lular i inicia el creixement
bipolar (Mitchison and Nurse 1985; Selhuber-Unkel et al. 2009; Sveiczer and

Horvath 2017).
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2.2.Regulacio del cicle cel-lular: Cdc2

Es vital que les cél-lules tinguin mecanismes per assegurar que durant el procés
de creixement i divisié cel-lular el DNA es repliqui un Unic cop i es reparteixi,
juntament amb la resta d’elements cel-lulars, entre les dues cél-lules filles. Es per
aix0 que el cicle cel-lular es troba estretament regulat per un conjunt de punts
de control o checkpoints que eviten la divisid en situacions anomales i el pas

d’una fase a una altra fins que la primera no ha estat completada.

Aguesta regulacié es dona a través de dues classes imprescindibles de molecules
reguladores: les ciclines i les quinases dependents de ciclines (CDK) (Anon n.d.;
Nigg 1995; Nurse 1990). Les ciclines son les subunitats reguladores de les CDKs.
S’hi uneixen per formar heterodimers, un complex actiu que promou l'entrada a
cada una de les fases del cicle. Habitualment, les CDKs es troben expressades de
forma constitutiva a les cel-lules, mentre que les ciclines presenten patrons
d’expressié ciclics al llarg de la vida cel-lular que regulen aixi la transicio entre les

diferents fases mitjancant diferents combinacions ciclina-CDK.

La majoria d’aquests gens es troben conservats en tots els eucariotes, tot i que
organismes més complexos impliquen un control més elaborat de les vies
implicades. La delecié d’aquests gens és letal. Per estudiar-los, cal treballar amb
mutacions que permeten el creixement més o menys normal en condicions
permissives (normalment de temperatura), perd que en condicions restrictives
alteren la progressid del cicle (obtenint cel-lules que es divideixen a mides
superiors o inferiors a la normal). Aixo va permetre recopilar un llistat de gens
implicats en la regulacié del cicle (Nurse, Thuriaux, and Nasmyth 1976), tot i que
aquest analisi pot no incloure aquells gens que hi intervenen més d’un cop.
Gracies a la mutacié sistematica de gens que presentaven aquest fenotip es van
identificar els anomenats gens cell division cycle (cdc) (Wissinger and Wang

1983).
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En S. pombe, Cdc2 és una serina-treonina quinasa de 297 aas, 34.36 kDa,
altament conservada al llarg de la linia evolutiva (Norbury and Nurse 1992).
Correspon a la Unica CDK en aquest llevat, i també rep el nom de Cdk1 (Nurse
and Bissett 1981; Nurse and Thuriaux 1980). Els seus nivells proteics sén
constants al llarg del cicle cel-lular, pel que la seva activitat fluctua degut a
diferents reguladors. La fosforilacid de substrats d’alta afinitat quan la seva
activitat és baixa i la fosforilacid de substrats de baixa afinitat quan I'activitat
augmenta és el que provoca la transicié entre les diferents fases del cicle (Garcia-
Blanco and Moreno 2019; Swaffer et al. 2016), marcant els dos esdeveniments

principals del cicle cel-lular: el Start (G1/S) i I'entrada en mitosi (G2/M).

El cicle cel-lular esta controlat en fase G1 per un conjunt de senyals externes a la
cél-lula que poden ser positives (factors de creixement, disponibilitat de
nutrients...) o negatives (inhibicié per contacte, toxines...). En el segon cas, la
cél-lula atura el cicle cel-lular i passa a fase de quiescéncia (GO). En cas de rebre
senvyals positives, la cél-lula efectua el Start, el punt de no retorn a partir del qual

les cél-lules han de completar el cicle independentment dels factors externs.

Al principi de la fase G1 trobem el minim d’activitat de Cdc2, mentre es troba
unida a la ciclina Pucl (Forsburg and Nurse 1991) (Fig. 5A). El complex Cdc2-Pucl
activa el MBF (Mlul-box binding factor), format per Cdcl10 i encarregat de
I'expressié dels gens propis de la transicid G1/S (Gaspa et al. 2016; Hendler et al.
2017), entre ells la ciclina Cig2 (Fig. 5B). Aquesta ciclina es va unint a Cdc2 a
mesura que augmenta la seva concentracid, pero el complex es troba inactiu

degut a la preséncia de Rum1.

Davant les senyals externes positives esmentades anteriorment, Cdc2-Pucl
fosforila Rum1 i promou la degradacié de Rum1 i Ste9 (Martin-Castellanos et al.
2000) (Fig. 5B). A causa d’aixo, la inhibicié de Rum1 disminueix i el complex Cdc2-

Cig2 assoleix un nivell d’activitat que actua com a Start (Fig. 5A). Aquesta senyal
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inicia la fase S (Martin-Castellanos, Labib, and Moreno 1996; Mondesert,

McGowan, and Russell 1996) i provoca la inhibicié del MBF (Chen et al. 2013).

La ciclina Cigl actua en la fase G1, i degut a que aquesta fase és molt curta, no
s’ha pogut determinar amb exactitud quin paper té en la transicié entre fases.
Alguns estudis la relacionen amb la degradacié de Rum1, amb un paper similar al

de Pucl (Benito, Martin-Castellanos, and Moreno 1998).

Durant la fase S es troben uns nivells d’activitat de Cdc2 superiors a la fase G1,
perd aquests continuen sent baixos (Fig. 5A). En condicions de creixement
favorables, la via TOR manté la fosfatasa PP2A activa. Aixi, aguesta via activa
Wee1l (Chica et al. 2016; Moris et al. 2016) a I'inici de G2, la qual fosforila Cdc2

en Tyrl5 i manté la seva activitat baixa (Fig. 5B).

Durant la fase G2, Cdcl3 es sintetitza progressivament i arriba a un maxim en la
seva sintesis en el moment d’entrar en mitosi (G2/M). La unid activadora de
Cdc13 a Cdc2, juntament amb la desfosforilacié de la segona a través de la via
Pom1/Weel/Cdc25 (que explicarem més ampliament a continuacid), permeten
I'activacié de Cdc2-Cdc13 i I'entrada en mitosi (Norbury and Nurse 1992) (Fig.
SA).

Durant la mitosi trobem l'activacié de I'anaphase promoting complex (APC), el
qual poli-ubiguinitza i marca una série de proteines que han de ser degradades
pel proteosoma. Dins d’aquest complex trobem Ste9 (Lim and Surana 2003;

Vanoosthuyse and Hardwick 2005).

En arribar a I'anafase, es produeix una disminucié drastica de I'activitat Cdc2-
Cdc13 (Fig. 5A). Aixo es deu a que durant aquesta fase s’indueix I'expressié de
Rum1, la qual és capag¢ d’unir-se al complex Cdc2-Cdcl13 i inhibir-lo (Correa-
Bordes and Nurse 1995) (Fig. 5B). Alhora, aquesta unid provoca que Ste9 i I’APC
degradin Cdc13 (Blanco et al. 2000; Correa-Bordes, Gulli, and Nurse 1997). La
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disminucid d’aquesta activitat permet la sortida de la mitosi i la progressio de la

fase G1.

En S. pombe, el complex CDK-ciclina esta format, a més, per un tercer

component: la proteina Sucl. Aquesta serveix com a cohesio del complex i se li

han volgut associar moltes funcions, pero cap d’elles ha estat verificades (Basi

and Draetta 1995; Lundgren et al. 1991).

Tot i que les diferents fases del cicle s’associen a diferents combinacions Cdc2-

ciclina, la delecié de Cdc13 és la Unica letal. Igualment, la preséncia d’aquesta

Unica ciclina és capag de suplir la funcié de pucl, cigl i cig2, presentant només

una petita elongacié de la fase G1/S.
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Donat el fet que Cdc13 és suficient per regular el cicle cel-lular, I'existéncia de les
altres ciclines de funcié redundant i amb un paper centrat en la regulacio de la
fase G1 es pot deure a dos factors. Primerament, una cél-lula de S. pombe en G1
és haploide en condicions Optimes i no pot dur a terme la recombinacio
homologa per reparar el seu DNA, el que la fa vulnerable. També és important
tenir en compte que la supervivencia i evolucié d’una espécie depén en gran
manera de la seva capacitat de reproduccié sexual, la qual es determina durant
aquesta mateixa fase. Aixi, un sistema complex de regulacié de la fase G1
mitjancant diferents ciclines i quinases permet regular estretament aquesta fase

del cicle tan delicada (Martin-Castellanos et al. 2000).

El cicle cel-lular es veu modulat en resposta a diferents estimuls. Les condicions
de creixement (privacid nutricional) o 'aparicid de danys a diferents nivells
(mutacions o exposicions a drogues) estimulen vies que poden frenar o accelerar

el cicle modificant I'activitat de les proteines esmentades anteriorment.

2.2.1.Regulacio de la mitosi

L’entrada a mitosi es déna quan Cdc2 s’uneix a la Cdc13 que ha estat sintetitzada
durant la G2 ila seva activitat arriba a un maxim. Cdc2 i Cdc13 formen el mitosis-
promoting factor (MPF), el qual activa les proteines encarregades de dur a terme

la mitosi.

Per assolir aguest maxim, s’han d’aturar les vies que mantenen Cdc2 fosforilada
en Tyrl5 (les quinases Weel/Mik1) i s"han d’activar les vies que promouen la
desfosforilacié de la quinasa (la fosfatasa Cdc25) (Russell and Nurse 1987) (Fig.
6).

2.2.1.1.Weel i Mikl
Pom1, o dual-specificity tyrosine-phosphorylation requlated kinase (DYRK), és una
proteina de 1087 aas, 121.15 kDa, i es troba dins la cél-lula creant un gradient de

concentracio des de les puntes fins a la zona medial (Bahler and Pringle 1998;
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Celton-Morizur et al. 2006) (Fig. 6, verd). Quan la cel-lula és petita, Pom1 inhibeix
Cdr1 (Fig. 6, taronja). Quan la cel-lula creix, el gradient es manté centrat als pols
de la cel-lula, de manera que la concentracid i activitat de Pom1 a la zona medial

disminueix i es pot activar la Cdrl (Fig. 6, superior).

Weel és una proteina de 877 aas, 96.26 kDa, i és el principal regulador que
controla la mida de S. pombe en el moment de la divisié (Nurse 1975; Nurse and
Thuriaux 1977; Son et al. 2011). En condicions favorables de creixement, la
fosfatasa PP2A desfosforila i manté activa a Weel (Chica et al. 2016;
Featherstone and Russell 1991; Gould and Nurse 1989; McGowan and Russell
1993; Parker and Piwnica-Worms 1992), el que inhibeix Cdc2 i I’'entrada a mitosi

(Fig. 6, quadre).

La inhibicié de Weel es ddéna a través de dues quinases: Nim1/Cdrl i Cdr2
(Breeding et al. 1998; G. Dunphy 1994; Kanoh and Russell 1998; Opalko et al.
2019), que es localitzen en nodes al cortex cel-lular de la zona medial gracies a
Pom1 (Fig. 6, taronja). Pom1, alhora, manté aquests nodes inhibits. La reduccio
de 'activitat de Pom1 a la zona medial que hem descrit permet I'activitat de Cdr2,
la qual és capag de fosforilar Weel i retenir aquesta proteina en els nodes. Aix0
provoca que Cdrl fosforili i inhibeixi Weel (Coleman, Tang, and Dunphy 1993;
Martin and Berthelot-Grosjean 2009; Parker et al. 1993; Wu and Russell 1993)

(Fig. 6, quadre) ), el que permetria I'activacié de Cdc2.

La distribucio de Pom1 també evita que la divisid es doni als pols de la cel-lula

(Bahler and Pringle 1998; Huang et al. 2007; Padte et al. 2006).

Tot i que Weel és la principal inhibidora de Cdc2, Mik1 és capag de realitzar la
seva funcié en abséncia de la primera (LeeS, Enochn, and Piwnica-Worms 1994;
Lundgren etal. 1991). Es sap que la doble delecid provoca una entrada prematura
en mitosi, perd no es sap exactament quin és el seu paper. Mik1 és una proteina

de 581 aas, 65.93 kDa. S’ha observat un augment d’aquesta en la fase S, el que
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podria relacionar-la amb la prevencié d’una mitosi prematura, amb un paper

limitat a la resposta al checkpoint d’errors en el DNA (Christensen et al. 2000).

2.2.1.2.Cdc25
Cdc25 és una tirosina-fosfatasa de 596 aas, 66.57 kDa. S"acumula al llarg de la G2

i desfosforila i activa Cdc2. Es el principal inductor de mitosi en S. pombe (Gould
and Nurse 1989; Kovelman and Russell 1996; Millar et al. 1991; Murray and
Kirschner 1989; Nurse 1990; Russell and Nurse 1986), acoblant-la amb el

creixement cel-lular (Daga and Jimenez 1999).

L’activacid de Cdc25 es déna en augmentar la seva concentracio, de manera que
Cdc2 és capac de fosforilar-la i activar-la en un cicle de retroalimentacié positiva
(Fig. 6, blau). Altres elements externs (Srk1, Cds1, Chk1) també sén capacos de

regular-la.

2.2.1.3.Sortida de mitosi: Clp1/Flp1
La sortida de mitosi, com ja hem dit, s’inicia a I'anafase amb I'expressié de Rum1,

I'activacié del APC (Ste9) i la degradacié de Cdcl3 (Correa-Bordes et al. 1997;
Correa-Bordes and Nurse 1995), el que implica una disminucié de I'activitat Cdc2.
Degut a que es passa de |'activitat maxima a la minima de la Cdk1, intervenen

altres reguladors que contribueixen a aquesta inhibicid.

Clp1/Flp1 és unafosfatasa de 537 aas, 60.25 kDa, no essencial, ortologa de Cdcl14
i implicada en multiples processos cel-lulars (Wolfe et al. 2006; Wolfe and Gould

2004).

Clpl contribueix a reduir l'activitat de Cdc2 (Fig. 6, gris), i concretament
desfosforila els substrats de Cdc2, entre ells Cdc25. Aix0 disminueix la seva
activitat i trenca el cicle de retroalimentacié positiva de Cdc2 (Chen et al. 2013;
Esteban et al. 2004, 2008). Alhora, desestabilitza la Cdc25 i aquesta es marca per
la seva degradacid mitjancant I'APC (Nefsky and Beach 1996) (Fig.6, blau). Tot

aixd comporta una reduccid drastica de I'activitat Cdc2-Cdc13, el que permet la
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sortida de mitosi i la citocinesi (Daga and Jimenez 1999; Garcia-Blanco and

Moreno 2019; Trautmann et al. 2001).

Clp1 presenta activitat autocatalitica. En sortir dels nucléols, s’auto-desfosforila
lentament i augmenta la seva activitat de forma progressiva. Aixd permet que al
principi de la mitosi només actui sobre substrats d’alta afinitat i assoleixi un

maxim d’activitat al final de la mitosi (Wolfe et al. 2006).

La seva activitat també es regula a través de la seva localitzacié. En sortir del
nucléols, Clp1 es localitza als cinetocors (Trautmann, Rajagopalan, and McCollum
2004) durant la metafase i migra al fus mitotic i el CAR durant I'anafase
(Trautmann and McCollum 2005). Alla és regulada per Sid2 de la ruta Septation
Initiation Network (SIN), on realitzen funcions especifiques de la citocinesi
(Clifford et al. 2008; Wachtler et al. 2006), com ja es veura. Finalment, Cdc2
hiperfosforila i inhibeix Clp1, quan i només si la ruta SIN s’inactiva. Aixd permet

que Clp1 torni a ser segrestada als nucléols (Chen et al. 2008; Cueille et al. 2001).
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Figura 6. Representacio de la regulacid de I'entrada i sortida en mitosi en S. pombe.
Regulacio per fosforilacio (linia continua) o degradacid (linia discontinua).

23



INTRODUCCIO

Interfase: inhibicié de Cdc2 (i mitosi) per les vies Pom1/Cdr1 i PP2A.

Mitosi: inhibicié de Weel per la via Pom1/Cdrl i activacié de Cdc25 per acumulacio i
retroalimentacio.

Anafase: auto-activacio de Clp1 que inhibeix Cdc25, Cdc2 i els seus substrats.

2.2.2.Regulacio de la citocinesi

La darrera fase de la mitosi, S. pombe divideix la cél-lula original en dues cel-lules
filles mitjancant la citocinesi. Aquest procés esta sotmes a un estricte control
espacial i temporal. Per aix0, la cél-lula determina durant la interfase la zona on
s’establira I'anell contractil d’actomiosina (CAR). En ella reclutara els elements
que el formen, el contraura i hi formara el septe medial (Pollard and Wu 2010;

Wu et al. 2003).

2.2.2.1.Zona medial en interfase
En S. pombe la divisid es produeix al centre de la cel-lula cilindrica. Aquesta

caracteristica és la que li proporciona el nom de “llevat de fissid”. Per tal que aixd
es doni, és necessari que al llarg del creixement es determini quina és la zona
central o medial de la cél-lula per tal que s’hi situi correctament el CAR, arribat el

moment.

En interfase, a la zona central de la cél-lula trobem els precursors del CAR,
coneguts com a nodes de tipus | (Akamatsu et al. 2014) (Fig. 7A). Aquests nodes
estan formats per Cdrl i Cdr2, dels quals ja hem esmentat com a reguladors de
Weel. Cdr2, alhora, manté ancorada Mid1/Dmfl, una proteina adaptadora
similar a I'anilina (Akamatsu et al. 2014; Almonacid et al. 2009; Gu and Oliferenko

2015) en aquests nodes.

Existeixen també uns nodes de tipus Il. Aquests contenen els romanents de I'anell

contractil anterior i es troben difusos pel cortex cel-lular (Fig. 7A).

Com ja hem esmentat anteriorment, és molt important la localitzacié dels nodes
de tipus I. Per a aix0, existeixen dos tipus de senyals que exerceixen forces sobre

aquestes estructures i eviten que es situin a llocs erronis.
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Per comencar, existeix una forca repel-lidora que allunya els nodes de les zones
de creixement, és a dir, els dos pols de la cel-lula (Fig. 7B, verd). Aquesta forca
I'exerceix Pom1 (Celton-Morizur et al. 2006; Moseley et al. 2009; Moseley and
Nurse 2009; Padte et al. 2006).

Alhora, existeix una forca atraient que arrossega els nodes al cortex que envolta
el nucli, tot i que no es sap quina és aquesta forca (Moseley and Nurse 2009) (Fig.
7B, taronja). Durant la interfase existeix un transport continu de Mid1 entre el
nucli i el cortex que I'envolta, perd s’ha vist que no és essencial per a aquesta
localitzacié (Bahler et al. 1998; Bahler and Pringle 1998; Chang 2001; Paoletti and
Chang 2000). També s’ha vist que la proximitat del reticle endoplasmatic a
aquesta zona del cortex cel-lular crea una especie de compartimentacid que

podria contribuir a la localitzacié de Mid1 (Zhang, Vjestica, and Oliferenko 2010).

Dins dels processos de senyalitzacio que s’activen durant la mitosi, trobem la ruta
Septation Initiation Network (SIN), la qual és la responsable de coordinar la
citocinesi amb la formacio del septe.
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Figura 7. Representacio de la localitzacié de la zona medial en interfase.

(A) Localitzacio dels nodes tipus | (blau clar) i tipus Il (blau fosc) al llarg del cicle cel-lular.
Modificacio de Akamatsu et al. 2014.

(B) Representacio de les forces localitzadores dels nodes. Modificacié de Moseley i Nurse
2009.
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La quinasa Polo Plol, forma part d’aquesta via i s’activa a través de Cdc2 en el
moment d’entrar en mitosi. Entre altres funcions (que veurem més endavant)
provoca la exportacio total de Mid1 des dels nuclis fins als nodes de tipus |, a
I'equador de la cellula (Almonacid et al. 2011; Sohrmann et al. 1996).
Simultaniament, els nodes de tipus Il es traslladen per unir-se als nodes de tipus

| (Akamatsu et al. 2014) (Fig. 7A).

2.2.2.2 Assemblatge del CAR
En iniciar-se la mitosi, i en estadis inicials de la profase (just abans de la separacié

dels SPB) es produeix la maduracié dels nodes de Mid1. En aquests estadis es
recluten proteines necessaries per a la formacio de I'anell contractil. Aquestes
son: Rng2 (de la familia de les IQGAP) (Takaine, Numata, and Nakano 2009), la
cadena pesada de la miosina Il Myo2 (Motegi et al. 2004; Motegi, Nakano, and
Mabuchi 2000) i les cadenes lleugeres Cdc4 i Rlcl (Naqvi et al. 1999; Shannon
2012) (Fig. 8A).

Nodes madurs Nodes de citocinesis Polimeritzacio dactina Mecanisme de rescat
' ' ’ ’ ’ ' [ ) o
o0 o0 o0 o0

?
(] -
® Nodes Mid1 Cdcd e Cdc12 Cdc3 »
Myoll ® Rlcl ® Sid2 Actina ) |
® Rng2 Cdc15 e Clp1 e Cdc8 .

Figura 8. Representacio del reclutament de les diferents proteines del CAR als nodes.
(A) Estadi 1: Maduracio dels nodes.

(B) Estadi 2: Nodes de citocinesi.

(C) Estadi 3: Polimeritzacio de I'actina.

(D) Mecanisme de rescat a través de Clp1.

Un cop obtinguts els nodes madurs, és necessari reclutar els elements
encarregats de la nucleacié de I'actina. Aixi, s’hi uneixen la reguladora Cdc15 i la
nucleadora d’actina Cdc12 (Bahler et al. 1998; Carnahan and Gould 2003),

formant els nodes de citocinesi (Gu and Oliferenko 2015; Wu et al. 2006; Wu and
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Pollard 2005) (Fig. 8B). Sid2 fosforila aleshores Cdc12 (Bohnert et al. 2013), la
gual s’associa amb la profilina Cdc3 (Chang, Drubin, and Nurse 1997; Kovar et al.

2003; Yonetani et al. 2008).

Finalment, els nodes de citocinesiinicien la polimeritzacié dels filaments d’actina,
la qual s’associa a la tropomiosina Cdc8/Fus4 per elongar-se (Paul and Pollard
2008; Skau, Neidt, and Kovar 2009) (Fig. 8C). Aquesta elongacié es déna en totes
direccions, pero es creu que la proximitat del reticle endoplasmatic podria limitar

el creixement dels filaments a un pla proper al cortex.

Existeix, també, un mecanisme que rescata 'abséncia de Mid1 en I'assemblatge
del CAR. Per comencar, I'abséncia de Mid1 (i per tant, dels nodes) no evita la
formacié de I'anell contractil. En condicions normals, pero, si que presenten
defectes en la localitzacio i orientacio del mateix (Hachet and Simanis 2008).
Malgrat aix0, s’ha vist que en situacions en que endarrerim la formacioé del septe,
la posicid del CAR es corregeix (Huang, Yan, and Balasubramanian 2008). Aixo
implica que hi ha un mecanisme que, tot i que no és el principal, contribueix a la

localitzacié del CAR.

Es creu que aquest mecanisme esta associat a la ruta SIN (Arai and Mabuchi
2002), la qual reclutaria Cdc15 a través de la fosfatasa Clpl (Chen et al. 2008;
Clifford et al. 2008; Wachtler et al. 2006) (Fig. 8D). També estaria relacionat amb
el fet que el CAR es trobaria ancorat a la paret cel-lular (Pérez et al. 2016) (com

veurem més endavant).

2.2.2.3.Maduracié del CAR
En aquest moment trobem un gran nombre de nodes de citocinesi polimeritzant

filaments d’actina en totes direccions en una banda ampla del cortex que envolta
el nucli (Fig. 8C). Es necessari, aleshores, que aquests nodes es condensin per
formar un anell estret al centre de la cél-lula (Arai and Mabuchi 2002; Kamasaki,
Osumi, and Mabuchi 2007).
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Aquest procés es déna gracies a que els filaments d’actina que estan sent
sintetitzats, sén capturats per la Myo2 dels nodes veins (Fig. 9A). Aquests
provoguen moviments similars a les contraccions musculars (Motegi et al. 2000;
Vavylonis et al. 2008) juntament amb I'a-actina Ainl i Rng3 (Chang et al. 1997;
Coffman et al. 2009; Lord and Pollard 2004; Mishra and Oliferenko 2008; Wu et

al. 2003), i condensen els nodes en una banda fina (Fig. 9B).

Un cop format I'anell contractil, aguest s’estabilitza en forma i mida i es manté
en un equilibri dinamic durant el que es coneix com la maduracié del CAR
(Pelham and Chang 2002). Aixo vol dir que, tot i que en aparenca no es

produeixen canvis en I'anell, la composicié d’aquest si que varia.
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Figura 9. Representacio de la maduracio del CAR.

(A) Mecanisme pel qual els nodes entren en contacte i es condensen per moviments de
contraccid.

(B) Anell contractil condensat i col-lapse dels filaments d’actina.

(C) Equilibri dinamic del CAR.

Els canvis que es produeixen en I'anell son (Fig. 9C):

- S’incorpora la miosina no-convencional Myo3/Myp2 (Roberts-Galbraith
et al. 2009).

- Sincorpora Imp2, Ficlila paxilina Pxl1, que estabilitzen I'anell (Carnahan
and Gould 2003; Ge and Balasubramanian 2008; Roberts-Galbraith et al.
2009; Wachtler et al. 2006).
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- Mid1 es trasllada dels nodes tipus | als tipus Il. Els nodes de tipus Il es
condensen al CAR i els de tipus | es dispersen pel citoplasma per accid
del SIN (Akamatsu et al. 2014; Pu, Akamatsu, and Pollard 2015;
Sohrmann et al. 1996).
2.2.2.4.Contraccid del CAR i formacid del septe
Un cop el CAR té la composicié adequada, i davant la disminucidé de I'activitat
Cdc2 (Balasubramanian, McCollum, and Surana 2000), la cel-lula progressa vers
la citocinesi i contrau el CAR per generar les dues cel-lules filles. S. pombe, pero,
presenta una caracteristica propia dels llevats que la diferencia dels eucariotes

superiors.

Els llevats presenten una paret cel-lular que és necessaria per evitar la lisi
cel-lular. Es a dir, si a I'extrem de la nova cél-lula no es sintetitza una estructura
gue realitzi aquesta funcio, la contraccié del CAR implicara la mort de les noves

cel-lules.

Cellula 1

Septe Secundari

Septe Primari

Septe Secundari

Céllula 2
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Figura 10. Representacio de la formacio del septe.

(A) Estructura del septe entre les dues cel-lules filles.
(B) Ancoratge del CAR a la paret cel-lular de gluca.

(C) Control de la sintesi del septe a través de la via SIN.
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La paret esta formada per una xarxa de polisacarids, principalment gluca. En el
moment de la separacié cel-lular, es forma una estructura derivada d’aquesta
paret coneguda com a septe (Pérez et al. 2016). Aquesta estructura glucidica
mostra 3 capes diferenciades (Fig. 10A). Per comencar, la capa central es coneix
com a septe primari (SP), la qual és una modificacio de la paret cel-lular en la que
predominen polisacarids lineals. Aquesta capa esta flanquejada per dos septes
secundaris (SS), els quals es sintetitzen alhora al SP i tenen una composicio
idéntica a la paret cel-lular. Aquesta, per tant, sera la futura paret de la cel-lula

filla en aquest extrem.

En S. pombe, les proteines encarregades de la sintesi de |la paret son conegudes
com a Bgs. Concretament, Bgs2 és responsable de la sintesi de la paret durant
I'esporulacié, mentre que Bgsl, 3 i 4 estan implicades en processos de
creixement vegetatiu (Pérez et al. 2016). Pel que fa a la sintesis del septe (Fig.
10B), Bgs1/Cps1/Drcl és la responsable de la sintesi del SP (Humbel et al. 2001)

i Bgs4, de I'estabilitat de la paret en la separacio de les cél-lules.

La sintesi del septe, com hem dit, ha de ser coordinada amb la contraccié del
CAR. De fet, la presencia de la paret cel-lular (Mishra et al. 2012), Bgs1 (Arasada
and Pollard 2014) i Bgs4 (Mufioz et al. 2013) és fonamental per I'ancoratge del
CAR i evitar que aquest llisqui per la cél-lula. Aquestes proteines interaccionen
amb Imp2, Ficl i PxI1 del CAR i fixen les dues estructures juntes (Cortés et al.

2016; Pérez et al. 2016) (Fig. 10B).

Aixi, la coordinacid entre la contraccid del CAR i la sintesi del septe es ddna a
través de la SIN, que tot i no ser necessaria per I'assemblatge del CAR, si és
imprescindible (juntament amb Plo1) per a la maduracio i contraccié del mateix
(Hachet and Simanis 2008; Roberts-Galbraith and Gould 2008; Wolfe and Gould
2005). Tots els elements del SIN es relacionen intimament amb el SPB en funcié
de la fase del cicle en que es troben (Krapp and Simanis 2008; Simanis 2015). La

via SIN esta altament regulada, i consta dels seglients passos (Fig. 10C):
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La via SIN s’inicia amb la GTPasa Spg1.

1.1)

1.2)

1.3)

1.4)

En interfase, es troba inhibida pel complex GAP (Byr4 i Cdc16
(Furge et al. 1998)), unida al SPB per altres membres de SIN (Sid4
i Cdc11) i conjugada amb GDP (Cerutti and Simanis 1999).

Plol, activada per Cdc2 al principi de la mitosi, inactiva el
complex GAP (Balasubramanian et al. 2000; Roberts-Galbraith
and Gould 2008).

Clp1 assoleix un maxim d’activitat al final de la mitosi. L’activacio
de Clpl desfosforila i activa la Cdcll (Chen et al. 2013;
Trautmann et al. 2001).

A continuacio, una disminucié de l'activitat de Cdc2 permet
I'activacié de Spgl, perdo nomes si 1.2 s’"ha donat anteriorment.
Aix0 evita una septacid incorrecta durant la fase S (Cerutti and

Simanis 1999).

Spgl es manté al SPB, de manera que quan aquest es duplica, un d’ells

presenta la forma activa de la GTPasa. La distribucié asimetrica de la

forma activa de Spgl permet controlar que la senyal de formacié del

septe sigui Unica.

La Spgl activa Cdc7 (Sohrmann et al. 1998). Aixo activa una cascada de

fosforilacions que passa pels complexos Sid1-Cdc14 i Sid2-Mob1.

Sid2, utilitza els microtubuls post-anafasics per traslladar-se al lloc de

divisié cel-lular, on activa la contraccié de I'anell i la formacié del septe

(Sparks, Morphew, and McCollum 1999).

En el cas de que I'anell presenti alguna pertorbacid, la senyalitzacié del SIN (a

través de Clp1) s’allarga per facilitar una correcta divisié cel-lular.

La constriccié del CAR es dona pel lliscament de les fibres d’actina alhora que

aquests filaments i les proteines associades es desorganitzen per mantenir el
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gruix de I'anell constant (Wu et al. 2003; Wu and Pollard 2005). Sembla que la

concentracio de miosina Il si que augmenta.

Sense la miosina, perd, la cél-lula és capac de contraure el CAR. Es per aixd que
es creu que la formacio del septe és la forca principal que permet la citocinesi un
cop s’ha iniciat la contraccié (Liu et al. 1999, 2002; Pérez et al. 2016). La tensio
produida per la contraccié de I'anell seria la responsable de I'activacié de Bgs1,
la qual inicia la sintesi del SP. Alhora, Ags1 inicia la formacié del SS (Pérez et al.

2016).

La sintesi de la paret cel-lular es fa amb el suport de dues estructures que
envolten el CAR a cada banda, formades per septines (Martin-Cuadrado et al.
2005) i Mid2 (Berlin, Paoletti, and Chang 2003; Gu and Oliferenko 2015). Entre
altres, col-laboren en I'acumulacio d’agregats d’actina a la zona de la divisié que
permeten I'aport de material necessari per a la sintesi del septe (An et al. 2004;

Tasto, Morrell, and Gould 2003).

El SIN té una tercera funcié en el procés de divisié cel-lular. Durant la interfase,
la ruta morphogenesis Orb6 (MOR) és la responsable del control de la morfologia
i el creixement polar de la cél-lula (Gupta and McCollum 2011; Ray et al. 2010).
L'activacié de la ruta SIN provoca una inhibiciéd de la via MOR (Gupta and
McCollum 2011) que permet la remodelacio del citoesquelet d’actina durant la

mitosi.

Un cop I'anell s’ha contret i el septe s’ha format correctament, les cel-lules filles
es separen per la degradacio del septe primari, la qual es duu a terme amb les
glucanasses Engl (Martin-Cuadrado et al. 2003) i Agnl (Dekker et al. 2004).
Aquest procés esta relacionat amb [I'activacié de la via MOR (Gupta,

Govindaraghavan, and McCollum 2014).
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3.CaM-quinases en Schizosaccharomyces pombe

El calci (Ca?*) és un segon missatger intracel-lular que regula un gran nombre de
processos fisiologics. Entre ells, es troben les transicions entre les fases G1/S,

G2/M i metafase/anafase.

En eucariotes, els nivells de calci es monitoritzen principalment per mitja de la
calmodulina (CaM) (Chin and Means 2000). Quan els nivells de calci augmenten
a 1 uM, aquesta s'uneix a 4 atoms de calci, el que li provoca un canvi

conformacional que permet que s’uneixi a altres proteines (Fig. 11).

Dins de les quinases i canals idnics que s’activen mitjancant aquesta unié trobem
les quinases dependents de Ca?*/calmodulina (CaMK). En mamifer, alguns
membres d’aquesta familia son la CaMKI, CaMKIl i CaMKIV. A més de I'activacié
per Ca?*/CaM, hi ha CaMK que requereixen d’una activacid per fosforilacio, la
qual realitza la CaMKK (que també pertany a aquesta familia) (Manning et al.

2002; Ohmae et al. 2006).

Exterior
Citoplasma

cal+
—_— —— Ea—

Canvi de Unié a
conformacio proteines

CaM Activacio de
proteines

Reticle sarcoplasmatic

Figura 11. Representacid del canvi conformacional de la calmodulina (CaM) i I'activacié de
proteines.
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En S. pombe, existeix un uUnic gen que codifica per CaM (cam1), una proteina de
150 aas, 16.91 kDa. També existeixen cinc proteines que presenten homologia
de seqliencia amb les CaMK: Sspl1, Ckk2, Cmk1, Cmk2 i Srkl. D’aquestes, les

Uniques que presenten activitat depenent de Ca?*/CaM sén la Cmk1 i la Ckk2.

3.1.5spl

Sspl és una proteina de 652 aas, 73.99 kDa, ortologa de CaMKK. Tot i que la seva
activitat no depén de Ca?*/CaM, si que presenta un domini d’unié a calmodulina

(CBD) (Gémez-Hierro et al. 2015).

Sspl va ser descrita en el seu paper essencial com a responsable de la
deslocalitzacid del citoesquelet d’actina en resposta a estres (Rupes, Jia, and

Young 1999). També es va veure que tenia un paper en el NETO.

Estudis previs del nostre grup van definir un paper positiu per a Sspl en la
transicid G2/M, ja que la seva delecid atura el cicle cel-lular en aquesta fase
(Gémez-Hierro et al. 2015). Vam establir que Sspl és capac d’inhibir Srk1, que

(com explicarem més endavant) al seu torn inhibeix Cdc25 i atura el cicle cel-lular.

El nostre grup també va establir que la via Ssp1/Srkl té un paper en el control de
la morfologia cel-lular (Gomez-Hierro et al. 2015). El paper de Ssp1 en el control
del NETO (Rupes et al. 1999), pero, és independent de Srk1 (Gémez-Hierro et al.
2015). Respecte a aix0, vam establir que Sspl controla la regulacié de la

polaritzacio d’actina a través de Twfl.

Recentment s’ha descrit un altre paper en la regulacioé del cicle cel-lular per Sspl
relacionat amb Pom1 i el seu control sobre Cdr2. Com ja hem explicat, Cdr2
promou I'entrada a mitosi inhibint Weel. Alhora, una alta concentracié de Pom1
al centre de la cel-lula inhibeix Cdr2. Quan la concentracio de Pom1 disminueix,

Sspl és la responsable d’activar Cdr2 i induir la mitosi (Deng et al. 2014).
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Per tant, es creu que Sspl forma part d’un complex que controla la progressié
del cicle cel-lular a través de Srk1 i Cdr2 (Rupes et al. 1999), alhora que actua com

un sensor del flux d’actina i la seva polaritzacié (Gomez-Hierro et al. 2015).

També s’ha observat que Ssp1 és necessaria en condicions de privacioé de glucosa
(Hanyu et al. 2009) i nitrogen (Yanagida et al. 2011), aixi com en una amplia
varietat d’estressos: pH, temperatura i osmotic (independentment de la via Sty1);
durant els quals es segresta des del citoplasma a la membrana plasmatica. Es sap

gue en aquestes condicions, Sspl activa I'ortdloga de AMPK Ssp2.

3.2.Ckk2

Ckk2 és una proteina de 354 aas, 40.41 kDa. Va ser descrita per primer cop pel
nostre grup com la homologa de CaMKK2 de mamifer (Cisneros-Barroso et al.
2014), d’on en sorgeix el nom. En consequéncia, el nostre grup va caracteritzar

el paper de Ckk2.

Vam demostrar que, davant altes concentracions de calci, Ckk2 s’activa a través
de Ca?*/CaM (Cisneros-Barroso et al. 2014). Aquesta, al seu torn, és la
responsable d’activar Cmk1 si primerament s’ha unit a Ca**/CaM, la qual déna

resposta a un estres per calci (que veurem a continuacio).

3.3.Cmk1

Cmk1 és una proteina de 335 aas, 38.16 kDa, homologa de CaMKI. No és essencial
per a la viabilitat cel-lular i té una activitat depenent de Ca?*/CaM i la fosforilacid

per Ckk2 (Cisneros-Barroso et al. 2014).

Estudis del nostre grup van descriure la funcié de Cmk1 intimament lligada amb
la de la fosfatasa calcineurina (ppbl), element important en la resposta a
Ca?*/CaM (Cisneros-Barroso et al. 2014). Aquesta resposta ha d’estar limitada a

la resposta a un increment de calci, i per aix0 hi ha una forta regulacio de la via
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mitjancant una gran quantitat de quinases que inhibeixen les dianes de
calcineurina. La calcineurina desfosforila i activa Przl, que es trasllada al nucli i

activa la transcripcié de gens involucrats en la homeostasi de Ca?".

El gen cmk1 és un dels que es transcriuen a través de Prz1. La quinasa Cmk1
fosforila Prz1, la qual és inhibida i exportada del nucli. Aixd resulta en la
finalitzacid de I'expressid de gens de resposta a calcineurina en un cicle de

retroalimentacié negativa (Cisneros-Barroso et al. 2014).

L'activacio de la via Ckk2/Cmk1 també esta involucrada en aturar el cicle cel-lular
en resposta a estrés (Rasmussen 2000). Concretament, hem descobert que Cmk1

fosforila Cdc25 en resposta a un increment de calci (Cisneros-Barroso et al. 2014).

3.4.Cmk2

Cmk2 és una proteina també descrita pel nostre grup, de 504 aas, 56.61 kDa. Es

homologa de les CaMK, tot i que la seva activitat no depén de Ca?*/CaM.

El gen cmk?2 esta relacionat amb el control de cicle en resposta a estrés oxidatiu.
Concretament, el nostre grup ha establert que Cmk2 és substrat de Styl en
resposta a estrés oxidatiu (Alemany et al. 2002). Es per aquest motiu que la seva

funcié es descriura en més profunditat en I'apartat de les MAPK.

3.5.5rk1

Un altre component d’aquesta familia descrit també pel nostre grup és la Srk1.
Srk1 és una proteina de 580 aas, 66.14 kDa, homologa de MK2 i amb activitat
independent de Ca%*/CaM.

Srk1 és la quinasa principal en la que es centra aquest treball. Es substrat de Sty1,
gue com hem dit, forma part del grup de les MAPK. Degut al seu paper en la
resposta a estrés i en la regulacié del cicle cel-lular, aquesta quinasa esta descrita

més ampliament en 'apartat de les MAPK.
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4.MAPKs en Schizosaccharomyces pombe

Les vies de mitogen-activated protein kinase (MAPK) estan involucrades en la
resposta a estimuls que requereixen d’una adaptacid per a la supervivéncia:
resposta a estrés, danys en la integritat cel-lular i resposta a feromones. En S.
pombe, existeixen 3 vies de senvyalitzacié per MAPK, una per a cada tipus

d’estimul (Fig. 12).

Les vies es divideixen en 3 nivells. Un nivell superior destinat a la captacié de les
diferents senyals, el qual determina el mecanisme de resposta necessari
(sensors). Aquest nivell esta format tant per MAPKKK com per GTPases de la
familia Ras o Rho (WILKINSON and MILLAR 2000). En un nivell inferior trobem la
seqliéncia de quinases que transmeten la senyal (transductors) i un nivell final

format per les proteines que duen a terme la resposta (efectors).

La via de transduccio de la senyal esta formada per la fosforilacid seqiencial de
3 quinases altament conservades: la MAPKKK (Ser/Thr), la MAPKK (Thr/Tyr) i la
MAPK (Ser/Thr) (Gonzélez-Rubio et al. 2019). La MAPK és la efectora principal de
la via i és la responsable final d’activar la resposta als diferents estimuls:
fosforilacié de factors de transcripcio, de proteines de cicle cel-lular i d’estabilitat
del RNA, entre altres. Aquests programes d’expressio genica i regulacio del cicle

sén imprescindibles per a la supervivéncia cel-lular.

Resposta a Integritat Resposta a
estrés cel-lular feromones

e (L

Figura 12. Representacio de les 3 vies de resposta a estimuls per les MAPK.

Byr2
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Aquests nivells estan relacionats amb les 3 fases de resposta a un estimul. En una
fase primaria, I'estimul provoca canvis directes sobre la morfologia cel-lular. En
cas de sobreviure, s’activa la fase de resposta, en la que les diferents vies de les
MAPK determinen el mesures que s’han de prendre a la cel-lula. Finalment, en la
fase d’adaptacio es restableixen les activitats cel-lulars normals per al creixement

i la proliferacid, pel que és necessari aturar la cascada de senyalitzacio.

Com ja hem dit, 3 tipus d’estrés es canalitzen a través de 3 vies diferents de les
MAPK (Fig. 12). Una primera via que actua en resposta a diferents tipus d’estres
(SAPK); una via que respon als danys en la integritat cel-lular i una Ultima via

dedicada a la resposta a feromones.

4.1.Stress-activated protein kinase (SAPK) i Sty1l

Igual que en mamifers, en S. pombe la via SAPK s’activa davant d’un gran nombre
de tipus d’estressos ambientals. Esta destinada a mantenir la homeostasis
cel-lular (Shieh et al. 1997; Warbrick and Fantes 1991) i desencadenar una
resposta adaptativa (canvis fisiologics i d’expressié genica) a aquest estrés (Ho
and Gasch 2015). Es digne de mencié que I'adaptacié a un determinat tipus
d’estrés pot comportar un augment de la resisténcia a altres estressos, el que es
coneix com a proteccid creuada. Aix0 justifica que una mateixa via doni resposta
a diferents tipus d’estres: osmotic (KCl i sorbitol (Shiozaki and Russell 1995)), per
toxicitat (cations (Wang et al. 2005) i metalls (Rodriguez-Gabriel and Russell
2005)), per ROS (H,0, (Degols, Shiozaki, and Russell 1996)), per xoc termic
(augment (Degols et al. 1996) i disminucio de temperatura (Soto et al. 2002)), per
radiacié (UV (Degols and Russell 1997)), per pressio (gravitacional (Soto et al.
2007) i hidrostatica (George, Brooks, and Humphrey 2007)) i per restriccio
nutricional (glucosa, nitrogen (Celton-Morizur et al. 2006) i calorica (Zuin et al.

2010)).
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Els elements sensors (Fig. 13) de la via SAPK no estan profundament
caracteritzats, excepte en el cas de l'estres oxidatiu. La via s’inicia amb les
quinases d’histidina Mak1, Mak2/Phk1 i Mak3/Phk2 (Buck et al. 2001; Quinn et
al. 2002). Mak2 i Mak3 sén capaces de fosforilar Mcs4 a través de Mprl/Spyl
(Shiozaki, Shiozaki, and Russell 1997). Mcs4 és la responsable principal d’activar

Wis4 (Shieh et al. 1997; Zhou et al. 2010).

Els elements transductors de la via (Fig. 13) comencen amb les MAPKKK Win1 i
Wis4, que fosforilen la MAPKK Wis1 en dos llocs a la zona C-terminal (Ser469 i
Thr473) (Samejima et al. 1998; Shieh et al. 1997). Finalment, Wis1 fosforila la
MAPK Styl (Thr171 i Tyr173) (Zhou et al. 2010).

Win1 és una proteina de 1436 aas, 163.27 kDa. Wis4/Wak1/Wik1 és una
proteina de 1401 aas, 160.54 kDa. Sembla que presenten funcions

redundants en la resposta a estres.

Wis1/Spc2/Smf2 és una proteina de 605 aas, 64.76 kDa, homologa de les
MAPKK de mamifer. La seva activacié provoca que sigui importada al

nucli. Un cop ha realitzat la seva funcio, s’exporta de nou al citoplasma.

Sty1/Spcl/Phh1 és una proteina de 349 aas, 40.22 kDa, homologa de p38
de mamifer. Un cop fosforilada, la Ran intercanviadora de GDP/GTP Pim1
la importa al nucli, on queda retinguda per Atf1. Un cop passat I'estimul,
I'exportina Crm1 transporta Styl fora del nucli (Gaits and Russell 1999;
Nguyen et al. 2002) per ser inhibida en el citoplasma per les fosfatases
Pypl, Pyp2 (Millar, Buck, and Wilkinson 1995) i PP2C (Ptcl i Ptc3)
(Shiozaki and Russell 1995).

En ocasions, I'activacido de Styl es ddna per inhibicid d’aquestes fosfatases
(Samejima, Mackie, and Fantes 1997). Aixi, la resposta a estres es pot donar

independentment de les MAPKK en resposta a cadmi (Zhou et al. 2010) i a baixes
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concentracions de glucosa i nitrogen (Petersen and Nurse 2007), probablement

a través de la via TOR i Gen2.

L"activacié de Sty1 provoca canvis en I'expressié dels gens del core environmental
stress response (CESR) (Chen et al. 2003) (normalment a través d’Atfl (Sdnchez-
Mir et al. 2018)). Dins dels efectors de Sty1 (Fig. 13) també trobem les proteines
guinases Cmk2 i Srk1, aixi com Plol de forma indirecta (Asp and Sunnerhagen

2003). D’agquetes proteines es parlara en els seglients apartats.

En menor mesura, Sty1 activa proteines d’unié al mMRNA com Csx1, la qual s’uneix
i estabilitza el RNA de Atfl1 i Pcrl (Rodriguez-Gabriel et al. 2003). També redueix
la fosforilacié del factor d’inici de traduccié elF2a (Dunand-Sauthier et al. 2005),
elF3ai el factor d’elongacié de la traduccié eEF2 (Asp, Nilsson, and Sunnerhagen

2008).

Estrés osmétic, toxic, UV, térmic, nutricional i oxidatiu

Xoc térmic

/ / Estrés nutricional

~(PIk1)  (CaMK]  (MK2)

o . (i GO e I 0 O 0 €0
(ATF2) {c-Jun)

I SR S T S b

!

Parada de cicle Resposta transcripcional Resposta traduccional

Figura 13. Representacio de la via de les SAPK.
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Recentment s’ha comprovat que Styl també regula directament el cicle cel-lular,
ja que és capac de fosforilar Cdrl i col-laborar en la seva deslocalitzacié dels
nodes (Opalko and Moseley 2017), aturant el cicle cel-lular davant un estres.
Aparentment, també se la relaciona amb el procés de recuperacié un cop passat
I'estres, ja que es sap que és capag de fosforilar i inhibir Rum1, el que permet la

progressio vers la mitosi (Matsuoka et al. 2002).
4.1.1.Gens CESR i factors de transcripcié

La resposta a diferents tipus d’estrés passa per una reaccié global de la cél-lula
anomenada core environmental stress response (CESR). Aquesta engloba tots els
processos que col-laboren en la homeostasis cel-lular. Entre aquests processos
trobem els canvis en I'expressio de certs gens. Entre aquests es va observar la

induccié de 140 i la repressié d’uns altres 100 gens (Chen et al. 2003).

Aixi, es va observar que augmentava |'expressié de gens implicats en el
metabolisme de carbohidrats, antioxidants, ubiquitinitzacié i heat shock, aixi com
factors de transcripcid (Atfl i Pcrl). Alhora es reprimien gens implicats en la
sintesi de proteines, transport, transcripcid, senyalitzacié i organitzacio del
citoesquelet (Chen et al. 2003). Tots quests gens estan sota el control de 4 factors

de transcripcio:

Pap1l és una factor de transcripcié de 552 aas, 61.53 kDa, homoleg de c-Jun de
mamifer, que regula la transcripcié de gens de resposta a un lleu estrés oxidatiu.
De forma depenent de Styl, Papl es transporta al nucli en activar-se, tot i que
no s’ha demostrat que en sigui una diana directa. Sembla que Mak1 podria tenir
un efecte independent de les MAPK sobre aquesta activacio (Buck et al. 2001).
Un cop acabada la resposta, és exportat i Crm1 el manté al citoplasma (Toone et

al. 1998).
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Prrl és un factor de transcripcio de 539 aas, 60.05 kDa, que regula la transcripcié
de gens de resposta a estrés oxidatiu. Sembla que Sty1 no és la Unica activadora
de Prrl, i degut a la seva similitud amb Mcs4, podria ser substrat d’alguna de les
Mak. Alhora, esta relacionat intimament amb Pap1, activant-la i realitzant un

paper similar al seu (Ohmiya et al. 1999).

Atfl és un factor de transcripcio de 566 aas, 59.7 kDa, i és el principal efector de
la via Styl. El gen atfl/mts1/sss1/gad7 presenta una elevada homologia amb la
familia de factors de transcripcié ATF/CREB de mamifer (Hai and Hartman 2001)
(53% d’identitat amb ATF2) (Takeda et al. 1995). En S. pombe, la fosforilacid de
Atfl per Styl la estabilitza (Lawrence et al. 2007; Shiozaki and Russell 1996;
Wilkinson et al. 1996), perd no és la Unica MAPK capac¢ de realitzar aquesta
funcid. Pmk1 també la fosforila en resposta a estrés osmotic (Takada et al. 2007),
de manera que les rutes de resposta a estrés i d'integritat cel-lular convergeixen

en |'activacié de Atf1.

Pcrl és un factor de transcripcié de 171 aas, 19.35 kDa, que forma heterodimers
amb Atf1 (Kanoh et al. 1996; Lawrence et al. 2007; Watanabe and Yamamoto
1996). Tot i aix0, el fet que Pcrl no sigui essencial sembla indicar que Atfl pot

actuar com a homodimer.

En condicions basals, Atfl es troba unida a Fbh1l, part del sistema
d’ubiquitinitzacid. Aix0 provoca una continua degradacié i produccid de la
proteina. En resposta a un estres osmotic, Sty1 cataliticament activa s’uneix als
promotors i regions reguladores dels gens del CESR (Reiter et al. 2008) i recluta
Atfl per induir I'expressio, perdent la unié amb Fbh1 (Lawrence, Jones, and
Wilkinson 2009). Atfl interacciona amb el DNA a través d’'un domini b-Zip que

s’uneix a seqlencies CRE.

Atf1 esta relacionat amb I'expressié de gens per al desenvolupament sexual (Kon

et al. 1998) (ste1l (Takeda et al. 1995)), srk1 (Asp and Sunnerhagen 2003) i la
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reparacié de danys en la paret cel-lular. També provoca I'expressié de pyp2,
provocant un cicle de retroalimentacié negativa en |'activacio de Sty1 (Wilkinson

et al. 1996).

Hi ha 4 classes de CESR en funcié de si depenen de Styl, Atfl, ambdds o cap
(Chen et al. 2003):

1) Classe 1:I'expressid d’aquests gens depén de Styl i Atfl tant per ala seva
expressid basal com per inducciod per estres.

2) Classe 2: I'expressié d’aquests gens depén de Styl i Atfl Unicament en el
cas d’induccio per estres.

3) Classe 3: I'expressié d’aquests gens depén Unicament de Styl en el cas
d’induccid per estres.

4) Classe 4: I'expressié d’aquests gens no depén de Styl ni d’Atfl sota cap

circumstancia.

4.1.2. MAPK-activated proteins (MAPKAP)

Tot i que la via principal d’accié de Styl és a través de factors de transcripcid,
també s’han descrit proteines quinasa activades per MAPK (MAPKAP), un conjunt

de quinases efectores de la via.

4.1.2.1.Plol
Plol és una proteina de 683 aas, 77.3 kDa, ortologa de Plkl de mamifers i esta

relacionada amb la via SAPK en resposta a estres de nitrogen (Petersen and Nurse

2007) i termic (Petersen and Hagan 2005).

Presenta dos dominis POLO BOX a la regié C-terminal que li permeten la correcta
localitzacié i interaccié amb els substrats. A I'extrem N-terminal presenta el seu

domini quinasa (May et al. 2002).

Com ja hem explicat, esta relacionada amb la via SIN. A més de la formacié del
fus mitotic (Ohkura, Hagan, and Glover 1995), el reclutament de Mid1 al cortex
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medial, la fosforilacié del APC (May et al. 2002), la contraccié del CAR i la sintesi
del septe primari (Tanaka et al. 2001); s’ha relacionat amb I'entrada a mitosi
(Reynolds and Ohkura 2003). La seva fosforilacié (Ser402) promou que el SPB
(Cut12) lareclutiireguli I'activitat de Weel i Cdc25 (entre altres), activant el MPF
(Maclver et al. 2003). L'activacio de la via Wis1/Styl provoca aquesta fosforilacid
al final de la resposta a estrés i promou la recuperacié de la cel-lula a unes

condicions normals (Petersen and Hagan 2005).

4.1.2.2.Cmk2
Cmk2/Mkp2, que presenta homologia amb les CaMK tot i tenir activitat

independent de Ca?*/CaM, és substrat de Sty (Asp and Sunnerhagen 2003), que
la fosforila en el seu domini regulador (Thr411). Malgrat Cmk2 no és essencial en
condicions normals (Alemany et al. 2002), si que és necessaria en resposta a
estreés oxidatiu (Sanchez-Piris et al. 2002) i estrés per toxicitat per metalls

(Sanchez-Marinas et al. 2018).

La seva presencia fluctua al llarg del cicle cel-lular, presentant un maxim en post-
anafase i un minim en entrada en G2. Aparentment esta relacionada amb un
blogueig de cicle en la fase G2 depenent de Cdc2 (Alemany et al. 2002). També
regula negativament la traduccié de gens especifics de resposta a estres

modulant Cpc2.

4.1.2.3.5rk1
Srk1 és una proteina de 580 aas, 66.14 kDa, homologa de MK2 de mamifer.

Presenta homologia amb les CaMK tot i tenir activitat independent de Ca%*/CaM.
Es una Ser/Thr-quinasa amb un consens de fosforilacié de RXXS/T. Els nostre grup
ha descrit el paper per a Srkl en resposta a estrés osmotic (Lopez-Avilés et al.

2005, 2008).

Inicialment, el nostre grup va observar que Srk1 fosforila i inhibeix Cdc25 (Fig. 14,
Nucli) a la mateixa diana que Chk1 i Cds1. En resposta a dany del DNA, aquestes

quinases fosforilen Cdc25 en una diana diferent a la de Cdc2 i inhibeixen la seva
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activitat (Christensen et al. 2000; Cussiol, Soares, and de Oliveira 2020; O’Connell

et al. 1997; Peng et al. 1997).

Aquesta fosforilacid també provoca que Cdc25 quedi segrestada al citoplasma
per Rad24, que |'estabilitza (Gdmez-Hierro et al. 2015). Tot aix0 evita que Cdc25
realitzi la seva funcid i atura I'entrada a mitosi (Lopez-Avilés et al. 2005). En
aquest procés, |'estabilitzacié de Cdc25 fa que aquesta s’acumuli al citoplasma.
Un cop finalitzat I'arrest cel-lular, I'activitat de Srkl disminueix i |'elevada

concentracio de Cdc25 permet que, a través de Cdc2, s’activi de forma rapida i

potent.
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Figura 14. Representacio de la via de Srk1 en fase vegetativa (Ssp1) i en resposta a estrés
oxidatiu (Sty1).
Modlificacid de Lopez-Avilés 2008.

Sabent que Srk1 era substrat de Sty1l en resposta a estrés (Asp et al. 2008; Asp
and Sunnerhagen 2003; Smith et al. 2002), es va observar la relacié entre
aquestes dues proteines. En el nostre laboratori es va observar que, en
condicions basals, Srkl es troba unida a i estabilitzada per Styl (Lépez-Avilés et
al. 2008) (Fig. 14, Citoplasma). En resposta a un estres, Sty1 s’activa, fosforila Srk1
a la regié reguladora C-terminal (Thr463) (Lopez-Avilés et al. 2008). Aix0 permet

que les dues quinases es transloquin al nucli. Srkl aleshores es troba lliure i
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activa, on pot inhibir Cdc25 i el cicle cel-lular com ja haviem observat (Lépez-

Avilés et al. 2005).

L"activitat de Srk1 al final de la resposta a estres disminueix ja que la forma lliure
d’aquesta quinasa és inestable, de manera que pot ser degradada per la via del

proteosoma (Lopez-Avilés et al. 2008) (Fig. 14).

No s’ha demostrat que Srk1 tingui una funcié fora de la resposta a estres. Les
cél-lules amb aquesta quinasa delecionada, pero, presenten una mida inferior a
la normal en condicions de creixement favorables. Aixd fa pensar que, tot i que
el seu paper principal és la resposta a estrés, Srkl podria estar regulant el cicle
cel-lular através de Sspl (Gomez-Hierro et al. 2015). Durant la meiosi, també s’ha
observat que Srk1 s’acumula a les asques zigotiques i s’acaba concentrant a les

espores (Asp and Sunnerhagen 2003).
4.2.Ruta d’integritat cel-lular i Pmk1
La ruta d’integritat cel-lular s’activa en resposta a danys en la paret cel-lular.

Els elements sensors (Fig. 15) de la via s’inicien per una disminucié de I'activitat
de Rho (tant Rhol com Rho2), la qual es tradueix en una activacié de les PKC Pkcl
i Pkc2 (Perez and Cansado 2011; Viana et al. 2013). Aquestes quinases son les

responsables de fosforilar Mkh1 (Toda et al. 1996).

Els elements transductors (Fig. 15) de la via comencen amb la MAPKKK Mkh1,
gue fosforila la MAPKK Pekl (Thr238). Finalment, Pekl fosforila la MAPK Pmk1
(Thr186, Tyr188) (Sugiura et al. 1999; Toda et al. 1996).

Mkh1 és una proteina de 1116 aas, 125.13 kDa.

Pek1/Skh1/Mkk1l és una proteina de 363 aas, 40.71 kDa. La forma
desfosforilada de Pekl és capag d’inhibir Pmk1 (Sugiura et al. 1999).
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Pmk1/Spm1 és una proteina de 422 aas, 48.26 kDa, homologa de ERK
(Takada et al. 2010) de mamifer.

L"activacié de Pmk1 (Fig. 15) provoca canvis en I'expressio dels gens controlats
per Atfl, com passa amb la resposta a estres (Takada et al. 2007). Aixi,
s’expressen gens que permeten la biogenesi i I'organitzacié de la paret cel-lular.
Entre els gens diana d’Atf1 també es troba Ecm33. Aquesta esta involucrada en
la regulacié negativa de la mateixa via d’integritat cel-lular a través d’una

senvyalitzacio per calci.

Pmk1 té un efecte directe sobre la citocinesi a través de Nrd1, una proteina de
529 aas, 57.76 kDa. Aquesta s’uneix i estabilitza el mMRNA de Cdc4, que codifica
per a la cadena lleugera de la miosina Il. Pmk1 inhibeix la funcié de Nrd1, el que

redueix I'expressié de Cdc4 i evita la formacié del CAR (Satoh et al. 2009).
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Figura 15. Representacio de la ruta d’integritat cel-lular.
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Finalment, Pmk1l també regula la seva propia inhibicid en un cicle de
retroalimentacié negativa. S'uneix a Rncl, una proteina de 398 aas, 43.38 kDa.
Aquesta s'uneix al mRNA de Pmpl (una fosfatasa que desfosforila Pmk1) i

n‘augmenta la seva traduccié (Sugiura et al. 2003).

4.3.Ruta de senyalitzacié per feromones i Spk1

La ruta de senyalitzacié per feromones s’activa per iniciar la diferenciacié sexual
i la conjugacio en S. pombe en resposta a una manca de nitrogen. En funcié del
sexe de la cél-lula, aquestes secreten el factor M (h-, pel transportador Mam1) o

el factor P (h+).
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Figura 16. Representacio de la ruta de senyalitzacio per feromones.

Els elements sensors de la via (Fig. 16) s’inicien amb els receptors de feromones:

Mam?2 per al factor P i Map3 per al factor M; els quals pertanyen a la familia de

48



INTRODUCCIO

receptors acoblats a proteina G (GPCR). Aquests receptors activen la subunitat
Ga, Gpal, la qual activa la via de les MAPK (Dudin, Merlini, and Martin 2016). Les
palmitoil-tranferasses Mam4 i Erf2 també s’han descrit com activadores de la via

de Rasl, la qual fosforila Byr2 (Franco et al. 2017; Gilbreth et al. 1996).

Els elements transductors de la via (Fig. 16) comencen amb la MAPKKK Byr2, que
fosforila a la MAPKK Byrl. Finalment, Byrl fosforila la MAPK Spk1 (Neiman et al.
1993).

Byr2/Ste8 és una proteina de 659 aas, 73.63 kDa.
Byrl/Stel/Ste3 és una proteina de 340 aas, 38.19 kDa.

Spkl és una proteina de 372 aas, 42 kDa. No és essencial per al
creixement vegetatiu, pero si és necessaria per a la conjugacio. Es

localitza principalment al nucli, pero també als SPB i al citosol.

Spkl es caracteritza per ser un supressor de |'estaurosporina, un inhibidor
natural de quinases. Es creu que aquesta interacciona amb Pap1, que podria ser
una de les dianes de Spk1 (Toda, Shimanuki, and Yanagida 1991). Una altra diana
és Stel11/Aff1/Stex, un altre factor de transcripcié intimament relacionat amb la

diferenciacié sexual (Kjaerulff et al. 2005) (Fig. 16).

4.4.Regulacié negativa de les MAPK

Es molt important que la resposta a diferents estimuls duta a terme per les MAPK
sigui transitoria i es limiti al tipus i duracié dels mateixos (Millar et al. 1995;
Shiozaki and Russell 1995). Donat que aquesta resposta es dona a través d’un
conjunt de quinases, és logic que la regulacié negativa que permet modular la
intensitat i duracio de la senyal la portin a terme un conjunt de fosfatases. Durant
la fase d’adaptacio, aquestes s’activen i restableixen les condicions basals (Fig.

13, 15 16).

49



INTRODUCCIO

4.4.1.Tirosina-fosfatases: Pyp1 i Pyp2

Pypl és una proteina de 550 aas, 61.59 kDa. S’expressa de forma constitutiva a

la cél-lula i alhora es troba fortament induida a través de Sty1.

Pyp2 és una proteina de 711 aas, 79.36 kDa. S’expressa Unicament en resposta a

estres a través de Sty1 i Atfl (Degols et al. 1996; Wilkinson et al. 1996).

Ambdues van ser descrites com a reguladores negatives de la mitosi (Ottilie et al.
1992), actuant com a mecanisme de retroalimentacié negativa desfosforilant

Sty1 (Tyr173) i Pmk1 (Madrid et al. 2007; Millar et al. 1995).

En algunes situacions, com en |'estrés per calor, oxidatiu i nutricional; es fa servir
la inhibicié d’aquesta via per activar Styl (Nguyen and Shiozaki 1999) (Petersen
and Nurse 2007).

4.4.2 Fosfatases d’especificitat dual (PP2C): Ptcl i Ptc3

Ptcl és una proteina de 347 aas, 38.68 kDa. Ptc3 és una proteina de 414 aas,
44.86 kDa, que és sobre-expressada a través de Styl i Atfl (Gaits and Russell
1999). Ambdues son homologues de la proteina fosfatasa 2C (PP2C), la qual
depén de Mg?* (Shiozaki and Russell 1995).

Actuen com a mecanisme de retroalimentacié negativa desfosforilant Styl
(Thr171). També modulen la seva activacié quan Pyp1, que es troba inhibint Sty1,
se’n separa i permet la seva rapida i forta activacio. Les fosfatases Ptcl i Ptc3

atenuen aquesta activacié (Nguyen and Shiozaki 1999; Shiozaki et al. 1994).

També estan involucrades en el control de Pmk1 (Madrid et al. 2007; Takada et

al. 2007).
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4.4.3.Fosfatases d’especificitat dual: Pmp1

Pmp1/Dspl és una proteina de 278 aas, 31.63 kDa, homologa de PAC-1 (Sugiura
et al. 1998). La seva traduccié s’indueix a través de Rncl en resposta a Pmk1
(Sugiura et al. 2003). Alhora, Pmp1 s’uneix, desfosforila i inhibeix Pmk1, actuant
aixi en un cicle de retroalimentacié negativa (Gonzalez-Rubio et al. 2019; Sugiura

et al. 1998; Toda et al. 1996).

Tot i que no s’ha establert una relacié directa amb Spk1, també s’ha descrit un

paper inhibidor de la via de senyalitzacio per feromones (Didmon et al. 2002).
4.4.4 Altres reguladors: Ecm33

Ecm33 és una proteina de superficie ancorada a glicosil-fosfatidilinositol, de 421
aas, 43.35 kDa. S’expressa en resposta a estrés a través d’Atfl (Takada et al.
2010). Ecm33 regula la homeostasis de Ca?* en la cél-lula, de manera que la seva

activacio redueix "activitat de Pmk1.
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5.Lsk1 i regulacié de la RNA-polimerasa Il

Degut a la identificacié de la Lskl com a proteina rellevant en el resultats

d’aquesta tesi, és necessari incloure’n una breu introduccié.

Rpb1 Rpb1 Rpb1
(RNA (RNA (RNA
pol. 1) pol. 1) pol. I1)

= Promotor

Figura 17. Representacio de la regulacid de Rpb1.

Lsk1/Ctkl és una proteina de 593 aas, 67.37 kDa, homologa de Cdk12 de
mamifer. Es la subunitat catalitica del complex que fosforila i activa la RNA-

polimerasa Il (Rpb1 en S. pombe), juntament amb Lscl i Lsgl.

Lsc1/Ctk3 és una proteina de 331 aas, 38.19 kDa, que actua com a ciclina
reguladora associada a Lsk1. Lsg1/Ctk3 és una proteina de 218 aas, 24.64 kDa,

gue actua com a subunitat reguladora gamma.

Rpb1l és una proteina de 1752 aas, 194.16 kDa, homologa de la RNA-polimerasa
Il de mamifer. Presenta entre 20 i 50 repeticions (29 en S. pombe) d’una
seqliencia de 7 aminoacids (YSPTSPS) coneguda com a CTD. L’activitat de la
polimerasa es regula a través de la fosforilacio de les serines d’aquesta

seqgliencia.

En el moment en que la polimerasa abandona el promotor i s’inicia I'’elongacid,
és necessari que Mcs6/Cdk7 fosforili la Ser5 (Peterlin and Price 2006). A mesura
gue avanca l'elongacio, Lsk1 fosforila la Ser2 d’aquesta seqiiencia. La Ser7 és
fosforilada al final de I'elongacid per Mcs6 i sembla que la seva funcid és
important només en RNAs petits i no codificants (Coudreuse et al. 2010).

Aquestes fosforilacions no son necessaries per a la funcid catalitica de la RNA-
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polimerasa Il, pero si en regulen els diferents processos (Harlen and Churchman

2017).

Tant la delecié de Isk1 (latrunculin sensitive kinase 1) com de [sc1 (Karagiannis
and Balasubramanian 2007) i Isg1 (Saberianfar, Cunningham-Dunlop, and

Karagiannis 2011) provoquen sensibilitat a latrunculina en S. pombe.

També s’ha vist que Rpbl es fosforila en resposta a aquest tipus d’estres

(Karagiannis and Balasubramanian 2007).

Es sap que l'activacio d’aquesta via afavoreix I'éxit en completar la citocinesi
(Karagiannis and Balasubramanian 2007; Saberianfar et al. 2011). De fet, s’ha vist
que la seva homologa en humans evita la fallada en la citocinesi. Aixd implicaria

gue Lsk1 és un regulador positiu del SIN.

També s'ha vist que la fosforilacié de les Ser2 del CTD regula I'expressio de
proteines involucrades en citocinesi: la proteina d’interaccid amb Clp1 Nsk1, la
proteina del SPB Cut12 i la mateixa Lsk1 (Saberianfar et al. 2011). També indueix

I'expressié la proteina d’interaccié amb actina Aip1.

Aix0 és consistent amb el fet que les soques amb /sk1 delecionat son incapaces
de mantenir I"anell contractil en preséncia de latrunculina (Karagiannis et al.

2005).
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Antecedents

El nostre grup es centra en I'estudi dels mecanismes moleculars pels qual les
CaMKs regulen el cicle cel-lular i la resposta a diferents tipus d’estres. Entre
altres, hem descrit el paper de Srk1l com a substrat de Styl en resposta a estres
osmotic (Lopez-Avilés et al. 2008), bloquejant I'entrada a mitosi a través de la
inhibicié de Cdc25 (Lépez-Avilés et al. 2005). Estudis preliminars van indicar que
la Srk1 podia tenir un funcié en resposta a agents disruptors del citosquelet com

és la latrunculina.

La latrunculina és una familia de toxines naturals produida, entre altres, per
esponges del génere Latrunculina, d’on en deriva el nom (Anon n.d.; Coué et al.
1987). Aquesta droga s’uneix als monomers d’actina i els blogueja, evitant la seva
polimeritzacié. Degut al caracter dinamic del citoesquelet, aquest bloqueig
resulta en el col-lapse del citoesquelet d’actina. Existeixen diversos tipus de
latrunculina, pero les més utilitzades son la latrunculina A (LatA) i la latrunculina

B (LatB), de les quals es sap que la primera és més potent que la segona.

Tal com hem indicat, en estudis inicials es va observar que la delecié del gen srk1
(Asrk1) provoca sensibilitat a concentracions de latrunculina que no afecten a la

viabilitat dels wild type (WT) (Bimbo et al. 2005) (Fig. 18A).

Per aquest motiu es va voler establir el paper de Srk1 en la resposta a estres de
citoesquelet. Per fer-ho, es va estudiar el citoesquelet de miosina de soques WT
i soques Asrk1 exposades a concentracions de LatB no letals. Es va observar la
formacio correcta dels CAR com una anell situat a la zona medial de la cel-lula
gue es contrau progressivament. Aquelles cel-lules que presentaven anells
contractils amb una morfologia diferent a la descrita es qualificaven com a

aberrants (Fig. 18B).
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Es va veure que les cel-lules WT entraven sense problema en mitosi: formen un
anell contractil als 105 minuts que es contrau als 150 minuts i resulta en dues
cél-lules filles als 210 minuts (Fig. 18B). Les soques Asrkl també son capaces
d’entrar en mitosi tot i estar exposades a LatB. En canvi, presenten dificultats en
mantenir I'anell contractil, el qual col-lapsa sense poder completar la citocinesi.
En aquest cas es quantifica un augment dels anells aberrants que s’observen (Fig.
18C). Aquests resultats ens indicaven que Srkl podria tenir un paper en la

estabilitzacio i progressié de la citocinesi.

-
YES YES + 1.5 uM LatB g |
WT ; .. < 404
2
E 20-
Asrk1 £
1.5 pM LatB X § §'}

1)

. 1=180min : t  1t=210min 2 ‘; in| © : t=240min

Figura 18. Antecedents.

(A) Dilucid seriada de soques de S. pombe amb delecio de srk1 en diferents concentracions de LatB.

(B) Captura en el temps d’una soca WT (taronja) i Asrk1 (blau) exposades a LatB amb la cadena lleugera
de la miosina marcada amb fluorescéncia per monitoritzar la divisié cel-lular.

(C) Quantificacio de les cél-lules amb anells aberrants en una soca WT j Asrk1 exposades a LatB.
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Objectius

Per tal d’identificar i descriure el paper de Srkl en resposta a pertorbacions del

citosquelet, ens vam plantejar els seglients objectius especifics:
1-  Activacio de Srk1 en resposta a latrunculina.

2-  Mecanisme d’accio de la Srkl en resposta a LatB:
a. Proteines d’unio a Srk1: Lsk1.
b. Unid in vivo de Srk1 i Lsk1.
c. Proliferacié de soques amb mutacions en srk1 i Isk1 en resposta
a LatB.
d. Fosforilacio de Lsk1 per Srk1.

e. Activacié de Lsk1 en resposta a Srk1.

3-  Regulacié negativa de la via SAPK.
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Materials i métodes

1.Cultius bacterians

Tecniques emprades per al manteniment i manipulacié de soques bacterianes.

1.1.Soques utilitzades

DH5a: Soca de E. coli usada ampliament en clonatges, dissenyada per a

I’'amplificacié de plasmidis.

BL21 Rosetta: Soca de E. coli usada ampliament per a la sobre-expressio de
proteines recombinants. Presenta resisténcia al cloramfenicol. La variant Rosetta
esta dissenyada per millorar I'expressié de proteines eucariotes amb codons que

E. coli no acostuma a emprar.

1.2.Condicions de cultiu

Totes les soques de E. coli les hem cultivat en medi ric, LB. Als medis s’afegeix
antibiotic per seleccionar les colonies que ens interessen. Per seleccionar les
soques que han incorporat un plasmidi enfront les que no, al medi s’afegeix
ampicil-lina 50 ug/mL. En el cas de treballar amb BL21, addicionalment es treballa

amb cloramfenicol 20 pug/mL.

Els cultius es creixen a 379C, i en cas de tractar-se de medi liquid, en agitacié
suau. Els cultius en fase de creixement exponencial es fan servir per crear stocks.
Per fer-ho, es barreja 1.5 mL de cultiu amb 0.5 mL de glicerol al 60% en aigua i es

congelen a -802C.

LB: 1% triptona, 0.5% extracte de llevat; 1% NaCl; esterilitzat per autoclau (1159C

durant 15 minuts). Per a preparar medi solid, s’afegeix 1.5% d’agar al medi.
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1.3.Transformacid en bacteri

Tecnica emprada per incorporar plasmidis a les diferents soques de bacteris. Per
fer-ho, primer s’han de preparar les bactéeries competents. Aixo implica obtenir
un cultiu en fase exponencial i, en fred, canviar el medi successivament a MgCl2,
100 mM i CaCl, 100 mM. Aquestes cel-lules es conserven a -809C, de manera que

abans cal fer un canvi de medi final a CaCl, 85 mM, glicerol 15%.

En el moment de transformar el plasmidi desitjat, aquest s’incuba amb la
suspensioé cel-lular en gel durant 1 hora. Després d’un heat shock de 422C durant
45 segons, la suspensio es fa créixer en un 1 mL de LB a 379C. Finalment, el cultiu

es concentra i es sembra en el medi adequat.
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2.Cultius S. pombe
Tecnigues emprades per al manteniment i manipulacio de soques de S. pombe.

2.1.Soques utilitzades

Les soques utilitzades son modificacions genetiques de la soca wild type (WT) de
S. pombe amb auxotrofies d’adenina (ade), leucina (leu) i uracil (ura), que poden

presentar un dels dos sexes del llevat: h+ o h-.

Nom comu Soca Caracteristiques  Origen

WT Wild type h- ade- leu- ura-  Stock de laboratori

Asrk1 srk1:ura h+ leu- Stock de laboratori

Asty1 styl::kan h+ ade- leu-ura-  Stock de laboratori

Asty1 Asrk1 styl::ura srk1:kan ade- leu- Stock de laboratori

srk1-HA srk1-HA:kan h+ leu- ura- Stock de laboratori

srk1-TA srk1-TA-HA:ura+ h- Stock de laboratori

srk1-TD srk1-TD-HA:ura+ h- Stock de Iaboratori

srk1-KA srk1-KA-HA:kan h- ade- leu- ura-  Stock de laboratori

Asty1 srk1-KA styl::ura+ srk1-KA-HA:kan Generat durant aquesta tesi
Alsk1 Isk1::hph h- leu- ura- Generat durant aquesta tesi
Asrk1 Alsk1 srk1:ura Isk1::hph h- leu- Generat durant aquesta tesi
Asty1 Alsk1 styl::kan Isk1::hph leu- Generat durant aquesta tesi
Asrk1 Isk1-myc pREP1-srk1 srk1::kan Isk1-13myc:hph pREP1-srk1-HA:leu+ Generat durant aquesta tesi
Asrk1 Isk1-myc pREP1-srk1-KA  srk1::kan [sk1-13myc:hph pREP1-srk1-KA-HA:leu+ Generat durant aquesta tesi
WT pREP81-wis1 Wild type pREP81-wis1-HA:leu+ h- ade- ura- Generat durant aquesta tesi
WT pREP1-srk1 Wild type pREP1-srk1-HA:leu+ h- ade- ura- Generat durant aquesta tesi
Alsk1 pREP1-srk1 Isk1::hph pREP1-srk1-HA:leu+ h- ura- Generat durant aquesta tesi
Awisl wisl:ura+ h+ leu- Stock de laboratori

Awis1 Asrk1 wis1::kan srk1::ura+ h+ Stock de Iaboratori

wis1-5A wis1-5A-HA:kan h+ ura- Stock de laboratori
wis1-S463A wis1-5463A-HA:ura+ h- ade- leu- Stock de Iaboratori
5id2-250 sid2-250 h- ura- Stock de laboratori

Taula 1. Llistat de les soques emprades: nom comu amb la nomenclatura abreviada; soca amb el genotip associat;

caracteristiques de sexe i auxotrofies conegudes i origen de la soca.
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Les delecions dels diferents gens (Agen) s’aconsegueixen substituint el gen
endogen per diferents gens selectors: resisténcia a sulfat de G418 (kan),

resistencia a higromicina (hph) i prototrofia per uracil (ura+).
Les soques que em emprat en aquest treball s’indiquen el la Taula 1.

2.2.Condicions de cultiu

Les soques de S. pombe es cultiven en medi ric YES. Als medis podem afegir
antibiotic per seleccionar les coldnies que ens interessen. Els antibiodtics que fem

servir son sulfat de G418 o higromicina, ambdds a 100 ug/mL.

En els casos en que volem fer servir alguna auxotrofia per seleccionar una soca
concreta, fem servir medi minim (MM). Aquest es pot complementar amb els
mateixos aminoacids que el YES, perd se’'n retira un en funcié de si es vol

seleccionar per auxotrofia per adenina (LUH), leucina (UHA) o uracil (LHA).

Els cultius es creixen a 25 0 329C, i en cas de tractar-se de medi liquid, en agitacio
suau. Els cultius es mantenen sempre en fase exponencial. Per fer-ho, es
mantenen a una densitat optica inferior a 1 en una longitud d’ona de 595 nm
(ODa=sgs nm<1). Per crear stocks es barreja 1 mL de cultiu amb 1 mL de glicerol al

60% en YES i es congelen a -802C.

Els medis es suplementen amb latrunculina A (Abcam AB144290) o B (Sigma-
Aldrich L5288 o Abcam AB144291) per testar |'efecte d’aquesta droga en els
diferents mutants. Per als spots assay, es suplementa el medi solid encara calent
amb latrunculina B 1.5 uM, 2 uM i 2.5 uM. Com a control positiu, es suplementa

amb KCl 1 M.

YES: 0.5% extracte de llevat, 3% glucosa, 225 mg/L adenina (ade), histidina (his),
leucina (leu), lisina (lys) i uracil (ura); esterilitzat per autoclau (1152C durant 15

minuts). Per a preparar medi solid, s’afegeix 1.5% d’agar al medi.
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MM: 0.3% hidrogenftalat de potassi, 2% glucosa, 0.22% hidrogenfosfat de sod;,
0.5% clorur d’amoni, 225 mg/L lisina; esterilitzat per autoclau (1152C durant 15
minuts). Suplementat amb sals, vitamines i minerals. Per a preparar medi solid,

s’afegeix 1.5% d’agar al medi.

2.3.Transformacioé en llevat

Tecnica emprada per incorporar DNA a les diferents soques de llevat. Per fer-ho,
partim d’un cultiu de S. pombe exponencial. A continuacio, es prepara la soca
canviant el medi a sorbitol 1 M fred i es fan aliquotes per a cada condicié.
Finalment, s’incorpora el DNA a la mescla, s’electropora a 1500 V durant 5 ms i

es sembra en plaques del medi adequat.

En aquest cas, es transforma DNA lineal per modificar el genoma de la soca
(integracié de DNA) o DNA plasmidic per sobre-expressar una proteina, i els dos

meétodes impliquen certes diferéncies.

2.3.1.Integracié de DNA

Per estudiar el paper de srk1 i Isk1 in vivo, generem diverses soques noves de S.
Pombe. Per generar aquestes soques, s’han de generar els inserts que

s’integraran al genoma del llevat (Bahler et al. 1998).

Els inserts s’obtenen per amplificacié per PCR. Els oligonucleotids incorporen les
regions d’homologia amb el genoma de S. pombe que permetran la integracié
per recombinacié homologa. Els oligonucleotids i motlles emprats per a les
diferents soques generades en aquest treball es troben a la Taula 2. Els productes

de PCR es corren en un gel d’agarosa, es purifiquen i es quantifiquen.

En aquest cas, les soques transformades amb el DNA lineal es sembren en medi
ric per afavorir la integracié del producte de la PCR. 24 hores després, es fa una
replica en medi selectiu. Les colonies que aconsegueixen créixer es repliquen 3

cops en YES i es sotmeten a una seleccié final. Es comprova que els fragments
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s’han integrat al lloc correcte per PCR amb oligonucleotids que combinen el

genoma de S. pombe i 'insert.

2.3.2.Sobre-expressid en llevat

Téecnica emprada per observar els efectes de [|'expressio, amb diferents
intensitats, d’'una proteina concreta en S. Pombe. Per fer-ho, incorporem
plasmidis de sobre-expressid de proteina en llevat amb el gen de la nostra

proteina d’interés.

pREP: Plasmidi dissenyat per sobre-expressar proteines en llevat mitjancant un
promotor nmt, el qual s’inhibeix en preséncia de tiamina (B1), amb un gen de
seleccié leu+. La potencia del promotor varia des d’una expressié maxima amb el
Pnmtl (pREP1) fins a una expressio més reduida amb el Pnmt81 (pREP81). Degut
a la caracteristica episomal del nostre plasmidi, hem de mantenir el cultiu en

medi selectiu constant, un MM sense leucina (UHA).

A I'hora d’obtenir mostres d’aquestes soques, s’obté una mostra inicial en medi
amb B1 on no es sobre-expressa el nostre gen (ja sigui srkl o srk1-KA). A
continuacio es realitza un canvi de medi a UHA sense tiamina i es manté el cultiu

exponencial durant 20 hores abans de recollir la mostra per a extracte proteic.

2.4.Creuament de soques

Téecnica emprada per combinar mutacions de dues soques diferents. Basada en
la reproduccio sexual de S. pombe i la recombinacié meiotica, es parteix de dues
soques amb sexes oposats que contenen genotips que volem combinar (per
exemple, els mutants simples de Alsk1 i Asrk1 per obtenir el doble mutant Asrk1
Alsk1). Aquestes es sembren una sobre l'altra en un medi restrictiu (SSA) que
afavoreix la formacio d’espores en 48 hores. Un cop aquestes es poden observar,
s’inicia un tractament amb glusulasa al 0.5% durant 24 hores, seguida d’una

exposicié de 5 minuts a etanol 7%, i es sembren en medi ric. Un cop les espores
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han germinat, es comprova el genotip de les colonies filles amb els medis de

seleccié adequats.

SSA: 1% dextrosa, 0.05% acid aspartic, 0.2% dihidrogenfosfat de potassi, 0.02%
hidrogenfosfat de sodi, 0.05% sulfat de magnesi heptahidratat, 0.01% clorur de
calci dihidratat, 0.2% sulfat d’amoni, 4.2 mM hidroxid de sodi, 1.5% agar, 225
mg/L adenina (ade), histidina (his), leucina (leu), lisina (lys) i uracil (ura);
esterilitzat per autoclau (1152C durant 15 minuts). Suplementat amb sals,

vitamines i minerals. Per a preparar medi solid, s’afegeix 1.5% d’agar al medi.

2.5.“Spots assay”

Tecnica emprada per establir les diferencies en la capacitat proliferativa entre
soques de S. pombe en diferents condicions. Per fer-ho, cal un cultiu exponencial

de cada una d’aquestes soques.

En una placa de 96 pous esteéril, es prepara una columna amb els cultius a 0.4
ODs/mL (A=595 nm). A continuacio, es prepara un banc de dilucions (1/6) des de
la primera columna. Un cop fet aix0, s’esterilitza el Replica Plater for 96 well plate
(Sigma-Aldrich MWO03301) i es fa servir per sembrar gotes iguals de cada una de
les dilucions preparades en plagues amb les condicions que es volen estudiar. Les
plagues s’incuben duran 7 dies i es prenen imatges cada 24 hores per fer un

seguiment del creixement.

Per estudiar els efectes de la latrunculina B en la proliferacié dels diferents
mutants es fan servir concentracions de 1.5 uM, 2 uM i 2.5 uM en YES. Degut a
gue el reactiu es prepara amb DMSO, es comprova que la concentracié de DMSO
equivalent a la major concentracid de la droga no té cap efecte sobre cap dels

mutants utilitzats.
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3.Tecniques de manipulacié de DNA
3.1.PCR

Tecnica emprada per amplificar fragments de DNA lineal seguint el protocol de
la i-Tag™ DNA Polymerase (iNtRON 25022). Els productes de PCR es corren en

un gel d’agarosa, es purifiquen i es quantifiquen.

Els fragments amplificats s’han generat amb dues finalitats: el clonatge o la

integracio en S. pombe.

3.1.1.Fragments per a clonatge.

Els inserts s’obtenen per amplificacié per PCR fent servir oligonucleodtids que
incorporen les dianes dels enzims de restriccié. Els oligonucleotids i motlles
emprats per a les diferents soques generades en aquest treball es troben a la

Taula 2.

Com a DNA motlle es fan servir uns plasmidis de sobre-expressido amb el cDNA de
Isk1 proporcionats pel Dr. Akira Yamashita per a les formes WT de la proteina.
Per a la forma mutada del fragment N-terminal de Lsk1, es fa servir un fragment

de DNA dissenyat per nosaltres (Integrated DNA Technologies).

3.1.2.Fragments per a integracio.

Els inserts s’obtenen per amplificacié per PCR. Els oligonucleotids incorporen les
regions d’homologia del genoma del lloc en que volem realitzar la integracié a
cada extrem del fragment que volem integrar al genoma. Els oligonucleotids i
motlles emprats per a les diferents insercions generades en aquest treball es

troben ala Taula 2.

Com a DNA motlle es fan servir els plasmidis que contenen el gen de seleccid que
substituira el gen endogen per crear la delecié (pFa6a-hph-MX6) o el gen de

I'epitop seguit d’un gen de seleccié (pFaba-13myc-hph-MX6). Aquests plasmidis
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estan dissenyats especificament per poder realitzar delecions o integracions

d’epitops en S. pombe.

pFa6a-hph-MX6: Plasmidi dissenyat per delecionar gens de llevat
mitjancant el gen de resistencia a higromicina (hph). Les regions
d’homologia emprades es troben al 5’-UTR (forward) i al 3’"UTR (reverse)
del gen, permetent la substitucié del gen endogen pel gen hph. Les

soques que integren aquest gen es seleccionen en YES amb higromicina.

pFa6a-13myc-hph-MX6: Plasmidi dissenyat per incorporar ['epitop
13myc en gens de llevat, afegint el gen de resistéencia a higromicina. Les
regions d’homologia emprades es troben al 3’-UTR (forward i reverse) del

gen, permetent la integracio dels gens de myci hph a continuacio del gen

endogen. Les soques que integren aquest gen es seleccionen en YES amb

higromicina.
Finalitat  Producte final  Insert amplificat Primers emprats Sequéncia Regi6 incorporada Motlle emprat
L Isk1 forward CGCGC: ATATGTCATACTCGAAGAGTACA Diana EcoRI
Plasmidi : ATTTATCGCCG PGEX-Isk1 N-terminal
Clonatge PGEX-Isk1 Isk1 N-terminal Dr. Akira Yamashita
N-terminal Isk1(N) reverse GCGCGC! AAATAGGGGGAGGAGAAG Diana Notl :
ATGAAGGTCTCCGCG
o Isk1(C) forward CGCGCG ATATGGGTTCTAATATATTACTGA Diana EcoRI
Plasmidi ) ATAACAATGGTG PGEX-Isk1 C-terminal
Clonatge PGEX-Isk1 Isk1 C-terminal Dr. Akira Yamashita
C-terminal Isk1 reverse GCGCGC ATCTTTTAGATTTICGTTTTT Diana Notl :
TACTTTCCCATTCATGCC
R Isk1 forward CGCGCG ATATGTCATACTCGAAGAGTACA Diana EcoRI Fragment de Integrated
asmidi i
Clonatge PGEX-Isk1 Isk1-NOA ATTTATCGCCG DNA Technologies
N9A Isk1(MUT) reverse  GCGCGC TTATTCATGAGGGATAGAAGG Diana Sall
TTAACGATTAATTTCTTTTC ATTCCCATCGAAT Homologia amb el
Isk1 prom. forward  TTTCGCTCACAGATTGCGTGTAATTCTCTTCATTGT — S'UTR de skl
Insercié Soca Alskl hiGerI;r:iec::a IS ARG
E Isk1 term. GCATCAGACAAATTTGTTACTCTGCCTAGTGTTAA Homologia amb el
reverse 1 CAAAATATATAGAAGATAGACCGCAGTAAAGCGA 3'UTR de Isk1
GACAAAGAAAT!
GAAAAACATGCAAGGAAGTTGGCATGAATGGGA Homologia amb el
2 Isk1 term. forward ~ AAGTAAAAAACGAAAATCTAAAAGA 3’UTR de Isk1
Gendblici Fa6a-13myc-hph-MX6
Insercio Soca Isk1 tag mycila P ve-np
higromicina Isk1 term. GTCAAATAAACCAGTGGAACATTTAATTATCATGA Homologia amb el
reverse 2 GCTATTAGTGTTCTTATTTCATC terminador de isk1

Taula 2. Taula amb les seqtiéncies corresponents les PCRs que apareixen en aquesta tesi: finalitat de la PCR,
producte que permet obtenir, fragment amplificat, primers emprats, seqiiéncia, regio incorporada a l'insert i
motlle de la PCR.

En taronja es troben les dianes de restriccio (clonatge) i les regions d’homologia amb el motlle (insercid).
Subratllat es troben les seqliencies iniciadores i terminadores de la traduccid.
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3.2.Clonatge
Téecnica emprada per incorporar un insert en un plasmidi.
3.2.1.Plasmidis utilitzats

Els plasmidis es troben emmagatzemats en soques de bacteris DH5a. Després
d’obtenir un cultiu bacteria de mida apropiada (Cultius bacterians), es purifica el

plasmidi amb el kit NucleoBond® Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel 740412.50).

PGEX-KG (ATCC® 77103™): Plasmidi bacteria dissenyat per expressio de proteines
de fusié amb GST. Utilitza un gen de resistencia a ampicil-lina com a gen de

seleccio.

3.2.2.Digestid, lligacio i seleccié dels clonatges

Tant el plasmidi com els diferents inserts es digereixen amb els enzims de
restriccié corresponents: EcoRI (Thermo Fisher FD0274), Notl (Thermo Fisher
FD0594) i Sall (Thermo Fisher FD0644). Els fragments de DNA es corren en un gel
d’agarosa, es purifiquen i es quantifiquen. Finalment, es lliga el plasmidi amb els
diferents inserts en una proporcié 1:3 amb la T4 DNA Ligase (Invitrogen 15224-
017).

Un cop obtingudes les lligacions, aquestes es transformen en bacteris DH5a
(Cultius bacterians) i es sembren en medi selectiu (amb ampicil-lina). Les colonies
gue han incorporat el plasmidi es fan créixer i aquest es purifica amb el kit
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel 740588.50). La preséncia de I'insert en el
plasmidi es confirma mitjancant PCR (com en la obtencié dels inserts) o per

digestié (com en el clonatge), que es corren en un gel d’agarosa.

3.3.Electroforesi en gel d’agarosa

Técnica basada en la mobilitat electroforética del DNA dins d’un camp eléctric en

gels d’agarosa (Hayward and Smith 1972). La mida similar de les bases
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nitrogenades i la preséncia regular de grups fosfat a les cadenes de DNA
confereixen una densitat de carrega identica per totes les molecules de DNA.
Aix0 permet separar molecules de DNA lineal exclusivament en funcié de la seva
mida. Per tant, les mostres es preparen amb un colorant que permet observar

com corre la mostra.

Les mostres es separen en gels d’agarosa 1% en tampd TAE amb una petita
guantitat de GelRed (Biogen BT-41003), una molecula fluorescent quan s’exposa

a llum ultraviolada (UV) que és capac d’intercalar-se al DNA.

Per visualitzar com s’ha separat el DNA, es prenen imatges amb el Gel Doc™ EZ
Imager (Bio-Rad). En cas de voler purificar alguna banda, hem evitat aquest pas
per reduir I'exposicié del gel a radiacié UV i les conseqlients mutacions. En aquest
cas, hem observat el gel en un White/UV Transilluminator (UVP), protegint-lo
amb el suport de polietile, i hem tallat les bandes desitjades. Aquest és el cas dels
productes de PCR i de les diferents digestions. El DNA s’ha purificat en aigua
DNAse free amb el kit NucleoSpin® Gel and PCR-Clean-up (Macherey-Nagel
740609.50).

Per a determinar el pes molecular de les bandes observades es fa servir el

marcador de pesos moleculars GeneRuler 1 kb (Thermo Fisher SM0311).
TAE: 1.81% EDTA, 24.2% Tris, 5.7% acid acétic.

3.4.Quantificacié de DNA

Les mostres de DNA es quantifiquen amb el NanoDrop 1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher).

3.5.Quantificacié de la dotacié gendmica de nuclis purificats

Tecnica emprada per estudiar la quantificacido d’ADN de nuclis cel-lulars sense la

interferéncia de la resta de components de la cél-lula. Per fer-ho, fem servir el
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protocol descrit a I'apartat 3.4 de I'article de Sabatinos i Forsburg (Sabatinos and

Forsburg 2015).

Partim d’un cultiu de llevat en les condicions d’interés (Cultius S. pombe).
Recollim les cél-lules en etanol 70% i es conserven en fred. Es fa un rentat amb
KCI 0.6 M, es resuspen en la solucid enzimatica i s’'incuba 1 hora a 372C. Es canvia
el medi per KCI 0.1 M i tritd 0.1% i s’incuba 5 minuts. Es fa un rentat amb PBS, es
resuspén en tampd de nuclis i s'incuba 16 hores a 372C. Finalment, es sonica 5
segons amb una amplitud del 50% en Sonifier® Power Supply (BRANSON 100-
412-194 REV. 01).

La quantitat de DNA continguda als nuclis es quantifica per fluorescence-
activated cell sorting (FACS) amb una tincié amb SYTOX™ Green nucleic acid stain

(Invitrogen S7020).

Solucié enzimatica: 0.6 M KCI, 1 mg/mL enzims de lisis, 0.5 mg/mL zimoliasa,

preparat al moment.
PBS: 8.5 g/L NaCl, 1 g/L hidrogenfosfat de sodi, 0.35 g/L dihidrogenfosfat de sodi.

Tampo de nuclis: PBS, 0.1 mg/mL RNAsa A.
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4.Tecniques de manipulacié de proteina
4.1.0btencid d’extractes proteics

Tecnica emprada per estudiar el contingut proteic de S. pombe. Per fer-ho,
partim d’un cultiu de llevat en les condicions d’interes (Cultius S. pombe).
Recollim les cel-lules del cultiu en una membrana mitjangant una rampa de buit,
i transferim la membrana rapidament a un Eppendorfamb acid tricloroaceétic 20%
(TCA) fred per fixar-les. A continuacio es retira el TCA i es neutralitza amb trizma

base 1 M. Els pellets es poden conservar a -802C.

Per obtenir I'extracte proteic, es resuspen el pellet en tampd de lisi. A
continuacio, les cel-lules es sotmeten a una lisi fisica mitjancant glass beads
(Sigma-Aldrich G8772) amb el Mini-Beadbeater-16 (Biospec Products). El
sobrenedant s’obté per centrifugacid i es quantifica el contingut proteic de la

mostra mitjancant Lowry (Olson 2016).

Tampé de lisi: 67 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 1% ortovanadat, Protease
Inhibidor Cocktail (PIC).

4.2.Immunoprecipitacio (IP) de proteines

Técnica emprada per separar una proteina concreta (i aquelles proteines que hi
interaccionen) d’un extracte mitjancant la unid a anticossos especifics. Per fer-
ho, partim d’un extracte proteic quantificat i fem servir dos tipus de tecniques en

funcié de I'epitop escollit.

En el cas de voler precipitar una proteina enddgena de S. Pombe, fem servir una
soca que presenta I'epitop HA conjugat amb ella (Srk1-HA). Aix0 ens permet fer
servir el Pierce™ HA Epitope Tag Antibody Agarose conjugate (Thermo Fisher

26181), amb una proporcio de 40 uL de beads per 1000 ug de proteina. L'extracte
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s’incuba 16 hores en agitacio en fred amb les beads, que després de netejar-les,

s’analitzen per WB.

En el cas de voler precipitar una proteina amb alguna modificacié o que no es
pugui fer servir I'epitop HA, fem servir un anticos primari especific contra |'epitop
desitjat. Per exemple, un anticos dirigit contra la forma fosforilada de Srk1 en
Thr463 amb una proporcié de 6 pL d’anticos per 1000 ug de proteina. L'extracte
s’incuba 16 hores en agitacid en fred amb els anticossos primaris i aquests es
precipiten amb 30 pL de Pierce™ Protein A/G Agarose (Thermo Fisher 20422)

durant 2 hores. Després de netejar-les, s’analitzen per WB.

4.3.0btencid de proteines recombinants

Tecnica emprada per obtenir proteines purificades mitjancant un expressié en

bacteri.

4.3.1.Expressié de proteines en bacteri

Un cop clonades les seqiiéncies de les proteines d’interés en plasmidis de sobre-
expressio de proteines recombinants (en el nostre cas, pGEX-KG), aquests es
transformen en bacteris E. coli dissenyats per a la sobre-expressié d’aquest tipus
de proteina (BL21 Rosetta). Els cultius es creixen en LB amb ampicil-lina i
cloramfenicol i la sobre-expressié s’indueix afegint IPTG 0.5 mM durant 4 hores.
Finalment, les cel-lules del cultiu es recullen per centrifugacié (Tecniques de

manipulacio de DNA i Cultius bacterians).

4.3.2.Purificacié de proteines recombinants

Per purificar les per proteines expressades i fusionades a la proteina GST, els
pellets es resuspenen en 5 mL de NET-N amb inhibidors i es soniquen 5 segons
amb una amplitud del 50% en Sonifier® Power Supply (BRANSON 100-412-194

REV. 01). Aix0 es repeteix 5 cops (vigilant que la suspensié no s’escalfi) per
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alliberar la proteina a la fase soluble, que es separa de la insoluble per

centrifugacié.

A continuacid, s'incuba la fraccié soluble amb 500 plL de Glutathione Sepharose™
4B (GE Healthcare 17-0756-01) durant 16 hores en agitacié en fred. Després de
netejar les beads, es recullen 3 eluits de la proteina purificada i es guarden les

beads en el mateix buffer.

Per comprovar que la proteina s’ha sobre-expressat i purificat correctament, es
prenen mostres que es corren per SDS-PAGE i es visualitzen amb una tincio per

Coomassie.

NET-N: 20 mM Tris-HCl, pH 8, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% igepal.

Inhibidors: 1 mM PMSF, 1 uM aprotinina, 10 uM leupeptina, 10 uM ortovanadat.
Eluit 1: 50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 250 mM NacCl, 30 mM glutatié-DTT durant 1 hora.
Eluit 2: 50 mM Tris-HCl, pH 9.6, 120 mM NacCl, 30 mM glutatié-DTT durant 1 hora.

Eluit 3: 50 mM Tris-HCl, pH 9.6, 120 mM NaCl, 40 mM glutatio-DTT durant 16

hores.

4.4 .Assaig quinasa

Técnica emprada per analitzar si una quinasa és capa¢ d’incorporar una

modificacio fosfat a una proteina substrat concreta in vitro.

Per fer-ho, és necessari purificar les proteines d’interes. Per evitar possibles
interaccions amb altres quinases de S. pombe, es purifiqguen les proteines

recombinants mitjancant I'expressié en bacteri.

A continuacid, es prepara l'assaig amb les condicions Optimes per que es
produeixi la fosforilacio. L’assaig es realitza amb el seglients components: tampd
quinasa (Tris-HCl 2 mM, MgCl; 2 mM, DTT 0.5 mM), ATP 2.5 mM, 32P-gATP
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juntament amb la quinasa i el substrat d’interes, en un volum final de 25 plL. La
reaccio s’incuba a 322C durant 30 minuts i s’atura per adicio de tampd de mostra
per a electroforesi en SDS-PAGE. La fosforilacié es comprova corrent les mostres
en un SDS-PAGE. Aquest gel es tenyeix per Coomassie per comprovar la preséncia
de les proteines. El patré de la radioactivitat és capturat per films fotografics (GE
Healthcare 28906844) a diferents temps d’exposicié i es revelen (AGFA CURIX
60).

També es pot realitzar 'assaig quinasa en fred, emprant sols ATP 2.5 mM. Aixo
ho permet I'existéncia d’un anticOs que reconeix especificament el nostre
substrat fosforilat. En aquest cas, comptem amb un anticos contra els substrats
d’AKT fosforilats (Cell Signaling 9614), el qual ens serveix perque AKT i Srkl
comparteixen consens de fosforilacié (RXXS/T). La fosforilacio dels substrats es

comprova per WB.
4.4.1.Proteines analitzades

La proteina analitzada com a possible quinasa és Srk1, la qual fosforila serines i

treonines precedides en dues posicions per arginina (RXXS/T).

La proteina analitzada com a possible substrat és Lsk1 dividida en dos fragments:

I"'extrem N-terminal i I'extrem C-terminal.

GAATTCATATGTCATACTCGAAGAGTACAATTTATCGCCGACAAGGCG CAGAACCAAATAGCCACTTTCGG
CGTACCGTCGAAGAAAAGTCTCAGCTTTCTGGTACAAATGAGGAGTCTTTAGGAGGCCACACCCTGTCCT
CTAATGCTTTCAAAAATAATTCATCTAGTATATCGCCATCCTCATCTGCGAAGGATCCTCGAGAACAGCGGA
AAAGAGCATTTCCTCTCAACGATACACATTCTTCCCGAGCAAGACAGCATGAAAGACCTTTTCGTTCTCGA
AAATCTAGAAGGAGAAAGGGTAAAAAGGCATTCAGTCCTAGACCTGGCCCACCTCCATCACCTTCCTTTT
ACCGCTCAGGTGCTCAAAAACGAGCACGTAATTTAGCTGCCAAGGATTACTTTGCCAAACGCTCTGAA
CGCTICTGCCGCCTCCGTCTCACCTATATCACCGTCCGCAAACAGAAATGATCAAAAAGGCAAGCTTCTT
CTTTTCGAAGGTCTCCGCCTAGTTCTGTACATATGAAGCCTTCAGCTTTTAACGGTCGAAAGGTATCGCGG
AGACCTGCAGCTTCTCCTCCCCCTATT CCTTCTATCCCTCATGAATAAGTCGAC

Figura 19. Seqiiencia del cDNA del fragment N-terminal de Lsk1 amb les mutacions que canvien
els 9 llocs consens de fosforilacié per Srk1 per alanines (taronja). Les dianes de restriccié EcoRl
(inici) i Sall (final) es troben marcades en blau; i les seqiiencies iniciadores i terminadores de la
traduccio, subratllades.
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El fragment N-terminal també s’ha expressat amb mutacions que eliminen 9 llocs
consens de fosforilacié RXXS/T i els canvien per alanina. La seqiéncia emprada
per aquesta purificacié (Fig. 19) va ser encarregada a Integrated DNA

Technologies.

4.5.SDS-PAGE

Téecnica descrita per Laemmli (Laemmli 1970) basada en la mobilitat
electroforéetica de les proteines dins d’un camp eléctric en gels desnaturalitzants.
Per poder separar les proteines exclusivament en funcié de la seva mida, és

necessari abans homogeneitzar la seva densitat de carrega.

Per fer-ho, les proteines es mesclen amb un tampd de carrega, els diferents
components del qual permeten aquest fet. La preséncia de 2.5% SDS
desnaturalitza les proteines i elimina la influéncia de la conformacié en mobilitat
electroforética de les molécules. Alhora, s'uneix a les proteines i els confereix una
densitat carrega negativa equiparable en totes les molécules. La mescla final
conté també tampo fosfat 10 mM (que contribueix a conferir carrega negativa) i
0.05% DTT (que elimina els ponts disulfur i ajuda a desplegar-les). Finalment, un
10% de glicerol proporciona viscositat a la mostra, mentre que 1/80 part de blau
de bromfenol permet veure la mobilitat del front. Per completar el procés que
permet igualar la densitat de carrega de les proteines, les mostres es bullen 5

minuts a 952C.

Un cop preparades les mostres, aguestes es corren en un gel de poliacrilamida
en tampd electrolit mitjangant un camp eléctric. Les proteines més petites seran
capaces de travessar el gel més rapid i presentaran una migracid més rapida,

mentre que les proteines grans presentaran una mobilitat més lenta.

Per visualitzar com es separen les proteines, els gels es sotmeten a una tincio per

Coomassie o es fan servir per a WB.
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Per a determinar el pes molecular de les bandes observades es fan servir els
marcadors de pesos moleculars Unstained Low Range (Bio-Rad 1610304),
Precision Plus All Blue (Bio-Rad 161-0373) i/o Precision Plus Unstained (Bio-Rad
161-0363).

Tampé electrolit: 14.4% glicina, 3% tris, 1% SDS.
4.6.Western Blot

Tecnica emprada per analitzar la presencia de proteines separades en un SDS-

PAGE per immunodeteccié sobre una membrana.

4.6.1.Transferéncia

Tecnica emprada per transferir proteines des de un gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a una membrana de nitrocel-lulosa (Bio-Rad 162-0115) mantenint el patré

de bandes obtingut en I'electroforesi.

Per fer-ho, es posa el gel en contacte amb la membranai a cada banda es col-loca
un Whatman™ (GE Healthcare 3030-917) xop de tampd de transferéncia per
evitar que s’assequin i serveixi de medi per a generar el camp electric. El
muntatge es submergeix en tampd de transferéncia i es sotmet a un camp

electric per a que les proteines migrin del gel a la membrana.

L’electrotransferéncia es realitza a 70 V durant 90 minuts en fred, pero el voltatge
i el temps poden variar en funcid de les proteines que vulguem analitzar. Per
comprovar que la transferéncia ha tingut lloc de forma correcta, tenyim la

membrana amb Ponceau (Sigma-Aldrich P7170-1L).
Tampé de transferéncia: 14.4% glicina, 3% tris, 0.2% SDS, 20% etanol.

4.6.2.Immunodeteccid

Técnica emprada per detectar especificament proteines sobre una membrana.

Per fer-ho, cal bloquejar les interaccions inespecifiques de la membrana amb
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solucié de bloqueig (llet o BSA al 5% en TBS-T). Els anticossos primaris es
preparen en la mateixa solucid de bloqueig a les concentracions adequades i
s’incuben durant 16 hores en fred (excepte I'anticos contra GST, que només
necessita 1 hora a temperatura ambient). Els anticossos primaris emprats en
aquet treball s’indiquen en la Taula 3. Un cop fet, es renten les membranes 3

cops amb TBS-T.

A continuacio, s'incuben les membranes amb 'anticos secundari durant 1 hora a
temperatura ambient. Els anticossos secundaris emprats son contra ratoli (Bio-
Rad 1706516) i contra conill (Bio-Rad 1706515) i es troben conjugats amb HRP.
Es preparen en la mateixa solucié que els anticossos primaris a les concentracions
adequades. Finalment, les membranes es tornen a rentar 3 cops amb TBS-T i un

cop amb TBS.

La HRP conjugada emetra quimio-luminescencia en reaccionar amb el substrat
EZ-ECL (Biological Industries 20-500-120) especificament als llocs d’unid dels

anticossos a la membrana. El patré d’aquesta luminesceéncia és capturat per films

fotografics (AGFA EWPJH) a diferents temps d’exposicio i es revelen (AGFA CURIX
60).

Origen Casa comercial Referéncia Bloqueig Primari Secundari

GST Ratoli Sigma-Aldrich SAB4200237 Llet 1/10,000 1/10,000

HA Ratoli Sigma-Aldrich 12CA5 Llet 1/5,000 1/4,000

Myc Ratoli Thermo Fisher 46-0603 Llet 1/5,000 1/3,000

P-Akt substrate Conill Cell Signaling 9614 BSA 1/10,000 1/4,000
P-RNA polimerasa Il Conill Sigma-Aldrich PLA0128 BSA 1/10,000 1/4,000
PSTAIR (Cdk1/Cdc2) Conill Millipore 06-923 Llet 1/5,000 1/5,000
P-Sty1 Conill Cell Signaling 9211 Llet 1/3,000 1/3,000

Taula 3. Llistat dels anticossos primaris emprats: epitop que reconeixen, origen de I’anticos,
casa comercial i referéncia, substancia de bloqueig i dilucions dels anticossos primaris i
secundaris emprades.
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El patrd de les bandes observat en revelar els films indica la preséncia i quantitat
relativa de la proteina que detecta el nostre anticos, aixi com I'especificitat del

mateix.

Solucid de bloqueig: 5% llet o BSA en TBS-T, en funcid de I'anticos.
TBS: 2.4% Tris, 8.8% NacCl.

TBS-T: TBS suplementat amb 0.05% Tween (Sigma-Aldrich P1379-1L).

4.7.Tincié per Coomassie Blue

Tecnica emprada per tenyir proteines (De St. Groth, Webster, and Datyner 1963).
Eltint interacciona per forces electrostatiques amb els grups amino i carboxil dels

aminoacids, tenyint aixi les proteines de color blau.

Els gels de poliacrilamida que venen d’una SDS-PAGE s’incuben amb la solucié de
Coomassie Blue durant 5 minuts i després es mantenen en destenyidor durant
16 hores. Per afavorir aquest procés, s’afegeix un tros de paper a la cubeta per a

gue absorbeixi I’'excedent.

Per capturar el patro de la tincio, es prenen imatges amb el Gel Doc™ EZ Imager

(Bio-Rad).

Coomassie Blue: 0.24% Brilliant Blue G250, 45% metanol, 10% acid acetic.
Destenyidor: 5% metanol, 7.5% acid acétic.

4.8.Metode “Tandem Affinity Purification” (TAP)

Técnica emprada per separar una proteina concreta (i aquelles proteines que hi
interaccionen) d’un extracte mitjancant la unié a anticossos especifics. Per fer-
ho, partim d’un extracte proteic en que la proteina d’interés s’ha expressat
recombinada amb, en ordre: un péptid d’unié a calmodulina, un lloc de tall

enzimatic i la proteina A (Puig et al. 2001).
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Per purificar la proteina d’interés, es fa una primera purificaciéo mitjancant una
columna amb Pierce™ Protein A/G Agarose (Thermo Fisher 20422). Després
d’eliminar els contaminants, es realitza una digestié per alliberar la nostra

proteina i aguelles que s’hi uneixen.

L’eluit obtingut es sotmet a una segona purificacié mitjancant una columna amb
Calmodulin Affinity Resin (Stratagene 1-800-424-5444). Despres d’eliminar els
contaminants, s’elueixen les proteines retingudes amb EGTA i s’identifiquen al

Servei de Proteomica de la Facultat de Medicina.
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Resultats

1.Activacio de Srkl en resposta a latrunculina

Com hem explicat a Antecedents, en estudis inicials es va observar que la delecié
del gen srk1 (Asrk1) provoca sensibilitat a concentracions de latrunculina que no
afecten a la viabilitat dels wild type (WT) (Fig. 18A). Es van analitzar també soques

que presentaven diverses mutacions en el gen srk1.

Primer, es va analitzar la proliferacié d’'una soca que presenta la treonina 463
mutada a alanina, que vam anomenar srk1-TA (Fig. 20A). Aquesta soca no pot ser

fosforilada i activada per Sty1, pel que Srk1-TA és inactiva.

També es va analitzar la proliferacié d’una soca que presenta el centre catalitic
de Srk1 mutat, de manera que no pot unir I'’ATP i és cataliticament inactiva. La

vam anomenar srk1-KA (Fig. 20A).

Com en el cas de Asrk1, les soques descrites que no presenten activitat de Srk1
presenten sensibilitat a latrunculina. Aixo corrobora que tant la preséncia de Srkl

com la seva activitat son necessaries en la resposta a LatB (Fig. 20A).

Finalment, es va analitzar la proliferacié d’una soca que presenta la treonina 463
mutada a acid aspartic, que vam anomenar srk1-TD (Fig. 20A). Aquesta soca
simula una fosforilacié constitutiva per Styl. Curiosament, aquesta presenta un

fenotip similar a WT.

Ja que l'activitat de Srkl1 és necessaria per a la supervivéncia de les cel-lules en
presencia de la droga, vam analitzar I'activacio de Srkl. Es sap que Sty1 fosforila
Srk1 a la treonina 463 en resposta a estrés osmotic (Lépez-Avilés et al. 2008). Per
aixo es fa servir un cultiu exposat a KCI 1 M com a control positiu de I'activacié
de Srkl. Es va immunoprecipitar la Srkl fosforilada en Thr463 amb un anticos
especific i es va detectar per WB en comparacido amb la Srk1 total de I'extracte
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(Fig. 20B). Es va observar que la preséncia de latrunculina provoca un augment

en la fosforilacio de Srk1, equivalent a I’'exposicié a KCI.

Com ja hem explicat, la fosforilacié de Srkl es dona a través de Styl en resposta
a estrés osmotic (Fig. 14). El que es va observar, pero, es que la soca Astyl no

només no presentava sensibilitat a LatB, sind que n’era resistent a la seva

preséncia (Fig. 20A).

A YES YES + 2.5 uM LatB B
WT
Asrk1
AStyl Srk1-HA
LatB KCl -
eSS —— =
Asty1 Asrk1 o 30’ 45 300 9
srk1-TA 1P P-Srk1 -—— e e
(T463)
srk1-TD
Extracte [WENS W S o
srk1-KA i ’ -
Asty1 srk1-KA
Srk1-HA
LatA LatB (Abcam) LatB (Sigma)
o § 0.4 pM 2 uM 2 uM 10 uM 2 uM 10 uM
L o 5 307" 60" 5" i30% 60/ 5¢ 30" ;60" S5/ 30" i6O7 5 30" 60° 57 30" 60
- - e T . e — - i .
- e Lk ‘----—-—--“--
- - B B n I N T | . S ————— L —

Figura 20. Activacid de Srk1 en resposta a latrunculina.
(A) Dilucié seriada de soques de S. pombe amb delecié de srk1, styl i diferents dobles mutants; en diferents
concentracions de LatB. També s’analitza una soca amb una mutacio en srk1 que no permet la fosforilacié per
Sty1 (srk1-TA); que simula una fosforilacio constitutiva de Srk1 (srk1-TD); i que té el centre catalitic de Srk1
inactiu (srk1-KA).
(B) Nivells de Srk1 en S. pombe WT exposat a LatB a diferents temps, on s’ha immunoprecipitat (IP) emprant un
anticos contra la Skr1 fosforilada en la posicié 463. Srk1 total emprada com a control de carrega.
(C) Nivells de Srk1 i P-Sty1 en S. pombe WT exposat a diferents concentracions de latrunculina Ai B, i a diferents
temps. P-STAIR emprat com a control de carrega.

90

Srk1-HA

P-Sty1

Srk1-HA

P-STAIR



RESULTATS

El fenotip de resisténcia que proporciona la delecié de sty1 domina tant sobre el
fenotip de Asrk1 com de srk1-KA. Aixo ens indica que malgrat estar Srk1 i Sty1 en

la mateixa via, I'activitat de Styl és dominant.

Els fenotips oposats de les dues soques, perd, ens va fer pensar inicialment que
la resposta es podria donar a través d’una quinasa diferent de Sty1. Es per aixo
gue vam decidir provar diferents tipus de latrunculina (LatA i LatB) de diferents
cases comercials (Sigma-Aldrich i Abcam) a I'hora de comprovar si Styl es
fosforilava davant aquest tipus d’estres. Donat que la LatA és més potent que la
LatB, el rang de concentracions utilitzat de la primera és més baix i va de 0.4 uM
a 2 uM. De LatB es van utilitzar de dues cases comercials diferents, i el rang de
concentracions emprat oscil-la entre els 2 i els 10 uM. Donat que la droga es

dissol en DMSO, es va fer servir aquest com a control.

Es va analitzar una soca amb la Srk1 marcada amb I'epitop HA. Es va observar que
la preséncia de latrunculina no afecta als nivells de Srk1, perd si que provoca una
fosforilacié de Styl que en la majoria de casos assoleix un maxim als 30 minuts

(Fig. 20C).

Tot aix0 demostra que la resposta a estres per latrunculina es déna a través de la

via Sty1/Srk1.
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2.Mecanisme d’acci6 de la Srk1 en resposta a LatB

La delecié de srk1 provoca que aquesta soca presenti sensibilitat a latrunculina
(Fig. 20A). Aixo ens indica que S. pombe respon a través d’aquesta quinasa a

aquest tipus d’estres.

S’ha descrit que Srkl fosforila i inhibeix Cdc25 en resposta a estres osmotic
(Lépez-Avilés et al. 2005). Aquesta resposta evita I'entrada en mitosi en resposta
a estrés i permet a la cel-lula adaptar-s’hi. Malgrat aixo, hem observat que ni les
soques WT ni les soques Asrkl presenten problemes en I'entrada a mitosi (Fig.
18B), el contrari que en estrés osmotic. Aix0 ens suggereix que la resposta a

estres de citoesquelet d’actina es déna a través d’un substrat diferent.

Per establir quin pot ser aquest substrat, ens fixem en el fenotip que presenten
les soques Asrkl exposades a LatB. Hem observat que les soques Asrkl, a
diferencia de les WT, presenten dificultats en mantenir I'anell contractil i en
completar la citocinesi (Fig. 18B). Aix0 ens suggereix que el substrat de Srkl a

través del qual es déna aquesta resposta esta involucrat en la sortida de mitosi

2.1.Proteines d’uniod a Srkl: Lskl

Per tal de descriure la funcié de Srkl en resposta a LatB, ens vam plantejar
identificar possibles nous substrats de Srk1. El nostre grup va realitzar un assaig
de TAP. Aquest va proporcionar un llistat amb proteines de S. pombe amb
capacitat d’unié a Srk1 in vivo, entre les que es van trobar proteines involucrades
en la traduccid, en la importacio al nucli, regulacié de la mitosi i en el control de

metabolisme.

Dins d’aquest conjunt de proteines, ens va cridar I'atencié la quinasa Lskl
(latrunculin sensitive kinase 1, Cdk12 en mamifer) ja que, com el seu nom indica,
comparteix fenotip amb la nostra quinasa d’interes i, a més, té un paper

relacionat amb la citocinesi (Viladevall et al. 2009).
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Concretament, la soca amb una mutacié en aquest gen presenta problemes en
mantenir I'anell contractil i completar la citocinesi (Karagiannis et al. 2005), com
és el cas de la delecié de srk1. La fosforilacié del seu substrat (el CTD de Rpb1), a
més, s’ha relacionat amb I'expressié de gens de citocinesi (Saberianfar et al.

2011).

2.2.Unid in vivo de Srk1 i Lsk1

El primer pas va ser comprovar si Srkl s’uneix a Lskl, a través

d’'immunoprecipitacid en aquest cas.

Per comprovar aquesta interaccié es va transformar el plasmidi pREP1-srk1 i
PREP1-srk1-KA en la soca Asrkl1 Isk1-myc. Es va sobre-expressar tant la forma
activa com inactiva de Srk1 durant 20 hores i es va immunoprecipitar Srk1 amb
beads conjugades amb anticos anti-HA. Les mostres es van analitzar per WB, on
es va analitzar la preséncia dels epitops HA (per Srk1) i myc (per Lsk1) amb

anticossos especifics.

Extracte IP a HA
< <
3 ¥ 3 ¥ OX
— et A m ¥ Lsk1-myc
;| == p— L Srk1-HA

Figura 21. Nivells de Srk1 i Lsk1 (extracte) en soques de S. pombe que sobre-
expressen (OE) les formes cataliticament activa (srk1) i inactiva (srk1-KA)
de Srk1 i on s’ha immunoprecipitat Srk1 (IPaHA).
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L'analisi de I'extracte (Fig. 21) ens confirma que treballem amb una soca que
conté Lsk1 marcada amb I'epitop myc, i que només alla on sobre-expressem srk1-
HA s’observa aquesta proteina. També comprovem que la IP és especifica i

només s’observa Srk1-HA alla on esta sobre-expressada.

Els resultats mostren (Fig. 21, IP) que Lsk1 co-precipita amb Srk1, perd només
guan aquesta presenta un centre catalitic actiu. Aixo ens indica que aquestes

proteines interaccionen in vivo, perd només quan Srkl és capag d’unir-se a ATP.
Un cop comprovada la interaccio de Lsk1 i Srk1 vam analitzar la seva interaccio
genica.

2.3.Proliferacié de soques amb mutacions en srk1 i Isk1 en resposta a LatB

A continuacid, vam voler comprovar la relacié que té Isk1 amb la via SAPK (Fig.

22).

Vam comprovar que la delecid de /sk1 presenta una sensibilitat a la droga major
que Asrk1. Igualment, el fenotip de Alsk1 domina sobre el fenotip de Asrk1 i,

curiosament, també sobre Astyl en els dobles mutants (Fig. 22).

Aix0 demostra que Isk1 té un paper fonamental en la resposta a latrunculina. El
fet que trobem Srk1 unit a Lsk1 podria indicar que Srk1 podria estar modulant

alguna funcio de Lsk1.

A YES YES+1.5uMLlate B YES YES +2 uM LatB
wT & "o o e

Asrk1 Asrk1

Alsk1 Astyl

Asrk1 Alsk1 Asty1 Alsk1

Figura 22. Dilucid seriada de soques de S. pombe amb delecid de srk1, sty1, Isk1 i diferents dobles mutants; en diferents
concentracions de LatB.
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En el cas de Sty1, observem que |'efecte positiu sobre la proliferacié que provoca
la pérdua de styl (observat com a resistencia) és superat per |'efecte negatiu de
la pérdua de /sk1. Per aquest motiu, no sabem si aquestes quinases estan

realment relacionades de forma lineal.

2.4.Fosforilacio de Lsk1 per Srk1

La proteina analitzada com a possible quinasa és Srk1, la qual fosforila serines i

treonines precedides en dues posicions per arginina (RXXS/T).

La proteina analitzada com a possible substrat és Lsk1. En aquesta proteina hem
trobat 11 llocs consens de fosforilacié per Srk1, dels quals la majoria (9) es troben
a I'extrem N-terminal. Per determinar en quin lloc Srk1 podria estar fosforilant a
Lsk1 i degut a la distribucié tan poc homogenia dels consens, es divideix la
proteina en dos fragments: un fragment N-terminal i un fragment C-terminal (Fig.

23).

Aixi, per analitzar si Lsk1 pot ser fosforilada per Srk1, es va realitzar un assaig de
fosforilacié in vitro obtenint la Srkl i els fragments N-terminal i C-terminal de la

Lsk1 mitjancant purificacié de proteines recombinants expressades en bacteri.

Es va observar que Srkl és capac de fosforilar Lsk1 en el seu extrem N-terminal

(Fig. 24), confirmant que n’és substrat.

MSYSKSTIYRRQG EPNSHFRRTVEEKSOLSGTNEESLGGHTLSSNAFKNNSSSISPSSSAKDPREQRKR ' FPL
NDTHSSRARQHERPFRSRKSRRRKGKKAFSPRPG  PPSPSFYRSG QKRARNL TKDYFAKRSE SSSASVSPIS
PSANRND® KROQASSFRRSPPSSVHMKPSAFNGRKVSRRP  SPPPIPSIPHETTSSDTQKKSSVSSGFPENKHG
KFHFHIPNERRSRFDQPPSKRMALTSTARESVPAPLPSPPSGPIYTYTYPKPAYEKIDQIGEGTYGKVYKAINTVT
GDLVALKRIRLEQEKDGFPITTVREVKILORLRHKNIVRLLEIMYEKSSVYMVFEYMDHDLTGVLLNSQLHFTPG
NIKHLSKQIFEALAYLHHRGVLHRDIKGSNILLNNNGDLKFADFGLARFN I SSKSANYTNRVI T LWFRPPELLLG
ETAYDTAVDIWSAGCIVMELFTGKPFFQGRDEISQLEVIYDMMGTPDVHSWPEVKNLPWYELLKPVEEKKSR
FVETFKEILSPAAIDLCOKLLALNPFCRPSAHETLMHEYFTSESPPPEPAVILKNMQGSWHEWESKKRKSKR

Figura 23. Seqliéncia proteica de Lskl1 amb els fragments N-terminal (blau) i C-terminal (groc)

marcats. Les serines i treonines que es troben en el consens de fosforilacié de Srk1 es troben
marcades en taronja.
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Un cop confirmat que la diana de fosforilacido de Lskl per Srkl es trobava a
I'extrem N-terminal del substrat, es va purificar aquest fragment de nou, pero
amb els 9 llocs consens de fosforilacid (RXXS/T) mutats per alanines, impedint la

seva fosforilacié. Aquesta fragment es va anomenar Lsk1-N9A (Fig. 23).

En aquest cas, I'assaig es va analitzar per WB. Els nivells de proteina es van
comprovar amb |'epitop emprat per purificar les proteines, GST. Donat que el
consens de fosforilacié de Srkl és el mateix que el d’AKT, es va fer servir un

anticos dissenyat contra les dianes d’AKT fosforilades.

Els resultats mostren que la fosforilacid en I'extrem N-terminal (Fig. 24)
desapareix en la forma mutada (Fig. 25). Aix0 ens indica que la diana de Srk1 és

algun d’aquests llocs mutats.

(2 | 3 [« | 5

GST-Srk1 + | + | + | - =

GST-Lsk1-Nterm + | - =T P

GST-Lsk1-Cterm -+ | - -
- == <— GST-Srk1

<— GST-Lsk1 N-terminal
= GST-Lsk1 C-terminal

Coomassie

—— <— GST-Lsk1 N-terminal

e

Radioactivitat

Figura 24. Nivells de Srk1 i dels fragments de Lsk1 (Coomassie) i de radioactivitat en un assaig
quinasa in vitro.

96



RESULTATS

1 2 3 4 5 6 7
GST-Srk1 + + + + - - s
GST-Lsk1-Nterm + = “ & + o 2
GST-Lsk1-Cterm - + » - a § -
GST-Lsk1-NSA - - + - - o +
-_— cw e e <— GST-Srk1
7 e <— GST-Lsk1 N-terminal
o i . o |+ GST-Lsk1 C-terminal
- = =
- - -
s HE -
o
®
@
=2 : <— GST-Lsk1 N-terminal
>
Gl
4
<
o

Figura 25. Nivells de Srk1 i dels fragments de Lsk1 (GST) i de substrats de AKT fosforilats (amb el
mateix consens de fosforilacié de Srk1) en un assaig quinasa in vitro.

2.5.Activacio de Lsk1 en resposta a Srkl

Sabem que Lsk1 és homologa de Cdk12 i fosforila el CTD de la RNA-polimerasa ll,
la proteina Rpb1 de S. pombe (Karagiannis and Balasubramanian 2007). Per tant,
en el cas de que Srk1 fosforili i activi Lsk1, aquesta activacié es pot monitoritzar

amb la fosforilacid de la RNA-polimerasa Il en el residu de Ser2 del CTD.

Per analitzar aquesta relacio, vam sobre-expressar la Srkl en cel-lules WT i en

cél-lules que presentaven la delecié de /sk1.

Aquesta sobre-expressid es va aconseguir transformant el plasmidi pREP1-srk1
en la soca WT i la soca Alsk1 i es va induir la sobre-expressié de la forma activa

de Srkl1 durant 14 i 18 hores. Les mostres es van analitzar per WB, on es va
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analitzar la presencia de I'epitop HA (per Srkl) i la forma fosforilada de RNA-

polimerasa Il amb anticossos especifics de la Ser2.

Els resultats (Fig. 26) mostren que en el moment en que I'augment de Srk1 actiu
és suficient com per poder ser detectada, la RNA-polimerasa Il es fosforila, perd
només en aquella soca que conté Isk1. Aix0 demostra que Srkl provoca la

fosforilacié de la RNA-polimerasa Il a través de Lsk1.

S,
—
& 2
S ~
3
= 3
-B1  Oh 14h 18h Oh 14h 18h
250 kba —
! P-RNA-polimerasa Il
150 kba —
Ead L BIESEN

- e e g @ | O STAR

Figura 26. Nivells de P-RNA-polimerasa Il i Srk1 en soques de S.
pombe que sobre-expressen Srk1. P-STAIR emprat com a control de
carrega.
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3.Regulacié negativa de la via SAPK

Tal com hem indicat anteriorment, la delecid de la MAPK Sty1 provoca resistencia

a la LatB.

Per tal d’analitzar i corroborar si la delecié dels components superiors de la via
es comporten igual que la delecid de styl en presencia de LatB, vam realitzar un
assaig de proliferacio en dilucions del la soca amb delecid de la MAPKK wis1. Aixi,
vam poder comprovar que soca Awis1 és resistent a la presencia de latrunculina,

com és el cas de Asty1 (Fig. 27A).

En resposta a estrés osmotic, la MAPKK Wis1 s’activa per fosforilacid, com li passa
a Styl. Un cop es respon a l'estres, la fosforilacid de Styl disminueix, pero Wisl
es manté fosforilada. En estudis anteriors del grup es va estudiar la possibilitat
de que Srkl regulés negativament Wisl, fosforilant-la en resposta a estres

osmotic.

Per aquest motiu, es van mutar a alanina el residus de fosforilacié consens per
Srk1 (RXXS/T) en el gen wis1 endogen. Aquesta soca es va anomenar wis1-5A (Fig.
27B). Quan es va analitzar aquesta soca en resposta a estrés osmotic, pero, no es

va veure cap diferéncia en el patré d’activacié de la MAPK Sty1 (Fig. 27C).

Malgrat aquests resultats en estrés osmotic, ens vam plantejar analitzar aquest

mutant, wis1-5A, en la resposta a LatB.

D’altra banda, també es va analitzar un mutant de Wis1 que presenta la serina
463 mutada a alanina (wis1-S463A) i que hem descrit en el nostre grup com un
lloc de fosforilacié negativa de Wis1 (Resultats no publicats). El mutant wisi-
S463A manté la via de les MAPK hiperactiva (Fig. 27D) i és sensible a estrés
osmotic (Fig. 27E). Aquesta posicio esta conservada en mamifer (Gopalbhai et al.
2003) (Fig. 27F) i, igual que en S. pombe, no correspon a cap consens de
fosforilacié conegut ni es sap quina quinasa fosforila aquest residu.
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Es van analitzar aquests dos mutants wis1-5A i wis1-S463A en resposta a LatB.
Tal i com s’esperava, el mutant wis1-S463A no presenta resistencia a LatB (Fig.
27A). La inhibicid de la via per Awis1 provoca resisténcia a LatB, pel que mantenir
la via hiperactiva amb la mutacio del lloc de fosforilacid per inhibir Wis1 (wis1-

S$463A) te la conseqliéncia inversa.

Sorprenentment, el mutant wis1-5A és molt sensible a LatB (Fig. 27A), indicant
gue la fosforilacié en aquests 5 residus podria estar inhibint la via en resposta a
LatB. Per aquest motiu, a continuacié vam estudiar el nivell d’activacié de la via
a través de la fosforilacié de Styl. Vam observar que el nivell de fosforilacié de

Styl és més alt en les cel-lules wis1-5A que en les cél-lules WT (Fig. 27G).

Com ja hem dit, el mutant wis1-5A presenta els residus de S/T del consensos de
fosforilacié RXXS/T mutats a alanina. Com van descartar que Srkl tingués un
paper en la fosforilacid de Wis1 (Fig. 27C), es va estudiar quines quinases amb
una funcidé relacionada amb la citocinesi comparteixen aguest consensos de

fosforilacié.

Una de les quinases que respon a aquestes caracteristiques és la quinasa Sid2.
Com ja hem explicat, aquesta és una quinasa del SIN que col-labora en
I'assemblatge (Bohnert et al. 2013) i contraccié del CAR i la formacié del septe

(Sparks et al. 1999).

El gen sid2 és un gen essencial, de manera que per estudiar els efectes de la seva
delecié hem de treballar amb un mutant termosensible, sid2-250. En analitzar el
nivell d’activacio de Styl en aguest mutant, vam observar que la Styl esta més

activada que en el WT, igual que en el mutant wis1-5A (Fig. 27E).

Aix0 suggereix que Sid2 podria estar regulant negativament la via SAPK a través

de la fosforilacio de Wis1 en algun dels 5 llocs consens mutats.
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Figura 27. Regulacié negativa de la via SAPK.

(A) Dilucié seriada de soques de S. pombe amb delecié de srki1, styl, wisl i diferents dobles
mutants; en 2.5 uM LatB. També s’analitza una soca amb una mutacio en wis1 que elimina 5 llocs
consens de fosforilacio per AKT (wis1-5A); i que té el lloc d’inhibicid per fosforilacié mutat a alanina
(wis1-5463A).

(B) Localitzacio dels llocs consens de fosforilacio de Srk1 en Wis1 mutats a alanines per formar la
soca wis1-5A.

(C) Nivells de P-Sty1 en diferents soques de S. pombe exposades a KCl 0.8 M a diferents temps. P-
STAIR emprat com a control de carrega.

(D) Nivells de P-Sty1 en diferents soques de S. pombe exposades a KCl a diferents temps. P-STAIR
emprat com a control de carrega.

(E) Dilucié seriada de soques de S. pombe WT i el mutant wis1-S463A; en 1 M KCI.

(F) Comparacio de la seqiiencia de MEK1 (humana) i Wis1 (S. Pombe) on s’observa que el lloc de
fosforilacié S212 de la quinasa humana es troba conservat en el lloc S463 de la de llevat.

(G) Nivells de P-Sty1 en diferents soques de S. pombe exposades a LatA 2 uM durant 60 minuts. P-
STAIR emprat com a control de carrega.
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Discussio

1.Activacio de la via SAPK en resposta a latrunculina

La via de les SAPK és la responsable de la resposta i adaptacio a un gran nombre
d’estressos (Ho and Gasch 2015). Actua a través de Styl, homologa de la MAPK
p38 de mamifer. S’ha descrit que la quinasa Srkl esta relacionada amb aquesta
via, ja que la seva expressid s'indueix en resposta a estres a través de Sty1 (Smith
et al. 2002). També es sap que en condicions basals, Styl es troba unida a Srk1, i
en resposta a estrés osmotic, aquestes es separen i Srkl atura el cicle cel-lular a

través de Cdc25 (Lopez-Avilés et al. 2005, 2008).

En aquest treball plantegem un paper per a Srklilavia de les SAPK en I'adaptacié
a un estres de citoesquelet provocat per latrunculina. En estudis inicials (Fig. 18A)
es va observar que la delecié del gen srkl (Asrkl) provoca sensibilitat a
concentracions de LatB que no afecten a la viabilitat dels wild type (WT) (Bimbo
et al. 2005). En treballs anteriors del grup es va identificar el lloc de fosforilacid
de Srkl, de manera que es sap que Styl fosforila Srkl en la treonina 463 en

resposta a estrés osmotic (Lopez-Avilés et al. 2008).

El mutant que canvia aquest residu per una alanina i que, per tant, no pot ser
fosforilat i activat (srk1-TA), presenta una sensibilitat similar a la delecié de srk1
(Fig. 20A). Succeeix el mateix per a la soca que presenta una mutacié que no
permet la unié d’ATP al centre catalitic (srk1-KA) i que, per tant, és inactiva. Aixo
ens suggereix que Srkl forma part del mecanisme de resposta a LatB en S.

pombe, i que la seva activitat quinasa és necessaria per realitzar la seva funcio.

L"activacié tant de Srk1 com de Sty1 esta relacionada amb una fosforilacio de les
mateixes. Per tant, si la via SAPK es troba activa, aquestes dues quinases hauran
de trobar-se fosforilades. L'exposicio de S. pombe a diferents tipus de

latrunculina provoca una fosforilacid de Styl (Fig. 20C). Aquesta fosforilacid
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també s’observa per a Srkl (Fig. 20B). Aixo confirma que la via SAPK es troba

activa en resposta a estrés de citoesquelet d’actina.

Es interessant destacar, aleshores, que tot i tenir una relacié lineal, les quinases
Srkl i Styl tenen papers oposats en aquesta resposta, ja que la delecié de srk1
provoca sensibilitat a la droga i la soca Asty1 és resistent a la presencia d’aquesta
droga. El mutant que presenta tant el gen styl com el srk1 delecionats també
presenta resistencia a la presencia de la latrunculina. El fet de que predomini el
fenotip de Astyl confirma que ambdues quinases es troben dins de la mateixa
via en aquesta resposta i és consistent amb la dominancia de Sty1 sobre Srk1 dins

de la mateixa.

Aquestes observacions es poden explicar amb estudis recents que estableixen
una relacié funcional entre la GTPasa Cdc42 i la MAPK Sty1. Cdc42 es localitza als
extrems de la cel-lula en S. pombe i coordina el creixement bipolar. El tractament
de les cél-lules amb LatA provoca la deslocalitzacié d’aquesta proteina i atura el
creixement cel-lular. Sty1 és la responsable d’aquesta deslocalitzacio, de manera
gue la manca de la MAPK evita que Cdc42 es dispersi (Mutavchiev, Leda, and
Sawin 2016). D’aquesta manera, Cdc42 continua promovent el creixement
cel-lular malgrat la preséencia de latrunculina, el que es tradueix en la resisténcia

gue nosaltres hem observat.

Aquest treball continua els estudis previs del grup sobre la Srk1 i es centra en el

seu paper en la resposta a la latrunculina.
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2. Mecanisme d’accié de la Srk1 en resposta a LatB

La latrunculina és una droga que s’uneix als monomers d’actina i els bloqueja,
evitant la seva polimeritzacié. Degut al caracter dinamic del citoesquelet, aquest
blogueig resulta en el col-lapse del citoesquelet d’actina. Per elucidar el paper de
Srk1 en la resposta a latrunculina, es va fer servir un analisi de microscopia per

observar la dinamica del citoesquelet de miosina.

Es va veure que tant les cel-lules WT com les soques Asrk1 no presentaven cap
problema en I'entrada a mitosi un cop els cultius s’exposen a latrunculina. Les
soques Asrkl1, a diferencia de les WT, presenten dificultats en mantenir 'anell
contractil en presencia de la droga, el qual col-lapsa sense poder completar la
citocinesi (Fig. 18B i C). Aix0 indica que Srkl és necessaria per completar la

citocinesi.

L’Unic substrat conegut de Srk1 és Cdc25 (Lopez-Avilés et al. 2008). Sabent que
el paper de Cdc25 controla I'entrada en mitosi, aquest fet sembla indicar que
Srk1 esta actuant a través d’un altre substrat involucrat en la sortida de mitosi.
Donat que un substrat de Srk1 ha de ser capag¢ d’unir-se a ella in vivo, es va
realitzar un assaig TAP per tal d’identificar proteines amb afinitat amb la quinasa.
Entre les proteines que es van obtenir de I'analisi, I'estudi es va centrar en els

candidats involucrats en mitosi i, més concretament, en la citocinesi.

Es per aixd que es va comencar a estudiar la Lsk1. Aquesta homologa de Cdk12
de mamifer presenta diverses caracteristiques en la seva funcié que la relacionen
amb Srkl1. Per comencar, la seva delecid presenta sensibilitat a la presencia de
latrunculina (Bimbo et al. 2005). De la mateixa manera, dins el seu paper de la
regulacio de la RNA-polimerasa Il es troba la coordinacié d’esdeveniments del
final de la divisio cel-lular (Viladevall et al. 2009). Concretament, igual que en el
cas de srk1, la delecio de Isk1 implica una inestabilitat en el CAR que impedeix la

complecié de la citocinesi (Karagiannis et al. 2005). Finalment, estudis previs
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relacionen |'activacio de la via SAPK amb una fosforilacio de Lsk1 en el seu extrem

N-terminal (Sukegawa, Yamashita, and Yamamoto 2011).

Totes aquestes evidencies ens porten a la hipotesi de que Srk1 té com a substrat

Lsk1 en resposta a un estrés de citoesquelet.

Per comengar, s’ha de comprovar la unié de Srkl i Lskl mitjancant una altra
tecnica. Per verificar que aquesta unié observada en el TAP realment es produeix,
s’ha immunoprecipitat Srkl en soques de S. pombe que sobre-expressen les
formes activa (srk1) i inactiva (srk1-KA) de Srk1 (Fig. 21). S’ha confirmat que Lsk1
co-precipita només amb la forma activa de Srk1, el que demostra que Lsk1 s’uneix
a Srkl in vivo si aquesta té I'activitat quinasa intacta o la seva conformacié activa.
Aix0 és coherent amb una relacid quinasa-substrat entre aquestes dues

proteines.

Els resultats de les dilucions seriades en plagues de LatB ens confirmen que Alsk1
és sensible a la preséncia de la droga (Fig. 22). En aquest cas és important
destacar que tant el doble mutant amb srk1 com amb sty presenten la mateixa
sensibilitat de Alsk1. Aixo ens fa pensar que el paper de Lskl és fonamental en la

resposta a estres de citoesquelet d’actina.

Com ja hem dit, estudis previs relacionen I'activacié de la via SAPK amb la
fosforilacié de Lsk1 en el seu extrem N-terminal (Sukegawa et al. 2011). De fet,
alguns estableixen que I'activacio de la via Wis1/Sty1 condueix a la fosforilacié de
la RNA-polimerasa Il i, segons estudis in vitro, aquesta podria deure’s a la
fosforilacié directa de Lsk1 en el seu extrem N-terminal per Sty1 (Sukegawa et al.

2011).

Tenint en compte, perd, que en I'assaig quinasa que mostren es va fer servir una
Sty1 purificada d’un extracte de S. pombe i que el nostre grup va demostrar que
en condicions basals Sty1 es troba unida a Srk1 (Lopez-Avilés et al. 2008), aquests

resultats no sén incompatibles amb la nostra hipotesi. Es per aquest motiu que
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es va decidir treballar amb peptids purificats de bacteri per a I'assaig quinasa. Per
caracteritzar la regié de fosforilacié del substrat, es va dividir la Lsk1l en dos
fragments (Fig. 23), i es va confirmar que Srkl fosforilava Srkl en I'extrem N-

terminal (Fig. 24).

Es va decidir, aleshores, purificar aquest fragment amb 9 llocs consens de
fosforilacié per Srk1 (RXXS/T) mutats a alanines (Fig. 23, taronja). L’assaig quinasa
confirma que Srk1 fosforila Lsk1 in vitro en una d’aquestes 9 posicions de I'extrem

N-terminal (Fig. 25), el que confirma que Lsk1 és substrat de Srk1 in vitro.

L'activacié de Lskl comporta la fosforilacié del seu substrat: la Rpb1l o RNA-
polimerasa Il (Saberianfar et al. 2011). Per comprovar que Srk1 és capac d’activar
Lsk1 in vivo, es va sobre-expressar srk1l en S. pombe. En aquest cas, la RNA-
polimerasa Il apareix fosforilada en la serina 2 (Fig. 26). Donat que aquesta
fosforilacié desapareix en la soca que té /sk1 delecionat, es demostra que la

sobre-expressid de Srkl provoca la fosforilacié de Rpb1 a través de Lsk1.

Experiments futurs podrien confirmar que aquesta fosforilacié també es dona en
resposta a una exposicio a latrunculina. Igualment, ens interessa determinar si la
eliminacidé dels 9 llocs consens de fosforilacié de Lsk1 enddogena també presenta
dificultats en la complecid de la citocinesi en preséencia de latrunculina, el que

confirmaria que aquesta regulacié és la responsable del fenotip observat.
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3.Regulacié negativa de la via SAPK

Es conegut que Awis1 és resistent a |'exposicié a latrunculina (Bimbd et al. 2005),
com Astyl (Fig. 27A). Es sap que en mamifer, la fosforilacid de la homologa de
Wis1 al lloc equivalent a la serina 463 provoca una inhibicid de la MAPKK
(Gopalbhai et al. 2003) (Fig. 27F). Es per aixd que disposem d’una soca que
presenta aquest residu mutat a alanina (wis1-5463A). Per una altra banda, el
nostre grup sospitava que Srk1 podia tenir un paper en la inhibicid per fosforilacié
de Wis1. Per aquest motiu es va generar una soca que presentava els consens de

fosforilacié per Srk1 (RXXS/T) en Wisl mutats a alanines (wis1-5A) (Fig. 27B).

Es va testar I'efecte que tenien aquestes dues mutacions sobre la resposta a
latrunculina (Fig. 27A). Els resultats de les dilucions seriades mostren com la
mutacio en Ser463 no presenta un fenotip diferent a WT, mentre que la mutacid
dels consens de fosforilacid per Srk1 presenta sensibilitat. Donat que el grup va
descartar que Srkl fosforilés Wisl, es va plantejar que una altra quinasa
involucrada en el control de la mitosi i amb el mateix consens de fosforilacié que
Srk1 fos la responsable d’una regulacié negativa de la via. La quinasa de la via SIN

Sid2 compleix amb aquests requisits.

Per comprovar-ho, es va treballar amb una soca que té wis1 delecionat, aixi com
amb la mutacio dels llocs consens de fosforilacio (wis1-5A). També es va treballar
amb la delecié condicional sid2-250. Les soques es van exposar a latrunculina i es
va observar que I'activacié de Styl és major en les soques que no presenten sid2
igual que en el mutant wis1-5A (Fig. 27G). Aix0 suggereix que Sid2 podria estar
regulant negativament la via SAPK a través de la fosforilacié de Wisl en algun

dels 5 llocs consens mutats en resposta a latrunculina.

Actualment estem treballant en assajos quinasa in vitro per confirmar la relacié
guinasa-substrat entre Sid2 i Wis1. També tenim interés en identificar la quinasa

responsable de la fosforilacié en la Ser463.
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Conclusions

Amb tot podem concloure que:

Y/
°

0/
0.0

0/
0.0

La via de les SAPK esta involucrada en la resposta a defectes en el
citosquelet d’actina provocats per la latrunculina.

La pérdua de la MAPK Sty1 (p38) provoca resisténcia a latrunculina.
Aix0 es correlaciona amb els resultats publicats recentment on Sty1l
és un element de checkpoint de pertorbacions del citosquelet
d’actina, inhibint Cdc42 als pols.

El paper de la MAPK Styl és dominant sobre la funcié de Srkl en
resposta a latrunculina.

La Srk1 (MK2) ha de ser activada per fosforilacié a la Thrd63 per
respondre a latrunculina.

La Srk1 és necessaria per a la resposta a defectes en el citosquelet
d’actina provocats per la latrunculina, ja que esta implicada en el
manteniment i estabilitat de I'anell contractil.

La Srkl s’uneix in vivo a la quinasa Lsk1 (Cdk12) i fosforila in vitro el
domini N-terminal de Lskl en algun dels 9 llocs consens de
fosforilacié per Srkl (RXXS/T).

La sobre-expressié de Srkl provoca la fosforilacid de la RNA-
polimerasa Il a través de Lsk1.

Existeix una regulacié negativa de la via SAPK a través de la
fosforilacié de Wis1 que podria donar-se a través de Sid2 en resposta

a latrunculina.

Les conclusions indicades es poden resumir en el model de la figura 28.
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Latrunculina

o[yl — (Creixement
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Figura 28. Representacio de les conclusions descrites en referéncia a la resposta a estrés per latrunculina.
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